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ABREVIATIONS

Partie bibliographigue

ABC protéines : A TP-binding-cassetie proétines
ADN, ARN : acide désoxyribonucléique ou ribonucléique
AIF . Apoptosis inducing factor

ARA protein : Anthracycline Resistance Associated protein
AMP-¢ : adénine monophosphate-cyclique
AT-MDR : altered multidrug resistance

ATP, GTP : adénosine ou guanosine triphosphate
CAK . Cdk-Activating-Kinase

CBP : CAAT box-binding Factor

CDK :Cyclin Dependent Kinase

CFTR : cystic fibrosis transmembranar conductarce regulator
CMF : cytométrie en flux

CPC : cancer bronchopuimonaire & petites cellules
CPNC . cancer bronchopulmonaire non & petites cetlules
CRF : ¢-AMP responding factor

D : profondeur de champs

DG ou DAG : diacylglycérol

DMC - double-minute chromosome

DNR : daunorubicine

DASB, $8B : Double or Single Strand Break

DXR : doxorubicine

EPI : epirubicine

ERO : Espéces Réactives de 'Oxygéne

G, Gyigaplet2

GSH : glutathion

GS8SG : glutathion réduit

GST : glutathion S-transférase

HSR : homogeneously stained region

IDA : idarubicine

IP; : inositoltriphosphate

LLAL : leucémie aigué lymphoblastique

LAM : leucémie aigué myeloblastique

M : mitose

LRF : Lung resistance-relaled protein

MAP kinase : Pitogen Activating Kinase

MDR : multidrug resistance

MF : microscopie de fluorescence

MOAT : multispecific organic anionic transporter
MPF : Maturation Promoting Factor

MRP . Multidrug resistance Related Protein

MSF : microspectrofluorimétrie

NA : numerical aperture

NBD : nucleotide-binding domain

OSM : Optical serial microscopy

PIP, : phosphatidylinositol biphosphate

P-gp : permeability-glycoprotein

PKA : protein kinase A

PKC : protein kinase C

RE : réticulum-endoplasmique

S : synthése

Smase : sphyngomyélinase

TBP : TATA box-binding protein

Topo o : Topoisomérase 11 alpha

Topo 1P : Topoisomérase H beta

WD . Working distance

Ag : variation du potentiel membranaire
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Et s'en trouver bien
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1 n'en est pas question
Non, non, non, non

1] nen est pas question

Quelle douce faiblesse
Quel joli sentiment

Ce besoin de tendresse
Qui nous vient en naissant
Maman, maman, maman

Le travail est nécessaire
Mais s'il faut rester

Des semaines sans rien faire
Eh bien... on s'y fait

Mais vivre sans tendresse
Le temps vous parait long
Long, long. long, long

Le temps vous parait long

Dans le feu de la jeunesse
Naissent les plaisirs

Et Famour fait des prouesses
Pour nous éblouir

Oui mais sans la tendresse

L'amour ne serait rien
Non, non, non, non
L'amour ne serait rien

Quand la vie impitoyable

Vous tombe dessus

On n'est plus gqu'un pauvre diable
Broyé et décu

Alors sans la tendresse

D'un ceeur gui nous soutient
Non, non, non, non

On n'irait pas plus loin

Un enfant vous embrasse
Parce qu'on le rend heureux
Tous nos chagrins s'effacent
On a les larmes aux yeux
Mon Dieu, mon Dieu, mon Dieu...
Dans votre immense sagesse
Immense ferveur

Faites donc pleuvoir sans cesse
Au fond de nos ceeurs

Des tomrents de tendresse

Pour que régne l'amour
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Partic expérimentale

A . absorbance

ARN;; : ARN totaux

BSA : albumine sérique bovine

¢ ; concentration

°C : depré Celsius

CCD ; charge coupled device

cell. : cellules

CMF : cytométrie de flux

CSA : cyclosporine A

DiOC; : iodure de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine
fdn : filtre de densité neutre

AQ : Acridine-Orange

¢ : coefficient d'extinction molaire

h: heure

3H DNR : daunorubicine marquée au tritium

3H Pal : acide paimitique marqué au tritium

ICsg, ICqq : concentration d'inhibiton de croissance cellulaire de 50 % ou de 90 %
IECS50 ou IECSO0 : inhibition iso-effective de 50 % ou 90%
IP : Iodure de propidium

IR : Indice de résistance

Kda : kilogramme Dalton

I : largeur de la cuve

LT : lysotracker

M : molaire (mole par litre}

MDD : miroir dichroique -

MF : microscopie de fluorescence

min : minyte

MTT : bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2, 5-diphenyltétrazolium
NBD : NBD-Cq-céramide : 6-(n-(7 nitrobenz-2oxa-1,3-diazol-4 yl} amino) caproyl
n': nombre d'expériences

nd : non déterminé

nm : 10-2 métre (nanométre)

Noy/Cy : ratio noyau / cytoplasme

ns : non significatif

PR : passe-bande

PH : passe-haut

PKC : protéine kinase C

PSC : SDZ-PSC 833

PSF : Point spread function

PVDF : fluorure de polyvinylidéne

RER : ratio d'expression relatif

RI-PCR : reverse transcription-polymerase chain
RPMI : Roswell Park Memorial Institut

p : ratio de fluorescence

s : seconde

(s) : significatif

SIT : system intensifiated transmission
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Chapitre I : Introduction

L.a chimiothérapie représente une voie standard des fraitements antifumoraux. Les
anthracyclines font parties des procédures de chimiothérapie le plus souvent indiquées.
Cependant, I’apparition d’une résistance est la cause majeure d'échec de leur application. La
résistance aux anthracyclines est souvent associée a un mécanisme de résistance pleiotropique
la multidrug resistance (MDR). Le phénotype MDR est "classiquement” 1ié aux protéines de
transport membranaire qui présentent une affintté pour les anthracyclines. C’est pourquot, des
anthracyclines de seconde génération ont ét¢ développées. Toutefois et malgre le fait que les
anthracyclines soient ¢étudides depuis une trentaine d'années, leurs mécanismes d’action
restent encore incertains. Le processus d’induction de mort cellulaire reste un sujet
particuliérement controversé. D’ailleurs le caractére multifactoriel de la résistance aux

anthracyclines semble impliquer les mécanismes de régulation de 1’ apoptose.

Dans une étude bibliographique préalable, nous développerons différents thémes d’actualités
parmi les connaissances acquises concernant les anthracyclines et leurs mécanismes de
résistances. Dans un premier temps nous présenterons les anthracyclines, avec un intérét
particulier pour l'impact des modifications de leur structure sur leur propriété
pharmacologique et leur mode d’action. Puis nous développerons un chapitre dédi¢ a la
résistance aux anthracyclines et principalement au phénotype MDR. Enfin la réponse
celulaire aux anthracyclines sera présentée ainsi que les voies possibles altérant I'induction

de l'apoptose par les anthracyclines.

Notre travail de recherche sera présenté en deux parties. La premicre partie comprend les
matériels et méthodes qui ont été mis en ceuvre, ainsi que les critéres qui ont motivé leur
sélection. La seconde partic présente les résultats obtenus, leur discussion, et enfin les
conclusions qui simposent. Deux thémes ont été abordés de fagon indépendantes, toutefois iis
comportent certains aspects complémentaires.

D'une part, I’étude de 1a distribution de la daunorubicine, une anthracycline de référence a été
menée in vitro et sur prélévements cliniques. Ce travail a porté principalement sur la

caractérisation in vitro de la séquestration cytoplasmique de la daunorubicine et sa



modulation dans le phénotype MDR associ¢ a la surexpression de la P-gp. Puis une étude
préliminaire de ce phénoméne a été reéalisée dans le contexte clinique.

D'autre part, 1’évaluation in-vitro de deux anthracyclines de seconde génération (idarubicine
et épirubicine) a été réalisée sur des modéles cellulaires adhérents. Ces lignées cellulaires de
cancer comprennent des modéles de phénotype MDR associé a la surexpression de différentes
protéines de transport (glycoprotéine-P et multidrug resistance related protein). Ces modeles
permettent d'étudier les antharcyclines en fonction de criteres de pharmacologie cellulaire
(accumulation, rétention, et distribution), ainsi qu'en fonction de la réponse cellulaire
provoquée par le traitement effectué (modification du cycle cellulaire, mort cellulaire, voie(s)
d'induction de la mort cellulatre) .

Enfin, nous proposerons différentes perspectives envisageables dans le cadre de ce théme,

afin de poursuivre et d'élucider des questions qui sont aujourd’hui encore d'actualité,



Chapitre II : Historique
I LES ANTHRACYCLINES

1. Historique

Au début des années 60, des chercheurs Frangais et Italiens ont isolé simultanément la méme
molécule antibiotique a partir de souches de Streptomyces caeroleorubidus et peucetius. Le
nom italien de cet antibiotique fut daunomycine (D1 Marco et al.,, 1963), et le nom frangais
fut rubidomycine (Dubost et al., 1963) pour enfin de compte étre actuellement distribué sous
le nom de daunorubicine ou daunomycine. L'activité antitumorale de cet antibiotique fut
rapidement mise en évidence ¢t il devint le chef de file dune famille d'anticancéreux
appartenant 4 la famille des anthracyclines, La doxorubicine (adriamycine), un analogue 14-
hydroxy de la daunorubicine, fut isolée d'une souche mutante de Streptomyces peucetius (var.
caesius) (Arcamone et al., 1969). Depuis les années 70 de nombreuses anthracyclines ont été
développées au cours d'études in vitro et in vivo, et ont montré une large diversité dans leurs
actions biologiques et chimiques. Parmi les analogues testés dans des études précliniques,

beaucoup se sont avérés décevants en phase d'essais cliniques [ et II (Muggia et Green, 1991)

2. Structure et propriétés physico-chimiques
# La structure chimique des anthracyclines inclut deux composants : un composant
polycyclique aromatique (tétracycline) correspondant a la portion aglycone (anthraquinone),

et un composant sucré {glucosamine) correspondant a la daunosamine (Figure I).

Anthracyclines Sigle R1 RZ R3 R4 RS
Daunorubicine DNR  OCH3 H O H OH
Doxorubicine DXR OCH; OH O H OH
Epirubicine EPI OCH: OH O OH H
Idarubicine DA H H O H OH

AGLYCONE

DAUNOSAMINE

Figure i : Structure chimique des anthracyclines (Prat et al., 1994).



# Propriétes physico-chimiques

Les anthracyclines sont amphiphiles, et des bases fatbles avec un pX, approximatif de 8,6
(Gallois et al., 1996) pour les molécules indiquées dans la Figure /. De ce fait, ces molécules
a pH physiologique (7,2-7.4) et a 20°C portent une seule charge positive au niveau du groupe
amine de la daunosamine, et sont neutres au niveau de la structure polycyclique. Ces
molécules se différencient par leur caractére lipophile défini par leurs substituants.
L'évaluation des coefficients de partition met en évidence des molécules de caractére
hydrophobe faible pour la doxorubicine, intermédiaire pour la daunorubicine et élevé pour
l'idarubicine (Gallois et al, 1996). Les anthracyclines sous leur forme chlorydrate sont
solubles dans l'ean, le méthanol, 'éthanol et les solutions hydroalcooliques.

La structure polycyclique aromatique attribue a cette famille d'anticancéreux un groupe
chromophore porteur d'une proprnété de fluorescence. Les mesures de lintensité de
fluorescence permettent d'évaluer la concentration des anthracyclines. De plus I'analyse des
modifications des spectres de ces molécules permet non seulement une évaluation de leur
concentration, mais également la mise en évidence d'interactions entre elles ou avec leur
environnement. Les différents travaux fondamentaux de l'équipe de Garnier-Suillerof ont
porté sur les variations spectroscopiques d'une série d'anthracyclines (Gallois et al., 1998,
Gallois et al, 1996, Laigle et al, 1996). En solution éthanolique, les spectres mesurés
indiquent un état monomere de référence. En solution aqueuse les résultats varient en
fonction de la concentration. A forte concentration pour la doxorubicine et la daunorubicine
l'intensité de fluorescence n'est plus corrélée a la concentration et les ratio de fluorescence
sont modifiés, impliquant un état d'équilibre entre les formes monomeres et diméres (Laigle
et al., 1996), alors que l'idarubicine méme 4 forte concentration reste sous forme monomére

(Gallois et al., 1998).

» Meéthodes de detection des anthracyclines

Lorsque l'anthracycline est marquée par un isotope (tel que le tritium), il est possible de
réaliser des quantifications absolues (Merlin et al., 1995 a). 11 est également possible
d'exploiter les propriétés de fluorescence des anthracyclines par différents outils d'analyse. La
concentration peut €tre quantifiée en valeurs relatives par cytométrie en flux (Merlin et al.,
1994), et/ou absolues par spectroscopie de fluorescence classique, microspectrofiuorimétrie
(Belhoussine et al., 1998, Gallois et al., 1996), et par des techniques de chromatographie

(Brenner et al., 1985). Les interactions entre elles ou avec les compartiments cellulaires
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peuvent étre étudices par les techniques de spectroscopie de fluorescence (Gallois et al,
1998, Gallois et al., 1996, Laigle et al., 1996). Enfin, leur distribution subcellulaire peut étre
analysce par les techniques d'imagerie en microscopie de fluorescence (Duffy et al., 1996,
Lampidis et al., 1997, Merlin et al., 1995 a).

3. Activités biologiques

En depit du fait que les anthracyclines soient utilisées de fagon considérable en clinique, et
étudiées depuis plus de 30 ans, leur(s) mécanisme(s) d'action reste(nt) encore incertain(s) et
fait (font) toujours I'objet de controverses.

» De nombreux mécanismes d'action ont &t€ proposés pour ces agents :

« Les anthracyclines sont des agents intercalants dans 'ADN impliguant :

- des inhibitions de synthése de macromolécules,

- des formations d'adduits ' ADN et de liaisons croisées,

- I'altération de l'activité de I'hélicase,

- des 1ésions de 'ADN par inhibition de la topoisomérase 1.

« Les anthracyclines peuvent produire des radicaux libres, induisant des 1ésions a I'ADN et/ou
des peroxydations lipidiques.

« Les anthracyclines peuvent avoir un effet direct sur les membranes.

» Parmi ces mécanismes, 1l s'agit de discerner ceux qui sont compatibles avec l'application
clinique. Pour ce faire, il est nécessaire de considérer les doses administrées aux patients et
les concentrations effectives au niveau de la tumeur.

Pour une administration en bolus, la concentration plasmatique initiale détectée est
approximativement de 2 a 5 uM pour décliner rapidement (1 h aprés) a une concentration
approximative de 0,3 uM (Brenner et al., 1985, Greene et al, 1983). Cette derniére
concentration est du méme ordre de grandeur que la concentration obtenue et maintenue au
cours d'une administration en continu (Brenner et al., 1985, Greene et al., 1983, Speth et al,,
1987 a, et b). C'est pourquoi, méme si les études impliquant un contact avec des cellules
intactes pour des concentrations exfracellulaires supérieures & 1 pM peuvent apporter des
informations sur les mécanismes daction potentiels de ces agents, elles ne peuvent que

difficilement refléter le mécanisme d'action dans des conditions d'utilisation en clinique.



3. 1. Pharmacocinétique

Les voies de métabolisme sont similaires quelle que soit 'anthracycline. La conversion par
réduction en hydroxyle est majeure, alors que la conversion en aglycone est mineure, voire
artéfactuelle. Ces métabolites ont une cytotoxicité moindre par rapport a leur molécule mére,
a I'exception de l'idarubicinol (Prat etal., 1994).

La voie d'injection standard des anthracyclines est la voie intraveineuse (I'idarubicine peut
étre administrée par voie orale). Leur schéma d'administration est modulé par la dose, selon
leur toxicité cardiaque potentielle, et la modalité d'injection en holus ou en perfusion. Leur
taux de liaison aux protéines plasmatiques est de l'ordre de 80-90%. Les phases de
distribution et d'élimination suivent des modéles exponentiels tri-phasiques de décroissance
(souvent simplifié a un modele bi-phasique). La phase de distribution correspond a la
répartition plasmatique, l'incorporation et au métabolisme tissulaire. Elle se traduit par des
temps de demi-vie plasmatique bréves respectivement de l'ordre de 10 230 minetde 1 410 h
La phase d'élimination tissulaire est relativement longue avec des temps de demi-vie
plasmatique de l'ordre de 30 a 40 h (Robert et Gianni, 1993). Les anthracyclines traversent
peu les barriéres placentaires et hématoencéphaliques. Et enfin, I'élimination s'effectue

principalement dans la bile et faiblement dans les urines.

3. 2. Mécanismes d'action

3.2.1. Intercalation dans I'ADN

Les anthracyclines se lient de fagon non covalente aux doubles-brins de 'ADN pour former
un complexe [ADN-anthracycline]. Les interactions dans ce complexe sont de deux ordres,
hydrophobes et électrostatiques. Les interactions électrostatiques impliquent d'une part, le
groupe amine chargé positivement en Cs' de la daunosamine des anthracyclines, et d'autre part
le groupe phosphate chargé négativement de I'ADN (Priebe et Perez Soler, 1993). Les
interactions hydrophobes impliquent la structure anthraquinone des anthracyclines, par
l'intermédiaire des cycles aromatiques B, C et D, et les paires de bases de I'ADN (Booser et
Hortorbagyi, 1994). Les liaisons hydrophobes se traduisent par un empilement (stacking), qui
pourrait expliquer l'atténuation de la fluorescence émise par les anthracyclines en présence
d'ADN (Barthwal et al., 1994). Les sites d'intercalation ne sont pas spécifiques mais sélectifs
pour les triplets de bases (Pyrinmdine-Adénine-Pyrimidine), et se situent préférentieliement

dans des régions associées a des délétions et de substitutions de bases (Anderson et al., 1991).
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3.2.1.1. Inhibition de la synthése de macromolécules

Les différents travaux menés a ce suei sur un panel de lignées cellulaires, principalement
pour la daunorubicine et/ou la doxorubicine, ont montré une inhibition de la synthése de
I'ADN et de 'ARN pour des concentrations respectivement de l'ordre de 0,2 4 5 uM (Dano et
al., 1972, Di Marco et al., 1965) et 2 a 100 uM (Momparler et al., 1976). Cependant la
relation entre l'inhibition de synthese de I'ADN et leffet cytotoxique reste discutée, en

particulier pour les faibles concentrations (Siegfried et al., 1983).

