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Résumé

Le pronostic des cancers ovariens reste sombre, en particulier en raison du retard
diagnostic. Les traitements actuels associent une chirurgie de cytoréduction maximale a
['utilisation de chimiothérapie a base de sels de platine. 60% des femmes en rémission a
lissu de ce traitement vont présenter une récidive. Pour cette raison, une attention
particuliere est portée au traitement des métastases péritonéales. Il est admis en effet que le
facteur principal de réduction des récidives est l'absence de résidu tumoral en fin
d'intervention.

Les thérapies ciblées ont pour objectif d'apporter au niveau de la cellule cible et du
microenvironnement tumoral des produits d’'imagerie, de chimiothérapie, de radiothérapie ou
des photosensibilisateurs (PS). Parmi les cibles permettant d'atteindre les cellules tumorales
ovariennes, l'isoformea du récepteur au folate (FRa) est prometteuse dans la mesure ou elle
est surexprimée par la majorité des cancers épithéliaux de l'ovaire avec une bonne
spécificité. Le nombre important de publications récentes a ce sujet montre l'intérét porté a
cette cible.

L’objectif de cette étude est de présenter FRa et de discuter les raisons pour lesquelles ce
récepteur représente aujourd’hui une cible de choix pour les thérapies ciblées des
carcinomes ovariens. La thérapie photodynamique prophylactique (PPDT) ciblée des lésions
de carcinose péritonéale ovarienne utilisant un photosensibilisateur de nouvelle génération
couplé au folate pourrait permettre, en complément de la chirurgie, de diminuer l'incidence
des récidives. Des études précliniqgues sont en cours avant de définir un protocole applicable

en cliniqgue humaine.

Mots-Clés : Cancer ovarien, Carcinose péritonéale, Thérapie photodynamique

prophylactique, Thérapie ciblée, Récepteur au folate a.



Abstract

Partly due to delays in its diagnosis, ovarian cancer’s prognosis remains dire after primary
therapy. Treatment consists in complete cytoreductive surgery and platinum-based
chemotherapy.

Recurrence rates are disappointingly high as 60% of women with advanced epithelial ovarian
cancer considered in remission willdevelop recurrent disease within five years. Special
attention to undetected peritoneal metastasis and residual tumorous cells during surgery is
necessary as they are the main predictors of recurrences.

Targeted therapies aim to bring chemotherapy, radiotherapy and selectivetumor
photosensitizer (PS) agents to the targeted cell and its tumoral microenvironment. Folate
receptor a (FRa) shows promising prospects in targeting ovarian cancerous cells. Indeed,
with good specificity and frequent overexpression in ovarian cancer, FRa is a recurrent topic
in recent publications.

The aim of this review is to present FRa and the reasons that make it an ideal targeting
ligand for ovarian carcinoma therapy. Prophylactic photodynamic therapy (PPDT) using new
generation FRa-coupled agents combined with complete cytoreductive surgery could allow
for a significant decrease in recurrence rates. Preclinical trials are being run in order to allow

for human clinical applications.

Keywords: Ovarian cancer, Peritonealcarcinomatosis, Prophylactic photodynamic therapy,

Targeted therapy, Folate receptor a



Introduction

Le pronostic des cancers ovariens reste sombre, en particulier en raison du retard
diagnostic. Les traitements actuels associent une chirurgie de cytoréduction maximale a
l'utilisation de chimiothérapie a base de sels de platine. 60% des femmes en rémission a
lissu de ce traitement vont présenter une récidive (1). Pour cette raison, une attention
particuliere est portée au traitement des métastases péritonéales. Il est admis en effet que le
facteur principal de réduction des récidives est l'absence de résidu tumoral en fin
d'intervention(2,3). Les métastases viscérales sont en effet trés rares et la maladie est
longtemps localisée a la cavité péritonéale. Le recours a la chimiothérapie hyperthermique
intrapéritonéale, dont I'objectif est de traiter la cavité en diminuant la toxicité systémique des
drogues utilisées, est toujours a I'étude dans le cancer de 'ovaire (4).

Les autres voies de recherche sont dominées par les thérapies ciblées dont I'objectif est
d'apporter au niveau de la cellule cible et du microenvironnement tumoral des produits
d’'imagerie, de chimiothérapie, de radiothérapie ou des photosensibilisateurs (PS). Parmi les
cibles permettant d'atteindre les cellules tumorales ovariennes, l'isoformea du récepteur au
folate (FRa) est prometteuse dans la mesure ou elle est surexprimée par la majorité des
cancers épithéliaux de l'ovaire avec une bonne spécificité. Le nombre important de
publications récentes a ce sujet montre l'intérét porté a cette cible.

