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a thérapie photodynamique (PDT) est une modalité de traitement des petites 

tumeurs superficielles et accessibles à la lumière. Son principe repose sur l’action 

d’une molécule photoactivable, le photosensibilisateur (PS), qui s’accumule de 

manière préférentielle  dans les tissus néoplasiques. Sous l’effet d’une irradiation lumineuse et 

en présence d’oxygène, ce PS génère des espèces réactives de l’oxygène cytotoxiques. L’effet 

tumoricide de ce traitement résulte de la combinaison de dommages cytotoxiques directs sur 

les cellules tumorales et de dommages indirects caractérisés par l’altération de la 

vascularisation tumorale combinée à une activation du système immunitaire. La contribution 

relative de chacun de ces types de dommages dans la photodestruction des tissus tumoraux est 

à l’heure actuelle peu définie et apparaît spécifique à chaque PS.  

Le Foscan® (méta-tetra(hydroxyphenyl)chlorine, m-THPC, Temoporfin) est un 

photosensibilisateur de seconde génération, reconnu comme étant le plus actif sur le marché. 

Il est actuellement utilisé pour le traitement palliatif et curatif de carcinomes épidermoïdes de 

la tête et du cou ayant résisté aux thérapies conventionnelles. Les protocoles cliniques actuels 

favorisent l’accumulation du Foscan® dans les cellules tumorales et produisent après PDT une 

forte réponse inflammatoire liée à une importante nécrose des tissus ce qui entraine une 

efficacité thérapeutique relative. La mort cellulaire par apoptose permet d’éviter cette réaction 

inflammatoire ainsi que la perte de substance liée à la nécrose.  

La mTHPC existe également sous des formes hydrosolubles de type liposomal 

appelées Foslip® et Fospeg®. Les formulations liposomales des PSs reçoivent à l’heure 

actuelle un engouement tout particulier de part leurs propriétés à augmenter la vitesse de 

pénétration et le taux de rétention des photosensibilisateurs dans les tissus tumoraux. 

Néanmoins, un paramètre majeur reste à évaluer en préambule d’un traitement PDT : la 

redistribution du PS à partir de ces formulations. Les variations de ce paramètre ont pour 

finalité d’obtenir une meilleure efficacité du traitement. 

 

Les travaux entrepris dans le cadre de cette thèse ont pour but d’optimiser l’efficacité 

du traitement photodynamique avec la mTHPC en se basant sur sa distribution intratumorale 

et en favorisant la mort cellulaire par apoptose. Ce ciblage tumoral passif a été obtenu grâce à 

la modulation du temps séparant l’administration du PS de son irradiation (intervalle drogue 

lumière, IDL) et par conséquent du type de dommages photoinduits (directs ou indirects).  

De plus, l’évaluation de la redistribution de la mTHPC à partir de nouvelles formulations 

liposomales (Foslip® et Fospeg®), a également été réalisée afin de démontrer son influence sur 

l’efficacité du traitement par PDT ainsi que sur les dommages photoinduits. 

L 
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1. LA THERAPIE PHOTODYNAMIQUE 
 

1.1  Historique 
 
Dès l’Antiquité, les Egyptiens, les Indiens et les Chinois utilisaient la lumière solaire seule ou 

combinée à des substances naturelles (psoralènes) pour le traitement de lésions cutanées telles 

que le vitiligo, le psoriasis et les cancers ainsi que pour des pathologies générales telles que 

les psychoses (1,2). Cependant, le concept de « thérapie photodynamique », définie alors 

comme l’action combinée d’une molécule photoactivable, de la lumière et de l’oxygène, 

n’apparut qu’au XIXème siècle avec la publication d’une étude réalisée par Oscar Raab (3). 

En effet, le phénomène phototoxique fut analysé scientifiquement pour la première fois en 

1897 par cet étudiant de l’Université de Munich, qui mit en évidence l’action cytotoxique de 

colorants tels que l’acridine et ses dérivés sur des paramécies en présence de lumière. Dès 

1902, Ledoux-Lebards poursuivit ces travaux et décrivit le rôle majeur de l’oxygène dans 

cette toxicité photoinduite (4) . Le Professeur Hermann Von Tappeiner, directeur de thèse 

d’Oscar Raab, fut le premier à employer le terme de "réactions photodynamiques" pour 

caractériser le phénomène observé (5) et l’expérimenta avec succès en 1903, grâce à l’action 

combinée de la lumière solaire et de l’éosine, chez des patients souffrant de lésions cutanées 

syphilitiques ou tuberculeuses (6). 

 

A la recherche de nouvelles substances photoactives, Walter Hausmann étudia en 1911 les 

effets de l’hématoporphyrine (Hp) qui se révéla très efficace sur de petites lésions cutanées 

dues au psoriasis en association avec une irradiation aux rayons ultraviolets (UV) (7). 

L’accumulation préférentielle de l’Hp au sein de tumeurs fut mise en évidence en 1924 par 

Auler et Banzer chez l’Homme (8), suivis par Figge et al. qui proposèrent alors l’Hp comme 

photosensibilisateur (PS) pour la thérapie photodynamique (PDT) en raison de sa rétention 

spécifique dans le tissu tumoral (9). L’Hp, constituée d’un mélange complexe de porphyrines 

et d’impuretés, fut purifiée en 1955 par Samuel Schwartz (10) pour donner naissance à 

l’hématoporphyrine dérivée (HpD) (11) qui fut appliquée chez l’homme pour l’amélioration 

des méthodes de diagnostic, en particulier endoscopiques (12,13). 

 
La thérapie photodynamique connut un essor au cours des années 70. L'HpD commença à être 

utilisée vers 1974 comme agent thérapeutique sous l’impulsion, notamment, de l’équipe de 

Thomas Dougherty (Roswell Park Cancer Institute, Université de Buffalo). Ces chercheurs 
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montrèrent l'efficacité anti-cancéreuse à long terme de la thérapie photodynamique sur des 

modèles animaux tels que les rats et les souris, puis sur l'Homme (14). Dougherty et al ont 

également isolé, par purification de l’HpD par chromatographie d'exclusion, un sous-mélange 

plus connu aujourd'hui sous l'appellation de Photofrin®. Le Photofrin® a été approuvé pour la 

première fois au Canada en 1993 pour le traitement du papillome de la vessie puis son 

utilisation s’est répandue aux Etats-Unis, en Europe et au Japon pour le traitement de tumeurs 

des voies aérodigestives supérieures (15).  

 

La recherche se concentre actuellement sur l’élaboration de nouveaux photosensibilisateurs, 

sur la compréhension des propriétés optiques des tissus et sur l’optimisation des protocoles  

utilisés dans le cadre de traitements par thérapie photodynamique. L’efficacité clinique de la 

PDT s’appuie sur une dosimétrie très complexe incluant des paramètres tels que la dose de 

lumière et de PS, le mode d’administration de la lumière (simple, fractionné ou 

métronomique) et du PS (topique, intraveineux, oral) et le temps séparant l’administration du 

PS de l’irradiation lumineuse. L’étude et la compréhension de l’influence réciproque de ces 

paramètres est une composante essentielle de la stratégie visant à développer les applications 

cliniques de la thérapie photodynamique. 

 
 

1.2  Principe & réactions photochimiques 
 
La thérapie photodynamique (PDT) est basée sur l’activation par la lumière de molécules 

photoactivables (photosensibilisateur) préférentiellement retenues par les tissus néoplasiques. 

Le temps séparant l’administration du PS de l’irradiation lumineuse de la tumeur est appelé 

l’intervalle drogue-lumière (IDL). Sous l’effet de l’irradiation lumineuse et en présence 

d’oxygène, ces colorants, non toxiques à l’obscurité, génèrent des espèces réactives de 

l’oxygène (ERO) de courte durée de vie, capables de provoquer des altérations tissulaires 

létales en réagissant avec les composants biologiques situés dans l’environnement immédiat 

du PS.  

 

En photobiologie, le terme "d’action photodynamique" est réservé aux réactions de 

photosensibilisation consommant de l’oxygène moléculaire (5). Selon le diagramme simplifié 

de Jablonski (Figure 1), après irradiation et absorption d'un photon, le PS passe de l'état 

fondamental (1PS0) à un état triplet excité (1PS*2) qui va être stabilisé par conversion interne 

(CI) au niveau d’excitation singulet de plus faible énergie (PS*1) et de courte durée de vie. 
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Figure 1. Diagramme simplifié de Jablonski 
 

Peu de réactions peuvent avoir lieu à partir de cet état électronique de la molécule en raison de 

sa faible durée de vie (10-9 s). Le plus souvent, 1PS*1 rejoint un état triplet de plus faible 

énergie (3PS1*) par conversion intersystème (CIS)  

Dans son état triplet de durée de vie plus longue (10-6 à 1s en fonction de son environnement), 

le photosensibilisateur est un agent très réactif qui va intervenir dans les réactions 

photochimiques de type I et II (16) (Figure 2).:  

 

  la réaction de Type I

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Photosensibilisant Oxygène

1PS2*

1PS1*

1PS0

3PS1*

3O2

1O2

Absorption
d’un photon

Fluorescence Phosphorescence

Luminescence
(1270 nm)

CI1

CIS1

Transfert
d’énergie

triplet-triplet

CI2 CIS2

 : le PS sous son état triplet peut prendre part à un processus 

de transfert d'électrons ou d’hydrogènes avec un substrat biologique pour former des radicaux 

libres et des ions radicalaires. L’oxygène moléculaire intervient en générant des EROs, telles 

que le peroxyde d’hydrogène (H2O2), les ions superoxyde (O2
•-) et le radical hydroxyle (•OH )  

 

  la réaction de Type 2 : l'état triplet excité peut subir un processus photochimique 

en réagissant avec l’oxygène moléculaire et conduire à la formation d'une espèce 

particulièrement réactive de l'oxygène, l'oxygène singulet (1O2), de courte durée de vie. 

 

Un rendement quantique en état triplet élevé ainsi qu’un état triplet de longue durée de vie 

constituent donc des pré requis pour une photosensibilisation efficace (17). 
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Type I             P  Type II 

  

 

O2

Figure 2. Les réactions photochimiques de type I et II faisant intervenir le photosensibilisateur à 
l’état triplet suite à son activation par la lumière. 

 
 

1.2.1 Les réactions photochimiques de type I 

 
Comme décrit précédemment, les réactions photochimiques de type I se traduisent par la 

production de radicaux libres ou d’ions radicalaires suite au transfert d’électrons ou 

d’hydrogènes entre le photosensibilisateur à l’état triplet et le substrat biologique S.  

Le transfert d’électrons peut s’effectuer du photosensibilisateur vers le substrat (Eq. 1) ou du 

substrat vers le photosensibilisateur (Eq. 2). Cependant, la plupart des substrats biologiques 

vont subir une oxydation (Eq. 2). 

 

 (Eq. 1)  3P* + S P•+ + S•- 

 (Eq. 2)  3P* + S P•- + S•+  

 

De la même manière, le photosensibilisateur à l’état triplet (Eq. 3) et le substrat (Eq. 4) 

peuvent tous les deux jouer le rôle de donneur d’hydrogène. 

 

 (Eq. 3)  3PH* + S P• + SH• 

 (Eq. 4)  3P* + SH PH• + S• 

 

Les espèces radicalaires générées au cours des réactions de type I peuvent intervenir dans 

d’autres réactions : 

 

♦ les formes oxydées du photosensibilisateur (Eq. 5) ou du substrat (Eq. 6) peuvent 

par exemple rapidement réagir avec l’oxygène moléculaire (O2) présent pour former des 

radicaux péroxydes, initiant ainsi une chaîne d’auto-oxydation. 

        hν 

         radicaux             P*  espèces réactives  

S          O2    de l’oxygène  

 

Dommages 

Oxydatifs 
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 (Eq. 5) • + O2 OO• 

   POO• + PH P• + POOH 

 

 (Eq. 6) • + O2  SOO• 

   SOO• + SH  S• + SOOH 

 

♦ les formes semi-réduites du photosensibilisateur ou du substrat peuvent également 

interagir de manière efficace avec l’oxygène. Dans ce cas, le transfert d’électrons qui a lieu 

entre les deux réactifs entraîne la formation de l’anion superoxyde, O2
•- (Eq. 7). 

 

 (Eq. 7)  P•- (ou S•-) + O P (ou S) + O2
•-   

 

Une fois formé, l’anion superoxyde O2
•- peut réagir directement avec différents substrats ou 

comme précurseur d’autres espèces réactives de l’oxygène. Il intervient notamment dans la 

formation du péroxyde d’hydrogène (H2O2) et du radical hydroxyle (•OH).  

  

Même si l’oxygène n’est pas impliqué dans la première étape du mécanisme, sa présence 

dans l’environnement influence fortement les réactions photochimiques. Les processus de 

type I induisent la formation d’espèces réactives de l’oxygène comme le péroxyde 

d’hydrogène (H2O2), l’anion superoxyde (O2
•-) et le radical hydroxyle (•OH) qui sont 

reconnues comme de puissants oxydants d’une grande variété de biomolécules telles que le 

cholestérol ou encore les chaînes latérales de certains acides aminés (tryptophane, histidine et 

méthionine) (18). 

 
1.2.2 Les réactions photochimiques de type II 

 
Dans les réactions photochimiques de type II, la présence d’oxygène est requise dès la 

première étape du processus. Dans ce cas, un transfert d’énergie s’effectue depuis le 

photosensibilisateur à l’état triplet vers l’oxygène moléculaire. Le processus (Eq. 8) permet la 

régénération du photosensibilisateur dans son état fondamental et conduit à la formation 

d’oxygène singulet (1O2) qui correspond à l’état singulet de l’oxygène dont l’énergie est la 

plus faible. 

(Eq. 8) 3P* + O2  P + 1O2 

 P   P

 

 S  

 

2  
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Figure 3. Principes de photodestruction de tumeurs par la Thérapie Photodynamique 

(d’après Agostinis et al. (20)) 

nt quantique de production d’oxygène singulet du photosensibilisateur est un 

portance en PDT. Ce paramètre a déjà été reporté pour pl

molécules d’intérêt en biologie (19). 

e alternatif d’interaction entre l’état triplet excité du ph

léculaire implique directement un transfert d’électrons. Cette 

ion superoxyde et de la forme radicalaire cationique du

inoritaire en PDT. 

1.3 Les mécanismes de photodestruction des tumeurs 

oraux de la PDT découlent de 2 mécanismes interconn

directs se traduisant par un effet cytotoxique sur les cellules tum

indirects sur la vascularisation tumorale qui se manifestent par : 

• une altération de l’oxygénation et de l’apport en nutrime

• l’induction d’une forte réaction inflammato

développement d’une immunité systémique. 
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La contribution relative de chacun de ces mécanismes dépend principalement du type et de la 

dose de PS utilisés, de l’intervalle drogue-lumière, de la dose de lumière administrée, de 

l’oxygénation de la tumeur et fort probablement d’autres variables encore non identifiées (20). 

Le traitement PDT a la capacité d’induire une mort cellulaire selon diverses voies : la nécrose, 

l’apoptose ou l’autophagie (20). Le type de mort cellulaire photoinduite est étroitement lié à la 

localisation subcellulaire du photosensibilisateur. Durant la PDT, la formation d'une espèce 

particulièrement réactive de l'oxygène a notamment été mise en évidence : l'oxygène singulet 

(1O2), Cette molécule possède une courte durée de vie (10-320 nanosecondes) et ne diffuse 

qu’à une faible distance (10-55 nm) (21). Par conséquent, les sites primaires des 

photodommages sont étroitement liés au site de localisation intracellulaire spécifique du 

photosensibilisateur (22). 

 
Localisation subcellulaire des PS 

La distribution subcellulaire des photosensibilisateurs dépend en grande partie de leur degré 

d’hydrophobicité. Les photosensibilisateurs hydrophobes ont la capacité de traverser les 

membranes plasmiques via un processus de diffusion passive pour aller se localiser dans les 

structures membranaires des différents organites intracellulaires. Les organites présents dans 

la zone périnucléaire tels que l’appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique sont les 

premiers concernés. En revanche, le noyau n’est pas un organe cible des photosensibilisateurs 

(23) ce qui, dans un contexte clinique, est d’une importance capitale car cela évite la 

formation de dommages au niveau de l’ADN qui pourraient avoir des effets carcinogènes 

irréversibles. 

L’un des organites ciblés majoritairement et efficacement par la PDT est la mitochondrie 

(24-26). L’accumulation dans la mitochondrie de photosensibilisateurs tels que les composés 

lipophiliques cationiques, peut être facilitée par le gradient électrochimique de la membrane 

mitochondriale. De plus, les photosensibilisateurs neutres peuvent également s’accumuler 

dans la mitochondrie (27) de part leur affinité particulière pour certains types de lipides tels 

que la cardiolipine (e.g Phtalocyanine 4, Pc 4 (28)) ou le phosphatidyl glycol très présents au 

niveau de la membrane interne de la mitochondrie (29). Les porphyrines endogènes, et parmi 

elles la Protoporphyrine IX (PpIX), sont également des ligands des récepteurs périphériques 

des benzodiazépines (PBR) localisés dans la mitochondrie. D’autres porphyrines de structure 

voisine de la PpIX ont également une forte affinité pour les PBR (30). L’Hypéricine, 

particulièrement hydrophobe, se localise préférentiellement dans le réticulum endoplasmique 

après internalisation (31). De plus le rôle essentiel que joue la mitochondrie dans l’initiation 
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de l’apoptose par la PDT est incontestable (32). Cet aspect sera discuté ultérieurement dans le 

paragraphe intitulé « mort cellulaire photoinduite par PDT ». 

Les photosensibilisateurs hydrophiles quant à eux, n’ont pas la capacité de diffuser au travers 

de la membrane plasmique et sont incorporés dans la cellule par endocytose. Ainsi, la mono-

L-aspartyl chlorine e6 (NPe6, Talaporfin) est localisée préférentiellement au niveau des 

lysosomes. De manière générale, la photoactivation de photosensibilisateurs localisés dans les 

lysosomes et la membrane plasmique induit la mort des cellules par nécrose, alors que celle 

des photosensibilisateurs localisés dans les mitochondries induit l’apoptose (33). 

 

Dommages vasculaires 

Le flux sanguin est le moyen d’apporter aux tissus et aux tumeurs l’oxygène et les nutriments 

indispensables à leur survie. La PDT peut induire une altération du système vasculaire qui 

alimente la tumeur, la privant ainsi de l’oxygène et des nutriments nécessaires à sa croissance. 

Dans ce cas, les dommages vasculaires induisent indirectement la mort des cellules tumorales 

par ischémie (34). La perturbation de la microcirculation tissulaire induite par PDT fut 

rapportée pour la première fois en 1963 (35). L’équipe de Star et al. utilisa le modèle de la 

chambre intravitale chez des rats porteurs de tumeurs mammaires traitées par HpD-PDT (36). 

Ils mirent en évidence une vasoconstriction initiale des vaisseaux tumoraux suivie de réponses 

hétérogènes telles qu’un arrêt du flux sanguin, des hémorragies ou la formation d’agrégats 

plaquettaires dans de plus larges vaisseaux. 

Les mécanismes des dommages vasculaires photoinduits ont été décrits selon deux 

événements initiateurs potentiels, conduisant chacun à une destruction tumorale par collapsus 

vasculaire, arrêt du flux sanguin et hémorragie (37) : 

 

• les dommages directs aux cellules endothéliales  

Les cellules endothéliales sont exposées à des doses plus importantes de PS et d’oxygène 

(38). Le traitement par PDT peut induire une rapide dépolymérisation des microtubules du 

cytosquelette cellulaire (suite à un influx calcique), entrainant un arrondissement et une 

contraction des cellules endothéliales et par conséquent une interruption des jonctions 

cellulaires et la perte des communications intercellulaires (34). Tous ces évènements 

conduisent à une augmentation de la perméabilité vasculaire, une fuite des éléments sanguins 

et une diminution de la perfusion tumorale (39). L’exposition de la matrice extracellulaire et 

de la lame basale suite à l’altération de l’endothélium entraine une activation des plaquettes et 
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des neutrophiles polymorphonucléaires (PMN) qui viennent adhérer à la paroi de 

l’endothélium et réduisent ainsi le diamètre luminal. Cette activation est concomitante à la 

production de thromboxane (Tx), une prostaglandine vasoconstrictrice au pouvoir agrégeant 

de la famille des eïcosanoïdes, qui contribue à amplifier l’agrégation plaquettaire et qui 

constitue également un puissant vasoconstricteur.  

 

• la rupture de l’équilibre entre facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs  

A titre d’exemple, le monoxyde d’azote (NO) est un facteur vasodilatateur et anti-coagulant 

permettant d’éviter la thrombose des vaisseaux tumoraux. Son oxydation par les EROs rompt 

l’équilibre préexistant au sein des vaisseaux tumoraux entre facteurs pro- et anti-coagulants. 

Parallèlement, les produits générés (principalement le péroxyde nitrique, ONO2) induisent 

l’apoptose des cellules endothéliales et la formation de caillots sanguins conduisant à 

l’occlusion vasculaire (40). La privation des cellules tumorales en oxygène et nutriments, 

associée à une deuxième vague de radicaux a été démontrée comme conduisant à une nécrose 

puis à une cure tumorale. 

 

Activation du système immunitaire 

Les recherches pré-cliniques conduites chez divers modèles animaux ont permis une meilleure 

compréhension des réponses immunitaires photoinduites (41,42). Diverses études réalisées sur 

des tumeurs portées par des souris immunocompétentes ou immunodéficientes ont révélé que, 

malgré une efficacité similaire de la PDT à court terme, seules les souris immunocompétentes 

présentaient une réponse complète au traitement, témoignant ainsi de l’implication majeure du 

système immunitaire dans la réussite du traitement par PDT (43,44).  

 

1.4 Mort cellulaire induite par PDT 
1.4.1 La nécrose 

 
La nécrose est traditionnellement considérée comme une forme de mort cellulaire passive et 

non régulée. Elle est la forme principale de mort cellulaire lors d’accidents traumatiques, suite 

à certaines pathologies ou lors de déficits métaboliques. La nécrose est morphologiquement 

caractérisée par un gonflement de la cellule et une vacuolisation du cytoplasme. La rupture de 

la membrane plasmique qui en résulte conduit à la libération dans le milieu extérieur du 

contenu cytoplasmique. (Figure 4). 
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Figure 4. Modifications morphologiques au cours de la mort cellulaire par nécrose 

 
La nécrose est accompagnée habituellement d’une réponse inflammatoire qui consiste en la 

présence d’exsudats et de cellules spécialisées du système hématopoïétique comme les 

lymphocytes et les macrophages (45). A la suite d’un stress photooxidatif, les PSs induisent la 

péroxydation du cholestérol membranaire ainsi que d’autres phospholipides insaturés. Ces 

dommages sont à l’origine de phénomènes d’enflement et de bourgeonnement, de la libération 

de vésicules contenant des enzymes membranaires et d’une inhibition de l’activité des 

ATPases (46). La perte de l’intégrité membranaire et de l’homéostasie ionique conduit 

rapidement les cellules à la mort par nécrose.  

 

Dans un contexte clinique, la mort par nécrose des tissus s’accompagne d’une perte de 

substance donnant lieu à d’importantes douleurs pour le patient mais également de possibles 

complications liées à la dégradation trop brutale des tissus (perforations d’organes…).  