3.2.1.2. Formation d'adduits d'ADN et liaisons-croisées

Les hypotheses concernant les voies d'inhibition de la biosynthése des acides-nucléiques
(ADN et ARN) reposent sur une intercalation directe des anthracyclines et/ou par inhibition
de l'activité de 'ADN-polymérase (Gewirtz, 1999). Cependant, {a formation d'adduits ou de
liaisons croisées dADN n'a €té montrée que pour des concentrations inhibants 90% de la

croissance (ICy) (Skladanowski et Konopa, 1994).

3.2.1.3. inhibirion de l'hélicase

La mise en évidence de l'altération, par les anthracyclines, de l'enroulement ou de la
séparation des brins de 'ADN par inhibition de 'hélicase a €té effectuée uniquement dans des

expérimentations en solution sans cellule (Gewirtz, 1999).

3.2.1.4. Inhibition de la topoisomérase 11

Les topoisomérases sont des enzymes chargées de réguler les conversions topologiques de
'ADN et de permettre le bon fonctionnement nucléaire. Elles sont classées en deux types
d'enzymes [ et 1. Les topoisomérases de classe I produisent des cassures simples brins
transitoires de 'ADN selon un mécanisme ATP-indépendant, et sont principalement actives
pendant la transcription et 'élongation. Les topoisomérases de classe Il induisent des cassures
doubles brins transitoires de 'ADN afin de permettre a un segment de 'ADN de passer a
travers un autre. Ces derniéres enzymes consomment de I'énergie par hydrolyse d'ATP pour
réverser la liaison de 'enzyme & I'ADN et permettre plusieurs cycles catalytiques (Figure 2).
Leur fonction est essentielle durant de nombreuses étapes du métabolisme de 'ADN incluant :
la réplication, la transcription, la suppression des recombinaisons, la ségrégation et la
condensation des chromosomes pendant la mitose et probablement la méiose. Tous les

organismes ont plus d'une topoisomérase pour chaque type . FEscheria coli a deux
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topoisomeérases de type I (topoisomeérase I et III) et deux de type II (topoisomérase II, ou
gyrase, et IV) ; chez les eucaryotes il est apparu 1'existence de multiples enzymes de type I et
II. Les topoisomérases II ont deux isoformes a et 3, codées par des génes et chromosomes
différents. Leur expression fluctue en fonction du cycle cellulaire : pour l'isozyme o le niveau
d'expression et d'activité protéique maximale se situe dans la phase G/M du cycle, alors que

l'isozyme B & un maximum pour les cellules quiescentes (Isaacs et al., 1995).

.T opoisomérase IT

RECONNAISSANCE

ADN

ET LIAISON

LIGATION T

STABILISATION DU
COMPLEXE DE CLIVAGE

Figure 2 : Mécanisme d'inhibition de 1a topoisomérase II (Isaacs et al., 1995).

Les cassures de 'ADN par les anthracyclines sont principalement double-brins et s'effectuent
par lintermédiaire de complexes [ADN-anthracycline-protéine]. Tewey ef al ont mis en
évidence in vitro sans cellule et sur cellules intactes, que la protéine associ€e a ces complexes
est la topoisomérase II (Tewey et al., 1984). Les anthracyclines en s'intercalant 4 'ADN
stabilisent le complexe transitoire de clivage [DNA-enzyme] et empéchent de fagon réversible
la religation des brins (Figure 2). L'inhibition de cette enzyme provoque un arrét du cycle
cellulaire en G»/M, puis des aberrations chromosomiques, des échanges entre chromatides

sceurs et la mort cellulaire. Les cellules en Gy ne possédant que peu de topoisomérases Ila

sont peu sensibles a ces agents.

L'étude de la relation entre les sites d'intercalation des anthracyclines, les sites de stabilisation
du complexe formé et les clivages de 'ADN, permet la compréhension du mécanisme
d'inhibition de la topoisomérase II et donc des effets létaux induits. Les expériences menées
sur modeéle sans cellule ont montré que la topoisomérase II présente des sites prévalants de
clivage (Capranico et al., 1990 a). En présence de doxorubicine, les sites de stabilisation sont
différents des sites de clivage (Capranico et al., 1990 b). La revue de Booser et al. décrit

quelles sont les structures des anthracyclines s'intercalant a 'ADN (Booser et Hortorbagyi,
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quelles sont les structures des anthracyclines s'intercalant a 'ADN (Booser et Hortorbagyi,
1994). Le cycle D en position (C,) est particulierement impliqué dans l'intercalation outre les
positions (C;, 5, 11 et 14) de l'aglycone et les positions (3-N et 4') de la daunosamine.
L'importance structurale des anthracyclines se traduit dans la relation entre ['induction de
dommages a F'ADN et leur toxicité. D'une part, les résultats obtenus pour des doses
équitoxiques évaluées pour une lignée de colon montrent que le degré des dommages induits
a I'ADN est fonction de l'anthracycline (Belvedere et al., 1989). D'autre part, les cassures
d'ADN sont peu ou pas corrélées avec la cytotoxicité aux concentrations de daunorubicine ou
de doxorubicine inférieures a 0,5 uM, malgré un effet antiprolifératif important, évaluées

pour deux lignées cellulaires différentes (Fornari et al., 1996, Munger et al., 1988),

3.2.2. Production des radicaux libres

3.2.2.1. Production de radicaux fibres

Selon Prat el al., les radicaux libres dénvés de l'oxygene sont générés par le cycle rédox des
dénivés quinone des anthracyclines (Prat et al., 1994). IIs sont modifiés par une réduction a un
¢lectron en semiquinone ou a deux électrons en dérivés dihydroquinone (Prat et al., 1994).
Ces dérivés peuvent soit 1éser directement 'ADN, soit interagir avec l'oxygéne moléculaire
pour produire des radicaux anions superoxydes (O,"), hydroxyles (,OH) ou de peroxyde
d'hydrogéne (H,0,), qui sont cytotoxiques au niveau des mitochondries, de 'ADN et des
membranes. La voie majeure de production de radicaux hydroxyles apparait par deux
réactions dépendantes du fer (Fe). Elles sont présentées pour la doxorubicine (Figure 3). Le
premier mécanisme (voie I) est une réduction de Fe(IIT) en Fe(Il) par I'anion superoxyde ou le
dérivé semiquinone, suivie d'une réaction entre Fe(Il) et H,O, Le second mécanisme (voie II)

implique une réaction directe entre le complexe {anthracycline-Fe(11I)] et (H,0,).
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Yoie I : Réduction du fer

0, + Fe(} ——» G, + Fe(iD)

doxorubicine

sermiguinone Fe(Ill} - doxorubicine ~+ Fe(ll}

Fe(ll) + H0, =—m—p Fe(lll) + OH + OH

Voie II : Complexe DXR-Fe(III}

dugerubtone - be 1D

2GSH + H,0, === GSSG + .OH + "OH

Figure 3 : Production de radicaux hydroxyles (,OH} dépendante du Fe pour la doxorubicine. GSH, glutathion et
GSS8G, glutathion réduit (Prat et al., 1994).

Les radicaux hydroxyles ou anions superoxydes peuvent imitier un cycle de peroxydation
lipidique des membranes cellulaires. Ces especes radicalaires éliminent 'hydrogene des
acides gras insaturés pour produire des radicaux libres d'acide gras. Ces derniers réagissent
avec l'oxygene moléculaire pour générer des radicaux peroxydes d'acides gras. D'une part
l'extraction d'un proton d'une molécule d'acide gras permet de former un peroxyde lipidigue,

et d'autre part, de générer un nouveau cycle de peroxydation lipidique (Prat et al., 1994),

3.2.2.2. Implication dans la toxicité tumorale

Deux questions restent posées dans la revue de Gewirtz (Gewirtz, 1999) : 1) les radicaux libres
sont-ils générés pour les concentrations appliquées en clinique et dans des conditions
physiologiques intratumorales et i1) les radicaux libres peuvent-ils étre a l'origine de la

toxicité tumorale pour les anthracyclines ?

> Les modéles d'études in vifro recensés pour détecter des espéces radicalaires sont, soit des
systémes sans cellule, soit des cellules intactes. Rapidement des équipes, dans des conditions
in vitro sans cellule et principalement avec la doxorubicine, ont détecté des radicaux
hydroxyles (Bachur et al., 1977) endommageant 'ADN (Feinstein et al., 1993) mais a des
concentrations supra-cliniques (10 a 500 uM). Plus récemment, des radicaux libres associés &
des lésions de I'ADN ont été mis en évidence pour la doxorubicine avec des cellules intactes,
mais & de fortes concentrations (5 pM) (Fornari et al., 1994). L'utilisation d'agents protecteurs
des radicaux libres a été effectuée pour étayer l'hypotheése de leur implication dans la
sensibilité aux anthracyclines. Les expérimentations ont été réalisées sur cellules intactes,
mais soit la gamme de concentrations était trop forte (5-200 uM), soit les résuitats obtenus

¢tatent contradictoires aux faibles concentrations {(Gewirtz, 1999). Concemant la
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peroxydation lipidique des membranes, deux probleémes limitent l'interprétation des résultats ;
la localisation de l'événement (intra- ou extracellulaire) et les conditions expérimentales,
aussi bien pour les modeles d'¢tude, que les concentrations d'anthracyclines et d'oxygéne
(Gewirtz, 1999).

# Si P'origine de la cardiotoxicité issue des anthracyclines est bien établie, c'est-a-dire par la
production de radicaux libres initiant des altérations des mitochondries ainsi qu'une
peroxydation lipidique a la surface des cellules, les mécanismes induisant la cardiotoxicité

restent encore souvent dissoci€s de l'effet antitumoral (Gewirtz, 1999).

3.2.3. Production de messagers lipidiques

Les interactions entre 'ADN et les anthracyclines ou la production de radicaux libres ont été
largement décrites, par contre I'étude des mecamsmes pléiotropiques de génération des

céramides et de leur role dans la mort cellulaire s'est développée ces derniéres années.

3.2.3.1. Organisation générale

Les membranes sont organisées en deux feuillets lipidiques, dans lesquels sont incorporés des

protéines, glyco-protéines, oligosaccharides ou glycolipides.

> Les lipides membranaires des cellules animales appartiennent principalement au groupe
des phospholipides. On v trouve également des sphingolipides et du cholestérol en quantité
variable selon les types cellulaires (Albert et al., 1995). Les phospholipides sont composés
d'un glycérol phosphorylé associé 4 deux "queues” hydrophobes d'acides gras et une "téte"
hydrophile. Les molécules présentées dans la Figure 4 interviennent de fagon majeure dans la
signalisation intracellulaire. Dans le groupe des phosphatidylinositols (PI) existe un groupe
minoritaire, le phosphatidylinositol biphosphate (PIP,). Son hydrolyse par la phospholipase C
(PLC) conduit 4 la formation du diacylglycérol (DG) et d'inositoltriphosphate (IP;) (Figure 4).
Les sphingolipides ont pour constituant de base la sphingosine. Les céramides résultent d'un
ajout d'une "queue" d'acide gras, & laquelle peut étre ajoutée une "téte" hydrophile telle que la

phosphorylcholine pour former les sphingomyélines (Figure 4).
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Figure 4 : B et C) molécules de signalisation cellulaire intracellulaire importante ; B) formation de 2 IP; et DG par

hydrolyse de PiP; ; C) sphingomyéline (sphingophospholipides) (Albert et al., 1995).

» Les caractéristiques générales des lipides conférent a la membrane l'essentiel de ses
caractéristiques de base dont nous ne considérerons que quelques unes (Albert et al., 1995).

Le premier réle des lipides, par leur nature amphiphile, est celui de la compartimentation.
L'organisation en bicouches des membranes leur confére des propriétés dans les phénoménes
de diffusion a travers les membranes, mais également de fluidité. Les différents
phospholipides et céramides sont synthétisés a la surface cytosolique du réticulum
endoplasmique (RE). Les céramides sont alors convertis en sphingolipides au niveau de
l'appareil de Golgi. Le mécanisme du trafic membranaire jusqu'a la membrane plasmique

reste indéfini (Albert et al., 1995).

3.2.3.2. Réles et régulations des céramides dans la réponse cellulaire au stress

La revue de Hannun et al. met en exergue la fonction de "biostat" des céramides qui
détermine la réponse au stress cellulaire (Hannun, 1996). Différents agents exogénes ont été
identifiés comme activateur de la voie des céramides tels que : 1,25-dihydroxyvitamine Ds,
tumor necrosis factor-, (TNF-,), interferon-y, interleukine-1 (IL-1), Fas-Ligand, acide
rétinoique, progestérone, radiation ionisante, agents chimiothérapeutiques, chaleur, facteur de
croissance (Hannun, 1996). L'accumulation de céramides peut soit induire la différentiation,
l'apoptose, la sénescence, l'arrét du cycle ou de la croissance. Quoiqu'il en soit, le changement
de concentration intracellulaire en céramides en réponse a ces agents préceéde ces effets
cellulaires. En outre les traitements des cellules par des analogues de céramides tels que le
C,- et Cs-céramide ou par une modification indirecte du contenu endogéne en céramides (ex :

précurseurs de céramides), ont impliqué les mémes effets cellulaires (Hannun, 1996).
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» 1l y a différentes sources possibles d'accumulation de céramides en réponse a des stimuli
extracellulaires et des agressions cellulaires (Hannun, 1996).

Sphingomyélinase. Les études en cours mettent en cause la sphingomyéline comme le
précurseur majeur des céramides, et la sphingomyélinase comme l'enzyme principale
responsable de la production de céramides. Au moins quatre sphingomyélinases différentes
sont impliquées dans des voies distinctes de synthése : une sphingomyélinase dépendante du
Zinc, une sphingomyélinase neutre indépendante du Mg**, une sphingomyélinase neutre
dépendante du Mg"" localisée au niveau de la membrane cytoplasmique, une
sphyngomyélinase acide dépendante du Mg*" lyso-endosomale, ces deux demniéres sont
associées aux agents inducteurs d'apoptose.

La synthése de novo. La synthése de novo des céramides implique la céramide synthase
localisée dans le réticulum endoplasmique (RE). Cette enzyme est stimulée par l'acide
rétinoique, les échanges de milieu de culture, les radiations iomisantes et les agents
chimiothérapeutiques.

Le métabolisme du céramide. La production de céramide peut également éfre accrue par
I'inhibition de la glucosylcéramide synthase, l'activation de la glucosylcéramidase ou encore

par inhibition de la céramidase (Hannun, 1996).

3.2.3.3. Implications des céramides dans la toxicité tumorale des anthracyclines

Les études fondamentales ont ét¢€ réalisées essentiellement pour la daunorubicine (Bose et al.,
1995, Jaffrezou et al., 1996) et la doxorubicine (Lavie et al., 1997) et explorées en condition
in vitro pour des lignées cellulaires leucémiques (Bose et al., 1995, Come et ai., 1999 b,
Jaffrezou et al., 1996, Plo et al., 1999) et de fagon moindre pour des lignées adhérentes (Lavie
et al.,, 1997, Liu et al., 1999). A ce jour deux "¢coles" se confrontent sur l'origine des
céramides issus du traitement par la daunorubicine ou la doxorubicine. D'une part, les
céramides s'accumuleraient selon une cinétique d'apparition biphasique transitoire dans les
minutes suivant le stress, et impliqueraient une amplification modeste de l'accumulation de
céramides de l'ordre de 1,5 fois (Jaffrezou et al., 1996). Cette voie de synthése résulterait de
l'activation d'une sphingomyé¢linase neutre (Jaffrezou et al., 1996). D'autre part, les céramides
s'accumuleraient selon une cinétique d'apparition progressive durani plusieurs heures pour
une amplitude d'accumulation de céramide de 3 a 5 (Liu et al., 1999, Lucci et al., 1999 b).

Cette derniére voie résulteratt de l'activation de la céramide synthase, mais n'exciut pas dans
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une phase initiale l'intervention de la voie sphingomyéline (Bose et al., 1995, Lucci et al.,
1999 b)
Les divergences des résultats proviennent principalement des conditions expérimentales. Les
stratégies choisies concernant les contacts avec les anthracyclines sont radicalement
différentes selon les équipes. La voie dactivation des céramides impliquant la
sphingomyé¢linase résulte de contact court (1 h) de daunorubicine a des concentrations entre
0,5 et 1 uM (Come et al., 1999 b, Jaffrezou et al., 1996). L'activation de la céramide synthase
résulte de contact long (24 a 96 h) de daunorubicine ou de doxorubicine a des concentrations
variant de 0,1 & 10 uM (Bose et al., 1995, Liu et al., 1999, Lucci et al, 1999 a). En outre, il
est probable que les voies d'activation de synthése des céramides dépendent du mode de
culture (lignées en suspension ou adhérentes). Cependant la toxicité des anthracyclines via les
céramides ne semble pas spécifique d'une action antitumorale. Elle a pu étre mise en évidence
avec la doxorubicine en contact court (1 h) a 0,5 uM, in vifro sur des myocytes de rat en
culture (Andrieu-Abadie et al., 1999), et in vivo sur des ventricules de rat aprés injection
intra-péritonéale a 14 mg/kg (Delpy et al., 1999). Par contre, le mécanisme enzymatique
semble spécifique puisque au niveau des myocytes, l'enzyme impliquée serait une

sphingomyélinase acide {Andrieu-Abadie et al., 1999).