Notre objectif est de réaliser la destruction ciblée par thérapie photodynamique
prophylactique (PPDT) des microlésions de carcinose péritonéale qui sont ignorées lors de
la chirurgie. Nous espérons ainsi diminuer I'incidence des récidives locales qui concernent la
majorité des patientes. Nous disposons d'un photosensibilisateur (PS), la
tétraphénylporphyrine (TPP), couplée au folate (TPP-Fol).

L’objet de ce travail est de présenter FRa et l'intérét qu’il représente actuellement en tant
gue cible pour le traitement des cancers ovariens, et en particulier pour la prise en charge

des Iésions de carcinose péritonéale par thérapie photodynamique.



Thérapie photodynamique ciblée prophylactique.

Le concept de thérapie photodynamique antitumorale repose sur [lactivation d’un
photosensibilisateur par une lumiére de longueur d’onde spécifique de ce dernier.

Le PS, ou un précurseur, est administré par voie intraveineuse, et va se concentrer dans les
cellules cibles tumorales. Il est activé par I'exposition a une source lumineuse ce qui entraine
la formation d’espéces réactives de I'oxygéne, en particulier d’'oxygéne singulet (courte
durée de vie : environ 0.01- 0.004 us), molécule trés réactive vis-a-vis des composants
intracellulaires (certains organelles, comme les mitochondries et le réticulum
endoplasmique). Seules les Iésions accessibles a la lumiére, et peu volumineuses peuvent
bénéficier d’'un tel traitement, la lumiére ne pouvant pénétrer dans le tissu a plus de 10 mm

de profondeur(5).

A ce jour, la plupart des travaux menés sur la thématique de la carcinose péritonéale ont eu
recours a l'utilisation de protoporphyrine IX (PPIX), un PS endogéne dont la synthése
tissulaire est stimulée par 'administration d’un précurseur (héxaminolévulinate). Nous avons
constaté que cette technique permettait d’'induire la nécrose des tissus cibles (6), mais que la
spécificité suffisante du photosensibilisateur était responsable d’'une mauvaise tolérance de
la procédure et d’'une morbi-mortalité importante du modéle animal (en particulier en raison

de la toxicité hépatique) (donnés non publiées).

Un des enjeux principaux est donc de disposer d’un photosensibilisateur plus spécifique.

Nous disposons d’'un photosensibilisateur de nouvelle génération, la tétraphénylporphyrine
qui a été couplée au folate sur son groupe y-carboxyl par I'intermédiaire d’'un bras espaceur
de polyéthyleneglycol (PEG). L'objectif de cette synthése est d’associer les propriétés de

photosensibilisateur de la porphyrine a une molécule d’adressage (folate) ciblant le récepteur



au folate FRa avec une forte affinité. Les formules moléculaires de I'acide folique, de la
tétraphénylporphyrine (TPP) et du couple tétraphénylporphyrine-folate (TPP-Fol) sont
représentées par la figure 1. Nous avons mis en évidence la bonne spécificité de ce PS pour

les Iésions de carcinose ovarienne sur modéle animal (données non publiées).

Il existe dans la littérature d’autres photosensibilisateurs utilisant un adressage par le folate.
La tétraphénylporphyrine couplée au folate que nous utilisons (figure 1) a été décrite pour la
premiére fois par Schneider et al. en 2005 (7). D’autres PS ont été couplés au folate, en
particulier des chlorines (8-10). Ces couplages ont permis de montrer une meilleure
sélectivité du PS pour la cible, une meilleure solubilité et une diminution de la cytotoxicité sur
les tissus sains, mais également une amélioration de I'activité photodynamique de la
molécule.

Le développement récent, en clinique humaine, de procédures utilisant la fluorescence et
'adressage par folate pour réaliser une chirurgie guidée des lésions de carcinose péritonéale
ovarienne (11) nous incite a poursuivre nos travaux dans le but de proposer, en fin de
chirurgie de cytoréduction maximale compléte, une destruction prophylactique par PDT des

microfoyers tumoraux qui restent inaccessibles a la chirurgie.

Acide folique et récepteur au folate : Généralités

Folate

L’acide folique (folate, vitamine B9) est une vitaminehydrosoluble. Il est le précurseur
métabolique d'une coenzyme, le tétrahydrofolate, impliquée notamment dans la synthése

des bases nucléotidiques, purines et pyrimidines, constituant des acides nucléiques (ADN et
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ARN). A ce titre, le folate est essentiel au métabolisme des cellules, car il est indispensable
pour la synthése et la réparation de I'ADN. Les cellules normales et tumorales sont donc

dépendantes du folate, en particulier pour les cellules a développement rapide (12).