 
 

1.4.2 L’apoptose 

L’apoptose est définie comme une mort cellulaire génétiquement programmée et met en jeu 

différentes voies de signalisation intracellulaire complexes aboutissant au démantèlement 

cellulaire. L’apoptose fut pour la première fois décrite par Kerr et al (47). Elle joue un rôle 

essentiel durant le développement et l’homéostasie tissulaire et sa dérégulation a des 

conséquences pathologiques telles que des anomalies du développement, des désordres 

immunitaires, des maladies neurodégénératives ou des cancers. 

 

Les caractéristiques morphologiques de l’apoptose (Figure 5) sont les suivantes: 

♦Bourgeonnement de la membrane plasmique, 

♦Rétrécissement cellulaire par condensation du cytoplasme et de la chromatine, 

♦Fragmentation de l’ADN internucléosomal, 

♦Formation de vésicules : les corps apoptotiques. 

cellulaire 
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Figure 5. Modifications morphologiques au cours de l’apoptose (d’après lecerveau.mcgill.ca) 
 

Trois voies d’induction d’apoptose par la PDT ont été décrites (Figure 6) (48) . La voie 

extrinsèque faisant intervenir des récepteurs membranaires de la super-famille des TNFR 

(Tumor Necrosis Factor Receptor) et la voie indépendante des caspases ont un impact 

mineur par rapport à la voie intrinsèque faisant intervenir la mitochondrie. En effet, du fait de 

l’importance du stress oxydatif produit au niveau des organites cellulaires, la voie intrinsèque 

de l’apoptose est majoritaire en PDT. 

 

La réponse apoptotique intrinsèque induite par la PDT s’explique entre autre par le fait que de 

nombreux PS ont pour cible la mitochondrie (23,49). De plus, certains PSs se localisant dans 

d’autres organites tels que les lysosomes, le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi 

(23,24,50,51) peuvent induire une apoptose des cellules par l’intermédiaire de signaux qui 

convergeront vers la mitochondrie. Celle-ci joue donc un rôle central dans le 

processus apoptotique (52-54). 

La voie intrinsèque de l’apoptose se caractérise par la libération rapide du cytochrome c 

mitochondrial vers le cytosol (55,56) accompagnée ou non de la perte du potentiel 

membranaire mitochondrial (53). La formation d’un complexe appelé « apoptosome », entre 

le cytochrome c, l’APAF-1 (apoptosis activating factor), le dATP et la procaspase 9 (57) va 

conduire à l’activation de la cascade des caspases, notamment les caspases effectrices 3, 6 et 7 

qui sont des éléments centraux dans le processus de mort cellulaire programmée (56,58). 

L’activation des caspases aboutit alors au clivage de substrats indispensables à la survie 

cellulaire (Figure 6) tels que la protéine DFF45 (ICAD) dont le clivage par les caspases 

effectrices induit l’activation de nucléases. L’ADN est digéré au niveau de sites 

internucléosomaux puis il y a formation de corps apoptotiques qui sont ensuite phagocytés par 

les macrophages. D’autres protéines sont également altérées : inactivation des protéines 

topoïsomérases de réparation et de réplication de l’ADN due au clivage de PARP, inactivation 

des protéines intervenant dans l’épissage de l’ARN messager, destruction des lamines due au 
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clivage de la caspase 6 entraînant une condensation de la chromatine, clivage des protéines du 

cytosquelette d’où une perte de structure et d’adhésion cellulaires. 

 

 

 
 
Figure 6. Les différentes voies d’activation de l’apoptose induites par la thérapie photodynamique 
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1.4.2.1 In vitro 

In vitro, l’apoptose peut être conditionnée par différents paramètres tels que le type cellulaire 

employé (cellule compétente pour l’apoptose), la concentration et la localisation 

intracellulaire du PS (33). Considérant que les mitochondries sont des organites-clés dans 

l’apoptose photoinduite, il est logique que l’apoptose induite par la PDT soit très rapide 

(quelques heures) (33). Malgré cela, il a été rapporté que les photosensibilisateurs avec une 

localisation autre que mitochondriale, émettent des signaux toxiques qui convergent sur les 

mitochondries (48) (Figure 6).  

 

1.4.2.2 In vivo 

In vivo, les études sur l’apoptose induite par PDT portent sur différents types de tumeurs pour 

différents types de photosensibilisateurs. Le tableau 1 issu de la revue d’Oleinick et al (33) a 

été mis à jour et liste ces différentes études. Même si à l’heure actuelle diverses techniques 

sont disponibles pour la détection de l’apoptose in vivo (immunohistochimie, TUNEL 

(terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling), électrophorèse sur 

gel d’acrylamide…), la localisation intratumorale ainsi que la quantification des cellules 

apoptotiques photoinduites par PDT n’ont été que très peu étudiées in vivo. 

 

Une seule publication a montré une apoptose initiale des cellules endothéliales 4 heures post 

PDT suivie d’une extension au parenchyme tumoral suite à un traitement Photofrin®-PDT sur 

des tumeurs de sarcomes humains xénogreffées sur souris « nude ». Cette localisation 

intratumorale de l’apoptose a été réalisée via une technique imminohistochimique de co-

marquage des cellules endothéliales (anticorps anti-PECAM : Platelet Endothelial Cell 

Adhesion Molecule) et de l’apoptose par la technique du TUNEL  (59).  

 

 Il y a également une seule observation d’apoptose induite par la mTHPC-PDT in vivo à la 

suite du traitement de tissus crâniens normaux et tumoraux. L’analyse histologique a montré 

la mort des cellules majoritairement par nécrose avec un taux d’apoptose assez faible qui 

apparait inversement proportionnel à la dose de lumière appliquée (60). L’apoptose 

photoinduite par un traitement mTHPC-PDT in vivo reste très peu décrite. Aucune 

optimisation des conditions de traitement favorisant la mort par apoptose du tissu tumoral n’a 

encore été mise en évidence.  

 

 



  Chapitre I : Synthèse Bibliographique 

  ‐ 23 ‐

Photosensibilisateurs Modèles animaux Références

Photofrin® ALA/Pp IX, mTHPC 
AlCIPc, SnET2 

Cerveau normal, lapins 
Tumeurs intracrâniennes VX2, souris (60) 

Sarcome humain A673, souris « nude » (59) 
Glioblastome intracérébral humain U87, souris « nude » (61) 

Carcinome épidermoïde murin NR-S1, souris (62) 
Tumeur humaine biliaire NOZ, souris (63) 

Mélanome humain HTB-67, souris SCID (64) 

Photofrin® 

Adénocarcinome humain pulmonaire ASTC-a-1, souris 
« nude » (65) 

Gliosarcome 9L, rat (66) 
Adénocarcinome colique murin Colo-26, souris (67) 

Tumeur vésicale orthotopique, rat (68) 
 

ALA, PpIX, HAL 

Carcinome épidermoïde humain Me180, souris « nude » (69) 
Methyl ester of 5-aminolevulinic 

acid (Methyl-ALA) 
Adénocarcinome humain ovarien HTOA, MCAS et 

TOV21G, souris « nude » (70) 

mTHPC PEG conjugué Adénocarcinome mammaire, souris (71) 

Néovascularisation choroïdale, rat (72) 
Verteporfin 

Carcinome épidermoïde A431, souris « nude » (73) 

Npe6 Tumeur humaine glandes salivaires HSG, souris « nude » (74) 

Chlorine e6 (Ce6) Tumeur épithéliale rénale RK3E-ras, rat (75) 

Talaporfin sodium Tumeur cérébrale, rat (76) 

HPPH (2-[1-hexyloxyethyl]-2-
devinylpyropheophorbide) Adénocarcinome colique murin Colo-26, souris (77) 

Fibrosarcome humain radio-induit RIF-1, souris (78) 
Tumeur vésicale, souris « nude » (79) Hypéricine 
Adénome pituitaire GH4C1, rat (80) 

Fibrosarcome humain radio-induit RIF-1, souris (81) 
Papillome cutané chimio ou radio-induit, souris (82) 

Papillome cutané chimio-induit, souris (83) 
Carcinome humain ovarien OVCAR-3, souris « nude » (84) 

Adénocarcinome colique humain SW480, souris « nude » (85)  

Adénocarcinome mammaire murin LM2, souris (86) 

Phtalocyanine 4 (Pc4) 

Carcinome hépatique HepG2, souris « nude » 
Carcinome colique HT29, souris « nude » (87) 

Indole-3-acetic acid (IAA) Tumeur hépatique SK-HEP-1, souris « nude » (88) 

Mélanome humain B16F1, souris SCID (89) 
Methylène blue (MB) 

Adénocarcinome mammaire JC, souris (90) 
 
 

Tableau 1. L’apoptose photoinduite par PDT évaluée dans des modèles précliniques 
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1.5 Les photosensibilisateurs 
1.5.1 Propriétés idéales d’

L’hématoporphyrine et ses dérivé

Photohem® ont été les premiers PSs utilisés en PD

de première génération. Ces PSs présentent 

sélectivité tumorale réduite et leur claira

cutanée de plusieurs semaines à laquelle s’ajout

le traitement des tumeurs profondes difficiles. 

composition complexe et difficile à reproduir

inconvénients ont conduit à l’éla

• composé pur et facile à synthétiser 

• faible toxicité à l'obscurité et photosensibilité cutanée limitée 

• bonne sélectivité tumorale et clairance rapide  

• rendement quantique en oxygène singulet élevé 

• forte absorption entre 620 et 800 nm (fenêtre thérapeutique). 

Le paramètre le plus critique reste la profondeur de pénétration de la lumière dans les tissus 

qui dépend de divers phénomènes tels que la réflexion, la diffusion, la transmission, 

l’absorption ou une combinaison d’entres eux (Figure 7). La lumière bleue pénètre moins 

profondément dans les tissus que la lumière rouge et infrarouge. La zone allant de 620 à 800 

nm est la seule à présenter une relation étroite entre la profondeur de pénétration de la lumière 

et la longueur d’onde de la source lumineuse incidente. Ainsi, à l’intérieur de cette « fenêtre 

thérapeutique », plus la longueur d’onde est élevée et plus la lumière pénètre profondément 

dans les tissus (3-8 mm de 630 à 800 nm) (91).  

 

 

 

Figure 7. Profondeur de pénétration de la 
lumière dans les tissus en fonction de la 
longueur d’onde utilisée  
(d’après Agostinis et al. (20)) 
 
 
 

un photosensibilisateur 

s purifiés comme le Photofrin®, le Photosan® et le 

T et sont référencés comme étant des PSs 

cependant des inconvénients majeurs. Leur 

nce lente conduisent à une photosensibilisation 

e une faible absorption dans le rouge qui rend 

De plus, ces composés sont des mélanges de 

e qui faussent les études dose-réponse. Ces 

boration d’une liste de critères auxquels un PS doit répondre: 
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Les principaux PSs utilisés pour la PDT et ayant obtenu une autorisation de mise sur le 

marché (AMM) sont présentées dans le Tableau 2.  

 

PHOTOSENSIBILISATEUR  STRUCTURE  LONGUEUR 
D’ONDE (nm) AMM ESSAIS  TYPES DE 

CANCER 

Porfimer sodium             
(Photofrin) (HpD)  Porphyrine   630  Mondial -  

Poumons, 
oesophage, voie 
billiaire, vessie, 
cerveau, ovaire  

 ALA  Précurseur 
Porphyrine   635   Mondial  -  Peau, vessie, 

cerveau, oesophage 

Esters d’ALA  Précurseur 
Porphyrine  635   Europe  - Peau, vessie 

 Temoporfin (Foscan®) 
(mTHPC)   Chlorine   652   Europe  Etats-Unis 

Tête et cou, 
poumon, cerveau, 
peau, voie billiaire 

 Verteporfin (Visudine)  Chlorine   690  Mondial 
(DMLA)  

Royaume 
Uni 

 Ophthalmique, 
pancreas, peau  

 HPPH   Chlorine   665   - Etats-Unis  Tête et cou, 
oesophage, poumon 

 SnEt2 (Purlytin)   Chlorine   660   - Etats-Unis  Peau,sein  
 Talaporfin                  

(LS11, NPe6)   Chlorine   660   - Etats-Unis  Foie, colon, 
cerveau  

 Ce6-PVP (Fotolon), dérivés 
Ce6 (Radachlorin, 
Photodithazine)  

 Chlorine   660  -  Biélorussie 
Russie 

 Sarcome 
nasopharyngé, 

cerveau 

 Silicon phthalocyanine (Pc4)  Phthalocyanine   675   - Etats-Unis Lymphome cutané 
cellules T  

 Padoporfin (TOOKAD)  Bacteriochlorine  762  -  Etats-Unis  Prostate  
 Motexafinlutetium (Lutex)   Texaphyrine   732   - Etats-Unis  Sein 

 
Tableau 2. Liste des photosensibilisateurs actuellement utilisés en clinique 

(d’après Agostinis et al (20)) 
 

1.5.2 Les photosensibilisateurs de 2ème et 3ème générations 
 
Les PS de deuxième génération ont été mis au point afin de pallier les défauts de ceux de 

première génération. La majorité d’entre eux testés en clinique sont de nature 

tétrapyrrolique (porphyrines, chlorines, bactériochlorines) et présentent un fort rendement 

quantique en oxygène singulet ainsi qu’une forte absorption dans les grandes longueurs 

d’onde. 

Les PS de troisième génération sont en fait des PS de deuxiè ion modifiés de façon 

à cibler activement les cellules tumorales. L’addition de divers groupements chimiques 

(acides aminés, sucres, protéines, polymères, hydrates de carbone), le couplage à des 

anticorps spécifiques ou l’inclusion de PS dans des liposomes sont les stratégies les plus 

fréquemment utilisées (92). En effet, ces groupements sont intéressants de part leur affinité 

me générat
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particulière pour les antigènes ou les récepteurs surexprimés à la surface des cellules 

tumorales ou bien encore leur propriétés pharmacocinétiques particulières. 

 

1.5.3 La mTHPC : meta-tetra(hydroxyphenyl) chlorine 

1.5.3.1 Description & caractéristiques 

La mTHPC (Foscan®, Temoporfin) est un photosensibilisateur de seconde génération 

découvert en 1989 par l’équipe de Bonnet et al. (93) (Figure 8) et actuellement commercialisé 

par Biolitec GmbH (Iéna, Allemagne). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figure 8.  Structure moléculaire de la mTHPC 

 

Cette molécule est issue de la réduction d’une double liaison du noyau tétrapyrrolique de la 

porphyrine analogue (la méta-tétrahydroxyphényl-porphyrine) et présente de nombreux 

avantages (Tableau 3).  

Propriétés photodynamiques Avantages 

Pureté > 99% Composition stable du médicament 

Coefficient d'extinction molaire           
(29 600 M-1.cm-1 à 650 nm) 

Absorption optimale                      
ε 20 fois > celui du Photofrin® 

Absorption à 652 nm (rouge) Pénétration plus profonde de la lumière dans 
les tissus 

Longue durée de vie de l'état triplet        
(250 ns dans méthanol) 

Production d'un plus grand nombre d'espèces 
réactives de l'oxygène 

Grande sélectivité pour les cellules 
cancéreuses Cellules saines préservées 

Faible photosensibilité cutanée            
(36 semaines) 

Diminution des effets secondaires par 
exposition au soleil 

Fort rendement quantique en état triplet    
(0,89 dans méthanol) 

Production d'un plus grand nombre d'espèces 
réactives de l'oxygène 

Faible toxicité à l'obscurité Diminution des effets secondaires pour le 
patient 

 
Tableau 3. Avantages conférés par les propriétés photodynamiques du Foscan® 
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La mTHPC est un produit pur à plus de 99 %, faiblement toxique à l’obscurité et présentant 

une accumulation préférentielle dans le tissu tumoral. Elle possède un pic d’absorption dans le 

rouge à une longueur d’onde de 652 nm (Figure 9) et un coefficient d’extinction molaire élevé 

dans le méthanol de 29600 M-1.cm-1. A ces propriétés, s’ajoute un fort rendement quantique 

en état triplet (0,89 dans le méthanol) et une grande capacité de rétention et d’accumulation 

dans les tissus néoplasiques (94).  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 9. Spectres d’absorption et d’émission de fluorescence de la mTHPC dans l’éthanol 
 

Toutes ces propriétés ont permis au Foscan® de recevoir son autorisation de mise sur le 

marché en 2001 en Europe comme traitement palliatif de nombreux types de cancers de la tête 

et du cou ayant préalablement résistés aux autres thérapeutiques et ne relevant ni de la 

chirurgie, ni de la radiothérapie, ni de la chimiothérapie. A l’heure actuelle, le Foscan® est un 

des PSs les plus actifs sur le marché. A titre d’exemple, le Foscan® est 100 à 200 fois plus 

actif que le Photofrin®, son ancêtre de première génération. 

 

Le Foscan® présente un avantage important par rapport aux autres photosensibilisateurs 

approuvés en clinique qui réside dans son effet cytotoxique élevé qui permet d’utiliser des 

fluences moins importantes (10-20 J/cm²) que pour le Photofrin® (100-200 J/cm²) ou 

l’ALA/PpIX (100 J/cm²). La sensibilisation cutanée est également moindre (2-4 semaines) par 

rapport au Photofrin® (4-12 semaines). 
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1.5.3.2 Pharmacocinétique & localisation intratumorale 

 
Des études précliniques ont montré l’importance de l’IDL dans la PDT avec le Foscan®. De 

longs intervalles drogue-lumière semblent limiter les dommages sur les tissus sains et ciblent 

d’avantage les tissus cancéreux. C’est pourquoi actuellement, un IDL de 96 heures est 

préconisé pour le traitement par mTHPC-PDT en clinique. Néanmoins, les travaux réalisés 

dans des modèles précliniques montrent qu’un IDL plus court semble plus efficace. L’étude 

sur des tumeurs xénogreffées a permis d’établir que l’efficacité de la mTHPC-PDT est 

optimale à un IDL de 3 heures et étroitement corrélée aux dommages vasculaires observés, 

eux-mêmes en relation avec la localisation plasmatique du PS (95,96). Ainsi Jones et al ont 

observé que le pic d’activité de la PDT obtenu avec un IDL de 2 heures pour des tumeurs 

xénogreffées sur des rats BDIX se traduisait par un effet vasculaire du traitement alors que le 

second pic observé avec un IDL de 24 heures correspondait à un effet beaucoup plus direct de 

la PDT sur les cellules tumorales (97).  

 

Néanmoins, il persiste des incohérences entre la quantité de PS présente dans le plasma et 

l’apparition de dommages vasculaires suite au traitement (98). Notre équipe, en collaboration 

avec l’équipe américaine du Pr. Foster (Université de Rochester, New York), a proposé une 

autre approche de la biodistribution de la mTHPC dans les tissus tumoraux en utilisant une 

technique de microspectrofluorimétrie confocale (99). Ce travail a mis en évidence le gradient 

tumoral de la mTHPC à partir des vaisseaux indiquant le confinement de la mTHPC dans les 

vaisseaux pour un IDL de 3 heures, sa fuite des vaisseaux à 6 heures et sa localisation dans les 

cellules néoplasiques 24 heures après injection. Cependant, la corrélation entre ce type de 

distribution (distribution « cartographique ») de la mTHPC et l’efficacité n’a jamais été 

établie.  

 

Le profil pharmacocinétique du Foscan® dans le plasma humain se distingue nettement de 

celui obtenu chez la souris (100) ainsi que de ceux obtenus avec les autres 

photosensibilisateurs (100,101). Dans le plasma humain, il semble qu’un niveau stable en 

Foscan® soit maintenu au moins pendant 10 heures alors que chez la souris une chute bi-

exponentielle classique de la concentration en Foscan® est observée (100).  

Cette spécificité observée chez l’humain a été attribuée à deux processus distincts : soit  une 

agrégation du Foscan®, soit la liaison du Foscan® avec une fraction plasmatique de 

lipoprotéines de haute densité (HDL) immédiatement après injection, suivie d’une lente 
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redistribution vers l’ensemble des lipoprotéines du plasma (101). Cependant l’étude de 

Triesscheijn et al (100) ne montre pas de différence de liaisons aux HDL entre l’humain et la 

souris. De plus, une augmentation du taux de LDL dans le plasma de la souris, de façon à être 

comparable au plasma humain, ne modifie pas la pharmacocinétique du Foscan® chez la 

souris. Les auteurs écartent l’hypothèse d’une influence des lipoprotéines du plasma sur la 

pharmacocinétique plasmatique du Foscan® (100). Toutes espèces confondues, le Foscan® 

s’accumule majoritairement dans les organes perfusés tels que les reins, les poumons et le foie 

(102). Le ratio de concentration tumeur/tissu sain varie de 1 à 14 suivant le modèle tumoral et 

le tissu sain pris en compte (95,97). 
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2. CIBLAGE PASSIF PHOTOINDUIT DE TUMEURS 

Publication n°1 : “Contrasting facets of nanoparticles-
based phototherapy : photodamage and photo-
regeneration” 
 

Ce second chapitre présente une revue réalisée sur invitation (NOVA Publishers) pour un 

ouvrage intitulé : « Photodynamic Therapy : New Research ». Ce rapport décrit notamment 

l’intérêt des formulations liposomales de photosensibilisateurs ainsi que les paramètres 

importants à prendre en compte lors de l’utilisation de ces nanovésicules lipidiques pour un 

traitement photodynamique efficace.  

La seconde partie de cette revue porte sur un aspect très différent de la PDT, à savoir sa 

capacité à stimuler la cicatrisation et donc la réparation tissulaire suite à une blessure. Cette 

partie a été réalisée en relation avec un article récemment accepté pour publication et figurant 

en dans la partie « Production Scientifique » de ce manuscrit : 

 

Julie Garrier, Lina Bezdetnaya, Catherine Barlier, Susanna Gräfe, François Guillemin, 

Marie-Ange D’Hallewin. 

”Foslip® - based Photodynamic Therapy as a means to improve Wound Healing” 

PhotoDiagnosis and Photodynamic Therapy. 2011; 8(4):321-327. 
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‘ effet tumoricide de la PDT résulte de la combinaison de dommages cytotoxiques 

directs sur les cellules tumorales et de dommages indirects caractérisés par 

l’altération de la vascularisation tumorale combinée à une activation du système 

immunitaire. Ce ciblage passif tumoral est à l’heure actuelle peu décrit mais peut notamment 

être obtenu grâce à la modulation de l’IDL mais également grâce à l’utilisation de 

formulations liposomales qui constituent les deux axes de recherche de cette étude. 

En ce qui concerne l’IDL, les protocoles cliniques actuels de traitement par PDT sont 

établis sur l’idée selon laquelle l’illumination doit être effectuée au moment où la quantité de 

photosensibilisateur est maximale dans la tumeur afin d’obtenir une efficacité optimale. 

Néanmoins, plusieurs études de biodistribution ont mis en évidence, et cela pour divers PSs, 

que la meilleure efficacité était obtenue pour des IDLs différents de celui correspondant à la 

quantité maximale de PS dans la tumeur. Ainsi, les études de biodistribution standard ne 

permettent pas d’identifier les conditions optimales de traitement. En revanche, notre 

laboratoire a mis en évidence le rôle majeur de la distribution intratumorale spatio-temporelle 

de la mTHPC directement liée à l’IDL utilisé (99,103).   