3. 3. Distribution et sites d'action associés aux mécanismes d'action des anthracyclines

L'effet cytotoxique des anthracyclines est influencé par son incorporation intratumorale et
intracellulaire, ainsi que par sa localisation subcellulaire. l.a compréhension des parameétres
régissant la distribution intratumorale/intracellulaire, ainsi que ['identification des sites

d'action majeurs rationaliseraient la sélection des dérivés d'anthracyclines.

3.3.1. Transport membranaire

Les anthracyclines sont incorporées par diffusion a travers la membrane plasmique (Burke et
al., 1987, Skovsgaard et Nissen, 1982). Leur accumulation intracellulaire est fonction de leur
cinétique d'incorporation qui dépend de mécanismes passifs dinflux et d'efflux. Quant aux
mécanismes actifs d'efflux, ils seront présentés dans le chapitre dédié 4 la résistance aux
anthracyclines.

» Le développement des dérivés d'anthracyclines, a révélé le caractere fondamental des
parameétres moléculares qui modulent Ia diffusion de ces composés. Pour stabiliser les

anthracyclines au sein de la couche lipidique, deux types d'interactions interviennent : i)
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électrostatiques entre la charge positive du groupe amine de la daunosamine et la charge
négative des composants lipidiques anioniques, et 11) hydrophobes entre l'anthraquinone et les
hydrocarbones intégrés dans la membrane. A ce jour, il est €tabli que les anthracyclines
diffusent au sein de la membrane lipidique sous leur forme neutre par mouvements de "flip-
flop" a travers la bicouche. Les travaux de Gallois et al. sur une série d'anthracyclines
{doxorubicine, daunorubicine, idarubicine, leurs dénvés 3“-hydroxyles et 13-hydroxyies,
pirarubicine, WP619 et 620) dans des modeles membranaires nuancent cet état de fait. Les
anthracyclines de charge et/ou d'hydrophobicité différentes étaient capables de s'intégrer au
sein des membranes lipidiques. Les parameétres €lectrostatiques €taient sans influence sur leur
intégration, par contre ils déterminaient le pourcentage des formes neutres et chargées se liant
a4 la membrane (Gallois et al., 1996). Le caractére hydrophobe détermine l'aspect
conformationnel des interactions "médicament-lipide". Pour des proportions élevées de
phospholipides anioniques par molécule d'anthracycline, les interactions de la doxorubicine,
daunorubicine, idarubicine et idarubicinol s'effectuent par le biais d'espéces monomeres. Pour
des ratio faibles de phospholipides anionigques par médicament, les interactions s'effectuent
par espéces monomeres pour la doxorubicine (liaisons électrostatiques) et la daunorubicine
(liaisons €lectrostatiques et hydrophobes), et par espéces dimeres (selon une association

oligomére avec les phospholipides) pour I'idarubicine (Gallois et al., 1998).

» Ces propriétés ont des implications directes dans l'accumulation des anthracyclines aussi
bien au niveau intracellulaire qu'intratumoral.

Des études in vitro sur cellules adhérentes en monocouche ou en suspension ont mis en
évidence des différences significatives au niveau de I'incorporation en fonction du caractere
lipophile des molécules. Parmi les anthracyclines les plus couramment comparées, la
doxorubicine et la 4-épi-doxorubicine (épirubicine} sont les moins hydrophobes, la
daunorubicine a un caractére hydrophobe intermédiaire par rapport & différentes
anthracyclines trés lipophiles (chargées ou neutres) telles que la 4-démethoxy-daunorubicine
(idarubicine), 3'-désamino-4'¢pi-3'-hydroxy-2-iodo-4-déméthoxydoxorubicine (annamycine),
la 9-alkyl-4 hydroxy-aglycone et 4'-trisaccarride daunorubicine (aclarubicine), 4-O-
tétrahydropropanyl-doxorubicine (pirarubicine, THP-dxr,) la 4'-iododoxorubicine (Todo-dxr),
ta 3'-hydroxy-3'-déamino-doxorubicine (hydroxyrubicine, WP159), ou des benzyl-
doxorubicine (AD288, WP 546, ADI98, WP 549). Cette propriéteé lipophile se traduit dans

leur cinétique d'incorporation par une vitesse dinflux accrue comme pour 'hydroxyrubicine
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(WP159) (Priebe et Perez Soler, 1993), I'idarubicine et I'tododoxorubicine (Praet et al., 1996),
et/ ou par une accumulation intracellulaire totale augmentée comme pour l'aclarubicine
(Lehne et al., 1996), l'annamycine (Ling et al., 1993), la THP-DXR (Bennis et al., 1997,
Pignon et al., 1995), lidarubicine (Bennis et al., 1997, Praet et al, 1996), ou les benzyl-
doxorubicines (Lampidis et al., 1997, Lothstein et al., 1992).

Ces propriétés se révélent d'autant plus importantes pour les tumecurs solides dont le
microenvironnement extracellulaire plus acide ne favorise pas la diffusion des bases faibles
comme les anthracyclines (Parkins et al., 1996). En outre, le contexte tridimensionnel des
tumeurs solides implique des propriétés biologiques particulicres telles que les
communications intercellulaires, des aires de cellules proliférantes en superficie et
quiescentes en profondeur, l'apparition de région nécrotique au centre. Pour améliorer
lincorporation de ces molécules, différentes stratégies ont été employées comme la
vectorisation par les liposomes (Forssen et al., 1996, Merlin et al., 1995 b), ou par I'évaluation
d'anthracyclines dérivées interagissant préférenticllement avec des membranes riches en

cholestérol comme ['idarubicine et I'idarubicinoi (Gallois et al., 1998).

3.3.2. Sites intraceliulaires de l'action antitumorale

L'identification des sites majeurs d'inactivation cellulaire peut étre menée selon différentes
approches. L'une de ces approches consiste a comparer 'activité cytotoxique des composés et
leur distribution intracellulaire (Lampidis et al.,, 1997). Les ¢études de distribution
subcellulaire des anthracyclines sont largement réalisées par des techniques de microscopie,
mettant ainsi a profit leur propriété de fluorescence. Une autre approche, pour déterminer les
sites intracellulaires cructaux pour l'action antitumorale, consiste a établir une relation
causale entre les dommages induits aux organites et la cytotoxicité globale. Cette démarche
peut étre établie par différentes méthodes : 1) effet-dose comparable a la courbe d'effet-dose
cytotoxique {Binaschi et al., 1997), 2) cinétique d'induction des dommages comparable a la
cinétique d'effet cytotoxique (Jaffrezou et al., 1996), 3) perte comparable du dommage et de
T'effet cytotoxique (Bose et al., 1995, Ling et al., 1993).

Comme nous avons pu le voir précédemment par les mecanismes d'actions, le novau, les

mitochondries et les membranes cellulaires des cellules tumorales sont des cibles potentielies

des anthracyclines.
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Le noyau. Pour les anthracyclines de référence telles que la daunorubicine ou la doxorubicine,
une quantification par marquage radioactif sur différentes lignées (K562, MCF-7) a permis de
déterminer que la localisation principale est nucléaire (=70%) par rapport 4 la distribution
cytoplasmique (=30%) (Marquardt et Center, 1992, Merlin et al., 1995 a). L'interprétation de
la distribution intracellulaire des anthracyclines par microscopie de fluorescence doit tenir
compte du phénomeéne de quenching en présence d'ADN. Ce quenching de fluorescence (en
condition d'excés d'ADN par rapport & T'anthracycline) est de Y'ordre de 95% pour des
anthracyclines telles que la doxorubicine, la daunorubicine, 1'épirubicine, l'idarubicine, et la
THP-dxr (Duffy et al., 1996, Laigle et al., 1996). Dans ces conditions, il est possible
néanmoins de comparer leur distribution subcellulaire. Les critéres pertinents des dommages
a 'ADN nucléaire comprennent la quantité de cassures générées (dose-dépendant ou a
équitoxicité), la persistance des cassures (cinétique de réparation), et la localisation
génomique des lésions (Binaschi et al., 1997). L'é¢tude comparative de Birnaschi et al. entre
des anthracyclines de référence (doxorubicine, daunorubicine) et de structure modifiée pour
la lignée HL-60 en exposition courte (1 h), a montré une corrélation variable entre la
cytotoxicité et les cassures dADN lides a la topoisomérase 1I. Leurs résultats ont mis en
évidence que la relative médiocre efficacité des anthracyclines de référence était associce a
leur faible potentiel d'induction de cassures doubles-brins, et que ces deux paramétres étaient
optimisés par réduction du caractére basique en 3'. Cette modification structurale implique
une recrudescence des cassures (2 équitoxicité), une cinétique rapide de réparation (inférieure
a 2 h) ainsi qu'une localisation génomique différente des lésions induites. Cependant,
l'analyse de ces résultats devenait moins facile pour des molécules comme l'idarubicine, qui
était Ia plus efficace en terme de cytotoxicité, mais impliquant la méme séquence d'affinité
que les molécules méres et une cinétique intermédiaire de réparation. Des résuitats similaires,
obtenus pour la lignée leucémique murine P388, ont été décrits pour une molécule de
structure proche, l'annamycine (Ling et al., 1993). Pour ces molécules, 'hypothése émise
concernant leur cytotoxicité met en cause une incorporation plus rapide (par leur caractére
lipophile) associée & des mécanismes d'action situés au niveau nucléaire {(cassures d'ADN
associées a la topoisomerase II) combings a des sites cytoplasmiques.

Cytoplasme et membrane cellulaire. Les études de distribution subcellulaire d'anthracyclines
dérnivées pour des lignées en suspension et/ou adhérentes, ont corrélé l'augmentation du

caractére lipophile (que les molécules soient chargées ou neutres) avec leur distribution
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cytoplasmique (Duffy et al., 1996, Lampidis et al., 1997, Lehne et al., 1996, Lothstein et al.,
1992). Leur localisation ¢cytoplasmique €tait soit diffuse pour 'AD 198 et WP549 (Lampidis et
al., 1997), soit diffuse et vésiculaire pour I'AD 288 et WP 546 (Lampidis et al., 1997),
{idarubicine (Duffy et al., 1996) et l'aclarubicine (Lehne et al., 1996), et enfin vésiculaires
pour I'AD 198 (Lampidis et al., 1997). Les membranes sont des sites d'action cytoplasmiques
potentiels via 'activation de production de céramides mis en évidence pour la daunorubicine
(Jaffrezou et al., 1996). La voie "sphingomyéline" de production membranaire des céramides
pourrait é&tre initiée par des espeéces radicalaires dérivées de l'oxygéne issues des

anthracyclines (Mansat-de Mas et al., 1999) et qui altérent également les mitochondries.

3. 4. Schéma d'induction de mort cellulaire

La maitrise des mécanismes réactionnels cytotoxiques des anthracyclines s'intégre dans la
compréhension des mécanismes d'induction de la mort cellulaire. Différentes voies sont
possibles en fonction de la dose et de la durée de contact des anthracyclines.

Une des conséquences du traitement avec des anthracyclines est l'induction de l'apoptose.
Cette voie a été clairement mise en évidence au cours d'expérimentations in vitro sur
différents modéles cellulaires, répertoriées dans la revue de Gewirtz, avec la doxorubicine ou
la daunorubicine pour une gamme de concentrations entre 0,5 et 1 uM (Gewirtz, 1999). Une
autre alternative est associée au traitement par anthracycline, elle est représentée par la
transduction de signaux provoquant un arrét du cycle. Deux possibilites d'arrét sont relevées
dans cette revue, classiquement un arrét en G,, et issus de travaux récents un arrét en G;
(Gewirtz, 1999). L'application de dose supraclinique (supérieure a 5 uM) et/ou de longue
durée d'exposition (72 ou 96 h) implique un processus de nécrose cellulaire (Gewirtz, 1999).

L'état des connaissances sur ces différents points sera développé dans le chapitre suivant.

4. Indications thérapeutiques et toxicité

Le Tableau I illustre le large spectre d'activité anticancéreuse des anthracyclines.

Généralement les anthracyclines sont utilis€es en association ou en relais avec d'autres agents
chimiothérapeutiques comme par exemple, le 5-fluorouracile, le cyclophosphamide, le
paclitaxel, la vincnistine. La toxicité des composes utilisés en chimiothérapie est en général
importante. En effet, les substances antimitotiques agissent préférentiellement sur les cellules
a division rapide. Ce type de cellule peut étre cancéreux, ce qui correspond & l'indication

thérapeutique, ou non et dans ce cas la toxicité et les effets secondaires se manifestent. Les
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effets secondaires rencontrés peuvent &tre 1dentifiés comme communs aux agents
antimitotiques, ou spécifiques a cette famille d'anticancéreux (Prat et al., 1994).

- Les effets secondaires divers : alopécie, toxicité hématologique (leuco- et thrombo-
cytopénie), troubles digestifs, immunodépression.

- Les effets secondaires spécifiques aux anthracyclines : toxicité rénale et cardiaque.

La toxicité cardiaque est cumulative et liée a la dose avec une dose totale maximum tolérée
de 550 mg/m’ pour la doxorubicine et de 900 mg/m’ pour la daunorubicine (Prat et al., 1994),
Afin de réduire ces toxicités cardiaques majeures, différentes stratégies thérapeutiques ont été
employées. L'utilisation d'anthracyclines moins cardiotoxiques, a €¢té favorisée comme
I'épirubicing ou l'idarubicine (Muggia et Green, 1991). L'optimisation des protocoles
thérapeutiques a permis de déterminer les paramétres a considérer tels que les voies
(intraveineuse ou mtrapéritone€ale : standard, intra-artérielle ou -vésicale : loco-régionale), et

les schémas d'administration (dose, fréquence et durée de la perfusion).

Tableau 1 : Indications thérapeutiques des anthracyclines {(Booser et Hortorbagyi, 1994).

Efficacité Type de cancer
Traitement standard Leucémie aigué et chronique
Sein
Poumon (petites cellules)
Lymphomes
Myélome
Neuroblastome
Sarcome des os et des parties molles
Tumeur de Wilms
Traitement de 2™ ligne Cellules germinales (ovaires et testicules)
Ovaires {épithéliales)
Activité marginale Vessie {celhules transitoires)
Estomac
Téte et cou
Prostate
Thyroide
Inactive Vessie (cellules squamees)
Systéme nerveux central
Colon
(Esophage
Mélanome
Pancréas
Cellules rénales

Enfin des cardioprotecteurs peuvent également étre associés aux tfraitements. Ceux-ci sont
sott des inhibiteurs de radicaux libres (ex : a-tocophérol} peu efficaces, ou plutdt des
chélateurs de fer (ex : dexrazozane) inhibant la production de radicaux libres sans inhiber

I'effet antitumoral des anthracyclines (Prat et al., 1994).
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- RESUME DU CHAPITRE I

._-'MalgTe 30 annees d’expenmentatmn et d'utlhsanon chmque les: mecanlsmes d'actlon des_'

' anthracychnes ciasmques et de. structures denvees ne sont pas maitrisés.