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

- Le RFC (Reduced Folate Carrier) est un transporteur ATP-dépendant dont
'expression est ubiquitaire et qui assure dans les conditions physiologiques
normales la capture du folate par la plupart des cellules. Il lie le folate (sous forme
réduite) avec une faible affinité et représente le plus souvent le seul type de
récepteur au folate exprimé par la cellule(13,14).

- La famille des récepteurs au folate (FR) permet aux cellules d’internaliser I'acide
folique (sous forme oxydée) dans des vésicules d’endocytose aprés fixation a un
récepteur de forte affinité(15). Il existe trois isoformes de ce récepteur, a, B, .
Chacune dentre elle a une distribution tissulaire spécifique et une capacité

différente a fixer le folate (14).

Récepteur au Folate a.

L’isoformea (FRa) est une glycoprotéine transmembranaire de poids moléculaire 38-40
kDaancrée a la membrane des cellules par un glycosylphosphatydilinositol (GPI) (16). Son
expression est hautement limitée au pdéle apical des cellules épithéliales polariséesetelle
n’est pas exposée au folate circulant(17). Elle est la plus étudiée des isoformes de FR (14).

Le récepteur fixe le folate puis le complexe est internalisé par endocytose dans le
cytoplasme de la cellule. Le récepteur est recyclé secondairement a la surface de la cellule

(17).
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Profil d’expression de FRa et cancer de I'ovaire

FRa est surexprimé dans environs 40 % des tumeurs solides, en particulier dans les cancers
d’origine épithéliale de l'ovaire, du sein, du rein, du poumon (17). 72 a 100 % des
carcinomes ovariens le surexpriment(17-21), en particulier les carcinomes séreux (18).
Selon Crane et al., ce récepteur est surexprimé par 81,8% des carcinomes séreux contre
seulement 39,9% des carcinomes mucineux(22).

Le récepteur est absent de la majorité des tissus normaux (14,20). Il représente a ce titre
une cible de choix pour les thérapies ciblées des carcinomes ovariens, d’autant plus qu’il a
été montré que le profil d’expression du récepteur entre la Iésion primitive et les localisations
secondaires (péritonéales et ganglionnaires) est le méme. De la méme maniére, les
récurrences adoptent le méme profil d’expression que la tumeur initiale (18).

O’Shannessy et al. ont récemment précisé la nature de I'expression de FRa par les organes
du tractus génital féminin. || semble que I'ovaire normal n’exprime pas FRa chez la femme,
mais que I'épithélium tubaire normal I'exprime. Pour les auteurs, cela renforce I'hypothése de
lorigine tubaire des cancers ovariens et suggére que l'expression de FRa par les
carcinomes ovariens provient davantage de l'origine des clones tumoraux qui exprimaient
déja le récepteur ce qui leur conférerait un avantage de prolifération, plutdt qu’'une
expression aberrante secondaire a leur transformation tumorale (21).

Il a également été montré que la chimiothérapie n’avait pas d’'impact sur I'expression du
récepteur par les Iésions résiduelles, aprés comparaison de prélévements avant traitement et
lors d’une chirurgie d’intervalle ou de cléture (13,22).

Il est donc possible de faire le choix d’'une thérapie ciblée dés les résultats d’'une biopsie
initiale et de poursuivre cette stratégie aux différentes étapes de la prise en charge des

patientes.

L'expression de FRa pourrait également avoir un réle pronostique. Certains auteurs affirment



gue des taux élevés de FRa sont associés a une agressivité tumorale plus importante et par
conséquent a un pronostic plus péjoratif(16,23,24). Pour d’autres auteurs, il n’existe pas
d’association démontrée entre I'expression du récepteur et la survie globale ou sans
récidive, méme si le récepteur est plus exprimé par les tumeurs de haut grades(13,22). Au
contraire, une expression forte de RFC est associée avec un allongement de la survie
globale et sans récidive chez les patients qui surexprimentFRa(25).

In vitro, il semble que la surexpression du récepteur stimule la croissance cellulaire et
participe a inhiber les phénoménes d’apoptose induits par les drogues cytotoxiques. Cela
pourrait participer aux mécanismes de résistance aux produits de chimiothérapie(23,26). Le
folate stimulerait par ailleurs la prolifération cellulaire, la migration et linvasion par une
diminution de I'expression de la E-Cadherine(25). Cette diminution est associée a une survie

diminuée et a une augmentation des métastases(27,28).