Les formulations liposomales des PSs constituent un axe de recherche en plein essor. 

Elles ont été reconnues pour leurs propriétés spécifiques permettant d’augmenter la vitesse de 

pénétration des PSs dans les tumeurs ainsi que leur taux de rétention (effet EPR). Néanmoins, 

une récente publication de notre laboratoire a fait état d’une différence de redistribution de la 

mTHPC en fonction du type de formulation liposomale utilisée (conventionnelle Foslip® ou 

PEGylée Fospeg®) (104). Ainsi, l’évaluation de la redistribution du PS à partir des 

formulations liposomales est une étape cruciale avant l’évaluation de l’efficacité 

thérapeutique. 

Le premier objectif de cette étude fut d’utiliser un ciblage compartimenté de tumeurs 

(vaisseaux versus cellules tumorales) afin de potentialiser l’efficacité du traitement par 

mTHPC-PDT et de favoriser la mort par apoptose des tissus pathologiques. La stratégie 

employée a consisté en l’utilisation d’un co-ciblage des vaisseaux et des cellules tumorales 

via un fractionnement de l’administration de la mTHPC à un temps long et un temps court 

avant l’illumination. 

Le second objectif fut d’évaluer la différence de redistribution de la mTHPC à partir de 

Foslip® et de Fospeg® via la technique du « photoinduced quenching » et d’étudier l’influence 

de cette redistribution sur l’efficacité de la PDT, en particulier sur les dommages vasculaires. 

Le modèle choisi a été la membrane chorioallantoïdienne de poulet (CAM) seule ou 

xénogreffée, particulièrement bien adaptée à l’étude des dommages vasculaires.  
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1. DOMMAGES PHOTOINDUITS PAR mTHPC 
 
1.1 Dommages tumoraux photoinduits par le traitement mTHPC-PDT 
 
La première partie des résultats consiste en un article publié en 2010 et portant sur l’étude des 

dommages tumoraux photoinduits par un traitement mTHPC-PDT et l’induction de la mort 

des cellules tumorales via un processus apoptotique :  

 

Publication n° 2: “Compartmental Targeting for mTHPC-
based Photodynamic Treatment In Vivo: Correlation of 
Efficiency, Pharmacokinetics, and Regional Distribution of 
Apoptosis” 
 
Garrier J, Bressenot A, Grafe S, Marchal S, Mitra S, Foster TH, Guillemin F, Bezdetnaya L. 

 Int J Radiat Oncol Biol Phys; 2010. 78(2):563-571 

 

Le choix de la dose de 0,3 mg/kg de Foscan® utilisée dans cette publication est issu d’études 

préliminaires de notre laboratoire réalisées en collaboration avec Biolitec GmbH. Ces travaux 

avaient démontré une efficacité importante d’un traitement Foscan®-PDT avec une dose de 

0,3 mg/kg et un IDL de 3 heures sans aucune toxicité induite chez l’animal. En revanche, des 

doses de mTHPC plus importantes telles que 0,5 mg/kg s’étaient quant à elles révélées certes 

très efficaces pour l’éradication de la tumeur mais malheureusement très toxiques pour 

l’animal en induisant une nécrose profonde de la zone irradiée s’étendant aux tissus sains 

environnants et pouvant même parfois conduire à la perte d’un membre pour l’animal.  

La dose de 0,3 mg/kg fut donc retenue et validée également de part le fait qu’elle est 

communément utilisée dans la littérature pour les travaux portant sur la thérapie 

photodynamique avec le Foscan® chez des modèles murins (96, 97, 100). 
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1.2 Dommages cutanés photoinduits par le traitement mTHPC-PDT 
 
Cette seconde partie de l’étude des dommages photoinduits par mTHPC s’inscrit dans la 

continuité de l’article présenté précédemment. Les dommages secondaires cutanés 

photoinduits par un traitement photodynamique avec le Foscan® ont été évalués dans les 

mêmes conditions de traitement que celles présentées dans l’article mais sur souris saines. 

 

1.2.1 Introduction 
 

1.2.1.1 Dommages cutanés & PDT 

Le traitement des cancers et d’autres maladies non malignes par thérapie photodynamique 

implique divers effets secondaires dont les plus importants sont la photosensibilisation de la 

t plusieurs semaines 

après le traiteme

photosensibilisateurs tels que l’AL ® (107) et la mTHPC 

(108).  

 

La peau est un organe com s constituées de plusieurs 

types cellulaires et com structures spécialisées 

appelées des annexes. Une anal et d’identifier 3 couches 

distinctes: l’épiderme, le derme et l’hypoderme (Figure 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figure 10. Coupe histologique de la peau de souris saines BALB/c femelles adultes. 
Coloration Hématoxyline-Eosine (H&E) 

peau et l’impossibilité pour le patient de s’exposer à la lumière duran

nt. La photosensibilité cutanée a été mise en évidence pour différents 

A (105), l’HPPH (106), le Tookad

1.2.1.2 Histologie et fonctionnalités de la peau 

posé de plusieurs couches, elles-même

posants extracellulaires, qui produit différentes 

yse histologique de la peau perm

Epiderme 
 

Derme  
 

Hypoderme 
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L’épiderme est un épithélium de revêtement, pavimenteux et pluristratifié (malpighien) 

kératinisé constitué de diverses cellules jointives et divisé en différentes couches 

cellulaires (Figure 11). La couche basale aussi appelée assise germinative ou « stratum 

germinativum », correspond à la couche la plus profonde. Elle repose sur une lame basale et 

est constituée de cellules en prolifération qui assurent une régénération continue du tissu. Au 

cours de leur vie, ces cellules sont progressivement repoussées vers les couches cellulaires 

périphériques successives suivantes: la couche à épines (spineuse), la couche granuleuse 

puis la couche cornée. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 11. Coupe histologique de peau humaine, coloration H&E 
(http://www.chups.jussieu.fr

Couche cornée 

Couche granuleuse 

Couche spineuse 

Couche basale 

) 
 

Le derme est un tissu conjonctif dense constitué de fibroblastes sécrétant la matrice 

extracellulaire (collagène, d’élastine, de fibronectine et de glycoaminoglycanes) et contenant 

une quantité importante de capillaires sanguins et lymphatiques. Outre son rôle nutritif, le 

derme joue également un rôle primordial dans la thermorégulation et dans la cicatrisation 

ainsi que dans l'élimination de produits toxiques. 

L’hypoderme est un tissu conjonctif lâche servant d’interface (amortissement) entre le derme 

et les tissus sous-jacents tels que les muscles et les tendons.  

 

L’épaisseur de l’épiderme, du derme et de l’hypoderme varie d’un organisme à l’autre mais 

également d’un site à l’autre sur un même organisme. De plus, l’âge, le sexe et l’état 

physiologique de l’individu ont également un impact sur la structure interne de la peau.  
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Cette étude est un approfondissement des résultats publiés dans l’article publié dans 

l’International Journal of Radiation in Oncology Biology Physics. Les dommages cutanés 

photoinduits par le traitement Foscan®-PDT y étaient apparus très différents en fonction de 

l’IDL et de la dose de mTHPC administrée. Ce travail a pour objectif une identification et une 

analyse histologique fine de ces dommages cutanés secondaires. 

 

1.2.2 Matériel & Méthodes 
 

1.2.2.1 Modèle animal et traitement photodynamique 

Les expériences ont été réalisées sur des souris saines BALB/c femelles âgées de 8 à 10 

semaines et pesant entre 18 et 20 g (Harlan, Gannat, France). Elles ont été élevées avec un 

cycle jour/nuit de 12 heures et ont eu accès à la nourriture et à l’eau ad libitum. Cette étude a 

été réalisée en accord avec la législation en vigueur définie par la Directive 

86/609/Communauté Européenne du 24 novembre 1986 et le Décret 87/848 de 1987 modifié 

par les Décrets 2001-464 et 2005-264. Les animaux ont reçu un traitement PDT suite à une 

injection intraveineuse de Foscan® selon le protocole de traitement décrit dans l’article 

précédent. Huit animaux ont été utilisés pour chaque condition de traitement dont quatre ont 

été sacrifiés 24 heures après PDT et quatre autres 48 heures après PDT.  

 

1.2.2.2 Histologie et immunohistochimie 

Les animaux ont été sacrifiés 24 heures ou 48 heures post-PDT à l’aide d’une anesthésie 

réalisée par injection intrapéritonéale d’un mélange kétamine (Ketalar®, 90 mg/kg) /xylazine  

(Rompun®, 10 mg/kg) suivie d’une dislocation cervicale. La peau correspondant à la zone de 

traitement a été photographiée puis prélevée et fixée dans de l’AFA (acide acétique, formol, 

alcool) pendant 24 heures. Suite à la fixation, les prélèvements ont été inclus dans de la 

paraffine et sectionnés en coupes fines de 5 µm selon le même protocole que celui présenté 

précédemment dans l’article.  

 

Coloration Hématoxyline/Eosine (H&E). La procédure de préparation des échantillons 

utilisée a été la même que celle présentée dans l’article précédent. 

 

Immunohistochimie de l’apoptose. Le marquage des cellules apoptotiques a été réalisé avec 

le même anticorps anti-caspase 3 clivée mais avec un protocole de révélation automatisé 

décrit ci-dessous. Le choix de cet anticorps anti-caspase 3 clivée est issu d’une publication 
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faite en 2009 et portant sur la fiabilité et la sensibilité de diverses techniques de détection de 

l’apoptose. L’immunohistochimie réalisée avec l’anticorps anti-caspase 3 clivée s’était 

révélée comme la technique la plus fiable et la plus sensible pour la mise en évidence de 

l’apoptose photoinduite des cellules via la voie intrinsèque. Cet article figure dans la partie 

« Production scientifique » de ce manuscrit: 

Bressenot A, Marchal S, Bezdetnaya L, Garrier J, Guillemin F, Plenat F. 

“Assessment of apoptosis by immunohistochemistry to active caspase-3, active 

caspase-7, or cleaved PARP in monolayer cells and spheroid and subcutaneous 

xenografts of human carcinoma”. J Histochem Cytochem 2009; 57(4):289-300.  

 

La mise en évidence des cellules apoptotiques a été effectuée sur les coupes fines avec une 

méthode de révélation streptavidine-biotine-peroxydase automatisée (Dakocytomation, 

Danemark). Les coupes ont été déparaffinées par passages successifs dans un bain de toluène 

puis d’alcool absolu et enfin d’alcool à 95° de 5 minutes chacun. Les lames sont ensuite 

rincées et réhydratées dans de l’eau osmosée. Le démasquage antigénique est réalisé par 

incubation des coupes dans un tampon Tris-citrate pH 6,0 durant 20 minutes à 97 °C (PT 

Link, Dakocytomation, Danemark). L’activité des peroxydases endogènes a ensuite été 

inhibée via une incubation de 10 minutes dans du peroxyde d’hydrogène à 3%. L’anticorps 

polyclonal de lapin anti-caspase 3 clivée (Cell Signaling, Danvers, Etats-Unis) a été utilisé 

pour mettre en évidence les cellules apoptotiques. Cet anticorps, dilué au 1/400ème, a été 

incubé sur les échantillons pendant 30 minutes à température ambiante suivi de l’anticorps 

secondaire polyclonal de cochon anti-lapin (Dakocytomation) dilué au 1/1000ème incubé avec 

les coupes pendant 30 minutes. Les lames ont ensuite été plongées dans une solution de 3,3′-

diaminobenzidine (Dako Laboratories, Trappes, France) pendant 1 minute avant que la 

réaction se soit stoppée dans de l’eau distillée. Les coupes ont été contre-colorées avec de 

l’hématoxyline. Les contrôles négatifs ont consisté en un remplacement de l’anticorps 

primaire par de l’eau distillée. 

 

1.2.2.3 Analyse visuelle et histologique des dommages photoinduits 

 
L’analyse visuelle des dommages cutanés a été réalisée à l’aide d’un système d’attribution de 

scores  (Tableau 4) (109). La zone cutanée irradiée a été photographiée 24 heures et 48 heures 

après le traitement PDT afin de déterminer le degré des dommages cutanés photoinduits. Des 

scores moyens de dommages ont été calculés en tenant compte du degré de dommages (grade) 
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pour chaque animal et ont été utilisés pour calculer un score moyen pour chaque condition de 

traitement.  
 

Grade Dommages cutanés observés 

0 Pas de dommages 
1 Rougeur minimale 
2 Rougeur 
3 Rougeur sévère 
4 Formation d’une croûte fine 
5 Formation d’une croûte épaisse 

 
Tableau 4. Système d’évaluation visuelle des dommages cutanés photoinduits 

 
 
L ‘analyse histologique des dommages cutanés photoinduits a été réalisée sur 8 coupes 

histologiques de la peau irradiée de chaque animal. Quatre coupes ont été marquées avec une 

coloration H&E et les 4 autres coupes ont été utilisées pour la révélation des cellules 

apoptotiques. Les lames ont été observées à l’aide d’un microscope optique à transmission et 

du logiciel Cellsens® (Olympus, France) permettant de mesurer l’épaisseur de la peau. Cette 

épaisseur a été mesurée à trois localisations distinctes sur chaque coupe colorée avec H&E. 

Les données obtenues ont été utilisées pour calculer une épaisseur moyenne de la peau pour 

chaque animal et ensuite pour chaque condition de traitement. 

 
1.2.2.4 Statistiques 

 
La significativité des scores moyens de dommages cutanés observés ainsi que des épaisseurs 

moyennes de la peau mesurées a été analysée à l’aide d’un test non paramétrique Mann & 

Whitney (p < 0.05) et du logiciel Statview® 5.0. Les résultats sont présentés en moyenne ± 

erreur standard (ES). 

 

1.2.3 Résultats 
 

1.2.3.1 Observation visuelle des dommages cutanés 

 
L’analyse visuelle de la peau des souris traitées par Foscan®-PDT a été réalisée à partir des 

photographies réalisées 24 heures et 48 heures après le traitement par PDT (Figure 12). 
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Figure 12. Photographies de la peau de souris saines BALB/c 24 heures ou 48 heures après un 
traitement PDT avec du Foscan® administré en intraveineuse. Chaque image est représentative des 
observations faites pour chaque condition de traitement (n = 4 souris pour chaque condition de 
traitement) 
 
 
L’établissement des scores de dommages cuta

dommages les plus sévères étaient obtenus à 

mTHPC et un IDL de 3 heures (Figure 13) en part

dommages cutanés de 4,8 ± 0,3). En revanche, lorsque pour

diminuée de moitié (0,15 mg/kg), les domm

cutanés maximal de 1,8 ± 0,3) malgré une diffé

Les animaux traités par double injection prés

deviennent significativement différent du group

score de dommages de 1,0 ±0,1. 

 
 
 
 
 
Figure 13. Scores moyens des dommages 
cutanés induits par un traitement PDT  
avec le Foscan®.  
* signifie significativement différent du 
groupe « contrôle » et des autres groupes 
traités (n = 4 souris pour chaque condition 
de traitement) 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

nés à permis de mettre en évidence que les 

la suite d’un traitement avec 0,3 mg/kg de 

iculier 48 heures après PDT (score de 

 le même IDL, la dose est 

ages restent superficiels (score de dommages 

rence significative avec le groupe contrôle. 

entent des dommages cutanés limités qui ne 

e contrôle que 48 heures après PDT avec un 
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1.2.3.2 Evaluation histologique des dommages  

 
1.2.3.2.1 24 heures après PDT 

 
Les animaux traités avec un IDL de 3 heures ou de 24 heures et une administration unique de 

mTHPC de 0,15 mg/kg présentaient une peau ayant un aspect similaire à celle des souris 

« contrôles » hormis un léger œdème avec l’IDL de 3 heures (Tableau 5). La peau des souris 

traitées avec une dose de mTHPC de 0,3 mg/kg indépendamment de l’IDL utilisé, présentait 

des cellules apoptotiques localisées dans la couche germinative de l’épiderme ainsi que dans 

le derme. Cela s’accompagnait d’une nécrose principalement dermique ainsi que d’un œdème 

et de nombreuses micro-hémorragies largement distribuées et d’un influx inflammatoire de 

polynucléaires (Tableau 5). Cependant, la peau des souris traitées avec l’IDL de 3 heures 

présentait une quantité beaucoup plus importante de ces dommages comparée à la peau des 

souris traitées avec un IDL de 24 heures (Tableau 5). La mesure de l’épaisseur de la peau 

(épiderme, derme et hypoderme) dans les différentes conditions de traitement a mis en 

évidence une variation de l’épaisseur uniquement suite à un traitement PDT avec 0,3 mg/kg 

de mTHPC et un IDL de 3 heures (Tableau 5). En effet, une augmentation significative de 

20% de l’épaisseur de la peau (649,1 ± 57,3 µm) liée à un fort œdème a été observée. 

 

Tableau 5. Critères d’analyse histologique de la peau de souris 24 heures après un traitement par 
Foscan® soit avec des IDLs de 3 heures ou de 24 heures et des doses de mTHPC de 0,15 mg/kg ou 
0,3 mg/kg, soit par double injection de mTHPC.* signifie que l’épaisseur de la peau est 
significativement différente de celle des souris contrôles. 

Dose de 
mTHPC 

administrée 
(mg/kg) 

IDL Œdème Apoptose & 
Localisation 

Nécrose & 
Localisation 

Micro-
hémorragies & 

Localisation 

Influx         
inflammatoire 

Epaisseur de 
la peau (µm) 

Contrôle - - - - - 529,8 ± 19,7 

3h +++ 

+++          
Couche 

germinative de 
l'épiderme, 

derme 

+++             
Epiderme, derme, 

hypoderme et 
muscles 

+++           
Derme, 

hypoderme et 
muscles 

+++ 649,1 ± 57,3* 

0,3 

24h + 

+             
Couche 

germinative de 
l'épiderme, 

derme 

+               
Derme 

+              
Muscles + 585,3 ± 36,7 

3h + - - - - 545,9 ± 16,4 
0,15 

24h - - - - - 508,4 ± 48,0 
2 x 0,15      
(double 

injection) 
3h, 24h - - - +              

Muscles - 538,8 ± 54,0 
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La figure 14 illustre les dommages cutanés observés 24 heures post-PDT dans la peau de 

souris traitées avec 0,3 mg/kg de mTHPC avec des IDLs de 3 heures ou de 24 heures. Le 

marquage immunohistochimique des cellules apoptotiques (marron) visible sur la figure 14 

D,E, F au niveau des follicules pileux correspond à un marquage aspécifique lié au système de 

révélation avidine/biotine. Ce marquage aspécifique a été confirmé sur la peau des souris 

« contrôles » (Figure 14 D) ainsi que par la réalisation d’un témoin négatif ayant subi le même 

protocole de révélation mais en l’absence de l’anticorps primaire (anticorps anti-caspase 3 

clivée) et sur lequel ce marquage aspécifique était également présent (données non 

présentées). La peau des souris traitées avec 0,3 mg/kg et un IDL de 3 heures présente 

d’importants dommages illustrés par une forte mortalité cellulaire à la fois par nécrose (Figure 

14 B) et par apoptose (Figure 14 E). 

 

 

 
Figure 14. Coupes histologiques de la peau de souris contrôles et de souris traitées par Foscan®-
PDT avec 0,3 mg/kg de mTHPC, IDL 3 ou 24  heures. Observation réalisée 24 heures post-PDT. 
Coloration H&E (A-C) et marquage immunohistochimique des cellules apoptotiques (marron) (D-
F) 
 

La peau des souris traitées par double injection de mTHPC présente un aspect histologique 

similaire à la peau des souris contrôles 24 heures après PDT. Seule la couche musculaire 

située sous l’hypoderme présente quelques micro-hémorragies (Tableau 5, Figure 15 B). Pour 

ces animaux, aucune mortalité cellulaire (nécrose, apoptose) n’a été mise en évidence ni au 

niveau musculaire ni dans le derme (Figure 15 D).  

 

IDL 24 heures Contrôle IDL 3 heures 
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Figure 15. Coupes histologiques de la peau de souris contrôles et de souris traitées par Foscan®-
PDT avec une double injection de mTHPC (0,15 mg/kg x 2). Observation réalisée 24 heures post-
PDT. Coloration H&E (A, B) et marquage immunohistochimique des cellules apoptotiques 
(marron) (C, D). 
 

1.2.3.2.2 48 heures après PDT 
 

Les animaux traités avec un IDL de 3 heures ou de 24 heures et une administration unique de 

mTHPC de 0,15 mg/kg ne présentaient pas de dommages histologiques cutanés 48 heures 

après le traitement PDT (Tableau 6). En revanche, l’observation des animaux traités avec 0,3 

mg/kg de mTHPC a révélé une désépithélialisation totale de la peau avec un IDL de 3 heures 

(Tableau 6, Figure 16 B) alors que seules des micro-hémorragies hypodermiques et 

musculaires sont apparues avec un IDL de 24 heures (Tableau 6, Figure 16 C). La mesure de 

l’épaisseur de la peau dans les différentes conditions de traitement a mis en évidence une 

diminution significative de 50 % de l’épaisseur de la peau (334,2 ± 24,5 µm) liée à la 

desquamation pour le groupe d’animaux ayant reçu 0,3 mg/kg avec un IDL de 3 heures 

(Tableau 6).  

Contrôle Double injection 
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La peau des animaux traités par double injection de mTHPC a quant à elle révélé la présence 

d’un nombre plus important de micro-hémorragies au niveau musculaire et dermique mais la 

structure cutanée est conservée (Figure 16 D). 
Dose de 
mTHPC 

administrée 
(mg/kg) 

IDL Nécrose Micro-hémorragies & 
Localisation 

Epaisseur de la 
peau (µm) 

Contrôle - - 550,0 ± 30,3 

3h +++ - 334,2 ± 24,5* 

0,3 

24h - 
++                    

Derme, Hypoderme, 
Muscles 

604,0 ± 70,0 

3h - - 553,7 ± 55,3 
0,15 

24h - - 516,4 ± 19,6 

2 x 0,15      
(double 

injection) 
3h, 24h - ++                    

Muscles, derme 603,1 ± 43,8 

 
ment par 

Foscan
0,3 mg/kg,  
significativement différente de celle des souris contrôles. 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Coupes histologiques de la peau de souris contrôles (A) et de souris traitées par 
Foscan®-PDT soit avec 0,3 mg/kg de mTHPC et un IDL de 3 heures (B) ou de 24 heures (C), soit 
par double injection (D). Observation réalisée 48 heures post-PDT. Coloration H&E. 
 

Tableau 6. Critères d’analyse histologique de la peau de souris 48 heures après un traite
® soit avec des IDLs de 3 heures ou de 24 heures et des doses de mTHPC de 0,15 mg/kg ou 

soit par double injection de mTHPC.* signifie que l’épaisseur de la peau est



  Chapitre II : Résultats 

  ‐ 91 ‐

1.2.4 Discussion & Conclusion 
 
Les résultats de biodistribution publiés dans l’International Journal of Radiation in Oncoly 

Biology Physics avaient démontré que les quantités de mTHPC mesurées dans la peau des 

souris étaient similaires pour toutes les conditions de traitement excepté avec 0,3 mg/kg et un 

IDL de 24 heures ou la quantité de mTHPC était réduite. Cependant, les dommages cutanés 

secondaires analysés dans cette étude sont significativement plus importants pour un 

traitement avec 0,3 mg/kg et un IDL de 3 heures (score de dommages de 4,8 observé 48 

heures post PDT) comparé aux autres conditions de traitement. Ainsi, cela confirme une fois 

encore que les études de biodistribution standard ne permettent pas de prédire l’efficacité du 

traitement par PDT ni les dommages secondaires photoinduits.  