 Parmi- Ies differentes hypotheses en. cours l'mhlblt:on de la topmsomerase If{ par formatmn

:"-de cornplexe trans1to1re avec I‘ADN reste une voie: consensuelle meme 51 la structure des-
_' anthracyclmes zmphque un potenuel d'1nh1b1t1on et donc des Iesmns de l'ADN different La_'
i productlon de radxcaux hbres est tou;ours un centre d‘mteret afin de detenmner leur roieé

' .dans Peffet antltumoral par traltsment aux: anthracyclmes Enfin, la productlon de céramide
présente un caractere novateur dans l'étude des anthracyclines. Cependant les données restent

actuellement limitées aussi bien en fonction dé la structure des anthracyclines -que du modéle

-'cellulalre (en suspensmn vs adherent) En outre il semble gue le mecamsme d'activatlon de la

__ productlon de céramide soit encore sujet & controverse ainsi que les voles de SIgnahsatlon

" -assoczees : _ Ly

 Le deveioppement de molécules denvees danthracyclmes classxques a mls en ewdence que- le .
f; :caractere llpoplnle d‘une part augmentalt l‘mflux par modlﬁcanon des mteractlons_
"'"anthracychne-hplde" d‘autre-part rnodﬁ” ait la dlstrlbutlon mtracellulalre en étendant ses-
'sxtes--nuclealres a des sites cvtoplasmiques. L'ldarublcme est un candldat potentzel d'intérét

pour I'¢tude de I'impact de l'augmentatlon du caractére lipophile sur le mecamsme d'action

' celluimre tout en restant proche de 1’apphcat1on chmque

La comprehensmn des mécanismes d’actlon ceilulalre permet de mleux eluCIder les voies

d'induction de la mort celulaire par les anthracychnes
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I1 LA RESISTANCE AUX ANTHRACYCLINES

1. Présentation générale

Le concept de résistance en oncologie s'applique aussi bien en chimiothérapie qu'en hormono-
ou radiothérapie. Les mécanismes de résistance peuvent étre soit intrinséques, c'est-a-dire au
préalable a tout traitement de la tumeur, soit acquis c'est-a-dire exprimés apres le traitement.
A ce jour, certains mécanismes de résistance a la chimiothérapie ont été identifiés 4 différents
niveaux, anatomophysiologique, celiulaire et/ou moléculaire. La plupart de ces hypothéses
sont issues de recherches menées in vifro par le développement de lignées cellulaires
présentant un phénotype de résistance, mais leurs rdles en clinique restent encore
controverses. 1l est possible de distinguer la résistance cellulaire spécifique et pléiotropique
par les caractéristiques sutvantes :

v Résistance cellulaire spécifique : altération du transport spécifique, modification du
métabolisme des médicaments, altération des cibles intracellulaires.

v Résistance pléiotropique : modification de l'expression des génes et protéines,
activation des mécanismes de réparation et de détoxification, résistance liée aux protéines de
transport
Nous nous attacherons a développer particulicrement dans ce chapitre les mécanismes de
résistance pléiotropique. Le caractére pléiotrope traduit le fait que la résistance peut s'exercer
simultanément vis-a-vis de plusieurs médicaments, et que plusieurs mécanismes peuvent
d'ailleurs contribuer au développement de ce phénotype. Les médicaments impliqués font en
général partie de la classe des agents d'origine naturelle comprenant divers composés comme,
les anthracyclines, l'actinomycine D, [Iétoposide, les vincaalcaloides, les
épipodophyllotoxines, et les taxanes. On peut distinguer schématiquement trois types de
résistance : la multidrug resistance (MDR) classique (associée aux protéines de transport), la
MDR associée aux topoisomérases et celle associée au systéme du glutathion (associées aux

mécanismes de réparation et de détoxification),

2. Activation des mécanismes de réparation et de détoxification

Dans la résistance pléiotropique, seuls les mécanismes associés aux topoisomérases et au

glutathion seront présentés selon diverses revues dans les deux paragraphes suivants.
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2.1. Résistance associée aux topoisomérases

Plusieurs médicaments interagissent avec la topoisomérase II par intercalation, et/ou
stabilisation des complexes clivables, et/ou inhibition de l'activité catalytique (7ableau 2)
(Isaacs et al., 1995).

Tableau 2 : Effets d'agents chimiothérapeutiques sur la topoisomérase II (Isaacs et al., 1995).

Médicaments Intercatation Stabilisation Inhibition de
des complexes l'activité catalytique

Anthracyclines v
Amsacrines v
Etoposides (VP 16)
Epipodophyllotoxines
ICRF-159/193

Surantine

CAAS

CAS

Les modifications de cette cible commune a plusieurs anticancéreux peuvent avoir pour
résultat une résistance croisée & ces médicaments, appelée AT-MDR (AT désignant altération
de la topotsomérase II) (Booser et Hortorbagyi, 1994). Ces altérations se manifestent par des

mutations des génes qui entrainent des modifications quantitatives et qualitatives.

» Les niveaux d'expression des isoformes des topoisomeérases Il présentent d'importantes
variations dans les tissus sains et tumoraux. Les études sur lignées cellulaires ont montré
qu'un haut niveau dexpression de l'isoforme a conférerait une sensibilité accrue a des agents
comme la doxorubicine ou l'étoposide, et serait un marqueur de prolifération (Booser et
Hortorbagyi, 1994), Cependant les études cliniques ne reproduisent pas clairement la méme
corrélation, excepté peut-étre pour les tumeurs broncho-pulmonaires (Booser et Hortorbagyi,

1994) ou pour les cancers du sein (Isaacs et al., 1995).

» La phosphorylation contribue a l'activité enzymatique (Isaacs et al., 1995). L'analyse sur
échantillons tumoraux a montré que l'angmentation de lactivité en topoisomérase II
désignerait des tumeurs prolifératives et agressives (Booser et Hortorbagyi, 1994, Isaacs et al.,

1995). Sur lignée cellulaire une hypophosphorylation induirait une réduction de T'activité

enzymatique.

2.2. Résistance associée au glutathion (GSH) et aux enzymes associées (GSTs)

Selon la revue de Tew le glutathion et les glutathion-S-transférases sont responsables de la

métabolisation et de la détoxification des agents nocifs pour la cellule (Tew, 1994).

26



» Le glutathion (GSH) est un tripeptide (y-glutamylcystéine-glycine) qui sert de nucléophile
dans de nombreuses réactions de détoxification. Le maintien du taux intracellulaire constant

(0.1-10 mM) s'effectue par une synthése de novo et un systeme de réparation (/igure 5).

e Y
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. ¥ glutamy!
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Figure 5: Voies de synthése (.... ) et de sauvegarde du giutathion () {Tew, 1994},

Ce taux est impliqué dans la résistance aux radiations ionisantes et aux agents anticancéreux
comme les alkylants (melphalan, cis-platine) ou les anthracyclines. En effet, un taux

important en GSH permet & la cellule de neutraliser les molécules toxiques (Tew, 1994).

» Les glutathion S-transférases (GSTs) sont une famille d'iso-enzymes comprenant les GST-
a, u, © et O. Elles sont codées par 5 genes dont 4 pour les formes cytosoliques et un pour la
forme microsomale (8). Elles catalysent 'addition nucléophile du thiol réduit du GSH sur un
composé ¢lectrophile. La faible spécificité des GSTs leur permet de reconnaitre plusieurs
fonctions chimiques avec peu d'affinité. L'augmentation et/ou l'expression différentielle des
GSTs dans la résistance aux anticancéreux a souvent €té signalée. En effet dans les tumeurs,
comparées aux tissus sains adjacents, les taux de GSTs augmentent souvent comme la GST-n
dans les carcinomes colorectaux, les tumeurs de l'estomac, des poumons ou encore de la
vessie. Chaque iso-enzyme de la GST est associée a un type de résistance. Ainsi, les GST-a et
u sont lides aux agents alkylants, en particulier les nitrosourées, et I''so-enzyme n est associée
aux mécanismes de résistance aux anthracyclines par conjugaison des radicaux guinones qui

générent un stress oxydatif membranaire ou nucléaire (Tew, 1994).
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3. La résistance associée aux protéines de transport

Le phénotype de résistance implique une résistance croisée a divers composés d'origine
naturelle en altérant, par des protéines trans-membranaires, la concentration intracellulaire

d'agent antitumoral et/ou leur distribution subcellulaire.

3.1. Les différentes classes de transporteurs

3.1.1. Les transporteurs appartenant aux A7P-binding-cassette protéines

La superfamille des ATP-binding-cassette protéines (ABC protéines) sont des protéines trans-
membranaires de transport existant chez les procaryotes et eucaryotes. Elles sont impliquées
dans la translocation contre un gradient de concentration et ATP-dépendant d'un large panel
de substrats tels que les ions, les métaux, les peptides, les hormones stéroides, les
phospholipides et les médicaments. Leurs principales caractéristiques structurales consistent
en 4 domaines, 2 domaines intégrés dans la membrane et 2 domaines cytoplasmiques. Ces
derniers comportent des motifs conservés, les nucleotides binding domains (NBDs). Parmi les
protéines de transport associées a la résistance pléiofropique, nombreuses appartiennent a
cette superfamille. La premiére 4 avoir ét€ décrite est Ia glycoprotéine-P (P-gp) (Endicot et
Ling, 1989), puis la multidrug resistance related protein (MRP) (Cole et al., 1992), ou encore

la protéine anthracycline resistance associated (ARA) (Longhurst et al., 1996).

3.1.2. Les transporteurs n'appartenant pas aux 47P-binding-cassette protéines

Outre les ABC protéines, d'autres mécanismes ont ¢té mis en évidence dans des systémes
expérimentaux qui conférent un phénotype de résistance par le transport des anticancéreux.

Une protéine surexprimée a été découverte dans une lignée cellulaire pulmonaire présentant
un phénotype MDR sans expression de P-gp et appelée /ung resistance related protein (LRP)
(Scheper et al., 1993). Cette protéine LRP de 110 kDa a ét¢ identifiée comme appartenant & la
famiile des protéines humaines majeures voitées. La LRP est codée par le géne Irp situé sur le
chromosome 16, bande p11.2. La LRP est une ribonucléoprotéine de structure cylindrique
largement distribuée dans le cytoplasme. En outre, elle est trés présente a proximité des pores
de la membrane nucléaire, suggérant un rdle dans le transport nucléo-cytoplasmique. Elle
pourrait ainsi protéger le noyau des xénobiotiques (dont les anthracyclines). La structure trés
conservée de cette protéine laisse présager un réle important dans les tissus humains sains ou

cancéreux, et donc dans la résistance aux médicaments (Izquierdo et al., 1996).
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3.2. Aspect moléculaire, structural et fonctionnel de la glycoprotéine-P et de la mudridrug

resistance related protein

3.2.1. La glycoprotéine-P

» Les génes mdr

Nomenclature. Cette famille de génes a été 1dentifiée dans différentes espéces et présente une
conservation de séquence traduisant un rdle essentiel au cours de l'évolution. s ont été
classés selon qu'ils induisent ou non un phénotype de résistance. Ainsi les genes de classe [ et
IT induisent le phénotype MDR classique, alors que les genes de classe III n'induisent pas de

résistance (7ableau 3).

Tableau 3 : Classes des génes mdr {Skovsgaard et al., 1994).

_ PEP:
mdr3 (mdria), mdri (mdrlb e
: e .mdr2 (mdr3).

Régulation de l'expression du géne mdr!{. Les génes mdr humains sont adjacents et localisés
sur la région chromosomique 7q21-31 (Bell et al., 1987). Au cours du développement du
phénotype MDR, l'activation transcriptionnelle du géne mdrl précéde son amplification. Les
lignées cellulaires de phénotype MDR, induit par des médicaments telles que les
anthracyclines, surexpriment la P-gp par activation de la transcription et/ou de la traduction.
Cependant des lignées 4 haut niveau de résistance ont ¢té décrites avec une amplification
génique impliquant soit les chromosomes doubles-minutes (DMC), soit les régions marquées
de facon homogene (homogeneously stained regions ; HSR) (Endicot et Ling, 1989). Il
semblerait que les modéles avec activation de la transcription et/ou de la traduction,
particulicrement ceux a faible niveau de résistance, traduiraient mieux la réalité clinique
(Rohlff et Glazer, 1995). Le gene mdrl humain contient deux sites majeurs d'initiation de
transcription au niveau de I'exon 1a en amont du site ATG produisant un ARN messager de
4,5 kb. La régulation de l'expression de mdrl s'effectue par l'intermediaire d'un promoteur
contenant une séquence consensus CAAT box, mais pas de T4ATA box ainsi gue des élémentis
de contrble comme les séquences consensus Y-box au niveau de I'exon et de l'intron 1. Parmi
les voies d'activation de transcription décrites, deux voles majeures de transactivation
interagissent : la voie hormonodépendante, via 'AMP-cyclique (AMP-¢) et la protéine kinase

A (PKA), et la voie dépendante des facteurs de croissance EGF. La voie AMP-c/PKA active
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des facteurs répondant & 'AMP-c (CRFs) comme, AP-1 et 2, SP1 et CREB (se lie a la
séquence CRE) qui exercent une régulation positive sur mdrl. La voie EGF implique
l'activation de facteurs de transcription comme C/EBP (se lie a la séquence CCAAT) et d'AP-
1 qui activent I'expression de mdrl. Ces éléments sont présentés dans la Figure 6 selon la

revue de Rohlff et al.

< } Direction de transcription

Figure 6 : Représentation schématique des éléments de régulation de mdrl. Le promoteur inclut entre autres la
séquence CCAAT, les séquences de la protéine activatrice 1 (AP-1) et des éiéments répondants & 'AMP-c
{CRE). Les éléments de contrdie au niveau de ['exonl comprennent la séquence Y-box ainsi que de I'AP-2 et de
SP1 (Rohlff et Glazer, 1995).

» La glycoprotéine-P (P-gp)

Structure. La P-gp est une protéine de 1280 acides-aminés. Le poids moléculaire de la
protéine mature est de 170 kDa (Endicot et Ling, 1989). Cette protéine est organisée en un
tandem dupliqué homologue, comprenant chacun un domaine hydrophobe trans-membranaire
et un domaine hydrophile intracellulaire. Chaque domaine hydrophobe est constitué de 6
hélices trans-membranaires. Chaque domaine hydrophile, appelé nucleotide-binding domain
(NBD), permet la liaison d'une ATP. Les deux moitiés analogues de la P-gp sont séparées par
un domaine phosphorylable : la région /inker. En outre, la premiére boucle extracellulaire en

N-terminale est le siege de glycosylation (Figure 7).

Figure 7 : Modéle de structure de la P-gp et de son orientation a travers la membrane cytoplasmique (Gottesman,
1993).

Modification de la protéine. Le poids moléculaire de la P-gp mature (170 kDa) résulte de

modifications post-traductionneiles. La glycosylation en N-terminale n'est pas nécessaire pour
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l'acquisition du phénotype MDR. Par contre, il semble que la phosphorylation par la protéine
kinase C (PKC) soit impliquée dans la fonction de la P-gp (Endicot et Ling, 1989).

Substrats. Les substrats de la P-gp ont des propriétés physiques communes. Ce sont des
composés amphiphiles (relativement hydrophobes) et cationiques. Concernant la charge, il ne
s'agit pas d'une régle absolue puisque des molécules neutres (épipodophyllotoxines,
paclitaxel) et chargées positivement (anthracyclines, vincaalcaloides) a4 pH physiologique sont
des substrats de la P-gp. Toutefois, il semblerait que les composés anioniques aient peu
d'affinité pour la P-gp. Outre ses cibles de prédilection (vincaalcaloides, anthracyclines,
colchicine, epipodophyllotoxines, taxanes, stéroides...), la P-gp participe aux échanges d'ions

CI' traduisant son homologie avec la CFTR (Gottesman, 1993).

3.2.2. La multidrug resistance related protein

» Les génes mrp

Nomenclature. Le géne mrpl se situe sur la région chromosomique 16pl13.1 (Cole et al,
1992), mais plusieurs homologues ont ét¢ identifiés sur des chromosomes différents. Ces
génes produisent des protéines trés proches de la MRP et appartiennent aux ABC protéines.
Cependant ils comportent des différences aussi bien au niveau de leur expression que de la
structure et des substrats associés a la protéine. Parmi eux un nouveau géne associé au
phénotype MDR a été identifié, dont la protéine présente des similarités avec la MRP. Ce géne
associé a la résistance aux anthracyclines (ara) produit un transcrit de 2,2 kb. Il a été décrit in
vitro dans une lignée MDR sélectionnée par une anthracycline CCRF-CEM/E1000
surexprimant la mrp1 (Longhurst et al., 1996).

Régulation de l'expression du géne mrpl. Le mécanisme d'apparition du phénotype MDR
impliquant la MRP ne semble pas encore clairement déterminé. Fréquemment, les lignées
humaines cellulaires MDR sélectionnées par des anticancéreux présentent un taux constitutif
de 'ARNm de MRP. Des amplifications géniques ont été relevées dans divers modéles
cellulaires humains soit par le biais de DMC, soit par les HSRs. Cependant, il est possible que
des mutations d'éléments de régulation cis ou de facteurs de transactivation augmentent Ia
transcription de mrpl. A ce jour, il existe peu de certitudes concernant le procédé de
régulation de transcription de mrpl ou de la dégradation de son ARNm. Le promoteur du géne
mrpl humain, en amont de la séquence de ' ARN messager de 6.5 kb, contient des séquences

riches en G-C. Ces séquences répéiées sont caractéristiques des promoteurs qui n'ont ni de
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séquence consensus CA4AT box, ni de TATA box. Parmi les voies de régulation par
transactivation, il semblerait que le facteur Spl soit impliqué dans la détermination du niveau
basal d'expression du géne ou dans la modulation de son activité en réponse a différents

stimuli (Loe et al., 1996).

» La multidrug resistance related protein (MRP)

Structure. La MRP est une protéine de 1531 acides-aminés de poids moléculaire & maturation
de 190 kDa. Cependant, elle ne présente que 15% d'identité en acides-aminés avec la P-gp. La
structure secondaire de la MRP se distingue de celle proposée pour la P-gp (Almquist et al.,
1995, Cole et al., 1992). Parmi les hypothéses de topologie de la MRP, deux modéles sont
présentés dans la Figure 8. La structure (a) contient 8 domaines trans-membranaires dans la
premiére moitié NH,-terminale de la molécule et 4 dans la seconde moitié COOH-terminale.
Les deux domaines trans-membranaires sont ¥-glycosylés, et la région phosphorylable sépare
les deux moitiés par la région finker & proximité du domaine NBD1. La structure (b) contient
11 a 12 segments trans-membranaires dans la premiére moitié NH;-terminale de la molécule
et 6 dans la seconde moiti¢ COOH-terminale. Comme le premier modéle, les deux domaines
trans-membranaires sont N-glycosylés, et la région /inker phosphorylable est 4 proximité du
domaine NBD1. Quoiqu'il en soit, la MRP se différencie de la P-gp également par fa

divergence de séquence primaire entre les domaines NBD1 et 2.
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Figure 8 : Deux modeles de structure de la MRP et de son orientation a travers la membrane cytoplasmique (Loe
et al., 1996),

Modification de la protéine. Les N-glycosylations ainsi que les phosphorylations résultent de
modifications post-traductionnelles. La nature complexe des oligosaccharides insérés lors des
N-glycosylations implique une localisation et un procédé de maturation spécifique. La nature

des kinases impliquées dans les phosphorylations n'est pas déterminée, méme s'il semble que
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les PKC interviennent. Aucune de ces modifications n'a été¢ encore démontrée comme
essentielle a la fonction de la MRP (Almquist et al., 1995).