Enfin, I'alimentation et les apports en folate pourraient influencer I'expression du récepteur et
donc avoir un impact sur les traitements qui l'utiliseraient comme cible, méme si leurs
influences semblent faibles (29). Il convient d’étre vigilant lors de la supplémentation en
folate proposée aux patients atteints d’'un cancer (25).Le folate pourrait ainsi prévenir
l'initiation du cancer d'une part en tant que cofacteur indispensable aux mécanismes de
réparation de 'ADN, maissa supplémentation pourrait d’autre part stimuler la progression de

la maladie aprés son apparition.

Thérapies ciblées par le folate

L’adressage de molécule a visée diagnostique ou thérapeutique utilisant le récepteur au
folate FRa fait 'objet de recherche depuis plus de 20 ans (30). La plupart des données
concernant la délivrance de molécule par lintermédiaire du folate proviennent d’études

réalisées in vitro. Les données permettant son évaluation in vivo son plus rares (15).
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Le récepteur au folate est une des cibles les plus prometteuses pour le développement de
thérapies ciblées pour le cancer de l'ovaire (31-33). Pour Sudimack et al, le folate possede
une forte affinité pour le récepteur lorsqu’il est lié¢ de maniére covalente a la molécule
transportée par son groupe y-carboxyl (figure 1). llrassemble de nombreuses qualités
requises pour une molécule d’adressage, en particulier sa sélectivité démontrée (15). La
petite taille de la molécule permettrait de conférer au conjugué de meilleurs propriétés
pharmacocinétiques, et réduirait son immunogénicité, permettant alors des administrations
répétées. Il est facilement disponible et peu onéreux. La conjugaison de composés
chimiques avec cette molécule est relativement simple. L'adressage vers un récepteur de
haute affinitéavec une expression faible en tissu normal et par conséquent une forte
spécificité en raison d’'un fort différentiel d’expression entre les tissus sains et la cible est
possible. Lincorporation du composé se fait par endocytose ce qui peut faciliter
I'administration cytosolique de I'agent(16). Enfin, il existe une large distribution du récepteur
dans différents types de tumeurs, ce qui permet d’envisager d’autres champs d’application
avec en particulier dans le domaine de la gynécologie, le cancer de 'endomeétre (13).

Il existe donc de nombreuses applications prometteuses a visée diagnostique ou
thérapeutique pour les cancers épithéliaux non mucineux. Pour étre efficaces, ces stratégies
imposent une connaissance de I'expression du récepteur par le tissu cible (13).

Il est possible d'adresser des produits de chimiothérapie ou radiothérapie sous la forme de
nanoparticules adressées par folate. In vitro et in vivo, dans un modéle animal de carcinose
péritonéale (modele de souris NuNu avec inoculation de cellules issues de lignées de
carcinomes ovariens humains), il a été montré que ces molécules étaient plus efficaces que
les produits seuls sans adressage par folate (34).

Si le récepteur n’est pas utilisé pour l'internalisation de molécule d’'intérét, il peut étre inhibé
par I'administration d’un anticorps monoclonal humanisé de haute affinit¢, MORAb-003 ou

Farletuzumab(31). Son administration inhibe in vitro la croissance cellulaire dépendante de
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la présence du récepteur au folate (35) et active une réaction immunitaire a médiation
cellulaire ou médiée par le complément contre les cellules exprimant FRa(36).

Récemment I'équipe de van Dam a publié la premiere intervention de résection
chirurgicale de nodules de carcinose péritonéale ovarienne guidée par la
fluorescence utilisant un marqueur fluorescent (Fluorescéine Isothiocyanate - FITC)
couplé au folate (11) développé par le laboratoire Endocyte (Etats-Unis d’Amérique).
Cette société participe également au développement d’une chimiothérapie
(vinblastine) couplée au folate, le vintafolide, qui permettrait une amélioration de la
survie sans récidive des femmes résistantes aux sels de platine et présentant des
lésions exprimant FRa (37). Cette molécule fait I'objet actuellement d’un essai de

phase Il international (38).

Conclusion.

Le développement d’'un photosensibilisateur de nouvelle génération ciblant les cellules de
carcinose péritonéale ovarienne par l'intermédiaire du récepteur au folate a, nous permet
d’envisager le traitement de ces Iésions par thérapie photodynamique prophylactique ciblée.
Nous souhaitons proposer une stratégie innovante complémentaire de la chirurgie,
permettant la destruction prophylactique des Iésions microscopigues. Nous pensons ainsi
réduire le volume tumoral résiduel en fin d’'intervention, et par conséquent la fréquence des
récidives péritonéales. Des études précliniques sont en cours avant de définir un protocole

applicable en clinique humaine.

Conflit d’intérét : Aucun
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Figure 1 : Formule moléculaire de I’acide folique, de la tétraphénylporphyrine et du couple

tétraphénylporphyrine-folate.
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