Dans cette étude, les dommages secondaires les plus sévères observés suite à un traitement 

PDT par Foscan® à une dose de 0,3 mg/kg et un IDL de 3 heures se traduisaient par une 

nécrose et une apoptose massives accompagnées d’un fort œdème. La couche germinative de 

l’épiderme présentait de nombreuses cellules apoptotiques ce qui engendre une absence de 

renouvellement épithélial pour la zone traitée. Les autres conditions de traitement 

s’accompagnaient de dommages cutanés limités se traduisant par un score maximal de 

dommages observés de 1,8 ± 0,3 pour une PDT avec 0,15 mg/kg et un IDL de 3 heures.  

Un traitement par PDT avec 0,3 mg/kg de mTHPC et un IDL de 3 heures avait résulté en un 

taux de guérison tumorale de 54 % chez les souris porteuses de tumeurs sous-cutanées mais 

les dommages cutanés secondaires apparaissent trop importants pour une validation de ce 

protocole. L’IDL de 24 heures quant à lui engendre des dommages secondaires cutanés moins 

importants mais correspond à un taux de guérison de seulement 20%. Par conséquent, l’IDL 

de 24 heures ne constitue pas non plus une bonne condition de traitement par Foscan®-PDT. 

Tous les traitements réalisés avec une dose de 0,15 mg/kg et cela indépendamment de l’IDL 

ont présentés une histologie cutanée similaire à celle de la peau des souris contrôles. Cet 

aspect positif, lié à la faible dose de mTHPC administrée, est à contrebalancer avec le faible 

taux de guérisons (20%) associé à cette dose de PS. Un traitement avec une dose de 0,15 

mg/kg de Foscan® n’est donc pas à retenir en vue d’une efficacité thérapeutique maximale. 

Le traitement avec une double injection de mTHPC s’est avéré le plus efficace en induisant 

100 % de guérisons de souris porteuses de tumeur EMT6 et des dommages secondaires 

restreints au niveau de la peau (rougeur). Ce résultat est issu du fractionnement de la dose de 

mTHPC permettant ainsi de diminuer la quantité de mTHPC circulante au moment de 

l’irradiation. La double injection apparaît donc être la stratégie de traitement optimale. 
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2. EVALUATION DE LA REDISTRIBUTION DE LA 

mTHPC LIPOSOMALE 
 

mTHPC pour un traitem

photosensibi

état m

récente étud

la redistribution plasm

choisi pour l’évaluation du comportement vasculaire des liposomes chargés en mTHPC a été 

la membrane chorioallantoïdienne de poulet (CAM). 

 
2.1 Introduction

La seconde partie de ce chapitre porte sur l’utilisation des formulations liposomales de  la 

ent par thérapie photodynamique. Les formulations liposomales ont 

été développées afin de palier au problème d’hydrophobicité et d’agrégation des 

lisateurs diminuant leur efficacité. Les liposomes maintiennent les PSs dans leur 

onomérique et améliorent significativement leurs propriétés pharmacocinétiques. Une 

e de notre laboratoire a démontré via la technique du « photoinduced quenching » 

atique de la mTHPC à partir des liposomes (104). Ainsi, le modèle 

 
 

2.1.1 Le modèle de la membrane chorioallantoïdienne (CAM) 
 
La membrane chorioallantoïdenne (CAM) de poulet est un modèle animal couramment utilisé 

pour l’étude de la distribution et des effets pro et anti-angiogéniques de divers composés in 

vivo (110,111). C’est un organe transitoire vascularisé présent dans les œufs de reptiles et 

d’oiseaux (Figure 17). La première transplantation tumorale réalisée sur la CAM fut décrite 

pour la première fois il y a un siècle (112) mais les modèles tumoraux xénogreffés sur la 

CAM restent très peu caractérisés comparés à ceux développés avec des modèles murins 

(113). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Schéma descriptif des différentes structures anatomiques de l’œuf de poule embryonné  
D’après Valdes et al. (114) et Eugenín and Eyzaguirre (115) 
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Le modèle de la membrane chorioallantoïdienne de poulet (CAM) a notamment été décrit 

dans la revue suivante qui a été réalisée sur invitation et qui figure dans la partie « Production 

scientifique » de ce manuscrit: 

 Marie-Ange D’Hallewin, Julie Garrier, Marion Helle, Lina Bezdetnaya, François Guillemin 

 « Animal models for photodiagnosis and photodynamic therapy. Photothéranostique, Israël 

Journal of Chemistry. 

 

Hamburger et Hamilton ont établi une classification des stades embryonnaires du 

poulet (stade HH pour Hamburger et Hamilton) basée sur les caractéristiques morphologiques 

externes de l’embryon mais distribuée de façon discontinue sur toute la durée du 

développement (116). Cependant, la classification actuellement la plus couramment utilisée 

considère le 1er jour d’incubation de l’œuf comme le premier jour de développement 

embryonnaire (EDD : Embryo Development Day) (111). 

 

La CAM est une membrane transparente formée aux stades EDD4–EDD5 par la fusion 

des mésodermes de l’allantoïde et du chorion. Elle est composée de 2 épithelia unistratifiés 

séparés par un tissu conjonctif (Figur phatiques 

qui atteignent leur structure la connexion avec la circulation 

sanguine de l’embryon (117,118). La CAM est ent dédié à la 

respiration de l’embryon mais elle joue égalem  stockage des déchets 

métaboliques et le transport des électroly  chlorures) ainsi que dans la 

mobilisation du calcium à partir de la coquille n néralisation des os de 

l’embryon (119). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Coupes histologiques de la membrane chorioallantoïdienne à EDD 5 et EDD 11. 
Coloration hématoxyline/Eosine. D’après Valdes et al.(114) 

 

e 18) riche en artères, veines et vaisseaux lym

finale à EDD 18 et assurent 

un organe principalem

ent un rôle majeur dans le

tes (sodium et

écessaire à la mi

EDD 5 EDD 11 
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Le modèle de la CAM présente divers avantages : 

• la simplicité d’utilisation 

• une structure hautement vascularisée 

• une visualisation directe et en temps réel ne nécessitant aucune chirurgie ni  

   anesthésie 

• un faible coût : possibilité de réaliser des tests sur de nombreux échantillons (120) 

• la transparence et la faible épaisseur (< 200 µm) adaptées aux approches photoniques 

• l’immunodéficience : jusqu’à EDD 10, le système immunitaire aviaire reste 

incomplet lié à un manque de lymphocytes T et B. Par conséquent, cet environnement 

naturellement immunodéficient permet d’éviter la majorité des rejets observés lors de la 

xénogreffe de cellules ou de tissus. La présence de cellules T et B peut être respectivement 

détectée à EDD 11 et EDD 12 (121). Après le stade EDD 15, le répertoire de cellules B se 

diversifie et les embryons deviennent immunocompétents à EDD 18. Il est important de noter 

qu’il n’existe que 3 formes d’immunoglobulines (IgM, IgG, IgA) chez le poulet comparé à 

l’être humain qui possède 2 formes supplémentaires (IgD, IgE) (122). 

 

Cependant, l’utilisation de la CAM implique également quelques inconvénients :  

• une durée d’expérimentation limitée à 21 jours (éclosion) 

• une existence de très peu de techniques d’analyse basées sur l’utilisation d’anticorps  

   pouvant être utilisées sur la CAM 

• des expérimentations devant être réalisées au même EDD car la CAM subit de 

nombreuses modifications durant le développement embryonnaire. En effet, divers paramètres 

vont varier tels que la composition de la matrice extracellulaire, le degré de différenciation 

des cellules endothéliales, les caractéristiques des jonctions inter-endothéliales ainsi que la 

localisation des vaisseaux (118).  

 

La membrane chorioallantoïdienne apparaît donc comme un modèle parfaitement adapté à 

notre étude dont l’objectif est d’évaluer in vivo la redistribution de la mTHPC à partir de 

formulations liposomales (conventionnelle ou PEGylée) et son influence sur les dommages 

vasculaires induits par thérapie photodynamique. 
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2.1.2 Formulations liposomales de la mTHPC 
 
Le Foslip® est une formulation liposomale de la mTHPC (Biolitec GmbH, Allemagne) 

composée d’un mélange de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) et de 

dipalmitoylphosphatidylglycérol (DPPG) avec un ratio de 9 : 1. Le ratio mTHPC : lipides est 

quant à lui de 1:12.  

 

Le Fospeg® correspond à la même formulation que celle du Foslip® sur laquelle des 

groupements distearoylphosphatidylethanolaminem PEG 2000 (DSPE-PEG) ont été ajoutés 

(Figure 19) afin d’augmenter la durée de vie des liposomes dans la circulation sanguine. En 

effet, la couche de PEG a pour but de protéger les liposomes et retarder leur opsonisation par 

le système réticuloendothélial. Le ratio mTHPC : lipides est ici de 1 : 13. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 19. Schéma de la structure du Foslip® et du Fospeg® 
 
 

2.1.3 Le « Photoinduced Quenching » 
 
Les formulations liposomales de la mTHPC (Foslip®, Fospeg®) sont caractérisées par une 

forte concentration locale en mTHPC. Il a été démontré qu’une irradiation de ces formulations 

avec une faible dose de lumière induit une diminution significative de la fluorescence émise 

par la mTHPC qui peut être restaurée après l’ajout d’un détergent détruisant les liposomes 

(123). Cette observation a été attribuée au phénomène de « photoinduced quenching ». L’effet 

induit par le photoinduced quenching provient d’un transfert d’énergie entre les molécules de 

mTHPC situées à proximité les unes des autres à l’intérieur des liposomes vers les 

photoproduits non fluorescents issus de l’irradiation.  

 

PEG 



  Chapitre II : Résultats 

  ‐ 96 ‐

Suite à une administration intraveineuse, la concentration locale en mTHPC dans les 

liposomes diminue au cours du temps via l’intervention de deux mécanismes concomitants : 

 • une fuite de la mTHPC des liposomes vers les cellules du système vasculaire et les  

               protéines plasmatiques 

 • une destruction des liposomes liée à un échange de lipides avec les protéines  

               plasmatiques. 

 

Dans le cadre de notre étude, ces 2 mécanismes sont regroupés sous le terme de 

« redistribution » de la mTHPC.  

 
2.2 Matériel et Méthodes 
 

2.2.1 Culture cellulaire 
La lignée cellulaire utilisée correspond à des cellules EMT6 de carcinome mammaire murin 

cultivées en monocouche dans du milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 

(Gibco BRL) sans rouge de phénol supplémenté avec 9% de sérum de veau fœtal inactivé à la 

chaleur (SVF) (PAN Biotech), 1% de pénicilline-streptomycine (10 000 µg/ml) (Gibco BRL) 

et 1% de L-glutamine à 200 mM (Gibco BRL). Les cellules sont maintenues dans une étuve à 

37°C, 5 % de CO2 et 95% d’humidité et réensemencées dans du milieu neuf tous les 7 jours 

afin de leur assurer une croissance exponentielle. Pour le développement de tumeurs, les 

cellules sont cultivées dans des flasques T175 (1 flasque de 175 cm² pour 3 œufs xénogreffés) 

pendant 1 semaine à une concentration de 0,5.104 cellules/ml. 

 

2.2.2 Préparation de la CAM seule et xénogreffée 
Les œufs embryonnés (Couvoir de Cerveloup, Vourey, France) sont nettoyés à l’aide d’une 

compresse imbibée d’eau stérile et placés à température ambiante durant 4 heures. Les œufs 

sont ensuite transférés dans un incubateur (EHRET type compact S84, Allemagne) à 37,4°C 

et 80% d’humidité sous rotation. Au stade EDD 3, 6-7 ml d’albumine sont retirés de l’œuf via 

un trou réalisé dans la partie arrondie de l’œuf et à l’aide d’une seringue stérile connectée à 

une aiguille de 20G. Cette étape, réalisée en conditions stériles sous une hotte à flux 

laminaire, permet le décollement de la CAM de la coquille. Une large ouverture est ensuite 

réalisée à la surface de l’œuf à l’aide de microciseaux afin de contrôler le développement 

correct de l’embryon. Les embryons morts ou présentant des malformations sont exclus. 

L’ouverture est ensuite couverte avec du sparadrap (Durapore, Cergy Pontoise, France) et les 
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œufs sont réincubés sans rotation. Le développement de la CAM est contrôlé tous les 2 jours 

jusqu’au stade EDD10 (Figure 20).  

 

Au stade EDD 10, un anneau de Téflon de 1 cm de diamètre (Weber, Paris, France) est 

déposé sur la CAM sous observation à la loupe binoculaire. La surface de la CAM est ensuite 

éraflée au centre de l’anneau à l’aide d’un scalpel stérile et 7.106 cellules EMT6 y sont 

déposées dans un volume de RPMI de 40 µL. Une tumeur vascularisée est obtenue au bout de 

3 à 4 jours (EDD3 –EDD 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Schéma descriptif de la procédure d’utilisation de la membrane chorioallantoïdienne 
(CAM) d’œuf de poule embryonné 

 
 

2.2.3 Préparation et administration de la mTHPC liposomale 
 

Le Foslip® a été reconstitué selon le protocole préconisé par Biolitec GmbH qui 

consiste en l’addition de 3 ml d’eau pour préparation injectable dans le flacon de référence 

fourni (formulation lyophilisée) de façon à obtenir une concentration finale de 1,5 mg/ml. 

Le Fospeg® quant à lui a été préparé via une technique d’extrusion publiée 

précédemment (104). Brièvement, les différents constituants sont pesés et dissous dans 1 ml 
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de méthanol : DPPC (18 mg/ml), DPPG (2 mg/ml), PEG (2 mg/ml) (Avanti, Alabaster, USA). 

La mTHPC est ensuite ajoutée à une concentration finale de 1,5 mg/ml et une évaporation du 

méthanol est réalisée à 70 °C pendant 1 heure. Le film liposomal est ensuite resuspendu dans 

1 ml de PBS (pH 7,4 ; Invitrogen, Etats-Unis) à 70 °C sous rotation. L’échantillon subit 

ensuite 3 cycles thermiques successifs de 15 minutes à -80°C et 10 minutes à 70°C et est 

placé dans un mini-extrudeur (Avanti, Alabaster, USA) sur une plaque chauffante à 55°C afin 

d’homogénéiser la taille des liposomes préparés. La suspension est passée 21 fois à travers la 

membrane de filtration (100 nm polycarbonate Nuclepore®, Avanti Alabaster, USA). La 

préparation liposomales est ensuite conservée à 4°C et analysée par spectrophotométrie 

(Lambda 35, Perkin Elmer, Waltham, Etats-Unis) afin d’en déterminer la concentration en 

mTHPC en utilisant un coefficient d’extinction molaire de 30000 M-1.cm-1 à 650 nm dans de 

l’éthanol. 

Le Foslip® et le Fospeg® sont administrés par injection intraveineuse dans la CAM au 

stade EDD 13 à l’aide d’une seringue stérile à usage unique et d’une aiguille de gauge 34 

(Hamilton, Etats-Unis). Le volume d’injection est de 100 µL pour une dose de 1 mg 

mTHPC/kg pour chaque œuf. Un embryon de poule à EDD 13 pèse selon la littérature 

environ 10 g (124,125), la quantité de mTHPC administrée dans chaque œuf est donc de 10 

µg. 

2.2.4 Prélèvement des échantillons et analyse par la mesure du   

         « photoinduced quenching » 
 
Le sang des œufs est prélevé à l’aide d’une seringue à insuline stérile héparinée 5 minutes, 15 

minutes, 30 minutes, 45 minutes, 1 heure, 2 heures, 3 heures, 6 heures et 24 heures après 

l’injection. Quatre à cinq œufs ont été utilisés pour chaque temps. Les prélèvements sont 

ensuite centrifugés à 3000 rpm et 4°C afin de collecter le plasma sanguin dépourvu de 

cellules. Ce plasma est ensuite analysé selon la technique du « photoinduced quenching » 

décrite dans un récent article de notre laboratoire (104). Brièvement, l’intensité de 

fluorescence de la mTHPC présente dans l’échantillon préalablement dilué dans du PBS est 

mesurée à 652 nm à l’aide d’un spectrofluorimètre (LS55, Perkin Elmer, Waltham, Etats-

Unis) dans 3 conditions différentes successives : 

 • avant une irradiation 

 • après une irradiation de 30 secondes, avec une puissance de 17 mW à l’aide d’un  

               laser à 652 nm et d’un diffuseur frontal 
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 • après l’ajout d’un surfactant, le Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Lyon, France) dilué  

               10 fois (masse/masse) dans du PBS qui va détruire les liposomes. 

Le ratio établi entre la mesure de l’intensité de fluorescence après irradiation et celle obtenue 

après l’ajout de Triton reflète la concentration locale en mTHPC et est un indicateur du 

phénomène de photoinduced quenching. Toutes les mesures ont été réalisées en triplicat.  

 

2.2.5 Traitement PDT et dommages vasculaires photoinduits 

Suite à l’administration intraveineuse de Foslip® ou de Fospeg® à EDD 13, la CAM est 

irradiée à l’aide d’une diode laser à 652 nm (Biolitec GmbH, Iéna, Allemagne) avec une 

irradiance de 100 mW/cm² et une fluence de 3 J/cm². Ces paramètres d’irradiation ont été 

choisis à l’issue d’une optimisation montrant un taux de survie de 100 % des embryons pour 

ces conditions de traitement (données non présentées). Différents IDLs ont été testés : 15 

minutes, 1 heure et 3 heures. L’imagerie des dommages vasculaires a été réalisée en 

partenariat avec la plateforme d’imagerie cellulaire PTIBC-IBISA imagerie et biophysique 

cellulaire et tissulaire UMR CNRS INPL UHP 7661 et FR CNRS 3209 Bioingénierie 

Moléculaire, Cellulaire et Thérapeutique (D.Dumas). La CAM a été imagée par réflexion en 

lumière blanche avant le traitement PDT ainsi que 24 heures après le traitement PDT à l’aide 

d’un macroscope Leica Z16PO A et du logiciel Leica Application Suite® version 3.6 (Leica, 

Allemagne). Sur la base des images recueillies, le diamètre des vaisseaux a ensuite été 

déterminé à l’aide du logiciel Image J® avant et après le traitement PDT afin d’évaluer le 

degré des dommages vasculaires photoinduits selon l’échelle de dommages présentée dans le 

tableau 7 d’après Pegaz et al. (126). 
 

Taux de dommages 
vasculaires photoinduits 

Observations 

0 Pas de dommages 
1 Occlusion des capillaires (∅ < 10 µm) 

2 
Occlusion des capillaires (∅ < 10 µm), occlusion 
partielle des vaisseaux sanguins (∅ < 30 µm) et 

diminution du diamètre des gros vaisseaux 

3 Occlusion des vaisseaux sanguins (∅ < 30 µm) et 
occlusion partielle des gros vaisseaux 

4 Occlusion totale des vaisseaux (∅ < 70 µm) et 
occlusion partielle des gros vaisseaux 

5 Occlusion de toute la zone traitée 
 

Tableau 7. Echelle d’évaluation des dommages vasculaires induits par un traitement PDT sur la 
CAM avec le Foslip® et le Fospeg® 
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La perfusion vasculaire a été visualisée par injection intraveineuse de 100 µL de nanobilles 

fluorescentes (fluosphere® carboxylate modified microsphere, Invitrogen, Etats-Unis) 

observées à l’aide d’une lampe à mercure et d’un cube filtre Texas Red dont l’excitation est 

réalisée entre 540 nm et 580 nm et l’émission entre 610 nm et 680 nm.  

 

2.2.6 Analyses mathématique et statistique 
 

Les intensités de fluorescence de la mTHPC mesurées dans l’étude de redistribution de 

la mTHPC à partir du Foslip® et du Fospeg® ont été analysées selon la procédure présentée 

dans l’article de Reshetov et al (104) afin de déterminer les pourcentages de redistribution de 

la mTHPC. Brièvement, un ratio appelé « fluorescence normalisée » est tout d’abord calculé :  

 

ratio =  

 

Cette fluorescence normalisée est ensuite recalculée en tenant compte que cette fluorescence 

correspond en réalité à la somme des fluorescences normalisées des liposomes donneurs et 

des structures acceptrices d’énergie (104). Les pourcentages de redistribution de la mTHPC 

quant à eux sont calculés en tenant compte que le ratio (0.10) observé à t = 0 minutes  

correspond à un pourcentage de 100 % de  mTHPC présente dans les liposomes (aucune 

redistribution). 

La mesure des diamètres des vaisseaux de la CAM traitée par PDT a été réalisée sur 3 

œufs pour chaque condition et à trois emplacements distincts sur chaque CAM à l’aide du 

logiciel ImageJ®. Les données sont présentées sous forme de moyennes et les statistiques ont 

été réalisées à l’aide d’un test non paramétrique Mann & Whitney (p < 0,05) et du logiciel 

Statview® 5.0.  
 

2.3 Résultats 
 

2.3.1 La redistribution de la mTHPC à partir du Foslip® et du 
Fospeg® 

 
La figure 21 présente le pourcentage de redistribution de la mTHPC à partir de liposomes 

suite à une administration intraveineuse de 1 mg/kg de Foslip® ou de Fospeg® dans la CAM. 

Ce graphique montre une redistribution initialement plus rapide et plus importante de la 

mTHPC à partir du Foslip® que du Fospeg®. 

 

Intensité de fluorescence à 652 nm de l’échantillon après ajout de Triton 

Intensité de fluorescence à 652 nm de l’échantillon après l’irradiation 
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à une administration intraveineuse de Foslip® ou de Fospeg® (1 mg/kg) dans la CAM à EDD 13 
analysée par « photoinduced quenching (n=4 œufs pour chaque temps post-injection). 
 
Les données de ce graphique sont également représentées sous forme de tableau où les 

pourcentages de redistribution de la mTHPC à partir du Foslip® apparaissent significativement 

supérieurs à ceux observés avec le Fospeg® excepté 24 heures après l’injection où les 

pourcentages sont similaires (Tableau 8). A titre d’exemple, dès 15 minutes après injection, le 

pourcentage de redistribution de la mTHPC à partir du Foslip® (33,0 ± 3,1) correspond à celui 

observé pour le Fospeg® seulement 1 heure après l’injection (34,0 ± 2,1). Ces observations se 

perpétuent au cours de l’expérimentation puisque le pourcentage de redistribution à partir du 

Foslip® observé 1 heure après injection (49,7 ± 4,9) correspond à celui observé pour le 

Fospeg® 3 heures après l’injection (54,1± 1,2).  
 