Substrats. Le spectre des substrats de la MRP est trés proche de celui attribué aux
transporteurs multispécifiques d'anions organiques (MOAT) appartenant aux ABC protéines,
suggerant le transport de peptides farnésylés. En outre, la MRP transporte des conjugués au
glutathion, tel que le leucotriéne cystéinyle 4 (LTC,) ainsi que des anticancéreux conjugués
ou non : alkylants, nitrosourés, anthracyclines, étoposide, vincaalcaloides. Par contre, la MRP

a peu d'affinité pour le paclitaxel et 1a colchicine (Loe et al., 1996).

3.3. Mécanismes d'action de la P-gp et de ia MRP

Le phénotype MDR classique implique pour les anthracyclines une diminution de leur
concentration intracellulaire. Ce phénoméne traduit un efflux actif des anthracyclines hors de
la cellule associé ou non a une altération de leur distribution subcellulaire par séquestration
cytoplasmique. Malgré leur appartenance commune aux ABC-protéines, la P-gp et la MRP

ont des caractéristiques divergentes impliquant ¢ priori un mode d'action différent.

3.3.1. Défaut d'accumulation

La diminution de la concentration cellulaire des anthracyclines dépend de leur influx et efflux
a travers la membrane.

Concernant le mécanisme d'action de la P-gp, un modele basé sur les données biochimiques
et de structure-fonction a é€t€ proposé. Le mode d'extrusion des anticancéreux hors de la
cellule consisterait en une prise en charge dans un premier temps au niveau de la membrane
cytoplasmique avant leur diffusion, ainsi que secondairement par un efflux actif des
molécules a partir du cytosol (Gottesman, 1993). La revue de Garnier-Suilleror analyse les
paramétres de transport (influx, efflux) pour les anthracyclines et les vincaalkaloides. Elle
rappelle plusieurs corrélations : 1) le niveau d'expression de P-gp est corrélé avec le degré de
résistance aux anthracyclines, ii) I'accumulation intracellulaire d'anthracyclines est corrélée
avec leur cytotoxicit¢ pour l'analyse du phénotype MDR classique (courte et longue
exposition). Les parametres issus des cinétiques de transport sont particuliérement prédictifs
de I'efficacité cytotoxique des anthracyclines, en particulier le coefficient moyen d'influx (k)
par rapport au coefficient defflux actif (k,) ou de dissociation (K,) de la P-gp moins
dépendant de la structure des molécules. Pour une anthracycline donnée, le caractére

prépondérant est sa lipophilie qui augmente directement la cinétique d'influx et diminue le
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facteur de résistance. L'idarubicine, l'aclacinomycine ou Ihydroxyrubicine illustrent
particulie¢rement ce phénomene (Garnier-Suillerot, 1995),

Le modéle associé a la P-gp peut-€tre appliqué a la MRP concernant le mécanisme d'efflux
actif des molécules neutres hydrophobes. Cependant le phénotype induit par la surexpression
de la MRP est moins précisément établi que pour la P-gp. La diminution de I'accumulation
des anticancéreux n'est pas systématiquement mise en ¢évidence comme pour le modéle
H69AR surexprimant la MRP et sélectionné par la doxorubicine (Cole et al., 1991). La
complexité d'interprétation des données pharmacologiques provient d'une part du mécanisme
defflux des composés hydrophobes anioniques (calcéine) ou cationiques (daunorubicine)
puisque vraisemblablement conjugués au glutathion selon des processus spécifiques (Tollo et
al., 1996, Versantvoort et al., 1995), d'autre part de l'intervention d'un phénomeéne d'altération

de distribution par séquestration cytoplasmique.

3.3.2. Altération de la distribution subcellulaire

La séquestration cytoplasmique consiste en un "emprisonnement” des anthracyclines au
niveau d'organites cytoplasmiques par le biais de protéines de transport dont l'orientation
serait inverse a celle définie au niveau des membranes cytoplasmiques.

Cet événement a fréquemment été observe avec la daunorubicine ou la doxorubicine au sein
des lignées surexprimant la MRP, issues de la sélection par des anticancéreux comme les
HL60/ADR (Hindenburg et al., 1989), SW1573-2R (Schuurhuis et al., 1991) ou CORL23R
(Coley et al., 1993). Ce mécanisme implique une localisation fonctionnelle de la protéine au
niveau membranaire d'un organite. La MRP est localisée au niveau de la membrane
cytoplasmique quelle que soit 'origine du modele (transfecté ou sélectionné). Par contre, sa
localisation ainsi que sa proportion cytoplasmique semblent dépendre du modéle. Les
modeles transfectés ont une MRP plut6t dans la région golgienne sclon une faible proportion,
alors que les modeéles sélectionnés ont une MRP au niveau du réticulum endoplasmique selon
une densité plus importante {(Almquist et al., 1995, Flens et al., 1994). La séquestration
pourrait expliquer les résultats surprenants de ce phénotype de résistance aux anthracyclines
en termes de faible réduction d'accumulation et/ou de cinétique d'efflux puisque ce
mécanisme implique moins d'agent antitumoral libre & effluer au niveau du cytosol.

La P-gp a été décrite au niveau de la membrane cytoplasmique et au niveau des membranes
cytoplasmiques et/ou nucléaires (Dalton et al., 1989, Shapiro et al., 1998). Si la séquestration

cytoplasmique a été observée dans différentes lignées sélectionnées (Bennis et al., 1995,
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Gervasoni et al., 1991, Merlin et al, 1995 b), sa localisation et limportance de son

implication dans le phénotype de résistance aux anthracyclines restent a déterminer.

4. La modulation de la résistance

Parmi les voies de recherche sur la résistance la reéversion du phénotype MDR est celle qui
comportait, outre des outils méthodologiques de compréhension fondamentale, des espoirs
pour circonvenir la chimiorésistance en clinique. De nombreux travaux ont été réalisés afin
d'identifier des inhibiteurs de protéines de transport MDR. Ils peuvent affecter la fonction de
transport en se liant directement aux protéines. Mais l'indication de mode d'action par
inhibition compétitive ou non est rendue complexe au vu des nombreux sites de liaison des
médicaments. En outre, ces composés peuvent agir indirectement sur ces protéines comme
par altération de la structure des membranes cytoplasmiques, inhibition des PKCs, déplétion
de glutathion (GSH). Enfin, leur mode d'action peut étre une combinaison d'action directe et

indirecte.

4.1. Spécificité d'action

» La P-glycoprotéine (P-gp)

Les modulateurs, ou réversant de la P-gp appartiennent a différentes catégories de familles :
les inhibiteurs de canaux calciques (ex : vérapamil, VRP), les antagonistes de calmoduline
(ex : trifluoperazine, TFP), les agents stéroides (ex : tamoxiféne, TAM), les agents
immunosuppresseurs (ex : cyclosporine A, CSA) et leurs analogues non-immunosuppresseurs
(ex : PSC-833). Ces composes ont des similarités de structure comprenant : un hétérocycle,
une charge positive a pH physiologique, un caractere lipophiie (Ford et Hait, 1993).

» La multidrug resistance related protein (MRP}

Parmi les modulateurs de la MRP communs & la P-gp, on retrouve le vérapamil, le
tamoxiféne, la cyclosporine A et le PSC-833 mais selon des efficacité inhibitrices différentes,
voire inverses (ex : VRP et CSA) (Hollo et al., 1996). Parmi les modulateurs spécifiques 4 la
MRP, la buthionine sulfoxime (BSO) un inhibiteur réversible du taux intracellulaire du GSH,
le probénécide (PBC) un inhibiteur des transporteurs de composés anioniques (Hollo et al.,

1996).
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4.2. Applications

Le premier intérét des modulateurs consiste en la compréhension des mécanismes de
transport des anthracyclines. De ces travaux ont €émergé la mise au point de méthodes in virro
et/ou in vivo, évaluant le caractere fonctionnel des pompes a efflux (Barbarics et al., 1998,
Merlin et al., 1994) ou permettant de discerner la P-gp de la MRP (Feller et al., 1995).

Toutefois des espoirs portés sur la modulation pharmacologique en clinique, peu se sont
avérés concluants. De nombreux modulateurs efficaces in vitro se sont révélés peu efficaces
dans les essais cliniques, voire toxiques en modifiant le métabolisme des médicaments
(Terret et al., 1996). Le PSC-833 (Valspodar) semble rester un candidat potentie! dans la
réversion du phénotype MDR. Les expérimentations iz vifro ont déterminé que le PSC-833 se
lie 4 la P-gp et qu'il inhibe sa fonction de transport, par voie directe (Archinal-Mattheis et al.,
1995, Smith et al., 1998), et/ou par inhibition de sa propri¢té ATPasique (Watanabe et al,
1997). Cependant son activité inhibitrice est moins efficace dans les conditions iz vivo (Smith
et al., 1998). Malgre tout, sa capacité de réversion du phénotype MDR a été mise en évidence
in vitro et in vivo sur des cellules en suspension (Boesch et al., 1991, Jiang et al., 1995) et
adhérentes (Barbarics et al,, 1998, Hwang et al., 1996). Par ailleurs, des essais en phase
clinique ont été principalement réalisés en oncohématologie (List, 1996). Les récents résultats
de potentialisation de protocole standard de chimiothérapie sont encourageants (Advani et al.,

1999, Tidefelt et al., 2000),

5. Applications en clinique

Les génes associés au phénotype MDR ont ét¢ identifi€s et caractérisés dans des systémes
expérimentaux, et leur role dans la résistance aux anticancéreux a ¢été confirmé par des
techniques de transfert de génes. Par conséquent, il est nécessaire d'évaluer si les mécanismes
MDR, en particulier les protéines de transport, présentent un intérét clinique dans la réponse a

la chimiothérapie, et plus précisément aux anthracyclines.

5.1. Les techniques de détection des génes et protéines

L'évaluation sur des échantillons issus de prélévements cliniques nécessite de considérer
différents parametres pour la détermination du phénotype MDR.
- L'expression du phénotype MDR dépend du niveau d'expression du géne, plutdt que d'une

mutation spécifique de son géne. Les techniques devraient étre au moins semi-quantitatives
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- L'hétérogénéité des niveaux d'expression provient des différences entre population de
patients issus de différents critéres de sélection. En outre, les niveaux d'expression attendus
sont inférieurs a ceux mesurés dans les systémes expérimentaux. Par conséquent, les
techniques devraient étre hautement sensibles et spécifiques.

- Les méthodes devraient pouvoir différencier l'expression dans les tissus sains et tumoraux.

- L'utilisation de tests fonctionnels associés a l'évaluation de l'expression protéique serait

complémentaire et idéale, gue ce soit sur préievement de tumeurs solides ou de leucémie.

5.2. Les facteurs prédictifs en chimiothérapie

L'évaluation de l'expression sur tissus sains a €t¢ effectuée pour les cibles mdrl/Pgp et
mrpl/MRP. Leurs principales localisations sont résumees dans le 7ableau 4. Ces localisations
ont permis d'envisager un role physiologique commun de protection contre les x€nobiotiques

mais qui implique différents substrats et mécanismes d'action.

Tableau 4 : Localisations principales de {'expression de mdrl et mrpl dans les tissus sains.

madrl (Goldstein et al., 1992) mrpl (Nooter et al., 1995)

Faible niveau Niveau détectable Faible niveau Niveau détecrable

Ovaire, sein Rein, surrénales Rein, ovaire, sein ~ Poumon, cesophage

Estomac Colon, foie, pancréas Foie, pancreas Colon

Poumoen CD34 Glandes salivaires ~ Vessie, testicules, surrénales
Lymphocytes périphériques Lymphocytes périphériques
Endothélium de capillaire Granulocytes, monocytes,
des testicules et cerveau Rate

Muscle squelettique Muscle strié

Les tissus tumoraux peuvent eXprimer un gene et/ou sa protéine au niveau de tumeurs non
traitées, correspondant souvent aux localisations des tissus sains, ou au niveau de tumeurs

traitées. Le Tableau 5 récapitule les données pour mdrl et mrp! issues de différents travaux.

Tableau 5 . Localisations principales de 'expression de mdrlet mrpl dans les tissus tumoraux.

mdr1 (Goldstein et al., 1992) mrpt (Loe et al., 1996, Nooter et al.,

1995).

Tumenrs non traitées ° Tumeurs lraitées” Tumenrs °

Colon, foie, pancréas Neurobtasiome Leucémie chronigue

Rein, surrenales Sarcomes " Poumon ", rate, vessie, surrénales

Lymphomes. neuroblastome *  Ovaires, seins Leucernies aigugs (LAM) "

Leucémies algués. chronigues  Leucémies aiyues Mélanome, neuroblastome ”

Poumon ”, cesophage Myétome multiple " Colon, rein, estomac

Orvaires. seins Sarcomes, myélome multiple

Mélanome, estomac, vessie Foie, pancréas, ovaires. seins

* Présentation en fonction d'une expression du géne détecté selon un niveau décroissant
? Cancers présentant une indication pour tes anthracveiines dans les protocoies standard de chiimiothérapie
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# Les cancers d'origine hématologique

Les leucémies incluent différentes formes de pathologies cancéreuses hématologiques, telles
que les leucémies lymphoblastiques et myéloblastiques aignés (LAL, LAM) ou chroniques,
les lymphomes, les neuroblastomes, les myélomes multiples. La chimiothérapie est largement
employée dans ces cancers, et en particulier les anthracyclines. Malgré des résuitats initiaux
encourageants, les rechutes existent. Le phénotype classique MDR est le centre de
nombreuses investigations cliniques d'abord pour la P-gp, et plus récemment pour la MRP et
la LRP. Leur réle potentiel respectif se distingue en fonction de pathologie pédiatrique ou
adulte. Concernant les leucémies d'enfant, selon Dhooge et al. le taux d'expression de la P-gp
dans les LAL semble étre un paramétre pronostique défavorable (Dhooge et De Moerloose,
1999). Alors que selon Den Boer et al. la surexpression de la LRP, & la différence de la P-gp
ou la MRP, est associée dans les LAL d'enfants a un défaut d'accumuiation (Den Boer et al.,
1999). Enfin dans les neuroblastomes d'enfants, la surexpression de MRP a été montrée
comme un puissant facteur pronostique indépendant de faible réponse a la chimiothérapie
(Bordow et al., 1994). Pour les adultes, il semble se détacher un constat consensuel sur
l'intérét clinique de la détermination dans les LAM de la P-gp (Guerci et al., 1995, Marie et
Legrand, 1999, Michieli et al., 1997), de la LRP (List et al., 1996, Michieli et al., 1997), et
dans une moindre mesure de la MRP (Nooter et al., 1996, Schneider et al., 1995).

Les tests fonctionnels, associant ou non des modulateurs (Merlin et al., 1994, Michieli et al.,
1997), sont déterminants dans l'interprétation des taux relevés des différentes cibles. Ces tests
sont basés sur une mesure de la variation intraceilulaire des différents substrats tels que les
anthracyclines (Guerci et al., 1995), la thodamine 123 (Michieli et al., 1997), ou la calcéine-
AM (Schuurhuis et al., 1995). Exceptées les observations de distribution intracellulaire sur
préléevements de LAM d'adulte effectués par Lautier et al. concernant 4 anthracyclines sur
lignées et prélévements (Lautier et al., 1997), et par Schuwrhuis et al. pour la distribution de
la doxorubicine (Schuurhuis et al., 1995), il n'y a pas de données cliniques sur le phénoméne

de séquestration impliquant {'une des trois protéines de transport majeur (P-gp, MRP, LRP).

> Les tumeurs solides

Les cancers broncho-pulmonaires sont regroupes en deux catégories, les cancers broncho-
pulmonaires a petites cellules et non a petites cellules (CPC, CPNC) représentant
respectivement 20 et 80% des cas recensés de tumeurs épithéliales pulmonaires. De

nombreuses stratégies thérapeutiques ont été employées incluant la chimiothérapie. Parmi les
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substances testées, peu sont efficaces comme le cyclophosphamide, l'ifosfamide, les
anthracyclines, l'¢toposide, Ia vincristine, et plus récemment, les taxanes et le topotécan. De
fagon générale, les CPC développeraient leur résistance aprés le traitement alors que les
CNPC sont connus pour présenter d'emblée une résistance aux traitements (Clynes et al.,
1993). L'implication de la mdrl/Pgp dans la réponse a la chimiothérapie est trés controversée
que ce soit pour les CPC ou les CNPC. Concernant la MRP, si plusieurs études ont montré sa
surexpression dans les CPC (Campling et al., 1997) et les CNPC (Giaccone et al., 1996), sa
corrélation avec son apparition en fonction du traitement, ou de son augmentation en fonction
de I'évolution de la maladie et le taux de réponse au traifement reste a confirmer.

Les cancers du sein sont considérés comme l'un des cancers les plus chimiosensibles parmi
les tumeurs solides. De nombreuses substances sont actives comme les anthracyclines, les
alkylants, les antimétabolites, les alcaloides de pervenche, l'étoposide, le cis-platine et plus
récemment les taxanes. Cependant si fa réponse globale reste importante, la durée de réponse
est relativement courte, et la plupart des tumeurs acqui¢rent un phénotype de résistance.
L'implication du phénotype MDR reste discutée, mais les différents mécanismes retenus sont :
l'expression de la P-gp, la MRP, des GST, et I'altération des topoisomérases. Concernant la P-
gp, une meta-analyse de 7rock ef al. a été réalisée a partir de 31 études entre 1989 et 1996
Ele a mis en évidence que l'expression mdrl/P-gp dans les cancers du sein est associée & un
pronostic de faible réponse a la chimiothérapie, en particulier & la doxorubicine, ainsi qu'a un
caractére agressif de la tumeur (Trock et al., 1997). Le rdle de la MRP est également en cours
d'évaluation dans cette pathologie. Les résultats de I'équipe de Nooter et al. sont issus d'une
analyse de 259 prélevements de cancers primaires du sein. La surexpression de la protéine
MRP a ¢té constatée dans 30% des patients et localisée principalement au niveau -
cytoplasmique, suggérant l'implication de mécanismes de séquestration rencontrés dans les
lignées cellulaires. Si le statut de l'expression de MRP n'a pas ét¢ démontré en termes de
pronostic, il est associé 4 un comportement tumoral plus agressif et & un phénotype de
résistance (Nooter et al., 1997). L'utilisation de techniques trés sensibles (RT-PCR, RNase
protection assay) pour I'expression des génes mdrl et mrpl a mis en évidence une expression
de faible niveau ubiquitaire qui laisse présager une sélection des cellules exprimant ces génes
plutdt qu'une réelle induction par les traitements (Nooter et al., 1995, Wang et al., 1997).

La nature des échantillons issus de tumeurs solides rend moins aisée la réalisation des tests
fonctionnels (accumulation, rétention, distribution d'anthracyclines) qui nécessitent soit une

dissociation, soit une coupe préservant la viabilité des cellules et leurs fonctions.
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 RESUME DU CHAPITRE II.

:"_‘La résistance plemtroplque comprend 3 aspects la MDR clasmque IAT MR et la MDR
: .assocwe au systéme du glutathmn Parmi Ees protemes de transport la superfamﬂle des ABC- _:.
.; 'protemes mclut deux des tr01s pnncxpales protemes 1mphquees dans Ie phénotype MDR. _
' class,lque la P-glycoprotelne (P-gp) etla multldrug reszstance related protezn (MRP)
':.'Etudlees depuls plus de 10 ans, Ies connalssances fondamentales & leur sujet sont-
consequentes La P-gpestle prodult de lexpressmn du gene humam mdrl et sa Surexpresswn'-z' '
’ '-est mdulte par actwation de sa transcnptlon et/ou de sa, traductlon La NIRP est le: prodmt de-:_.'
'l'expresszon du géne humam mrpl et les mecamsmes reglssant sa surexpressxon restent mal:i-
connus. La P-gp et la MRP sont des protemes trans-membranaires avec des. speclﬁmtes-.
- structurales propres. .

Le phénotype MDR cla551que se tradmt pour les anthracychnes par un defaut d'accumulatlonf-
1ntracellula1re et/ou une sequestratlon cytoplasmlque La dnmnutlon de la concentratlon
: cellulaire seffectue par un efflux actif pour la P-gp et la MRP, mais selon un mecamsme et:'.-
- un panel de substrats spemﬁques a chacune L'mflux sest revele un crltere 1mportant pour e
_choxx des anthracyclmes denvees a sélectlonner La sequestratlon cytoplasmlque des{"_-.
:-'anth:racychnes est décrite plus prec1sement pour la MRP que la P gp Pamn les strategws de.:.:.:E '_
| réversion de la MDR I'utlhsatlon de ch:mtomodn!atenr est une voie classique mais dont les*-”
résultats en clinique sont souvent décevants. '

Concernant les. applications: en cliniq-ué' de la MDR classique, de'. nombreuses études':
| réalisées sur cette themat1que ont mis en eVIdence son roIe dans les Ieucemles anrs que pour
les “tumeurs sohdes les - resultats restent controverses Les: evaluatmns seffectuent_f.
généralement sur le nivean. d'expressmn des transcnts ou. des protemes (mdrl/ng et;.f"
mrpl/MRP), et quand cela. est poss1b1e par- des tests fonctionnels d‘accumulation et/ou -
‘defflux. Par contre, actueliement il ‘n'existe pas de- donnees sur I‘lmphcatlon de la -

' séquestratlon cytoplasmlque des antbracychnes en chmque
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I LA REPONSE CELLULAIRE AUX ANTHRACYCLINES

La sensibilité ou la résistance aux anthracyclines est directement liée a la capacité des cellules
tumorales a stopper leur division et & entrer dans un processus létal. Les arréts du cycle
cellufaire ou les voies aboutissant & la mort celulaire sont sous le contrdle de médiateurs

moléculaires qui sont progressivement actives,

1. Le cycle cellulaire

Les anthracyclines induisent des perturbations au niveau du cycle cellulaire. Chaque phase du
cycle est associée 4 au moins un point de controle (checkpoint) qui autorise ou non le passage

a la phase suivante.
1.1. Rappels : les phases du cycle

Le cycle cellulaire, d'une durée approximative de 24 heures (entre 10 et 40 heures), est une

succession de phases de repos et de synthése d'ADN. 1l est composé de 4 phases :

e Gj(gap 1) les cellules a 2n chromosomes préparent la synthése de 'ADN puis évaluent,
en fin de Gy, la possibilité de passer en phase S. La phase G; présente dimportantes

variations de durée : d'une heure jusqu'a de trés longues périodes.
¢ S (synthése d'ADN) : 'ADN est répliqué. Ce processus dure environ 6 4 8 heures.

o  G;(gap 2): les cellules préparent la mitose pendant environ 4 heures puis évaluent, en fin

de Gy, la possibilité d'y entrer.

o M (mitose) : pendant une heure, les cellules se divisent. Elles comportent alors 4n
chromosomes.

Deux possibilités s'offrent alors aux cellules, soit elles repassent en G, et débutent un nouveau

cycle, soit elles sortent du cycle et entrent dans un état quiescent appelé Gy. Ainsi les cellules

d'un tissu ne sont pas toujours engagées dans un cycle bien qu'elles gardent feur capacité a se

multiplier sous l'effet d'un stimulus pour sortir de cette phase G,. Toutefois, aucun caractére

biochimique ou morphologique ne permet de les distinguer des cellules en phase G, ; par

conséquent cette distinction n'est pas admise par tous.
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1.2. Contréle de la division

1.2.1. Régulation des phases du cycle

Toutes les étapes de la division cellulaire nécessitent des synthéses protéiques et donc
l'activation de leur transcription au niveau de 'ADN. Un certain nombre de régulation sont
dues a deux types de molécules : les cyclines et les cyclin dependent kinases d'une part, et

d'autre part les facteurs de transcription.

1.2.1.1. Les cyclines et les cyclin dependent kinases

La progression dans les différentes phases, est sous la dépendance de cyclin dependent kinase
(Cdk) dont T'activité se met en place lors de la complexation avec des cyclines exprimées de
maniére transitoire lors du cycle cellulaire. Les différentes cyclines et Cdk identifiées se lient
entre elles selon plusieurs combinaisons. Les complexes ainsi formés, qui s'expriment
temporairement, régulent la progression du cycle cellulaire notamment au niveau des
transitions G/S et Go/M (Albert et al., 1995).

Il existe des inhibiteurs des Cdk représentés par deux principales familles. Ceux sont
potenticliement des génes suppresseurs de tumeurs. La famille CIP/KIP correspond a un
ensemble de protéines inhibitrices des Cdk de la phase G, en particulier la protéine P21
synthétisée sous la dépendance du géne WAF/CIP,. La famille INK4 inhibe la Cdk4 et inclut
3 protéines (P16, P15, P18) dont les réles physiologiques ne sont pas encore clairement

déterminés (Albert et al., 1995).

1.2.1.2. Les facteurs de transcription
Il existe des interconnections entre les facteurs de transcription et la régulation du cycle
cellulaire. Pour exemple, les facteurs de transcription E;F, AP-1 et NFx-B régulent la
transition G|/S par activation de la transcription du géne de la cycline D1. La protéine P53
intervient dans de nombreux processus cellulaires. Dans la régulation du cycle cellulaire, elle
a un réle bivalent. Son mécanisme d’action est bien décrit dans le blocage du cycle cellulaire

en (51/S, par contre son role est moins bien défini dans 1’arrét en Go/M.

1.2.2. Les points de contrdle

Entre les différentes étapes du cycle cellulaire se situent des points de contréle qui ont pour

but de vérifier l'intégrité de Ia transmission de '"ADN de 1a cellule mére vers les cellules filles.
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De par leur position stratégique, les arréts en G¢/S et Go/M sont les mieux connus. 11 existe des
mécanismes régulateurs positifs ou négatifs impliquant les voies de transmission du signal
entre le milieu extracellulaire, la membrane cellulaire, le cytoplasme et les molécules

nucléaires (Figure 9).

En [1], sous [influence de facteurs de
croissance, la cellule regoit le signal de se
diviser.

En [2], induction de la transmission du signal.
En [3], les cellules sortent de G et progressent
au deld dun point de restriction [4] 4 la
condition de recevoir un stimulus constant.

En [5], il existe un point de contréle ne laissant
se diviser que ' ADN normal.

En [6], la cellule double sa quantité d'ADN. En
cas d'anomalie non réparable de I'ADN, elle
évolue vers la mort [7].

En [8], il existe un nouveau point de contrdle
avant la séparation du matériel génétique vers
deux cellules filles.

En [9], la mitose s'accomplit. Les cellules se
séparent et rctournent en GO, sauf si un
stimulus entretient le processus de division

Figure 9 : Les différentes étapes de contréles au cours du cycle cellulaire selon le site internet

http:/fwww.baclesse fr/cours/fondamentale/4-division-cellulaire/Divis-1.htm.

1.2.2.1. Le point de contréle G/S

La cible principale de l'activité kinase des complexes Cdk-cycline est Rb. C'est une protéine
de 105 kDa codée par le géne suppresseur de tumeur de susceptibilité au rétinoblastome. Elle
permet un arrét réversible du cycle en G, (Horton et al., 1995). En début de phase Gi, Rb non
phosphorylée, est liée au facteur de transcription E2F. Rb empéche donc la progression du
cycle en phase S (Suzuki-Takahashi et al., 1995). La phosphorylation de Rb par Cdk2, Cdk4
et Cdk6 permet la libération de E2F. Celui-ct enclenche alors la transcription de génes
nécessaires i la synthése de I'ADN en phase S, tels que la thymidine kinase, la dihydrofolate
réductase ou 'ADN polymérase. En fin de phase S, le complexe Cdk2-cyciine A phosphoryle

E2F, qui perd alors son activité transcriptionnelle.
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1.2.2.2. Le point de contrdle GyM

Le systéme clé du passage en G/M est un complexe multiprotéique, le AMMPF (Maturation
Promoting Factor), composé de p3»4°d‘“2 (homologue de Cdkl1) et de la cycline B1. Cette
transition nécessite 1'activation de la kinase H1 (H1K) de Cdk1 qui est régulée par une série

de phosphorylations de Cdk]1 et par la synthése de cycline B1.

Le taux de cycline BI, régulé aux niveaux transcriptionnel, post-transcriptionnel et de la
stabilité de 'ARNm, est faible en Gg et G, alors qu'il augmente pendant les phases G, et M
(Welch et Wang, 1992). La localisation cellulaire (cytoplasmique puis nucléaire en G,/M) de
la cycline Bl contribue aussi & sa régulation (Toyoshima et al, 1998). Quant a la
phosphorylation de Cdk1, elle débute par celle de la thréonine 161 par le complexe Cdk7-
cycline H encore appelé CAK (Cdk-Activating Kinase). La liaison de Cdkl a la cycline Bl
s'effectue en méme temps que les phosphorylations de la thréonine 14 et de la tyrosine 15, qui
empéchent 'acquisition précoce de 'activité kinasique du complexe. L'activité enzymatique
de ce MPF encore inactif est générée par Ia protéine cdc25C qui eniéve les 2 phosphates en
position 14 et 15 (Feilotter et al., 1992). Le MPF active permet alors la phosphorylation d'une

série de protéines nécessaires au déclenchement de la mitose.

2. La mort cellulaire

Quel que soit le traitement (chimiothérapie, radiothérapie ou hormonothérapie), 1’objectif est
de provoquer la mort des cellules tumorales. Cependant, il existe différents processus de mort

cellulaire impliquant différentes voies de signalisation.

2.1. La transmission du signal

La transmission du signal est initiée par un stimulus au niveau membranaire, souvent par
I’intermédiaire de récepteur trans-membranaire. Cette signalisation induit une cascade de
phosphorylations aboutissant au niveau nucléaire. Il existe plusieurs voies de transmission du
signal selon le type de récepteur et le type de cellules, mats le produit final d’activation au
niveau nucléaire implique une famille de proteines appelées MAP kinase (pour Mitogen
Activating Protein), dont la mission est de phosphoryler les génes de transcription de I’ADN.
Deux voies principales aboutissent a la transmission du signal : i) les protéines G et ii) les

phospholipases (Albert et al., 1995).
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2.1.1. Les protéines G

La stimulation de nombreux récepteurs membranaires est retransmise par une classe de
protéines membranaires spéctfiques, liant le GTP (Guanosine Tri-phosphate), appelées
Protéines G. Elles couplent les récepteurs avec les effecteurs intraceilulaires, et a ce titre
exercent un contréle important du signal. La plus étudiée des protéines G est la protéine Ras,
une des protéines intermédiaires entre les récepteurs et les facteurs de transcription de ’ADN

(dont c-myc et c-jun) (Albert et al., 1995).

2.1.2. Les phospholipases

La phospholipase C (PLC-g) est activée soit par !'intermédiaire d’une protéine G soit
directement par phosphorylation d’un résidu tyrosine. La PLC-g hydrolyse les phospholipides
contenant de P'inositol en deux seconds messagers : l'inositol triphosphate (IP;) et le
diacylglycérol (DAG). L’IP; permet Dactivation de protéines kinases (ex : PKC),
phosphatases et phosphodiestérases. Le DAG active spécifiquement la PKC qui elle méme
active des facteurs de transcription tels que NFxB, c-fos, c-jun et CREB/ATF (Albert et al.,
1995).

2.2. Les différents processus de mort cellulaire

L’induction de la mort cellulaire peut s’exécuter selon un mécanisme de sénescence, de mort
mitotique, d'apoptose ou de nécrose. Ces variations peuvent résulter soit de [’origine

cellulaire soit du génotoxique appliqué, de sa dose et/ou de la durée de son application.

2.2.1. La sénescence

La plupart des cellules somatiques meurent aprés un nombre fini de division cellulaire par un
phénomene de mort cellulaire programmee, défini comme la sénescence. Les t€loméres sont
des séquences répétées d’ADN qui protegent Pextrémité des chromosomes de leur
dégradation. Le raccourcissement des télomeres est effectué aprés chaque division cellulaire.
Lorsque ces séquences arrivent & une taille critique, les cellules deviennent sénescentes et se
caractérisent morphologiquement par des cellules élargies, aplaties et granuleuses,
biochimiquement par l'augmentation de l'expression de la senescence associated fB-
galactosidase et sont associées a un arrét dans la phase G, du cycle sous le controle de p53 et
p21 (Chang et al., 1999). Les télomérases sont des ribonucléoproteines permettant le maintien

de Pintégrité des téloméres des cellules eucaryotes immortelles, des cellules humaines
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transformées et des cellules tumorales mais pas des cellules somatiques normales. Des
traitements génotoxiques peuvent endommager 1"’ADN au niveau des téloméres et provoquer
la sénescence tels que les radiations ionisantes (Crompton, 1997) ou les anthracyclines
(Chang et al., 1999) .

2.2.2. La mort mitotique

La mort mitotique, ou catastrophe mitotique, est caractéristique des populations cellulaires
proliférantes, et est définie comme étant 'impossibilité d’une prolifération illimitée. Ce
processus apparait pour des cellules ayant subit un stress exogene et qui provoque des 1ésions
au niveau de différentes macromolécules intraceltulaires telles que I’ADN et les membranes
cellulaires par les anthracyclines (Chang et al., 1999, Come et al., 1999 2) ou les radiations
tonisantes, le fuseau mitotique par les taxanes. Le phénotype de la catastrophe mitotique {ou
encore appelée mort cellulaire reproductive, ou differée) se traduit par un blocage dans la
phase GyM sous le contrdle du complexe MPF. Ce phénotype se caractérise
morphologiquement par I"apparition de mitoses aberrantes comme des cellules géantes
multinuclées ainsi que des micronoyaux et s’achéve par la mort cellulaire (Johnson et al,,
1999). Cette succession d’événements peut survenir immédiatement aprés le stimulus ou de

fagon différée.

2.2.3. L'apoptose

L’apoptose est un second mode physiologique de mort cellulaire programmeée. Ce type de
mort est impliqué dans des fonctions physiologiques contribuant au maintien de
I’homéostasie en programmant ia destruction des cellules. Elle existe durant I’embryogenése,
te développement du sysiéme nerveux ou I’atrophie tissulaire endocrino-dépendant mais peut

également étre induite par des agents exogenes.

2.2.3.1. Description physiologique
L’apoptose affecte des cellules isolées et se déroule morphologiquement selon trois phases
principales selon la description de Kerr, Wyllie et Currie illustrées dans la Figure 10 (Kerr et
al., 1972).
» La premiére phase est caractérisée par la survenue brusque d’altérations nucléaires et
cvtoplasmiques. La chromatine se condense pour former un croissant homogéne plus ou

moins volumineux caractérisant des cellules en apoptose précoce et appelée margination. La
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chromatine subit alors un clivage internucléosomique dii & une endonucléase Ca®*,
Mg?**dépendante produisant des fragments d’ADN de 180 ou de multiples de 180 paires de
bases. Au niveau cytoplasmique, les organites se rapprochent et s’agglomerent mais sans
altérer leur intégrité. Alors que la membrane plasmique reste imperméable aux colorants
vitaux, la cellule prend un aspect arrondi tandis que les desmosomes sont détruits et que les

espaces intercellulaires s’élargissent (Wyllie, 1997)

Figure 10 : Aspects morpholegigues de {'apoptose (Kerr et al., 1972).