Pourcentage moyen de mTHPC 
redistribuée 

Figure 21. Pourcentage moyen de redistribution (± ES) de la mTHPC liposomale plasmatique suite

Temps post-injection   
(min) Foslip® Fospeg® 

0 0 0 

5 27,5 ± 10,4* 10,3 ± 0,4* 

15 33,0 ± 3,1 17,2 ± 0,5 

30 39,2 ± 2,2 24,0 ± 0,9 

45 44,8 ± 2,1 29,7 ± 1,1 

60 49,7 ± 4,9 34,0 ± 2,1 

120 64,7 ± 2,3 45,8 ± 2,1 

180 74,2 ± 5,0 54,1 ± 1,2 

360 87,0 ± 0,6 70,4 ± 2,0 

1440 92,0 ± 0,1* 91,6 ± 0,7* 
 
Tableau 8. Redistribution de la mTHPC liposomale plasmatique suite à une administration 
intraveineuse de Foslip® ou de Fospeg® (1 mg/kg) dans la CAM analysée par « photoinduced 
quenching ». * signifie « non significativement différent » (Test non paramétrique Mann & 
Whitney, p < 0,05 ; moyennes ± erreur standard). 



  Chapitre II : Résultats 

  ‐ 102 ‐

De plus, il est intéressant de noter que dès 15 minutes post-injection, la redistribution de la 

mTHPC à partir du Foslip® est 2 fois plus importante (33,0 ± 3,1%) que celle observée pour le 

Fospeg® (17,2 ± 0,5%). Cela signifie que la redistribution de la mTHPC à partir du Foslip® est 

deux fois plus rapide qu’à partir du Fospeg®. Cependant ce ratio n’est pas conservé pour les 

autres temps après injection. A 60 minutes post-injection, le ratio n’est plus que de 1,5 

déclinant jusque 1,2 à 3 heures post injection. La vitesse de redistribution n’est donc pas 

constante au cours du temps. Ainsi, ces temps de 15 minutes, 1 heure et 3 heures seront 

utilisés comme IDLs dans la suite de notre étude afin de comparer les dommages induits par 

Foslip®/Fospeg®–PDT. 

Ces expériences ont également été réalisées sur la CAM xénogreffée avec des cellules EMT6. 

La présence d’une tumeur n’a pas altéré la redistribution de la mTHPC à partir des liposomes  

et cela quel que soit le temps d’incubation dans la CAM et la formulation liposomale utilisée 

(données non présentées). 

 

2.3.2 Les dommages vasculaires photoinduits par les  
formulations liposomales de la mTHPC    
           

La Figure 22 présente les dommages vasculaires observés 24 heures après un 

traitement PDT de la CAM avec le Foslip® et pour des IDLs de 15 minutes, 1 heure et 3 

heures. L’IDL de 15 minutes n’induit aucun dommage vasculaire (Figure 22 B) et la perfusion 

vasculaire est parfaitement conservée (Figure 22 C). L’IDL de 1 heure entraine quant à lui de 

nombreuses micro-hémorragies par rupture de la paroi des vaisseaux sanguins de diamètre 

moyen (Figure 22 E). Toutefois la perfusion vasculaire semble préservée dans les autres 

vaisseaux sanguins (Figure 22 F). Le traitement PDT réalisé avec l‘IDL de 3 heures induit une 

destruction du réseau vasculaire de la CAM (Figure 22 H) et une totale occlusion de la zone 

irradiée (Figure 22 I). 

Les dommages vasculaires observés suite à un traitement PDT de la CAM avec le 

Fospeg® sont illustrés dans la Figure 23. L’IDL de 15 minutes n’induit aucun dommage 

vasculaire (Figure 23 B) et la perfusion vasculaire est parfaitement conservée (Figure 23 C). 

L’IDL de 1 heure n’entraine que quelques micro-hémorragies des capillaires sanguins de petit 

diamètre (Figure 23 E) et la perfusion vasculaire semble parfaitement conservée dans le reste 

du réseau vasculaire (Figure 23 F). Le traitement PDT réalisé avec l‘IDL de 3 heures induit 

une destruction du réseau vasculaire de la CAM (Figure 23 H) mais la perfusion vasculaire 

semble préservée dans les vaisseaux sanguins de diamètre important (Figure 23 I). 
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F, I).* indique la zone traitée par PDT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 23. Morphologie de la CAM avant et après un traitement PDT suite à une administration 
intraveineuse de Fospeg® (1mg/kg) avec un IDL de 15 minutes (A,B), 1 heure (D, E) ou 3 heures 
(G, H). La perfusion vasculaire a été observée par injection I.V de nanobilles fluorescentes (rouge) 
(C, F, I). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22. Morphologie de la CAM avant et après un traitement PDT suite à une administration 
intraveineuse de Foslip® (1mg/kg) avec un IDL de 15 minutes (A,B), 1 heure (D, E) ou 3 heures (G,
H). La perfusion vasculaire a été observée par injection I.V de nanobilles fluorescentes (rouge) (C, 

*  
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La quantification de l’occlusion vasculaire induite par le traitement PDT est apparue 

significativement plus importante avec le Foslip® qu’avec le Fospeg® pour les IDLs de 1 

heure et 3 heures (Figure 24). De plus, l’intensité de l’occlusion vasculaire semble corrélée à 

la durée de l’IDL. En effet, plus l’IDL est important et plus l’occlusion vasculaire 

photoinduite est étendue. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24. Occlusion vasculaire photoinduite par un traitement PDT de la CAM avec du Foslip® ou 
du Fospeg®  administrés en intraveineuse (1 mg/kg). Score moyen représenté ± erreur standard. 
* signgifie que les données sont significativment différentes entre elles et de celles obtenues pour 
l’IDL 15 minutes. 
 
 

2.4 Discussion & Conclusion

* 
* 

* 
* 

 
 

La redistribution de la mTHPC à partir du Foslip® injecté en intraveineuse dans la CAM (1 

mg/kg) est apparue plus rapide et plus importante que celle de la mTHPC à partir du Fospeg® 

administré dans les mêmes conditions. Cette différence de redistribution est liée à l’influence 

du PEG présent dans la formulation Fospeg® mais pas dans la formulation Foslip®. En effet, il 

a été montré que la fixation de groupements PEGylés à la surface de liposomes réduisait 

significativement le taux d’opsonisation et de rétention des liposomes par le système 

réticuloendothélial (127) et ainsi augmentait le temps de demi-vie plasmatique du 

photosensibilisateur (128). De plus, la PEGylation empêche l’agrégation des liposomes durant 

leur stockage mais également au moment de leur administration (129).  
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Une étude récente de notre laboratoire réalisée par Reshetov et al a montré une différence de 

redistribution de la mTHPC à partir de Foslip® et de Fospeg® incubés in vitro dans du plasma 

humain (104). En effet, la mTHPC était redistribuée beaucoup plus rapidement à partir du 

Foslip® qu’à partir du Fospeg®. Nos résultats obtenus in vivo dans la CAM ont donc confirmé 

cette observation. 

 

Ces données ont été mises en relation avec une étude des dommages vasculaires photoinduits 

par Foslip®-PDT et Fospeg®-PDT sur la CAM en fonction de la redistribution de la mTHPC. 

Les IDLs ont été choisis afin de correspondre à une faible redistribution (15 minutes), une 

redistribution intermédiaire (1 heure) ou à une redistribution importante de la mTHPC (3 

heures). Ainsi les dommages photoinduits ont été évalués de façon à déterminer s’il existe une 

corrélation entre la redistribution de la mTHPC et les dommages vasculaires induits par le 

traitement PDT. Une comparaison des dommages photoinduits par le Foslip® et le Fospeg® a 

également été effectuée. En effet, aucun dommage vasculaire n’a été observé avec un IDL de 

15 minutes quelle que soit la dose de lumière administrée (données non présentées). En 

revanche, les IDLs de 1 heure et 3 heures ont eu un impact important sur la vascularisation de 

la CAM.  Le taux de redistribution de la mTHPC augmente en fonction du temps et semble 

donc corrélé à l’intensité des dommages vasculaires photoinduits. Ainsi, un taux de 

redistribution à partir du Foslip® de 74,2 ± 5,0 % avait été mesuré pour un IDL de 3 heures et 

conduit à une occlusion totale de la zone traitée (score d’occlusion vasculaire de 5) alors 

qu’un IDL de 1 heure correspond à un score d’occlusion  de 2,5 ± 0,3 et un taux de 

redistribution de la mTHPC de 49,7 ± 4,9 %. Le Fospeg®, quant à lui, induit des dommages 

moins sévères que le Foslip® pour tous les IDLs (score d’occlusion de 3,8 ± 0,3 pour l’IDL 3 

heures) excepté à 15 minutes. A l’heure actuelle, une seule étude compare les dommages 

vasculaires photoinduits par le Foslip® et le Fospeg® dans la CAM (126). Le traitement 

photodynamique ayant été réalisé avec un IDL unique et des conditions d’irradiation très 

différentes des nôtres (une longueur d’onde de 420 nm pour une irradiance de 330 mW/cm² et 

une fluence de 12,5-100 J/cm²), il est impossible d’effectuer une comparaison des dommages 

vasculaires photoinduits. 

La redistribution de la mTHPC à partir de formulations liposomales de type Foslip® ou 

Fospeg® influence l’intensité des dommages photoinduits par un traitement photodynamique. 

L’étude de ce paramètre est donc un prémice à toute expérience visant à l’optimisation des 

conditions de traitement par PDT avec le Foslip® ou le Fospeg®. 
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’effet tumoricide de la thérapie photodynamique repose sur une action combinée 

d’un photosensibilisateur, de la lumière et de l’oxygène conduisant à l’induction de 

dommages cellulaires, vasculaires ainsi qu’à une activation des effecteurs 

immunologiques. La mTHPC est un photosensibilisateur de seconde génération approuvé en 

2001 en Europe pour le traitement palliatif de tumeurs superficielles de la tête et du cou. Les 

protocoles cliniques de traitement actuels s’appuient sur les données issues de 

pharmacocinétique et de biodistribution standard pour établir les paramètres de traitement à 

utiliser. Ainsi, l’intervalle drogue lumière appliqué correspond au moment où la quantité de 

photosensibilisateur est maximale dans le tissu tumoral. Cependant, de nombreuses études, 

réalisées avec divers photosensibilisateurs, ont révélé que l’efficacité optimale du traitement 

par PDT n’était pas obtenue lorsque la quantité de PS dans la tumeur était maximale. Par 

conséquent, les études de biodistribution ne semblent pas permettre d’établir de bonnes 

conditions de traitement.  

 

Notre laboratoire, en collaboration avec une équipe américaine, a mis en évidence le 

rôle prépondérant de la distribution intratumorale spatio-temporelle du PS, en particulier de la 

mTHPC (99). Cette étude a démontré une localisation vasculaire de la mTHPC avec un IDL 

de 3 heures, puis une fuite des vaisseaux vers le tissu néoplasique à proximité des vaisseaux à 

6 heures et une localisation dans le parenchyme tumoral éloigné des vaisseaux avec un IDL de 

24 heures. Basé sur cette distribution intratumorale, notre étude a révélé l’efficacité optimale 

d’un traitement par mTHPC-PDT via un ciblage des vaisseaux et des cellules tumorales. En 

effet, le traitement avec une injection de 0,3 mg/kg de mTHPC et un IDL de 3 heures s’est 

conclu par un taux de guérisons de 54% alors qu’un IDL de 24 heures ne donnait que 20% de 

guérisons. Notre stratégie a donc consisté en un fractionnement de l’administration de la 

mTHPC (2 x 0,15 mg/kg) respectivement 24 heures et 3 heures avant l’irradiation afin de 

cibler non seulement le parenchyme tumoral mais également la néovascularisation. Cette 

double injection a permis d’obtenir un taux de guérisons de 100%, se révélant ainsi comme 

une stratégie de traitement très prometteuse.  

 

De plus, à l’aide d’une technique de co-marquage immunohistochimique, il a été mis 

en évidence que le traitement PDT avec une administration fractionnée de Foscan® permettait 

d’obtenir une éradication des tumeurs via une induction massive de la mort cellulaire par 

apoptose et une destruction de la néovascularisation. Cette observation est cohérente avec 

celle effectuée pour les IDLs de 3 heures et 24 heures qui correspondaient respectivement à 

L 
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une apoptose des cellules endothéliales et une apoptose du parenchyme tumoral, liée à la 

distribution  intratumorale de la mTHPC. La favorisation de la mort cellulaire par apoptose est 

un challenge important dans le contexte clinique. En effet, un traitement anti-cancéreux induit 

majoritairement une destruction des tissus néoplasiques par nécrose. Cela implique une forte 

réaction inflammatoire pouvant être douloureuse pour le patient mais surtout une perte de 

substance pouvant conduire à la perforation de l’organe traité. En revanche, la mort par 

apoptose de tumeurs est plus douce et n’engendre qu’une faible inflammation sans aucune 

perte de substance massive. L’évaluation histologique de la nécrose photoinduite par le 

traitement n’a fait apparaitre aucune différence entre les différents groupes traités quels que 

soient l’IDL ou la dose de PS administrée. Ainsi, dans le cas présent, la nécrose ne peut 

expliquer à elle seule la photodestruction des tumeurs et l’apoptose serait donc privilégiée. 

 

Une étude de biodistribution de la quantité de mTHPC présente dans divers organes en 

fonction de l’IDL appliqué avait également été réalisée. Les quantités de mTHPC observées 

dans les tumeurs n’ont révélé aucune corrélation avec le taux de guérison observé dans 

chaque condition de traitement. Cela confirme la complète discordance entre la quantité de PS 

présente dans les tissus et l’efficacité thérapeutique obtenue et par conséquent le manque de 

pertinence des études de biodistribution dans l’optimisation des conditions de traitement par 

PDT. 

 

L’évaluation des dommages secondaires photoinduits au niveau de la peau de souris 

saines a également mis en évidence une faible phototoxicité du traitement PDT avec une 

injection fractionnée de mTHPC (score de dommages cutanés de 1, rougeur). En revanche, 

l’utilisation d’un IDL de 3 heures avait engendré des photodommages cutanés irréversibles 

(score de dommages de 4,8 ± 0,3) au niveau de la peau se traduisant par un important œdème 

et de nombreuses micro-hémorragies nécrotiques. Cela s’accompagnait d’une destruction de 

la couche germinative de l’épiderme par apoptose conduisant à une desépithélialisation de la 

peau irradiée. Ainsi, malgré un taux de guérison de 54 %, l’IDL de 3 heures ne peut pas être 

considéré comme une condition de traitement valable à cause des dommages secondaires qui 

ont été induits. Il est important de noter que les scores de dommages cutanés photoinduits 

dans la peau des souris pour chaque condition de traitement ne présentaient aucune corrélation 

avec les quantités de mTHPC mesurées dans l’étude de biodistribution décrite précédemment. 

Les données issues du suivi de la biodistribution des PSs ne permettent donc de prédire ni 

l’efficacité du traitement ni les dommages secondaires que celui-ci peut engendrer. 
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En conséquence, le ciblage des vaisseaux et du parenchyme tumoral via une 

administration fractionnée du PS est une stratégie de traitement très prometteuse dans un 

contexte clinique, de part son efficacité remarquable mais également de part la favorisation de 

la mort par apoptose des tissus pathologiques et les dommages secondaires cutanés 

photoinduits très restreints. Ainsi, les protocoles cliniques de traitement par PDT devraient se 

baser sur la distribution intratumorale du PS et non pas sur une étude de biodistribution pour 

la détermination des conditions de traitement à appliquer. 

 

La seconde partie de ce travail a porté sur l’utilisation de formulations liposomales de 

la mTHPC. L’utilisation de nanovésicules lipidiques améliorant les propriétés 

pharmacocinétiques des PSs constitue un axe de recherche en plein essor. En effet, les 

liposomes permettent d’accélérer la vitesse de pénétration des PSs dans les tissus 

néoplasiques mais également d’augmenter leur taux de rétention. Ils apparaissent donc 

comme un outil intéressant pour la potentialisation de l’efficacité du traitement 

photodynamique. Cet aspect a été présenté dans la revue constituant la seconde partie de la 

synthèse bibliographique de ce manuscrit.  

La mTHPC existe sous 2 formes liposomales différentes : le Foslip® et le Fospeg®. Le 

Fospeg® correspond à la structure du Foslip® sur laquelle des groupements de polyéthylène 

glycol (PEG) ont été ajoutés. Ces groupements PEG permettent aux liposomes de circuler 

plus longtemps dans la circulation générale en les protégeant de leur opsonisation par le 

système réticuloendothélial. Une étude de notre laboratoire portant sur l’efficacité du 

traitement photodynamique avec le Foslip® a révélé que malgré des profils 

pharmacocinétiques et une distribution intratumorale de la mTHPC différents, les taux de 

guérisons obtenus avec un IDL de 6 heures ou un IDL de 15 heures étaient proches (103).  

 

 Notre hypothèse est que l’efficacité thérapeutique ne serait non pas liée à la 

biodistribution mais à un autre paramètre spécifique aux formulations liposomales : la 

redistribution du PS à partir des liposomes. En effet, des publications récentes de notre 

laboratoire ont fait état du rôle majeur de la redistribution de la mTHPC à partir de 

formulations liposomales (104,123) grâce au suivi du « photoinduced quenching ». Ce 

phénomène correspond à une diminution de l’intensité de fluorescence émise par la mTHPC 

dans les liposomes suite à une irradiation lumineuse avec une faible dose de lumière en 

relation avec une forte concentration locale. L’énergie émise est transmise aux photoproduits 

issus de l’irradiation. En revanche, l’ajout d’un détergent de type Triton permet de restaurer le 
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signal de fluorescence en détruisant les liposomes. En utilisant ce phénomène de 

« photoinduced quenching » Reshetov et al. (104) ont notamment montré une redistribution 

beaucoup plus rapide de la mTHPC à partir du Foslip® comparé au Fospeg® dans du plasma 

humain in vitro. En effet, le PEG semble retarder significativement la redistribution de la 

mTHPC en stabilisant les liposomes.  

 

Le but de notre étude a donc été de vérifier si ce comportement plasmatique de la 

mTHPC liposomale observé in vitro avait lieu in vivo dans la circulation sanguine ainsi que 

son influence sur les dommages photoinduits par le traitement photodynamique. Pour 

répondre à cette question, notre étude a été réalisée à l’aide du modèle de la membrane 

chorioallantoïdienne (CAM). Ce modèle, développé à l’origine pour l’étude des traitements 

pro et anti-angiogéniques sur la vascularisation, est particulièrement bien adapté à l’étude des 

dommages vasculaires et décrit dans la publication intitulée « Animal models for 

photodiagnosis and photodynamic therapy » présente dans la partie « Production 

scientifique » de ce manuscrit.  

 

La redistribution de la mTHPC observée in vivo dans le plasma de la CAM selon la 

technique du photoinduced quenching (104) s’est traduite, tout comme dans les 

expérimentations réalisées in vitro dans le plasma humain, par une redistribution initialement 

plus importante et plus rapide de la mTHPC à partir du Foslip® par rapport à celle observée 

pour le Fospeg®. Ces résultats confirment la capacité des groupements PEG à stabiliser et 

protéger les liposomes et par conséquent à retarder la redistribution de la mTHPC. 

L’évaluation des dommages vasculaires photoinduits par un traitement PDT avec le Foslip® et 

le Fospeg® sur la CAM a mis en évidence l’importance de la redistribution de la mTHPC à 

partir des liposomes. En effet, pour un IDL de 15 minutes correspondant à une faible 

redistribution de la mTHPC, aucun dommage vasculaire n’a été observé pour chacune des 

deux formulations et cela quelle que soit la dose de lumière administrée. En revanche, pour 

les IDLs de 1 heure et de 3 heures, les analyses ont révélé la présence de dommages 

vasculaires photoinduits dont la sévérité était proportionnelle à la durée de l’IDL. En effet, le 

traitement PDT avec un IDL de 1 heure a conduit à l’occlusion des vaisseaux sanguins de 

petit diamètre aussi bien pour le Foslip® que le Fospeg®. L’utilisation d’un IDL de 3 heures 

s’est traduit quant à lui par une occlusion complète de la zone irradiée avec le Foslip® alors 

que les vaisseaux sanguins de diamètre important (>70 µm) étaient toujours perfusés avec le 

Fospeg®. Ainsi, la redistribution semble influencer l’intensité des dommages photoinduits. De 
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plus, les dommages issus de la PDT avec le Fospeg® semblent moins sévères que ceux 

observés avec le Foslip® dans les mêmes conditions de traitement en relation avec une 

redistribution plus importante de la mTHPC à partir du Foslip®. 

 

L’ensemble de cette étude présente une stratégie visant à potentialiser les protocoles 

de traitement cliniques actuels via un ciblage passif de la néovascularisation et du parenchyme 

tumoral. Ce protocole est basé sur la distribution intratumorale de la mTHPC et non pas sur 

des études de biodistribution. Cette potentialisation est accentuée par l’induction de la 

destruction des cellules par apoptose ainsi que par la réduction des dommages secondaires 

cutanés photoinduits. L’évaluation de la redistribution de la mTHPC à partir de formulations 

liposomales a confirmé l’impact de cette redistribution sur l’efficacité de la PDT. La prise en 

compte de ce paramètre apparaît donc indispensable à l’optimisation des protocoles de 

traitement par Foslip® et Fospeg®. Cette étude nécessite une analyse complémentaire fine des 

dommages vasculaires induits ainsi que l’évaluation du traitement sur une tumeur xénogreffée 

sur la CAM et dans un modèle de souris porteuses de tumeur. 
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Nos travaux ont été conduits dans le but d’améliorer l’efficacité du traitement de tumeurs par 

mTHPC-PDT et de potentialiser la mort des cellules par apoptose tout en limitant au 

maximum les dommages secondaires. De plus, l’utilisation de formulations liposomales de la 

mTHPC a révélé de nouveaux paramètres à prendre en compte dans l’optimisation du 

traitement.  

 

La première conclusion importante à retenir concerne l’utilisation des études de 

biodistribution. Nos résultats ont mis en évidence, une fois de plus, la totale discordance 

existant entre la quantité de PS présente dans la tumeur et le taux de guérison observé. Par 

conséquent, l’optimisation des protocoles de traitement devrait être basée sur la distribution 

intratumorale du PS qui s’est avérée représentative des dommages photoinduits observés. 

 

La seconde remarque est relative à la stratégie de traitement par PDT. Le co-ciblage de la 

néovascularisation et du parenchyme tumoral induit une efficacité nettement supérieure à 

celle observée lors du ciblage unique de l’un ou l’autre des compartiments. Il semble donc 

que la potentialisation de l’efficacité du traitement nécessite une atteinte vasculaire mais 

également parenchymateuse de la tumeur. 

 

De plus, l’utilisation du fractionnement de l’administration du PS a entrainé la favorisation de 

la mort des cellules par apoptose, au détriment de la nécrose et a contribué à l’efficacité du 

traitement. La faible réaction inflammatoire obtenue et combinée aux dommages secondaires 

cutanés minimes pourrait limiter la perte de substance généralement observée après le 

traitement et apporter un confort non négligeable au patient dans le contexte clinique.  A cela 

s’ajoute la simplicité du protocole établi qui ne fait intervenir qu’une seule irradiation et par 

conséquent une seule anesthésie du patient. 

 

La dernière conclusion concerne les formulations liposomales des photosensibilisateurs. 