» La seconde phase, qui peut chevaucher la premiére, est marquée par I’apparition de
vésicules cytoplasmiques (corps apoptotiques) traduisant d’importantes modifications du
cytosquelette. A ce stade, la cellule voit son volume diminuer considérablement et sa densité
augmenter. Ce phénoméne est accompagné d’une altération des glycoprotéines de la
membrane cellulaire favorisant la reconnaissance et la phagocytose de la cellule apoptotique
par les macrophages. Simultanément s’effectue une perte de "asyméirie des phospholipides

membranaires qui favorise également la phagocytose (Wyllie, 1997).
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» La troisiéme étape est marquée par la dégradation des corps apoptotiques. Une fois
phagocytées, ces vésicules sont lysées & D'intérieur des phagosomes. Les lysosomes
interviennent seulement au niveau terminal de la dégradation des corps apoptotiques
phagocytés. La mort apoplotique iz sifu ne s’accompagne d’aucune réaction inflammatoire
lymphocytaire et ne modifie pas I’architecture tissulaire. In vifro, les vésicules s’accumulent
dans le milieu de culture pendant cette phase. Elles perdent leur intégrité membranaire et
peuvent éire détectées au moyen de colorants d’exclusion. Cette derniére caractéristique a

généré pour cette étape 1’appellation de "nécrose secondaire” (Wyllie, 1997).

2.2.3.2. Régulation de 'apoptose

Les principaux facteurs induisant le signal de I"apoptose sont le stress (hyperthermie, hypo-
oxygénation) ; le traitement par des substances cytotoxiques ou des radiations ionisantes ;
’atteinte de PADN ; la transmission du signal de mort (récepteur Fas des lymphocytes
cytotoxiques, des naturels killer, du facteur de nécrose TNFa) ; la privation de facteur de
croissance.

Les génes qui contrélent I’apoptose sont nombreux et les mécanismes qui les contrdlent ne
sont qu’en partie €lucidés. Cependant tous ces signaux de mort cellulaire passent par un
mécanisme principal commun impliquant la famille Bcl-2 et les mitochondries et ont pour
effecteurs les caspases ou un facteur inducteur d’apoptose (ou ATF).

» Bcl-2 (B-cell lymphoma/leukemia 2) est le prototype d’une famille de 9 génes contrdlant la
mort cellulaire programmeée. Parmi les membres de cette famlle, on distingue les génes anti-
apoptotiques (Bcl-2, Bel-X;, Bag; Mcl-1, Al) et les génes pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad,
Bel-Xg ) qui sont capables de se dimériser entre eux selon différentes combinaisons. Le terme
de rhéostat cellulaire a été proposé pour rendre compte du caractere déterminant de la
proportion des différents homo et hétéro-dimeéres permettant d’engager la cellule vers
I’apoptose ou la survie. Il semblerait que le ratio Bel-2/Bax soit pris comme référence pour
déterminer cette orientation (Durrieu et al., 1999).

Situé sur le chromosome 18, Bcl-2 est surexprimeé dans un grand nombre de cancers. La
protéine Bel-2 est une protéine de 24-26 kiDa et comprend une queue hydrophobe permettant
son ancrage membranaire a différents sites tels que les membranes mitochondriales externes,
le réticulum endoplasmique et les membranes périnucleaires. La protéine Bel-2 a pour réle de
maintenir la survie cellulaire, mais elle ne stimule pas la prolifération. L action des protéines

de cette famille se situe au niveau des mégapores des mitochondries en permettant ou non la
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libération du cytochrome ¢ qui active les caspases. D’autre part, Bcl-2 inhibe fa libération du
Ca’" du RE afin d’empécher I’activation des endonucléases calcium-dépendant chargées de
dégrader I’ ADN lors du processus apoptotique (Allen et al., 1998).

» L’ensemble de ces mécamismes aboutit 4 ’activation d’un effecteur cytoplasmique
commun appartenant a un groupe de protéines : les caspases. Les caspases comprennent
actuellement 14 protéases a cystéine synthétisées sous forme de proenzymes inactives qu’un
signal apoptotique permet de convertir en enzymes matures. Les caspases différent dans la
longueur de leur prodomaine N-terminal, mais on les distingue aussi par leur processus
d’activation et la présence d’un module d’interaction protéique. Toutes les caspases ont une
affinité commune pour les substrats comportant un résidu aspartate en premiére position. De
nombreuses protéases sont modifiées par les caspases : polymérase, topo-isomérase I,
protéine kinase dépendante de ’ADN. Certaines modifications aboutissent a 1’activation
d’enzymes promotrices de ’apoptose et notamment des endonuciéases agissant sur des sites

exposes entre les nucléosomes (Allen et al., 1998).

2.2.4. La nécrose

La nécrose est un processus de mort cellulaire qui peut se produire quand les cellules sont
exposées a des variations extrémes des conditions physiologiques normales (hyperthermie,
irradiation, hypoxie, anticancéreux).

Lors d’un processus de nécrose, les celiules présentent des dommages cellulaires initialement
au niveau de la membrane plasmique. Les échanges ioniques ne sont plus contrdlés et la
cellule n'a plus la capacité de maintenir son homéostasie. [.’eau entre donc librement dans la
cellule. Le gonflement précoce des organites intracellulaires, et notamment des
mitochondries, est caractéristique de ce type de mort. La lyse de lysosomes provoque la
libération du contenu enzymatique hydrolytique dans la cellule participant ainsi a4 sa
destruction. /n vivo, la mort cellulaire par nécrose est souvent associée & une réponse
inflammatoire provoquée par la libération d’enzymes lysosomales (Wyllie, 1997). 1l est &
noter que la plupart des traitements anticancéreux capables d’induire 1’apoptose, provoque

une nécrose lors d’exposition a forte dose.

3. Processus impliqués par les anthracyclines

Les travaux effectués sur le mécanisme d'action des anthracyclines, ont €té réalisés de fagon

prépondérante sur les deux molécules meres de référence encore tres utilisées en clinique : Ia
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doxorubicine et la daunorubicine. Quelle que soit {'anthracycline et/ou le processus d'induction
de mort cellulaire impliqué, la séquence complete des événements cellulaires probables n'est
pas décrite in vitro. Un schéma récapitulatif simplifié des différentes réponses ceilulaires aux
anthracyclines sera proposé, issu de données spécifiques aux anthracyclines ou de revues
générales (Figure 1I). La réponse cellulaire aux anthracyclines est initiée a partir des
différentes cibles, a savoir : 'ADN, les membranes et les mitochondries. La prépondérance
d'une de ces voies est fonction de la molécule, de la dose et de la durée du contact, du modéle
cellulaire.

i~ Activation

b—*—%_‘ b@’ — Anthracyclines i ~,
_ i 0,
mwsd)  Inhibition &&° - : %(, .
¥ [, c)
¥ 3 %,
a
=
E
- =
g
L
/2 Vo . !
\_J".‘; _}_ -‘_.- . - _ L
: p— < -~ _ - L
‘ADN-TopolIl-Drug ERO ({OH) 7~ EROs (OH/H,0)
| ~ -2 S -
| . - e
| sz D T
< AL L ) el
| LA Lésions ADN: _(#) CSase = Lésions mitochondries:
| DSB/SSE T T DY) SMases baissse du ¢
| J ~  Prodiiction
Céramides 2
P53 -
NFkB/ AP,
2 _ JNK/SAPK e
‘ -+ K } ‘{fL
-
‘_Sénescence Apoptose Mort-  S¢pescence Apoptose Nécrose
Mitotique

Figure 11 : Schéma récapitulatif des processus cellulaires probables mis en ceuvre aprés un traitement par

anthracyclines : A) Signalisation et régulation de I'expression génique, B) arréts du cycle et mort cellulaire

3.1. Signalisation et régulation de l'expression génique

La voie de signalisation reste discutée puisque les travaux de Fulda et al. ont montré une

activation par la doxorubicine (0,5 ng/mL pendant 1h, analyse 72 h plus tard) autocrine et/ou
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paracrine du systtme CD95/CD95-L (APO-1/Fas-L) (Fulda et al., 1998) alors que Petak er al.
ont montré que cette vole n’était pas impliquée dans le mécanisme d’action cytotoxique de la
doxorubicine (0,05-3 uM pendant 72 h) (Petak et al., 2000). Par contre l'activation des
caspases dans ce processus de signalisation semble étre admise (Durrieu et al., 1998, Fulda et
al., 1998, Petak et al., 2000).

Les céramides peuvent étre générés par l'endommagement des membranes induit par les
anthracyclines via l'activation de la sphyngomyélinase. Mansat-De-Mas et al. ont mis en
relation Ia production de céramides et d’espéces réactives d’oxygeéne (ERO) induits par la
daunorubicine (1 uM pendant 1 h) sur cellules leucémiques, qui activeraient des facteurs de
transcription précoces de réponses au stress tels que JNK et AP-1 (Mansat-de Mas et al.,
1999). De plus, les anthracyclines semblent étre impliquées dans l'activation des facteurs de
transcription précoces au stress oxidatif. En effet, les résultats de Boland et al. suggérent pour
la daunorubicine (de 0,05 a 2,5 uM pendant 1 a 24 h) sur deux modeéles cellulaires en
suspension, une activation de NFk-B de fagon indépendante d’une production effective de
céramides mais dépendante de la production dERO (Boland et al., 1997).

Liao et al. ont montré que les Iésions au niveau de 'ADN peuvent initier la production des
céramides viag l'activation de la céramide synthase (Liao et al., 1999). L'endommagement de
'ADN par les anthracyclines (cassures double-brins, DSB/ cassures simples-brins, SSB),
provoqué soit par des radicaux libres soit par la formation du complexe [ADN-Topoll-
Anthracycline], induit 'activation de p21 (Gartenhaus et al., 1996, Hedenfalk et al., 1997) ou
du complexe MPF (Ling et al., 1996).

3.2. Arréts du cycle et mort cellulaire

L'effet antitumoral des anthracyclines s'exprime selon deux mécanismes qui peuvent étre
distincts : l'effet cytostatique (arrét du cycle cellulaire) et l'effet cytotoxique (mort cellulaire).
Selon les données de la littérature, issues principalement d'expérimentations in vitro,
I'endomagement de 'ADN par les anthracyclines implique un blocage des cellules en Gy/S
(Chang et al., 1999, Come et al., 1999 a, Ferraro et al., 2000, Vial et al., 1997) ou en G,/M
(Chang et al., 1999, Come et al., 1999 b, Petak et al., 2000, Vial et al., 1997). Les différents
processus actifs de mort cellulaire associés aux arréts du cycle sont la sénescence (Chang et
al., 1999), la mort mitotique (Chang et al., 1999, Come et al., 1999 a, Petak et al., 2000) et/ou
l'apoptose (Come et al., 1999 a, Ferraro et al., 2000, Petak et al., 2000, Vial et al., 1997).
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# L'arrét en Gy/S provoqué par les anthracyclines serait sous la dépendance de P21 mais le
rOle de P53 reste controversé (Gartenhaus et al., 1996, Hedenfalk et al., 1997).

Le gene p53, localisé sur le bras court du chromosome humain 17, est un geéne suppresseur de
tumeur. Son ARNm, posséde 11 exons et code pour une phosphoprotéine kinase nucl€aire. La
protéine est divisée en 4 domaines : transactivation, fixation, oligoménsation, fixation non
spécifique a ’ADN (Soussi et al., 1990). La forme active de cette protéine de 53 kDa est en
fait un tétramére qui se fixe sur une séquence consensus (el-Deiry et al., 1992). Il agit comme
un facteur de transcription en induisant ou réprimant la transcription de génes impliqués dans
de nombreux processus cellulaires centraux tels que le cycle cellulaire, la stabilité
génomique, la ségrégation des chromosomes, [a sénescence et I'apoptose (Chang et al., 1999).
La protéine P53 sauvage a également la capacité de réguler négativement l'expression d'un
grand nombre de génes cellulaires et viraux en s'associant notamment a la TBP (TATA box
Binding Protein) (Chang et al., 1995) et & la CBF (CCAAT box Binding Factor) (Agoff et al.,
1993).

La protéine P53 est un élément important de la voie éctivée en réponse aux dommages subis
par I'ADN, ce qui lui vaut le surmom de "gardien du génome". En effet, on observe une
accumulation nucléaire importante de cette protéine en réponse 4 des lésions de 'ADN
génomique (Kastan et al., 1991). La protéine P53 est alors capable de transactiver plusieurs

génes dont p21WAF 1iCipl

impliqué dans le blocage du cycle cellulaire en G/S, GADD4S lié a
la réparation de 'ADN ou encore Mdm2 qui inhibe ’activité transrégulatrice de p53 et permet
la ré-entrée de la cellule dans le cycle cellulaire aprés la réparation des lésions. Si les
dommages induits au niveau de 'ADN sont trop importants pour étre réparés, P53 peut
induire des génes comme bax et en réprimer d'autres tels que bel-2, afin d'induire 'apoptose
(Licbermann et al., 1995). Les données in vitro indiquent que ’induction de I’apoptose par la
doxorubicine peut s'effectuer selon un schéma p53-dépendant apres 72 h de contact &2 | uM
(Fulda et al., 1997) ou p53-indépendant aprés plus de 24 h a 100 nM (Gartenhaus et al,,
1996). En outre, les cellules tumorales exposées a une dose modérée de doxorubicine peuvent
également mourir par un mécanisme assimilé a la sénescence auquel p53 et p21 sembient
contribuer (Chang et al., 1999).

Les céramides sont des médiateurs endogénes d’arrét en Gy¢/G; du cycle cellulaire par
déphosphorviation de la protéine Rb. En outre, les céramides semblent générer et/ou
participer a différents types de mort cellulaire, tels que I’apoptose ou la sénescence. Des

travaux in vitro effectuds avec la doxorubicine ou ia daunorubicine ont mis en évidence une
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mort par apoptose précédée par la production de céramides (Bose et al., 1995, Jaffrezou et al,,
1996).

» Llarrét en Go/M est dépendant du complexe MPFE, et selon une récente hypothése
{'activation de P53 contribuerait & son maintien (Innocente et al., 1999). En fait, différentes
équipes ont observé un arrét en G»/M par le traitement sur des lignées tumorales avec des
anthracyclines comme la doxorubicine (0,5-1 pM) (Ling et al., 1996), la daunorubicine ou
I"idarubicine (< 4 40 et 20 nM respectivement) (Vial et al., 1997). L’ inactivation du complexe
MPF a été mis en évidence avec la doxorubicine (Ling et al., 1996). L’activation de p53 par ia
doxorubicine pourrait augmenter, sans &tre nécessaire, l'inactivation de ce complexe
{Passalaris et al., 1999).

De maniére générale, il est admis que I’arrét en G,/M traduit une instabilité génomique qui
peut se poursuivre, si les dommages 4 I’ADN sont trop importants, par un processus de mort
cellulaire mitotique. Toutefois, un stress cellulaire durant la phase mitotique peut provoquer
des images d’apoptose (Sit et al.,, 1997). Concernant les anthracyclines, I'arrét en G,/M est
associé a un processus de mort mitotique (Come et al., 1999 a) et/ou d'apoptose (Petak et al,,
2000).

4. Apoptose et phénotype classique MDR

La résistance & la chimiothérapie se traduit par une inefficacit¢ cytotoxique des agents
utilisés, et qui peut correspondre a une incapacité a induire la mort cellulaire par le processus
d’apoptose. Mais comme nous ’avons déja vu dans le chapitre précédent, la chimiorésistance

et en particulier la résistance aux anthracyclines peut étre initiée par le phénotype MDR.

4.1. La résistance a I'apoptose

Concernant les anthracyclines, activation des caspases se situe parmi les événements
précoces détectables du processus d’apoptose aussi bien in vitro que sur échantillons
cliniques {Durricu et al., 1998). Cependant avant de converger vers la phase effectrice
commune d’induction d’apoptose, il existe deux autres phases qui sont cruciales : 1) une
phase initiatrice impliquant différents sites intracellulaires et ii) une phase de contrdle
mitochondrial (Figure 12). La phase de contréle mitochondrial comprend la réguiation de la
libération a travers le pore mitochondrial de protéines apoptogéniques, telles que le

cytochrome ¢ ou les AlFs par les protéines de la famille Bel-2 (Fulda et al., 1998). La
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configuration de ces séquences positionne de fagon centrale la mitochondrie, et en particulier

le role des protéines de la famille Bel-2.
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Figure 12 : Scénario d'induction de Iapoptose par fa doxorubicine dans des celiules de neuroblastome (Fulda et
al., 1998).