Malgré leurs propriétés pharmacocinétiques établies, l’évaluation de l’efficacité d’un 

traitement PDT ne peut se faire qu’à l’aide d’une étude préalable de la redistribution du PS à 

partir de ces formulations. Les dommages photoinduits par le traitement PDT semblent 

d’autant plus sévères que la redistribution plasmatique de la mTHPC est importante. La 

composition de la nanovésicule lipidique (conventionnelle ou stabilisée) doit également être 

prise en compte ainsi que le modèle d’étude (dans le cas présent humain ou poulet). 
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Perspectives 

 

 Les protocoles cliniques devraient se baser sur la distribution intratumorale du PS 

mais à l’heure actuelle il serait intéressant de développer une technique non ou peu invasive 

permettant d’établir cette distribution pour chaque PS et chaque type de tumeur. Le suivi du 

photoblanchiment du photosensibilisateur pourrait ainsi être un indicateur prédictif de 

l’efficacité du traitement. 

 

 La continuité de ces travaux devrait en premier lieu passer par une évaluation des 

dommages photoinduits par Foslip® et Fospeg® administrés dans la CAM xénogreffée avec 

des cellules cancéreuses. Les IDLs appliqués devraient correspondre, tout comme dans notre 

étude, à des pourcentages de redistribution de la mTHPC différents afin d’être mis en relation 

avec l’efficacité observée. Une évaluation de la quantité et de la localisation in ovo de la 

mTHPC serait également utile à l’analyse et à la compréhension des dommages photoinduits 

par PDT.  

 

 Enfin, l’aspect le plus méconnu de la PDT reste à étudier : l’activation du système 

immunitaire. L’utilisation de modèles immunocompétents ou immunodéficients a un impact 

considérable sur la finalité du traitement. En revanche, à l’heure actuelle le rôle de la PDT 

dans l’immunomodulation reste très peu décrit. Une évaluation moléculaire et une 

identification des cytokines pro et anti-inflammatoires impliquées dans la réussite du 

traitement pourrait contribuer à la prédiction de l’efficacité du traitement de tumeurs. 

 

 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 



  Références 

‐ 115 ‐ 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

REFERENCES 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 



  Références 

‐ 116 ‐

1. Moan J, Peng Q. An outline of the hundred-year history of PDT. Anticancer Res 
2003; 23(5A):3591-3600. 

2. Pervaiz S, Olivo M. Art and science of photodynamic therapy. Clin Exp Pharmacol 
Physiol 2006; 33(5-6):551-556. 

3. Raab O. Uber die wirkung fluoroscierender stoffe auf infusoria. Z Biol 1900; 
39:524-530. 

4. Ledoux-Lebards. C Annales de l'Institut Pasteur 1902; 16:593-604. 
5. von Tappeiner H. Zur Kenntnis der lichtwirkenden (fluoreszierenden) stoffe. Dtsch 

Med Wochenschr 1904; 8:265-269. 
6. von Tappeiner H. Therapeutische versuche mit fluoreszierenden stoffe auf 

infusoiennach versuchen von Raab. Munch Med Wochenschr 1903; 50:2042-2044. 
7. Silver H. Psoriasis vulgaris treated with hematporphyrin. Arch Dermatol Syph 

1937; 36:1118-1119. 
8. Policard A. Etude sur les aspects offerts par des tumeurs experimentales examinées 

à la lumière de Wood. C R Soc Biol 1924; 91:1423-1424. 
9. Figge FH, Weiland GS, Manganiello LO. Cancer detection and therapy; affinity of 

neoplastic, embryonic, and traumatized tissues for porphyrins and 
metalloporphyrins. Proc Soc Exp Biol Med 1948; 68(3):640. 

10. Schwartz S, Absolon K, Vermund H. Some relationships of porphyrins, x-rays and 
tumors. Med Bul 1955; 68:7-13. 

11. Lipson RL, Baldes EJ. The photodynamic properties of a particular 
hematoporphyrin derivative. Arch Dermatol 1960; 82:508-516. 

12. Lipson RL, Baldes EJ, Olsen AM. Further Evaluation of the Use of 
Hematoporphyrin Derivative as a New Aid for the Endoscopic Detection of 
Malignant Disease. Dis Chest 1964; 46:676-679. 

13. Lipson RL, Pratt JH, Baldes EJ, Dockerty MB. Hematoporphyrine Derivative for 
Detection of Cervical Cancer. Obstet Gynecol 1964; 24:78-84. 

14. Dougherty TJ, Kaufman JE, Goldfarb A, Weishaupt KR, Boyle D, Mittleman A. 
Photoradiation therapy for the treatment of malignant tumors. Cancer Res 1978; 
38(8):2628-2635. 

15. Dougherty TJ. An update on photodynamic therapy applications. J Clin Laser Med 
Surg 2002; 20(1):3-7. 

16. Foote CS. Definition of type I and type II photosensitized oxidation. Photochem 
Photobiol 1991; 54(5):659. 

17. Takemura T, Ohta N, Nakajima S, Sakata I. Critical importance of the triplet 
lifetime of photosensitizer in photodynamic therapy of tumor. Photochem Photobiol 
1989; 50(3):339-344. 

18. Halliwell B. Antioxidant defence mechanisms: from the beginning to the end (of 
the beginning). Free Radic Res 1999; 31(4):261-272. 

19. Redmond RW, Gamlin JN. A compilation of singlet oxygen yields from 
biologically relevant molecules. Photochem Photobiol 1999; 70(4):391-475. 

20. Agostinis P, Berg K, Cengel KA, Foster TH, Girotti AW, Gollnick SO, Hahn SM, 
Hamblin MR, Juzeniene A, Kessel D, Korbelik M, Moan J, Mroz P, Nowis D, 
Piette J, Wilson BC, Golab J. Photodynamic therapy of cancer: An update. CA 
Cancer J Clin 2011. 

21. Dysart JS, Patterson MS. Characterization of Photofrin photobleaching for singlet 
oxygen dose estimation during photodynamic therapy of MLL cells in vitro. Phys 
Med Biol 2005; 50(11):2597-2616. 

 



  Références 

‐ 117 ‐

22. Moan J, Berg K, Kvam E, Western A, Malik Z, Ruck A, Schneckenburger H. 
Intracellular localization of photosensitizers. Ciba Found Symp 1989; 146:95-107; 
discussion 107-111. 

23. Peng Q, Moan J, Nesland JM. Correlation of subcellular and intratumoral 
photosensitizer localization with ultrastructural features after photodynamic 
therapy. Ultrastruct Pathol 1996; 20(2):109-129. 

24. Kessel D, Luguya R, Vicente MG. Localization and photodynamic efficacy of two 
cationic porphyrins varying in charge distributions. Photochem Photobiol 2003; 
78(5):431-435. 

25. Kessel D, Luo Y, Deng Y, Chang CK. The role of subcellular localization in 
initiation of apoptosis by photodynamic therapy. Photochem Photobiol 1997; 
65(3):422-426. 

26. Allison RR, Sibata CH. Oncologic photodynamic therapy photosensitizers: a 
clinical review. Photodiagnosis Photodyn Ther 2011; 7(2):61-75. 

27. Trivedi NS, Wang HW, Nieminen AL, Oleinick NL, Izatt JA. Quantitative analysis 
of Pc 4 localization in mouse lymphoma (LY-R) cells via double-label confocal 
fluorescence microscopy. Photochem Photobiol 2000; 71(5):634-639. 

28. Morris RL, Azizuddin K, Lam M, Berlin J, Nieminen AL, Kenney ME, Samia AC, 
Burda C, Oleinick NL. Fluorescence resonance energy transfer reveals a binding 
site of a photosensitizer for photodynamic therapy. Cancer Res 2003; 63(17):5194-
5197. 

29. Chen LB. Mitochondrial membrane potential in living cells. Annu Rev Cell Biol 
1988; 4:155-181. 

30. Verma A, Facchina SL, Hirsch DJ, Song SY, Dillahey LF, Williams JR, Snyder 
SH. Photodynamic tumor therapy: mitochondrial benzodiazepine receptors as a 
therapeutic target. Mol Med 1998; 4(1):40-45. 

31. Siboni G, Weitman H, Freeman D, Mazur Y, Malik Z, Ehrenberg B. The 
correlation between hydrophilicity of hypericins and helianthrone: internalization 
mechanisms, subcellular distribution and photodynamic action in colon carcinoma 
cells. Photochem Photobiol Sci 2002; 1(7):483-491. 

32. Kessel D, Luo Y. Photodynamic therapy: a mitochondrial inducer of apoptosis. Cell 
Death Differ 1999; 6(1):28-35. 

33. Oleinick NL, Morris RL, Belichenko I. The role of apoptosis in response to 
photodynamic therapy: what, where, why, and how. Photochem Photobiol Sci 
2002; 1(1):1-21. 

34. Fingar VH, Taber SW, Haydon PS, Harrison LT, Kempf SJ, Wieman TJ. Vascular 
damage after photodynamic therapy of solid tumors: a view and comparison of 
effect in pre-clinical and clinical models at the University of Louisville. In Vivo 
2000; 14(1):93-100. 

35. Castellani A, Pace GP, Concioli M. Photodynamic effect of haematoporphyrin on 
blood microcirculation. J Pathol Bacteriol 1963; 86:99-102. 

36. Star WM, Marijnissen HP, van den Berg-Blok AE, Versteeg JA, Franken KA, 
Reinhold HS. Destruction of rat mammary tumor and normal tissue 
microcirculation by hematoporphyrin derivative photoradiation observed in vivo in 
sandwich observation chambers. Cancer Res 1986; 46(5):2532-2540. 

37. Krammer B. Vascular effects of photodynamic therapy. Anticancer Res 2001; 
21(6B):4271-4277. 

38. Triesscheijn M, Ruevekamp M, Aalders M, Baas P, Stewart FA. Comparative 
sensitivity of microvascular endothelial cells, fibroblasts and tumor cells after in 

 



  Références 

‐ 118 ‐

vitro photodynamic therapy with meso-tetra-hydroxyphenyl-chlorin. Photochem 
Photobiol 2004; 80(2):236-241. 

39. Chen B, Pogue BW, Luna JM, Hardman RL, Hoopes PJ, Hasan T. Tumor vascular 
permeabilization by vascular-targeting photosensitization: effects, mechanism, and 
therapeutic implications. Clin Cancer Res 2006; 12(3 Pt 1):917-923. 

40. Scherz A, Salomon Y. Vascular-targeted photodynamic therapy (VTP) with 
Tookad: from laboratory bench to clinical trials. . 6th International Symposium on 
Photodynamic Diagnosis and Therapy in Clinical Practice Brixen, Italy 2006. 

41. Korbelik M. PDT-associated host response and its role in the therapy outcome. 
Lasers Surg Med 2006; 38(5):500-508. 

42. Qiang YG, Yow CM, Huang Z. Combination of photodynamic therapy and 
immunomodulation: current status and future trends. Med Res Rev 2008; 
28(4):632-644. 

43. Korbelik M, Krosl G, Krosl J, Dougherty GJ. The role of host lymphoid 
populations in the response of mouse EMT6 tumor to photodynamic therapy. 
Cancer Res 1996; 56(24):5647-5652. 

44. Garg AD, Nowis D, Golab J, Agostinis P. Photodynamic therapy: illuminating the 
road from cell death towards anti-tumour immunity. Apoptosis 2011; 15(9):1050-
1071. 

45. Assuncao Guimaraes C, Linden R. Programmed cell deaths. Apoptosis and 
alternative deathstyles. Eur J Biochem 2004; 271(9):1638-1650. 

46. Gibson SL, Murant RS, Hilf R. Photosensitizing effects of hematoporphyrin 
derivative and photofrin II on the plasma membrane enzymes 5'-nucleotidase, 
Na+K+-ATPase, and Mg2+-ATPase in R3230AC mammary adenocarcinomas. 
Cancer Res 1988; 48(12):3360-3366. 

47. Kerr JF, Wyllie AH, Currie AR. Apoptosis: a basic biological phenomenon with 
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer 1972; 26(4):239-257. 

48. Almeida RD, Manadas BJ, Carvalho AP, Duarte CB. Intracellular signaling 
mechanisms in photodynamic therapy. Biochim Biophys Acta 2004; 1704(2):59-
86. 

49. Usuda J, Chiu SM, Murphy ES, Lam M, Nieminen AL, Oleinick NL. Domain-
dependent photodamage to Bcl-2. A membrane anchorage region is needed to form 
the target of phthalocyanine photosensitization. J Biol Chem 2003; 278(3):2021-
2029. 

50. Breckenridge DG, Germain M, Mathai JP, Nguyen M, Shore GC. Regulation of 
apoptosis by endoplasmic reticulum pathways. Oncogene 2003; 22(53):8608-8618. 

51. Noodt BB, Berg K, Stokke T, Peng Q, Nesland JM. Different apoptotic pathways 
are induced from various intracellular sites by tetraphenylporphyrins and light. Br J 
Cancer 1999; 79(1):72-81. 

52. Kessel D. Transport and localisation of m-THPC in vitro. Int J Clin Pract 1999; 
53(4):263-267. 

53. Chiu S, Evans HH, Lam M, Nieminen A, Oleinick NL. Phthalocyanine 4 
photodynamic therapy-induced apoptosis of mouse L5178Y-R cells results from a 
delayed but extensive release of cytochrome c from mitochondria. Cancer Lett 
2001; 165(1):51-58. 

54. Dougherty TJ, Gomer CJ, Henderson BW, Jori G, Kessel D, Korbelik M, Moan J, 
Peng Q. Photodynamic therapy. J Natl Cancer Inst 1998; 90(12):889-905. 

55. Marchal S, Bezdetnaya L, Guillemin F. Modality of cell death induced by Foscan-
based photodynamic treatment in human colon adenocarcinoma cell line HT29. 
Biochemistry (Mosc) 2004; 69(1):45-49. 

 



  Références 

‐ 119 ‐

56. Marchal S, Fadloun A, Maugain E, D'Hallewin MA, Guillemin F, Bezdetnaya L. 
Necrotic and apoptotic features of cell death in response to Foscan 
photosensitization of HT29 monolayer and multicell spheroids. Biochem 
Pharmacol 2005; 69(8):1167-1176. 

57. Agostinis P, Buytaert E, Breyssens H, Hendrickx N. Regulatory pathways in 
photodynamic therapy induced apoptosis. Photochem Photobiol Sci 2004; 
3(8):721-729. 

58. Moor AC. Signaling pathways in cell death and survival after photodynamic 
therapy. J Photochem Photobiol B 2000; 57(1):1-13. 

59. Engbrecht BW, Menon C, Kachur AV, Hahn SM, Fraker DL. Photofrin-mediated 
photodynamic therapy induces vascular occlusion and apoptosis in a human 
sarcoma xenograft model. Cancer Res 1999; 59(17):4334-4342. 

60. Lilge L, Portnoy M, Wilson BC. Apoptosis induced in vivo by photodynamic 
therapy in normal brain and intracranial tumour tissue. Br J Cancer 2000; 
83(8):1110-1117. 

61. Jiang F, Zhang X, Kalkanis SN, Zhang Z, Yang H, Katakowski M, Hong X, Zheng 
X, Zhu Z, Chopp M. Combination therapy with antiangiogenic treatment and 
photodynamic therapy for the nude mouse bearing U87 glioblastoma. Photochem 
Photobiol 2008; 84(1):128-137. 

62. Yokota T, Ikeda H, Inokuchi T, Sano K, Koji T. Enhanced cell death in NR-S1 
tumor by photodynamic therapy: possible involvement of Fas and Fas ligand 
system. Lasers Surg Med 2000; 26(5):449-460. 

63. Nonaka T, Nanashima A, Nonaka M, Uehara M, Isomoto H, Asahina I, Nagayasu 
T. Analysis of apoptotic effects induced by photodynamic therapy in a human 
biliary cancer cell line. Anticancer Res 2011; 30(6):2113-2118. 

64. Banihashemi B, Vlad R, Debeljevic B, Giles A, Kolios MC, Czarnota GJ. 
Ultrasound imaging of apoptosis in tumor response: novel preclinical monitoring of 
photodynamic therapy effects. Cancer Res 2008; 68(20):8590-8596. 

65. Zhou F, Xing D, Wu S, Chen WR. Intravital imaging of tumor apoptosis with 
FRET probes during tumor therapy. Mol Imaging Biol 2011; 12(1):63-70. 

66. Yamamoto J, Yamamoto S, Hirano T, Li S, Koide M, Kohno E, Okada M, Inenaga 
C, Tokuyama T, Yokota N, Terakawa S, Namba H. Monitoring of singlet oxygen is 
useful for predicting the photodynamic effects in the treatment for experimental 
glioma. Clin Cancer Res 2006; 12(23):7132-7139. 

67. Webber J, Luo Y, Crilly R, Fromm D, Kessel D. An apoptotic response to 
photodynamic therapy with endogenous protoporphyrin in vivo. J Photochem 
Photobiol B 1996; 35(3):209-211. 

68. Arum CJ, Gederaas OA, Larsen EL, Randeberg LL, Hjelde A, Krokan HE, 
Svaasand LO, Chen D, Zhao CM. Tissue responses to hexyl 5-aminolevulinate-
induced photodynamic treatment in syngeneic orthotopic rat bladder cancer model: 
possible pathways of action. J Biomed Opt 2011; 16(2):028001. 

69. He GF, Bian ML, Zhao YW, Xiang Q, Li HY, Xiao C. A study on the mechanism 
of 5-aminolevulinic acid photodynamic therapy in vitro and in vivo in cervical 
cancer. Oncol Rep 2009; 21(4):861-868. 

70. Wakui M, Yokoyama Y, Wang H, Shigeto T, Futagami M, Mizunuma H. Efficacy 
of a methyl ester of 5-aminolevulinic acid in photodynamic therapy for ovarian 
cancers. J Cancer Res Clin Oncol 2011; 136(8):1143-1150. 

71. Walt H, Nap M, Dorward AM, Leers MPG, Tennent BJ, Varga Z, Stallmach T, 
Björklund V, Beamer WG. Early apoptotic responses in transgenic mouse 

 



  Références 

‐ 120 ‐

mammary carcinoma for photodynamic therapy. Photodiagnosis and Photodynamic 
Therapy 2006; 3:227-233. 

72. Matsubara A, Nakazawa T, Noda K, She H, Connolly E, Young TA, Ogura Y, 
Gragoudas ES, Miller JW. Photodynamic therapy induces caspase-dependent 
apoptosis in rat CNV model. Invest Ophthalmol Vis Sci 2007; 48(10):4741-4747. 

73. Barnes LD, Giuliano EA, Ota J. Cellular localization of Visudyne as a function of 
time after local injection in an in vivo model of squamous cell carcinoma: an 
investigation into tumor cell death. Vet Ophthalmol 2011; 13(3):158-165. 

74. Kaneko T, Chiba H, Yasuda T, Kusama K. Detection of photodynamic therapy-
induced early apoptosis in human salivary gland tumor cells in vitro and in a mouse 
tumor model. Oral Oncol 2004; 40(8):787-792. 

75. Moon YH, Kwon SM, Kim HJ, Jung KY, Park JH, Kim SA, Kim YC, Ahn SG, 
Yoon JH. Efficient preparation of highly pure chlorin e6 and its photodynamic anti-
cancer activity in a rat tumor model. Oncol Rep 2009; 22(5):1085-1091. 

76. Namatame H, Akimoto J, Matsumura H, Haraoka J, Aizawa K. Photodynamic 
therapy of C6-implanted glioma cells in the rat brain employing second-generation 
photosensitizer talaporfin sodium. Photodiagnosis Photodyn Ther 2008; 5(3):198-
209. 

77. Henderson BW, Gollnick SO, Snyder JW, Busch TM, Kousis PC, Cheney RT, 
Morgan J. Choice of oxygen-conserving treatment regimen determines the 
inflammatory response and outcome of photodynamic therapy of tumors. Cancer 
Res 2004; 64(6):2120-2126. 

78. Chen B, Roskams T, Xu Y, Agostinis P, de Witte PA. Photodynamic therapy with 
hypericin induces vascular damage and apoptosis in the RIF-1 mouse tumor model. 
Int J Cancer 2002; 98(2):284-290. 

79. Bhuvaneswari R, Gan YY, Soo KC, Olivo M. Targeting EGFR with photodynamic 
therapy in combination with Erbitux enhances in vivo bladder tumor response. Mol 
Cancer 2009; 8:94. 

80. Cole CD, Liu JK, Sheng X, Chin SS, Schmidt MH, Weiss MH, Couldwell WT. 
Hypericin-mediated photodynamic therapy of pituitary tumors: preclinical study in 
a GH4C1 rat tumor model. J Neurooncol 2008; 87(3):255-261. 

81. Zaidi SI, Oleinick NL, Zaim MT, Mukhtar H. Apoptosis during photodynamic 
therapy-induced ablation of RIF-1 tumors in C3H mice: electron microscopic, 
histopathologic and biochemical evidence. Photochem Photobiol 1993; 58(6):771-
776. 

82. Kalka K, Ahmad N, Criswell T, Boothman D, Mukhtar H. Up-regulation of 
clusterin during phthalocyanine 4 photodynamic therapy-mediated apoptosis of 
tumor cells and ablation of mouse skin tumors. Cancer Res 2000; 60(21):5984-
5987. 

83. Agarwal R, Korman NJ, Mohan RR, Feyes DK, Jawed S, Zaim MT, Mukhtar H. 
Apoptosis is an early event during phthalocyanine photodynamic therapy-induced 
ablation of chemically induced squamous papillomas in mouse skin. Photochem 
Photobiol 1996; 63(4):547-552. 

84. Colussi VC, Feyes DK, Mulvihill JW, Li YS, Kenney ME, Elmets CA, Oleinick 
NL, Mukhtar H. Phthalocyanine 4 (Pc 4) photodynamic therapy of human 
OVCAR-3 tumor xenografts. Photochem Photobiol 1999; 69(2):236-241. 

85. Whitacre CM, Feyes DK, Satoh T, Grossmann J, Mulvihill JW, Mukhtar H, 
Oleinick NL. Photodynamic therapy with the phthalocyanine photosensitizer Pc 4 
of SW480 human colon cancer xenografts in athymic mice. Clin Cancer Res 2000; 
6(5):2021-2027. 

 



  Références 

‐ 121 ‐

86. Yslas EI, Prucca C, Romanini S, Durantini EN, Bertuzzi M, Rivarola V. 
Biodistribution and phototherapeutic properties of Zinc (II) 2,9,16,23-tetrakis 
(methoxy) phthalocyanine in vivo. Photodiagnosis Photodyn Ther 2009; 6(1):62-
70. 

87. Leung SC, Lo PC, Ng DK, Liu WK, Fung KP, Fong WP. Photodynamic activity of 
BAM-SiPc, an unsymmetrical bisamino silicon(IV) phthalocyanine, in tumour-
bearing nude mice. Br J Pharmacol 2008; 154(1):4-12. 

88. Park KC, Kim SY, Kim DS. Experimental photodynamic therapy for liver cancer 
cell-implanted nude mice by an indole-3-acetic acid and intense pulsed light 
combination. Biol Pharm Bull 2009; 32(9):1609-1613. 

89. Chen Y, Zheng W, Li Y, Zhong J, Ji J, Shen P. Apoptosis induced by methylene-
blue-mediated photodynamic therapy in melanomas and the involvement of 
mitochondrial dysfunction revealed by proteomics. Cancer Sci 2008; 99(10):2019-
2027. 

90. Khdair A, Chen D, Patil Y, Ma L, Dou QP, Shekhar MP, Panyam J. Nanoparticle-
mediated combination chemotherapy and photodynamic therapy overcomes tumor 
drug resistance. J Control Release 2011; 141(2):137-144. 

91. Nowis D, Makowski M, Stoklosa T, Legat M, Issat T, Golab J. Direct tumor 
damage mechanisms of photodynamic therapy. Acta Biochim Pol 2005; 52(2):339-
352. 

92. Konan YN, Gurny R, Allemann E. State of the art in the delivery of 
photosensitizers for photodynamic therapy. J Photochem Photobiol B 2002; 
66(2):89-106. 

93. Bonnett R, White RD, Winfield UJ, Berenbaum MC. Hydroporphyrins of the 
meso-tetra(hydroxyphenyl)porphyrin series as tumour photosensitizers. Biochem J 
1989; 261(1):277-280. 

94. Mitra S, Foster TH. Photophysical parameters, photosensitizer retention and tissue 
optical properties completely account for the higher photodynamic efficacy of 
meso-tetra-hydroxyphenyl-chlorin vs Photofrin. Photochem Photobiol 2005; 
81(4):849-859. 

95. Cramers P, Ruevekamp M, Oppelaar H, Dalesio O, Baas P, Stewart FA. Foscan 
uptake and tissue distribution in relation to photodynamic efficacy. Br J Cancer 
2003; 88(2):283-290. 

96. Triesscheijn M, Ruevekamp M, Aalders M, Baas P, Stewart FA. Outcome of 
mTHPC mediated photodynamic therapy is primarily determined by the vascular 
response. Photochem Photobiol 2005; 81(5):1161-1167. 

97. Jones HJ, Vernon DI, Brown SB. Photodynamic therapy effect of m-THPC 
(Foscan) in vivo: correlation with pharmacokinetics. Br J Cancer 2003; 89(2):398-
404. 

98. Veenhuizen R, Oppelaar H, Ruevekamp M, Schellens J, Dalesio O, Stewart F. 
Does tumour uptake of Foscan determine PDT efficacy? Int J Cancer 1997; 
73(2):236-239. 

99. Mitra S, Maugain E, Bolotine L, Guillemin F, Foster TH. Temporally and spatially 
heterogeneous distribution of mTHPC in a murine tumor observed by two-color 
confocal fluorescence imaging and spectroscopy in a whole-mount model. 
Photochem Photobiol 2005; 81(5):1123-1130. 

100. Triesscheijn M, Ruevekamp M, Out R, Van Berkel TJ, Schellens J, Baas P, Stewart 
FA. The pharmacokinetic behavior of the photosensitizer meso-tetra-
hydroxyphenyl-chlorin in mice and men. Cancer Chemother Pharmacol 2007; 
60(1):113-122. 

 



  Références 

‐ 122 ‐

101. Hopkinson HJ, Vernon DI, Brown SB. Identification and partial characterization of 
an unusual distribution of the photosensitizer meta-tetrahydroxyphenyl chlorin 
(temoporfin) in human plasma. Photochem Photobiol 1999; 69(4):482-488. 

102. Ronn AM, Batti J, Lee CJ, Yoo D, Siegel ME, Nouri M, Lofgren LA, Steinberg 
BM. Comparative biodistribution of meta-Tetra(Hydroxyphenyl) chlorin in 
multiple species: clinical implications for photodynamic therapy. Lasers Surg Med 
1997; 20(4):437-442. 

103. Lassalle HP, Dumas D, Grafe S, D'Hallewin MA, Guillemin F, Bezdetnaya L. 
Correlation between in vivo pharmacokinetics, intratumoral distribution and 
photodynamic efficiency of liposomal mTHPC. J Control Release 2009; 
134(2):118-124. 

104. Reshetov V, Kachatkou D, Shmigol T, Zorin V, D'Hallewin MA, Guillemin F, 
Bezdetnaya L. Redistribution of meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin (m-THPC) from 
conventional and PEGylated liposomes to biological substrates. Photochem 
Photobiol Sci 2011; 10(6):911-919. 

105. Juzenas P, Juzeniene A. Reduction of cutaneous photosensitivity by application of 
ointment containing ferrous or cobaltous ions concomitant with the use of topical 
protoporphyrin IX precursors. Photodiagnosis Photodyn Ther 2010; 7(3):152-157. 

106. Bellnier DA, Greco WR, Nava H, Loewen GM, Oseroff AR, Dougherty TJ. Mild 
skin photosensitivity in cancer patients following injection of Photochlor (2-[1-
hexyloxyethyl]-2-devinyl pyropheophorbide-a; HPPH) for photodynamic therapy. 
Cancer Chemother Pharmacol 2006; 57(1):40-45. 

107. Weersink RA, Forbes J, Bisland S, Trachtenberg J, Elhilali M, Brun PH, Wilson 
BC. Assessment of cutaneous photosensitivity of TOOKAD (WST09) in preclinical 
animal models and in patients. Photochem Photobiol 2005; 81(1):106-113. 

108. Shieh MJ, Peng CL, Chiang WL, Wang CH, Hsu CY, Wang SJ, Lai PS. Reduced 
skin photosensitivity with meta-tetra(hydroxyphenyl)chlorin-loaded micelles based 
on a poly(2-ethyl-2-oxazoline)-b-poly(d,l-lactide) diblock copolymer in vivo. Mol 
Pharm; 7(4):1244-1253. 

109. Robinson DJ, de Bruijn HS, van der Veen N, Stringer MR, Brown SB, Star WM. 
Protoporphyrin IX fluorescence photobleaching during ALA-mediated 
photodynamic therapy of UVB-induced tumors in hairless mouse skin. Photochem 
Photobiol 1999; 69(1):61-70. 

110. Hagedorn M, Balke M, Schmidt A, Bloch W, Kurz H, Javerzat S, Rousseau B, 
Wilting J, Bikfalvi A. VEGF coordinates interaction of pericytes and endothelial 
cells during vasculogenesis and experimental angiogenesis. Dev Dyn 2004; 
230(1):23-33. 

111. Vargas A, Zeisser-Labouebe M, Lange N, Gurny R, Delie F. The chick embryo and 
its chorioallantoic membrane (CAM) for the in vivo evaluation of drug delivery 
systems. Adv Drug Deliv Rev 2007; 59(11):1162-1176. 

112. Murphy JB, Rous P. The Behavior of Chicken Sarcoma Implanted in the 
Developing Embryo. J Exp Med 1912; 15(2):119-132. 

113. Deryugina EI, Quigley JP. Chick embryo chorioallantoic membrane model systems 
to study and visualize human tumor cell metastasis. Histochem Cell Biol 2008; 
130(6):1119-1130. 

114. Valdes TI, Kreutzer D, Moussy F. The chick chorioallantoic membrane as a novel 
in vivo model for the testing of biomaterials. J Biomed Mater Res 2002; 62(2):273-
282. 

 



  Références 

‐ 123 ‐

115. Eugenin J, Eyzaguirre C. Electrophysiological properties of rat nodose ganglion 
neurons co-transplanted with carotid bodies into the chick chorioallantoic 
membrane. Biol Res 2005; 38(4):329-334. 

116. Hamburger V, Hamilton HL. A series of normal stages in the development of the 
chick embryo. 1951. Dev Dyn 1992; 195(4):231-272. 

117. DeFouw DO, Rizzo VJ, Steinfeld R, Feinberg RN. Mapping of the microcirculation 
in the chick chorioallantoic membrane during normal angiogenesis. Microvasc Res 
1989; 38(2):136-147. 

118. Ribatti D, Nico B, Vacca A, Roncali L, Burri PH, Djonov V. Chorioallantoic 
membrane capillary bed: a useful target for studying angiogenesis and anti-
angiogenesis in vivo. Anat Rec 2001; 264(4):317-324. 

119. Kunzi-Rapp K, Kaskel P, Steiner R, Peter RU, Krahn G. Increased blood levels of 
human S100 in melanoma chick embryo xenografts' circulation. Pigment Cell Res 
2001; 14(1):9-13. 

120. Balke M, Neumann A, Kersting C, Agelopoulos K, Gebert C, Gosheger G, Burger 
H, Hagedorn M. Morphologic characterization of osteosarcoma growth on the 
chick chorioallantoic membrane. BMC Res Notes 2011; 3(1):58. 

121. Janse EM, Jeurissen SH. Ontogeny and function of two non-lymphoid cell 
populations in the chicken embryo. Immunobiology 1991; 182(5):472-481. 

122. Davison TF. The immunologists' debt to the chicken. Br Poult Sci 2003; 44(1):6-
21. 

123. Kachatkou D, Sasnouski S, Zorin V, Zorina T, D'Hallewin MA, Guillemin F, 
Bezdetnaya L. Unusual photoinduced response of mTHPC liposomal formulation 
(Foslip). Photochem Photobiol 2009; 85(3):719-724. 

124. Debefve E, Pegaz B, Ballini JP, Konan YN, van den Bergh H. Combination therapy 
using aspirin-enhanced photodynamic selective drug delivery. Vascul Pharmacol 
2007; 46(3):171-180. 

125. Romanoff AL. Biochemistry of the Avian Embryo: a Quantitative Analysis of 
Prenetal Development. JohnWiley and Sons, New York 1967:398. 

126. Pegaz B, Debefve E, Ballini JP, Wagnieres G, Spaniol S, Albrecht V, Scheglmann 
DV, Nifantiev NE, van den Bergh H, Konan-Kouakou YN. Photothrombic activity 
of m-THPC-loaded liposomal formulations: pre-clinical assessment on chick 
chorioallantoic membrane model. Eur J Pharm Sci 2006; 28(1-2):134-140. 

127. Drummond DC, Meyer O, Hong K, Kirpotin DB, Papahadjopoulos D. Optimizing 
liposomes for delivery of chemotherapeutic agents to solid tumors. Pharmacol Rev 
1999; 51(4):691-743. 

128. Allen TM, Hansen CB, De Menezes DEL. Pharmacokinetics of long-circulating 
liposomes. Adv Drug Deliv Rev 1995; 16(2-3):267-284. 

129. Allen C, Dos Santos N, Gallagher R, Chiu GN, Shu Y, Li WM, Johnstone SA, 
Janoff AS, Mayer LD, Webb MS, Bally MB. Controlling the physical behavior and 
biological performance of liposome formulations through use of surface grafted 
poly(ethylene glycol). Biosci Rep 2002; 22(2):225-250. 

 

 



 

~ 124 ~

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

PRODUCTION 
SCIENTIFIQUE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

‐ 125 ‐

1. PUBLICATIONS 
 

1.1 Foslip® - based Photodynamic Therapy as a means to 
improve Wound Healing 

 
Julie Garrier, Lina Bezdetnaya, Catherine Barlier, Susanna Gräfe, François Guillemin et 
Marie-Ange D’Hallewin. 

 
PhotoDiagnosis and Photodynamic Therapy. 2011; 8(4):321-327 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 126 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 127 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 128 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 129 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 130 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 131 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 132 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 133 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 134 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 135 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 136 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 137 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 138 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 139 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 140 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 141 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 142 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 143 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 144 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 145 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 146 ‐

1.2 Assessment of apoptosis by immunohistochemistry to active 
caspase-3, active caspase-7, or cleaved PARP in monolayer cells 
and spheroid and subcutaneous xenografts of human carcinoma 

 
Aude Bressenot, Sophie Marchal, Lina Bezdetnaya, Julie Garrier, François Guillemin et 
François Plénat 

 
J Histochem Cytochem 2009; 57(4):289-300.  

 



  Production Scientifique 

  ‐ 147 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 148 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 149 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 150 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 151 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 152 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 153 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



  Production Scientifique 

  ‐ 154 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 155 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 156 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 157 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 158 ‐ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 159 ‐

1.3 Animal models for photodiagnosis and photodynamic 
therapy 

 
 
Marie-Ange D’Hallewin, Julie Garrier, Marion Helle, Lina Bezdetnaya et François 
Guillemin  

 
Photothéranostique, Israël Journal of Chemistry, (soumise sur invitation). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



  Production Scientifique 

  ‐ 160 ‐
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ABSTRACT 

 

A prerequisite for starting a clinical trial is evidence of a positive impact of the technique or 

drug used in animals.  The choice of the animal models is thus very important and should 

mimic as closely as possible the human situation.  A variety of animal models has been 

validated for pharmaceutical trials.  The situation in phototheranostics however is not fully 

clear.  This is due to the very complex interplay of various elements such as vascularisation, 

oxygenation, drug availability and biodistributrion, light absorption and scattering etc.  The 

present paper will give general information on aspects of animal models that have to be 

considered in phototheranostics as well as highlight some typical animal models that are 

useful for the investigation of light tissue interactions. 
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INTRODUCTION 

 

Photo-theranostics imply the diagnosis and subsequent treatment of a disease, with the 

help of a single molecule that acts both as a fluorophore for diagnostic purposes and a 

photosensitizer for eradication of the lesion.  Animal models to test those molecules and /or 

devices for optical diagnosis and/or light delivery should thus mimic as closely as possible the 

human situation.  Originally, drug screening was performed on animals with peritoneal 

tumors induced by intraperitoneal injection of leukaemia cells [1].  Since 1976 a broad panel of 

various other tumor cell lines, including solid human tumors representative of the major types 

of cancer are being tested in rodents, following subcutaneous, intraperitoneal or intravenous 

administration [2].  Actually, most drugs are developed towards specific molecular targets.  

Likewise, animal models are developed in order to express those targets through genetical 

engineering.   

PDT being a radiation therapy, animal models require different selection criteria and 

commonly used models are inappropriate.  The unique interaction between photosensitizer 

incorporated in cells, light and molecular oxygen necessitates a model that is comparable to 

the human situation in terms of vascularisation and blood flow, scattering and absorption 

coefficient of the tissue as well as its depth.  Different questions arise when considering an 

appropriate animal model such as which cell line, immucompetent animal or not, implantation 

site for example.  The choice of the model will depend on the scientific question to be 

answered. 

 Spontaneous tumors are extremely rare but tumors can be generated by administration 

of carcinogens.  This is an extremely time consuming procedure, with a rather low 

reproducibility rate, which also can induce exposure risks to the persons handling the animals.  

This method is however recommended for testing of optical diagnostic techniques since all 

steps in carcinogenesis can be evaluated.  Optical techniques have thus been assessed for UV 

or chemically induced skin diseases [3-4] as well as oral cancer using the hamster check pouch 

model [5].  The latter will be discussed in more details below.  

 One of the first reports studying subcutaneous tumors dates from 1953 [6].  Hewitt 

injected subcutaneously ascitis forming sarcoma cells.  He found that adult mice were more 

resistant to tumor growth but that this could be overcome by enhancing the number of 

inoculated cells.  This technique is very ease and reproducible without need for anaesthesia of 

the animal and allows for visual assessment of tumor growth as well as response.  However, 

tumor take rates as well as response to drugs can vary largely according to the site of 
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implantation [7-10].  Tumor host environment is thus very important and also affects PDT 

efficacy.  Indeed, Chan et al. showed that certain phtalocyanine derivatives that were the most 

active in vitro failed to have any tumor reductive effect on subcutaneous tumors [11].  In 

another experiments Gibson et al. demonstrated that human mesothelioma cells and rat 

mammary carcinoma had an inversed sensitivity to PDT, at an equal photosensitizer uptake, 

when investigated in vitro or in subcutaneous implants [12].  This can probably be attributed to 

the differences in vascularisation according to the host environment.  Indeed, Chen et al. 

showed that orthotopic prostate tumors were had a higher vessel density, with more 

permeative vessels and less hypoxic as opposed to subcutaneous tumor nodules  [13].  

Accordingly, photosensitizer concentration was higher in prostatic locations at short intervals 

post administration whereas at longer intervals, PDT efficacy was the highest due to the better 

oxygenation [13].  Orthotopic models are also essential when dealing with optical diagnoses 

with regard to optical characteristics of the tissue.  Optical characteristics of human an canine 

tissue are fairly identical, which is probably also true for rodents  [14].  Differences will reside 

in the density of hair follicles, pigmentation thickness of different tissue layers, amount of 

subcutaneous fat for example.  Drawbacks for orthotopic implantation are amongst others, the 

fact that they frequently necessitate some surgical skills, anaesthesia and potential 

postoperative mortality. 

 Another important aspect is the choice of cell line.  Most pharmacological studies are 

performed in nude animals presenting tumors from human origin.  With regard to the impact 

of immune reactions in PDT, syngeneic strains in immunocompetent animals are probably to 

be preferred [15].  Tumors can either be induced by injection of cells, or implantation of solid 

tumor lumps.  Cells produce higher tumor take rates whereas biopsies have a more invasive 

and metastatic potential and frequently include central necrotic areas [16-18].  When comparing 

large studies, it appears that using primary tumors more closely reflects clinical response as 

compared to injection of cell lines [19-20].  Tumor take rates can be enhanced when first 

growing them subcutaneously and/or some passages in monolayer cultures [9].  In order to 

grow epithelial tumors, the environment must first be prepared by a chemical action in order 

to accept tumor implantation and subsequent tumor growth [9, 21].  

 The most commonly studied animals or rats and mice.  The choice however will 

depend on the study object, for instance when biodistribution of photosensitizers in rodents 

cannot be directly correlated to humans.  Indeed, it was shown that mTHPC remains constant 

in human plasma for at least 12 hours, whereas mice plasma has lost almost all mTHPC 6 

hours after i.v. delivery of Foscan® [22].  Biodistribution in Syrian hamsters is comparable to 
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humans, albeit with a reduced fluorescence [23].  When wound healing is to be considered, pig 

skin is a better choice than rodents.  Indeed, matrix remodelling and elastin neosynthesis, the 

final stages in wound healing, are finalized after several months in humans, starting after 6 

weeks in pigs but can be observed as early as 1 week in mice [24-26].  The study of adverse 

events that occur in clinical practice also will influence the choice of animal type.  When 

considering oesophageal strictures, PDT should not be performed in rodents since the light 

dose required to induce submucosal damage will already have provoked lethal pulmonary 

changes and only pigs will develop oesophageal fibrosis at high fluences [27].    

 The choice of animal model, with regard to the very complex interactions observed in 

photo-diagnostics and photodynamic therapy, is thus essential and can dramatically influence 

obtained results.  The primary consideration when choosing the correct model is the ultimate 

aim of the study and the scientific question with a perfect background of all parameters 

involved in light tissue interactions.  In this paper we wanted to highlight some animal 

models, including non-cancerous models, which can be of interest in photo-therasnostics.  

 

OSTEOARTHRITIS 

 

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic chronic inflammatory disease characterized by 

symmetrical polyarticular synovitis and ensuing cartilage erosion resulting in bone destruction 

in the final stages.  As today, treatment is mostly palliative consisting in analgesics and anti-

inflammatory drugs.  Surgical synovectomy is an open arthroscopic approach while radiation 

synovectomy consists in intra-articular application of radioactive agents with associated 

potential radiation hazards.  The presence of severe bone destruction will require replacement 

surgery.  Recently, renewed interest has arisen concerning potential benefits of photodynamic 

treatment of inflamed synovial tissue [28-29].  Different sensitizers have shown a pronounced 

accumulation in this tissue type [29-32]. 

 Determining the right animal model to evaluate PDT effect will depend on the aims of 

the study.  Intra-articular light delivery necessitates larger animals such as hares or rabbits 

whereas transdermal illumination can be performed in rats or mice.  Synovitis can be induced 

in a single joint by intra-articular inoculation of pro-inflammatory drugs, whereas systemic 

administration of RA promoting factors will initialize polyarticular arthritis.  The latter offers 

the advantage that multiple irradiation settings can be tested on a single rodent.  Various drugs 

can be used for joint injection such as collagenese [33], destructive murine fibroblast 

comparable to synovial fibroblasts present in RA [28], methylated bovine serum or ovalbumine 
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following systemic immunisation [29-30].  Polyarthritis can be obtained by a single intradermal 

or subcutaneous administration of either collagen II or pristine in rats [34].  Different joints will 

be affected according to the inductor agents and 80 to 100 % of the rats will develop RA.   

 The rats are anaesthetized by isoflurane inhalation and extension of the hind paw 

reveals a whitish appearance of the patellar tendon.  Intra-articular injection is performed 

through the latter.  Irrespective of the inductor, symptoms are most acute after 1 week and 

thereafter progressively decrease.  Polyarthritis symptoms are maximal at 2 to 3 weeks and 

remain stable for at least 2 weeks.  The development of the disease can be visually assessed 

with the apparition of swelling and redness.  Joint swelling can be measured with a calliper 

and a redness system scoring also can be used to evaluate arthritis grade.  More generalized 

oedema is evaluated by measuring the displaced volume after insertion of the paw into a tube 

containing a water solution, the opposite paw taken as a control.  Blood analysis will show 

appearance of rheumatoid factors such as specific antibodies to cyclic citrullinated proteins, 

acute phase serum amyloid or the presence of nitric oxide.  Histological assessment evaluates 

hyperplasia of cells, hypertrophy of the synovial layer and the density of inflammatory 

infiltrate 

 
 
BLADDER CANCER 
 
 

Although the incidence of bladder cancer is relatively low, the prevalence is rather 

high due to the very high recurrence rates of non-muscle invasive cancer [35].  Furthermore the 

presence of carcinoma in situ (CIS) that cannot be detected by conventional methods has been 

shown to be an important risk factor for disease progression because specific survival is 

heavily affected by the presence of CIS [36].  Early detection of such lesions is thus mandatory 

to reduce mortality rates.  Fluorescence guided cystoscopy has been shown to increase 

detection rate, as well as decrease progression and recurrence in humans [37].  Nevertheless, 

the high number of false positive fluorescence as well as the fast photobleaching observed 

remain troublesome.  Hence the need for the development other more specific fluorophores is 

highly timely.    

Spontaneous bladders tumors are rare in rodents but can be induced by addition of 

various agents in drinking water or food.  Although these models are useful when studying 

chemoprevention, the process of tumor induction takes more than 8 months.  Heterotopic 

implants cannot be used for the evaluation of intravesical treatments or diagnostic techniques 
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based on optical characterization, with regard to the differences in absorption and diffusion 

properties of the bladder wall as compared to skin and muscle.  An ideal orthotopic model 

should be easy to perform with a high reproducibility.  Animals must be immunocompetent 

and tumors must be of urothelial origin and staging should be controlled.  When endoscopic 

procedures have to be applied, female rats are to be preferred over male animals and mice 

with regard to diameter and anatomy of the urethra.   

Tumors are induced by intravesical administration of urinary bladder cancer cells, 

from human or rodent origin, generated spontaneously or through chemo-induction [38-39].  

The cell lines used have been selected to ensure rapid in vitro growth, efficient tumor growth 

when implanted subcutaneously and stable characteristics, potential metastatic behaviour and 

expression of specific molecular markers [38, 40].  However, those cell lines are composed of a 

unique cell type, which does not necessarily reflect pathological conditions observed in 

humans.  This may in turn affect therapeutic outcome but interferes less with diagnostic 

approaches.   

Tumor cell adhesion and subsequent growth necessitate damage to the epithelial 

layers.  Removal of the protective glycosaminoglycan layer can be obtained by intravesical 

instillation of trypsin or poly-L-lysene, which ensures about 80% tumor take rates [41].  

Removal of umbrella and intermediate cells with remaining basal cells does not prevent 

adhesion and results in 100 % tumor take rates [21].  Contact time with the damaging agent is 

crucial, since excessive damage will provoke important inflammatory reactions or even 

bladder perforation with ensuing animal death.  [21, 42].   Mechanical damage such as 

electrocautery or mechanical abrasion of the dome requires more technical skills with a high 

risk or perforation [43-44]. Furthermore, tumors are frequently more invasive, or at least 

covered by normal urothelium, which will alter both therapeutic and diagnostic results [21, 45].  

The amount of instilled cells must be sufficient and a minimum of 104 to 105 cells is to be 

administered for good tumor take rates [41, 46].  Lengthening the contact time with cells also 

promotes tumor growth.  One hour seems to be an appropriate time period.  Prolonging this 

will cause an increasing urinary volume with either leakage, thus loss of cells, or reflux and 

apparition of upper urinary tract lesions [47-48].   

Tumor stages have to be controlled when assessing therapeutic effect.  This is difficult 

to achieve in models with multifocal lesions following acid induction and instillation with 

syngeneic bladder cancer cells [49].  After localized desepithelialization, a single tumor will 

develop at the injury site with a predictable evolution in stage [21.  Carcinoma in situ present at 
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day 3 will become invasive after one week in all rats.  Instillation of human bladder cancer 

cells (BIU 87) in immunodefficient mice develops slower with superficial lesions at day 7 and 

progressive invasion at 2 weeks [50] .  The number of cells passages will also influence tumor 

stage with increasing amount of invasive lesions after increasing in vitro and/or in vivo 

passages [21, 51-52].  

Rats are anaesthetized with an intraparietal injection of sodium pentobarbital, 45 

mg/kg, which ensures a deep anaesthesia for 3 hours.  They are placed in a supine position 

and catheterized with a guide wire.  A 14 G canula, previously lubricated, is then introduced 

over the guide wire.  The shape of the catheter top must be slightly conical to dilate the 

urethra without provoking any damage.  The bladder is then emptied by gentle abdominal 

pressure.  The de-epithelializing agent is then instilled for an appropriate time before 

emptying the bladder and several rinses with PBS.  Maximal bladder content is about 0.5 ml 

and the bladder volume can be assessed abdominal palpation.  Cells are then instilled and the 

catheter is clamped for 1 hour before removal.  Tumors can be detected as early as three days 

post induction with random growth of tumors at different stages as shown in figure 1, ten days 

after instillation of tumor cells. 

 

HAMSTER CHEEK POUCH MODEL 

 

Oral cancer is the sixth most common cancer worldwide with an annual estimated 

incidence of 275.000 [53].  Main established risk factors are smoking, tobacco or betel nut 

chewing, alcohol and radiation.  Despite huge efforts to improve therapeutic outcome, 

survival rates have not improved over the last decade with a 5-year survival rate inferior to 

60%.  This is mainly due to local recurrences, metastases and second primary cancers in the 

upper aero-digestive tract [54].  Survival is closely associated to tumor stage as for example 

cancer of the tongue with survival rates up to 80% at early stages dropping to 10% for late 

stage disease.  Early diagnosis is thus mandatory in order to reduce morbidity and mortality 

rates of oral cancer.  Nevertheless, despite increased public education, the proportion of 

patients presenting with advanced disease has not changed over the last forty years [55].  

Detections is a real challenge since a 1 mm3 nodule, which is barely detectable with the naked 

eye, already contains 106 cells [56].  Different optical techniques have been developed over the 

last decades in order to enhance sensitivity and specificity of cancer diagnosis.  Before being 

validated for clinical use, these techniques have to be extensively tested in animals.  It is thus 

very important that they mimic as closely as possible human carcinogenesis.   
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The Syrian golden hamster cheek pouch model is presently the animal model that most 

accurately represents the cellular and molecular changes that occur with the initiation and 

progression in human oral cancer [57].  Salley originally described this model in 1954, with the 

aim to produce an orthotopic epithelial cancer [58].  The cheek pouch can be inverted, with a 

very thin overlying skin and is thus easy to observe with transillumination while the animal is 

immobilized in a special device [59] (Johansen).  Carcinogenesis is induced by the application 

of hydrocarbons dissolved in acetone or benzene.  A paintbrush is dripped in the solution and 

applied to the pouch.  The best results were obtained with 9,10-dimethyl-1,2-benzanhtracene 

(DMBA) in an acetone solution.  One can observe different modifications going from 

hyperplasia over benign papilloma, dysplasia, carcinoma in situ to invasive carcinoma.  In 

order to standardize the procedure, Morris further investigated the impact of the age of the 

animal, concentration of the drug and duration of the application [60].  Younger animals are 

more susceptive to tumor induction than older ones and 5 weeks seems to be an ideal age.  

High concentrations are too toxic whereas very low concentrations fail to produce tumor 

growth, with 0.5 % a good tumor inducer.  Three weekly applications were more efficient 

than two.  Morris also developed a new application technique, since the drip brush initially 

mentioned showed signs of leakage from the carcinogen in the mouth and on the paws, with 

secondary tumor induction and higher toxicity to the animals.  By first wiping the brush to the 

container, the amount of leakage is minimalized and induction is restricted to the pouch.  This 

model is conventionally used for prevention, diagnosis, and treatment studies.  Since this 

model is very labour intensive, thrice-weekly DMBA application for approximately 16 weeks, 

and exposes the investigator to carcinogens during this time period, a variant of this model 

has been described based on sustained release of DMBA [61].  Cotton sutures are impregnated 

with DMBA and fixed in the submucosa of the deepest portion of the pouch.  Release of 

DMBA is 95 % completed at 15 months and tumor take rates are 90 % at 20 weeks as 

opposed to 100% with the “traditional” method.  This technique requires inhalation 

anaesthesia and some surgical skills.  The handling of the animal during carcinogenesis period 

however is reduced by a factor 10.  Since those surgical sutures are not commercialized, this 

model has only been described by Vancouver research groups, with devoted chemists to 

produce the specific surgical thread [61-62] . 

DMBA induced epithelial oral cancer reflects many aspects of human cancer 

development such as gene expression, immune derived cytokines, epidermal growth factor 

and the development of neovascularisation [63].  However, the pouch mucosa is much thinner 

than the rest of the oral mucosa, as well as human mucosa, and has a single submucosal 
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connective tissue [64].  This will influence light distribution, which in turn might hamper 

correlation of optical diagnostic findings between hamsters and humans.  The hamster cheek 

pouch model remains however the gold standard for optical diagnosis of cancer at various 

stages in carcinogenesis.  Steady state or time resolved spectroscopy, autofluorescence, or 

exogenous fluorescence, life-time imaging or optical coherence tomography are amongst the 

many techniques that have been studied [62, 65-69].  

 

AGE RELATED MACULAR DEGENERATION 

 

Age related macular degeneration (AMD) is the main cause of blindness in the elderly.  

The first clinical markers are the accumulation of lipofucsin in the retinal pigment epithelium, 

and deposits of lipids, so-called drusen, between the retinal pigment epithelium and the 

basement membrane and within Bruch’s membrane.  Oxidation of those lipids damages the 

lysosomal membranes and leakage of hydrolytic enzymes will results in cell damage to the 

retina and so called “dry” AMD [70].  No medical or surgical treatment is available for this 

condition, however vitamin supplements with high doses of antioxidants have been suggested, 

or immune system regulators to suppress oxydative stress and immune activation pathways .  

This form can be induced in rats by exposition to blue or white light in rodents [71-72].  In a 

further stage, disruption of Bruch’s membrane will result in inflammation, that will provoke 

choroidal neovascularization (CNV) or so-called “wet” AMD [73].  Neovessels formation will 

induce leakage of blood and proteins below the macula, with ensueing inflammatory reaction 

and ultimately irreversible fibrosis.  There are thus three major systems involved with the 

formation and progression of CNV: inflammation, proteolysis, and angiogenesis.   

Three categories of animal models can be discerned; laser induced, surgically induced 

and genetically engineered.  All models have their advantages and disadvantages and should 

be chosen in function of the study object.  Small animal models (mice and rat) are indicated 

for ex vivo studies, whereas for in vivo observations and longitudinal studies, larger animals 

such as rabbits, pigs or monkeys are more suitable.  In general, disruption of Bruch’s 

membrane is essential for CNV development.  This can be achieved by laser 

photocoagulation.  The original model was developed in monkeys and later in rats [74-75].  

Many different laser types and illumination settings have been proposed using argon, krypton 

or diode lasers, emitting in the red, green or blue spectral regions [76].  Spot sizes vary from 50 

to 500µ, laser output from 10 to 400 mW, during 0.05 to 0.1 seconds.  Onset of vascular 

leakage occurs within 1 to 3 weeks following injury.  Other surgical techniques can be 
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proposed, mostly based on injection of VEGF or VEGF inducing substances for specific 

research areas mostly related to molecular pathways in CNV genesis and progression [76].   

 

CHICK CHORIOALLANTOIC MEMBRANE  

 

The chick chorioallantoic membrane (CAM) assay is a commonly used method for 

studying angiogenic activities or drug delivery in vivo [77-78]. It is a vascular membrane found 

in eggs of birds and reptiles.   The first tumor transplantation to the CAM was described a 

century ago but CAM tumor models remain sparse and poorly characterized as compared to 

murine models [79-80].   

The first day of incubation is considered the first day of embryonic development, (embryo 

development day or EDD) [78].  Three extra-embryonic membranes are protecting and 

nourishing the embryo during his development: the yolk sac membrane, the amnion and the 

CAM. The latter is a transparent and highly vascularized membrane formed during EDD 4 to 

5 by the fusion of the mesodermal layers of both the allantois and the chorion.  This results in 

a highly vascularized mesodermal structure in which arteries, veins and an intricate capillary 

plexus will proliferate until EDD 11 [81].  It is connected to the embryonic circulation by the 

allantoic arteries and veins, which are associated with lymphatic vessels [82].  The CAM acts 

as a respiratory organ until hatching, for the storage of excretions, electrolytes transport 

(sodium and chloride) from the allantoic sac and mobilization of calcium from the shell to 

start bone mineralization [83].  Several features of the CAM change during embryonic 

development such as the composition of the extracellular matrix, the degree of differentiation 

of both endothelial cells and vessels, the characteristics of the inter-endothelial junctions as 

well as the location of the vessels within the CAM [82].  It is thus crucial to use embryos at the 

same EDD.  The CAM assay is characterized by several major advantages such as the ease of 

access, the extensive vascularization, the relatively simple experimental approach and the 

natural immunodeficient environment, thus enabling the use of human antibodies.  It is a 

perfect model for photonics approaches since it is a very thin (< 100µ) and transparent 

membrane.   

The CAM has been used as a host to study tumor cell intravasation and dissemination 

and formation of spontaneous metastasis [84].  After superficial inoculation, cells will penetrate 

the vasculature and develop metastatic locations in the embryo.  The choice of the cell type 

however is important since cell lines derived from tumors with a low metastatic potential 
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exhibit the same behavior in the CAM and no not show any signs of invasive growth [85].  

Moreover, cells have to grow very fast since there remains only 5 to 9 days between tumor 

inoculation and hatching.  Experimental metastasis is achieved much faster by direct injection 

of tumor cells in the allantoic vein.  Nevertheless, one has to choose cell lines with invasive 

characteristics, identical to the ones that allow tumor growth in the membrane [85].   

Before opening, fertilized chicken eggs are washed with sterile water and transferred 

to a hatching incubator at 37.4°C and 80% of humidity equipped with an automatic rotator. At 

EDD 3, under laminar flow, 6-7 ml of albumin are removed with a sterile syringe connected 

to a 20-gauge needle through a hole drilled at the narrow apex. A round window is cut into the 

shell allowing embryo detachment from the eggshell. Embryo development is controlled and 

dead eggs or eggs with malformations are excluded.  The window is then sealed with tape and 

static incubation is continued and controlled every 2 days until EDD10. On EDD10, a 1 cm 

inner diameter Teflon ring is placed on the CAM surface. Secondly, CAM ectodermic 

epithelium is superficially abraded with a scalpel in the center of the ring and 40 µl of an 

exponentially growing cells suspension is deposited. Cell concentration is different for each 

cell line and for some of them it appears necessary to add growth factors such as VEGF.   A 

vascularized tumor is obtained at EDD14-15 and eggs need to be sacrificed at EDD17 before 

hatching.  Figure 2 shows a typical image of a CAM implanted with EMT6 cells at different 

EDD’s. 

 

LYMPHATIC METASTASES 

 

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in women, and the second 

leading cause of death [86] (Morimoto 2009).  Lymph node invasion is one of the first signs of 

tumor progression, due to the special features of lymphatic vessels, which allow for an easy 

traffic of interstitial fluids and immune cells for example [87].  Correct lymph node status 

evaluation is thus essential in order to offer patients the most appropriate treatment option.  

Current clinical techniques to localize first lymph node station or so-called sentinel lymph 

node, imply the use of radio labeled drugs. Their selectivity and specificity also depends on 

the degree of invasion of the node [88]. Innovative diagnostic techniques should thus be tested 

on breast cancer models with a spontaneous development of lymphatic metastases.   

Subcutaneous implantation of human breast cancer cell lines in immunodificient 

rodents often fails to induce tumor progression, since mouse microenvironment differs and 

orthotopic implants are more appropriate [89].  Orthotopic implantation of cancer cells will 
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lead to the formation of primary tumors and subsequent invasion of lymphatic and/or blood 

vessels and growth of secondary tumors [90].  Syngeneic mouse models have been developed 

by rounds of transplantation / metastasis formation and selection [91].  Numerous strains show 

either the absence of local tumor growth, absence of metastases or dissemination, which is 

preferentially hematogenous or lymphatic.   

As an example, 106 4T1 cells are injected in the first mammary fat pad of mice. After 

approximately 3 weeks tumors have reach the maximal ethical volume of 1000mm3.  Lymph 

node invasion is detected in 30 to 60% of the animals according to the technique used.  Gold 

standard in cancer diagnosis remains of course pathology but detection of single cells in a 

lymph node remains problematical, resulting in a low degree of tumor detection of 30%.  

Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) aims at the detection of 

cytokeratin 19, which is expressed by the tumor cells but not the native tissue, which 

enhances tumor detection by 20% [92].  Figure 3 shows a mice bearing an orthotopic breast 

cancer (not visible on this image) after subcutaneous administration of NIR quantum dots that 

migrate from the injection site to the first sentinel lymph node. 

 

ORGAN METASTASES 

 

One of the easiest organ metastasis models is the peritoneal carcinomatosis model.  The 

original report for this model by Goldie et al. dates from 1951 [93].  They found that tumor 

cells inoculated in the peritoneal cavity were able to grow in the peritoneal fluid, with the 

same pattern as in vitro, and a growth rate proportional to the number of inoculated cells.  

Injection of peritoneal fluid of inoculated mice in other mice led to the development of 

peritoneal lesions, identical to the ones observed after injection of mashed tumor bearing 

organs or subcutaneous induced tumors [94].  This model is now widely used in oncologic 

research with either syngeneic cell strains in rats, or human cell lines in nude rodents [95-96].  

Tumors are multifocal, non-encapsulated with a minimal amount of necrosis.  According to 

the cell line used, usually 1 to 2 x 106 cells are injected intraperitoneally and peritoneal 

growth is observed after 1 to 3 weeks following inoculation.  These tumors further invade 

adjacent organs, which can lead to retroperitoneal, supradiaphragmatic and abdominal wall 

locations [97].  This model is also capable of inducing distant metastases and has extensively 

been described compared to subcutaneous tumors in nude mice [97].  Tumor spread is both 

lymphatic, with massive invasion of mediastinal lymph nodes, and hematogenous with lung 

metastases. 
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Liver metastases are a common feature associated with colorectal cancer.  The optical 

properties of this extremely highly vascularized organ necessitate an orthotopic model for 

theranostics approaches.  When a solitary lesion is to be obtained, a subcapsular or 

intraparenchymal administration after laparotomy, of either a cell suspension or tumor 

fragments is reproducible with acceptable complication rates [98-99].  Creating metastases that 

are more closely related to the clinical context necessitates vascular migration of cells.  

Orthotopic implantation of cells can induce spontaneous metastases but the model has a low 

reproducibility [100].   Direct intrasplenic or intraportal injection have the highest 

reproducibility but necessitate certain surgical skills to reduce peri- operative mortality [101-

102].  The choice of cell line seems to be very important since tumor growth will be more 

observed with aggressive cell types.  

Bone metastases can be an interesting topic for optical diagnosis.  Orthotopic 

syngeneic growing tumors in rodents seldom metastasize to the bone.  Some selected 

combinations have been shown to produce skeletal localizations from breast or prostate origin 
[103-104].  Reports on human cell lines in immunodificient animals are more frequent and have 

been used in imaging studies [105-107].   

 
 
CONCLUSION 

 

Many animal models have been developed for drug screening including genetically 

modified animals, in order to be as closely as possible comparable to humans.  When 

considering opto-theranostics, those models are inappropriate.  Diagnostic applications first of 

all require identical optical characteristic of tissues between humans an animals.  Orthotopic 

models are thus mandatory, taken into account the differences in tissue thickness for rodents.  

Ideally, tumors should be induced so that all changes observed during carcinogenesis in 

humans can be reproduced.  A draw back for this animal model is the time needed to obtain 

tumor growth as well as a relative lack of reproducibility.   

 Rough screening of PDT effect can be performed in the simplest animal model that 

consists in the subcutaneous injection of tumor cells.  When more specific questions are to be 

addressed, other models including the CAM model, must be critically assessed with regard to 

the parameters that are to be investigated. 
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FIGURES 
 
Figure 1 
 
A Macroscopic view of a rat bladder, 10 days post intravesical administration of 
syngeneic AY27 cells showing multiple tumors at different stages. 
B Set up for bladder PDT with trifurcated canula with a; guide wire, b; laser fiber, 
c;syringe for bladder filling 
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Figure 2 
 
EDD 17 after a fixation with 4% paraformaldehyde. 
High panel: Photographies of EMT6 tumours on CAM at low (A) and high (B) 
magnifications. 
Lower panel: Hematoxylin-Eosin-Safran staining of EMT6 tumours at magnification 
10x (C) or 40x (D, E, F). 
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Figure 3 
 
In vivo fluorescence imaging of the right flank of mice axillar lymph node 5 min after s.c. 
injection of 20 pmol of Quantum Dots. 
The imaging system used is a Fluobeam® (Fluoptics, Grenoble, France) with an 
excitation wavelength of 690 nm and a CCD camera with a 750-nm longpass emission 
filter, exposure time 10 ms. 
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2. COMMUNICATIONS 
 

2.1 Communications orales  
 
5ème Forum du Cancéropôle du Grand Est. 
2-3 novembre 2011, Strasbourg, France. 
« Effet tumoricide photoinduit par le ciblage cellulaire et vasculaire de tumeurs ». 
J. Garrier, A. Bressenot, S. Gräfe, S. Marchal, S. Mitra, TH. Foster, F. Guillemin, L. Bezdetnaya. 
Prix du Jeune Chercheur récompensant la meilleure communication orale. 
 
14ème Congrès de la Société Européenne de Photobiologie (ESP). 
1er-6 septembre 2011, Genève, Suisse.  
« Vascular damage photoinduced by liposomal formulations of mTHPC: influence of drug release ».  
J. Garrier, V.Reshetov , C. Ruch, V.Zorin, F. Guillemin, L. Bezdetnaya.  
 
Section spéciale: programme du 13ème Congrès Mondial IPA - International Photodynamic 
Association en association avec EPPM & HNODS. 
« mTHPC-based biodegradable nanoparticles for cancer treatment ». 
L. Bezdetnaya, H.P. Lassalle, J. Garrier, M.A. D’Hallewin, S. Marchal, F. Guillemin. 
Photodiagnostic and Photodynamic therapy, 2011;8(2):73-230.  
 
Participation à la réalisation d’un documentaire télévisé (France 3 région) portant sur les 
nanotechnologies, diffusé en février 2011 (Emission « C’est à savoir ») 

 
6ème Journée Claude Huriet de la Recherche Biomédicale. 
17 décembre 2010, Nancy, France. 
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Ciblage passif de tumeurs photoinduit par la mTHPC 
 

La thérapie photodynamique (PDT) est une modalité de traitement des petites 
tumeurs accessibles à la lumière. Elle repose sur l’action combinée d’un 
photosensibilisateur qui, en présence d’oxygène et sous l’effet d’une irradiation 
lumineuse, induit la synthèse d’espèces réactives de l’oxygène cytotoxiques. L’effet 
tumoricide de la PDT se traduit par des dommages directs sur les cellules ainsi que 
des dommages indirects de la néovascularisation tumorale et une activation du 
système immunitaire. 

Dans cette étude, nous avons démontré dans une première partie l’intérêt de 
se baser sur la distribution intratumorale de la mTHPC et non pas sur les études de 
biodistribution pour l’optimisation des conditions de traitement par PDT et en 
particulier de l’intervalle drogue-lumière (IDL). Un co-ciblage des vaisseaux et du 
parenchyme tumoral via un fractionnement de l’administration de la mTHPC a 
permis d’obtenir un taux de guérisons de 100%. Cette efficacité a été corrélée à la 
potentialisation de la mort des cellules par apoptose et valorisée par son association à 
des dommages secondaires cutanés restreints. La stratégie de fractionnement de 
l’administration s’avère donc être très prometteuse dans un contexte clinique.  

Dans la seconde partie de cette étude, nous avons établi la redistribution de la 
mTHPC in vivo dans le modèle de la membrane chorioallantoïdienne de poulet 
(CAM) à partir de formulations liposomales (Foslip®, Fospeg®) et son impact sur les 
dommages vasculaires photoinduits par la PDT.  
 
Mots Clés : Thérapie photodynamique, ciblage passif, mTHPC, dommages 
vasculaires et cellulaires, intervalle drogue-lumière, liposomes, membrane 
chorioallantoïdienne 
 

Photoinduced passive targeting with mTHPC
 

 
 

Photodynamic therapy (PDT) is a therapeutic strategy for the treatment of 
small localized tumors accessible to the visible light irradiation. It is based on the 
combined action of photosensitizer (PS), light and molecular oxygen. Tumoricidal 
effect of PDT is triggered by direct damage of malignant cells and indirect vascular 
damage followed by an activation of the immune system. 

The present study investigates the relationship between photoinduced 
apoptosis in each compartment of interest (vascular versus neoplastic) and mTHPC-
PDT treatment efficiency in function of the intratumoral distribution of mTHPC. The 
latter was defined by the drug-light intervals. In the first part, we demonstrated the 
importance of the intratumoral distribution of mTHPC to optimize photodynamic 
parameters. The fractionation of the PS administration permitted to obtain a tumor 
cure rate of 100% correlated to a massive apoptosis of pathological tissues. 
Moreover, this treatment strategy induced only limited skin damages and few 
inflammation which could be an advantage in clinical context. 

In the second part, we evidenced the mTHPC redistribution from liposomal 
formulations (Foslip®, Fospeg®) in vivo in the chick chorioallantoic membrane 
model (CAM) and its influence on photoinduced vascular damage. 
 
Key Words : Photodynamic therapy, passive targeting, mTHPC, vascular and 
cellular damage, drug light interval, liposomes, chorioallantoic membrane 
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