Fulda et al. ont développé des modéles issus d’une lignée de neuroblastomes, transfectée
avec bel-2 ou bel-X1 (Fulda et al., 1998). Ces modeles transfectés se sont révélés résistants 4
I’induction d’apoptose par la doxorubicine (0,5 ug/mL pendant 24 h). Par contre Durrieu et
al. ont employé des modéles leucémiques résistants obtenus par sélection aprés traitement par
la daunorubicine {Durrieu et al., 1999). Leurs résultats convergent vers le méme concept,
¢’est-d-dire ’existence de mécanismes de résistance a I’apoptose. IIs ont mis en €vidence,
aprés une exposition a I’idarubicine (40 nM pendant 48 h) ou de céramides exogénes, une
surexpression de [a protéine Bcl-2 (avec Bax constant) associée a une diminution du
pourcentage de cellules apoptotiques. En outre, cela confirme que I’évolution du ratio
Bax/Bcl-2 refléte la capacité des cellules & entrer en apoptose aprés un traitement par

anthracycline.
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4.2. Relation(s) entre la résistance 4 I'apoptose et le phénotype MDR

Différentes equipes se sont intéressées a déterminer le facteur de trancription potentiel
contrélant le géne mdrl dans les cellules tumorales. Plusieurs candidats semblent se détacher,
telles que les protéines P53, MDM, et NF-kB.

Concernant la P53, sa forme mutée agit comme une oncoprotéine qui immortalise et
transforme les lignées cellulaires primaires. En effet, les altérations au mveau du géne de p53
représentent ['événement mutationnel le plus fréquent dans les cancers humains (Greenblatt et
al, 1994). L'altération des fonctions de P53 pourrait étre un élément déterminant dans les
mécanismes de résistance aux anticancéreux comme dans les mécanismes de résistance aux
radiations ionisantes. La protéine P53 est connue pour moduler la transcription de certains
genes par affinité au niveau de leur séquence promwotrice, et entre autre d'activer la
transcription par voie cis du géne mdrl. Cependant le mécanisme par lequel P53 (sauvage ou
mute) régule Pactivité du géne mdrl reste a élucider. L’étude effectuée par Ogrermen er Safa
sur la lignée MCF-7""% a mis en évidence une déletion de 21 pb au début de I’exon 5 du géne
p53 qui altere son niveau d’expression, sa stabilité et sa localisation. Ces résultats laissaient
suggérer que le statut mutationnel de P53 pourrait étre un des facteurs impliqués dans le

développement de la multidrug resistance de cette lignée (Ogretmen et Safa, 1997).

En outre des lignées cellulaires tumorales présentant le phénotype classique MDR se soni
révélées avorr des altérations du métabolisme lipidique. Les céramides biosynthétisés peuvent
étre soit transformés en sphingomyéline, soit en glucosylcéramides. Les glucosylcéramides
servent de précurseurs a la synthése de nombreux glycosphyngolipides et sont impliqués dans
la réguiation de la prolifération cellufaire, alors que les céramides sont des messagers
secondaires de I’apoptose. Effectivement, les travaux de Lavie et «l. ont démontré pour la
premiére fois que différentes lignées cellulaires associaient au phénotype MDR une
accumulation de glucosylcéramide probablement par leur synthése accélérée (Lavie et al,,
1996). Le caractere multifonctionnel des glucosylcéramides laisse présager un réle certain
dans ['acquisition et/ou le maintien de la multidrug resistance. D’autant plus qu’il a été
possible de détecter un niveau élevé de glucosyicéramide dans des échantillons de patients
chimiorésistants (Lucci et al., 1998).

Des agents modulateurs du phénotype MDR de structures diverses {Tamoxiféne, PSC-833,

Cyclosporine A) sont capables respectivement d’inhiber la glucosylcéramide synthase et
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d'activer la ceramide synthase dans des lignées cellulaires MDR. Les résultats obtenus sur e
couple MCF-7/MCF-7""® avec 1a doxorubicine (0,5 uM ; 24 h en continue) démontrent que
certaines combinaisons de modulateurs, & des concentrations applicables en clinique,
permettent de restaurer le niveau de production de céramide et donc la sensibilité a la

doxorubicine (Lucci et al., 1999 b).
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RESUME DU CHAPITRE III
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PARTIE EXPERIMENTALE



Chapitre I1I : Partie Expérimentale

I OBJECTIFS

La mise en place du poste de microscopie de fluorescence conventionnelle 2D a été réalisée
afin de résoudre certaines des problématiques biologiques. Cette instrumentation permet dans
un premier temps d'effectuer sur cellules vivantes des procédures danalyse d'images
qualitatives et/ou quantitatives grice 4 I'épaisseur réduite des cellules adhérentes. Le caractére
évolutif du poste permet denvisager des études préliminaires concernant l'impact de la
déconvolution ainsi que des mesures de spectres intracellulaires. Ce travail a été effectué
grice a des collaborations entre nstrumentalistes et biologistes permettant de faire coincider
les contraintes biologiques avec celles de l'instrumentation. L'ensemble des travaux de
caractérisation des dispositifs expérimentaux associés au poste de microscopie de
fluorescence, ainsi que de leurs validations, ont fait 'objet des théses de doctorat de AP

Gramain et JJ Padilla-Ybarra.

La premiére partie de notre travail a consisté & étudier la distribution de la daunorubicine
(DNR), une anthracycline de référence, son altération et sa modulation dans le phénotype

MDR classique.

Notre ¢tude bibliographique a mis en évidence que la séquestration cytoplasmique des
anthracyclines est plus largement documentée in vitro pour des lignées cellulaires
leucémiques que pour des modeles cellulaires adhérents et principalement avec la mudtidrug
resistance related protein (MRP). Sa description reste tres limitée pour des prélévements
leucémiques aussi bien concernant sa caractérisation que sa modulation.

C'est pourquoi il nous a semblé utile d'envisager d'aborder cette thématique selon deux volets.
Le premier volet concerne la compréhension in vitro du phénomene de séquestration
cytoplasmique de la DNR au sein de modeles expérimentaux adhérents. Le second consiste a
déterminer son existence si possible en évaluant sa fréquence d'apparition et sa localisation,

puis sa modulation au sein de prélevements leucémiques.
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1. La caractérisation /n-vitro de la séquestration cytoplasmique de la DNR au sein d'une
lignée adhérente de phénotype MDR surexprimant la glycoprotéine-P (P-gp). Les lignées
MCF-7/MCF-7"* ont été retenues, car nos travaux préliminaires ont mis en évidence la
séquestration de la DNR au sein de la lignée MCF-7""®. Pour ce faire nous avons déterminé
plusieurs probiématiques biologiques & résoudre :

s Déterminer par analyse d'images la localisation intracellulaire des sites de
séquestration de la DNR.

e Déterminer la configuration moléculaire de la DNR au niveau intracellulaire par

l'intermédiaire de son spectre de fluorescence.

o Déterminer une procédure optimale de réversion du phénotype MDR classique.

2. L'évaluation préliminaire de ce phénomeéne dans le contexte clinique. Peu de données a
ce sujet existent, et exclusivement pour des prélévements issus de LAM adultes. Clest
pourquoi, nous avons étudié la distribution de la DNR au sein de prélevements leucémiques,

en particulier pour des prélévements de LAL d'enfants.

La seconde partie de notre fravail a consiste a évaluer des anthracyclines de seconde
génération, sur différents modeles cellulaires adhérents comprenant des lignées de cancer du
sein et de cancer pulmonaire présentant le phénotype classique MDR.

Notre étude bibliographique a mis en évidence I'mtérét des molécules lipophiles et en
particulier de l'idarubicine (IDA), aussi bien pour son mécanisme d'action que pour son
potentiel en clinique. Le choix des modeles cellulaires adhérents s'est orienté vers des couples
comprenant des lignées de phénotype MDR associ€ a la P-gp ou la MRP. La présence de ces
protéines permet d'étndier l'impact de différents mécanismes d'efflux et de séquestration
cytoplasmique. En outre les lignées résistantes sélectionnées reflétent la complexité des
mécanismes multifactoriels pendant une chimiothérapie qui implique des agents dorigine
naturelle. 1.4 aussi, la démarche s'est organisée selon différentes étapes. Dans un premier
temps, il s'agit de caractériser leurs propriétés pharmacologiques au niveau cellulaire. Puis
dans un second temps, I'objectif est de comparer la réponse cellulaire aprés le traitement des

lignées cellulaires par les anthracyclines sélectionnées.
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1. La caractérisation pharmacologique au niveau cellulaire des anthracyclines comprend
différents paramétres a déterminer, voici ceux que nOus avons retenu |

¢ L'¢évaluation de l'incorporation et de la rétention des deux anthracyclines pour les

lignées parentales et résistantes.

o L'é¢tude de leur distribution subcellulaire au sein des différentes lignées.

2. La réponse cellulaire est évaluée pour les deux anthracyclines, avec les études suivantes :

¢ La comparaison de l'efficacité cytotoxique des deux anthracyclines pour les lignées

parentales et résistantes pour différentes durées d'exposition (2 et 24 h)

» Détermination du processus d'induction de la mort cellulaire

¢ Implication de la voie P53 et de la voie des céramides dans 'induction de l'apoptose
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II MATERIELS ET METHODES

Ce chapitre comprend les matériels et méthodes utilisés dans les deux parties expérimentales
qui suivent. Il a pour vocation d’une part de définir les critéres qui ont déterminé le choix du
matériel et d’en présenter les caractéristiques principales, et d'autre part de décrire les
différentes méthodes utilisées. Pour certaines méthodes, leurs descriptions seront succinctes
puisque dans le chapitre suivant seront intégrées les 2 publications directement liées au sujet

de la theése (Bour-Dill et al., 2000, Merlin et al., 2000).

1. Substances chimiques

I.1. Les anthracyclines

Les anthracyclines, daunorubicine (DNR, Cérubidine® ; Rhone Poulenc Rorer Bellon,
Neuilly, France), idarubicine (IDA, Zavedos® ; Pharmacia&Upjohn, St Quentin Yvelines,
France), épirubicine (EPI, Farmarobucine® ; Pharmacia&Upjohn, St Quentin Yvelines,
France) sont fournies sous forme de lyophilisats et sont dissoutes dans de ’eau pour
préparation injectable. Les solutions méres sont conservées & -18°C, les aliquots sont

conservés quelques jours a 4°C.

[.2. Les modulateurs

Le S9788 (dérivé de triazinoaminopipéridine ; Servier, Courbevoie, France), la cyclosporine
A (CsA) et son dénvé le PSC-833 (Valspodar®) (Nowvartis, Bale, Suisse) sont fournis
généreusement respectivement par Servier et par Novartis. La CsA et ie PSC-833 sont dissous
dans une solution d’éthanol/eau (70/30 ; v/v) aux concentrations souhaitées en fonction des

applications sur lignées ou sur cellules issues de prélévements cliniques.

2, Lignées cellulaires et prélévements leucémiques

2.1. Lignées cellulaires

La lignée MCF-7 a été établie 4 partir d’une métastase pleurale d’un adénocarcinome
mammaire humain provenant d’une femme ménopausée (Brooks et al., 1973). La lignée A549

a été établie & partir d’'un adénocarcinome pulmonaire humain (CNPC) provenant d’un
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patient de 58 ans (Giard et al., 1973). La lignée MCF-7""F 3 ¢té obtenue par induction & la
doxorubicine (DXR). Cette lignée ainsi que la lignée MCF-7 parentale ont €t¢ généreusement
données par le Dr S. Chevillard (Institut Curie, France). La lignée A549 T; a ¢té établie par
Solis Recendez (. dans le cadre de sa thése par induction au taxol (TXL, Paclitaxel®, Sigma)
(Solis Recendez, 1999) alors que la lignée A549 V; a été établie par Trussardi 4. dans le
cadre de sa thése par induction & I’étoposide (ETP, Dakota® Pharm, Sanofi, Gentilly, France)
(Trussardi et al., 1998). Le critére premier de sélection concernait leur phénotype MDR
classique, puis dans un second ordre leur statut p53. Ces critéres sont présentés dans le

Tableau 6.

Tableau 6 : Récapitulatif des caractéristiques des lignées.

Lignées MDR classique Ps3°© Induction *
P-gp/mdr I° MRP/mrpi® Médicament  Modalité IR
MCF-7 1,.4/0,01 7.3 /1,01 Sauvage G 7] O
MCF-7"%* 91,8/ 1,64 9,9/1,41 Mutée DXR Continu 200
A549 0,6 /0,03 151/2,00  Sauvage 1% %) @
AS549 T, 85,1/1,50 19.4/1.97 Sauvage TXL Contmu 62
A549 V, 1,6/0,03 60,3/2,75  Sauvage ETP Continu 22

Les critéres en ?#°, controlés par nos soins, correspendent d’une part aux pourcentages de cellules marquées par
les anticorps anti- P-gp ou - MRP obtenus en cytométrie de flux (méthodes décrites dans le paragraphe dédié 4 la
cytomeétrie en flux), et d’autre part le ratio d’expression d’ARNm mesuré entre le géne cible et le géne de
référence gapdh (meéthodes décrites dans le paragraphe dédi¢ 4 la RT-PCR semi-quantitative). Ils apparaissent en
gras lorsqu’ils sont significativement différents du contrdle parental. Le critére © a été contrdlé par SSCP pour ces
différentes lignées par S. Lizard au centre G.F. Leclerc de Dijon. ¢ Cette colonne contient les informations
relatives 4 I’induction de la résistance, ¢’est-a-dire ; I’agent naturel initiant la résistance (Médicament), la modalité
d’induction, ¢’est-a-dire par exposition continue 4 dose croissante, ainst que I'indice de résistance obtenu 4 agent

inducteur (IR).

La culture cellulaire Le matériel de culture cellulaire provient de chez Costar (Dutscher,
Brumath, France). Les lignées cellulaires adhérentes sont cultivées en monocouche dans une
étuve a 37°C en atmosphére 4 5% de CO, et 90% d’humidité. L’entretien est effectué en
flacon de culture de 75 cm?® dans du milieu de culture RPMI 1640 (Life Technologies, Cergy-
Pontoise, France), sans rouge de phénol, additionné a 9% de sérum de veau feetal (SVF)
mactivé par la chaleur (Dutscher SA, Brumath, France), 100U-100 pg/mL de pénicilline-
streptomycine (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France), 2 mmol/L de L-glutamine (Life
Technologies, Cergy-Pontoise, France), et trypsinées tous les 7 jours. Chaque expérimentation

est réalis€e sur cellules en phase exponentielle de croissance. Le temps de doublement de ces
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lignées est entre 24 et 28 heures a I'exception de la lignée MCF-7""% qui a un temps de
doublement de 43 + 12 h (données non présentées). La pression de sélection des cellules
résistantes est maintenue spécifiquement pour chaque lignée. Les MCEF-7"*R sont cultivées en
continue avec 10 uM de doxorubicine (DXR, Adriblastine® ; Pharmacia&Upjohn). Une
semaine avant toute expérimentation, les cellules sont cultivées sans DXR. Les A549 T; sont
cultivées toutes les 2 semaines en présence de | uM de taxol (Paclitaxel®, Sigma, St Quentin
Fallavier, France) durant 5 jours, et les A549 V; sont cultivées toutes les 2 semaines en

présence de 5 pM d’étoposide (Sanofi) durant 5 jours.

2.2. Prélévements leucémiques

Les échantilions de moelle sont issus de prélévements effectués dans le cadre d’analyses
cytologique chez les enfants (< 15 ans ; 7 LAL au diagnostic et 1 LAL en rechute) ainsi que
chez les adultes (4 LAM au diagnostic,). Les cellules sont récupérées aprés passage sur
Histopaque® 1077 (Sigma), et centrifugées a 1500 g pendant 10 min a 4°C. Puis elles sont
mises en suspension dans du milieu enrichi : RPMI 10% SVF + 0,1% ITS (Insuline 5 mg/mi.,
Transferrin 5 mg/mL, Séiénium 0,005 mg/mL) (Merlin et al., 1994). La fraction leucocytaire

récupérée présente plus de 80% de cellules atypiques

3. Etude de la cytotoxicité

L’évaluation de la cytotoxicité cellulaire est effectuée par le test colorimétrique au bromure
de 4,5-diméthylthiazol-2-y1)-2,5-diphényltétrazolium (MTT ; Sigma, St Quentin Fallavier,
France). Le prncipe du test au MTT est basé sur la capacité des cellules vivantes a
métaboliser ce compose, jaune péle en solution aqueuse, en sel de formazan de coloration
brune qui absorbe la lumiére vers 540 nm. Ainsi, seules les cellules, dont !’activité
mitochondriale respiratoire est intacte, sont capables de réduire le MTT par les succinates
déshydrogénases en cristaux de formazan. Cette technique, présentant ’avantage d’étre
rapide, a ét¢ comparée dans la littérature aux essais clonogéniques (essais de référence en
culture cellulaire) et une corrélation significative a ¢t¢ démontrée entre les deux méthodes

(Carmichael et ai., 1987, Merlin et al., 1992).

Cet essai est effectué en plaques 96 puits dans lesquelies ont été ensemencees les cellules aux
concentrations souhaitées (en fonction des lignées et de la durée de culture). Apres

incubation, les anticancéreux sont ajoutées dans les puits a des concentrations croissantes. A
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la fin du contact les cellules sont lavées puis, sont analysées directement en ajoutant la
solution de MTT (5 mg/ml) diluée dans du PBS pendant 3 h afin de permetire la
métabolisation du colorant. L’intégrité cellulatre est détruite par 1’ajout de dodécylsulfate de
sodium (SDS) 4 25%. L’absorbance est lue 4 540 nm sur un lecteur de microplaques (Titertek
Multiskan ® MCC/340, Flow Laboratories, Les Ulis, France).

A 540 nm la linéarité du test colonmétrique au MTT, en fonction du nombre de cellules par
puits, est vérifiée pour chaque lignée cellulaire, 4 chaque concentration utilisée.

Le blanc a été déterminé a partir de puits contenant du milieu RPMI, de la solution MTT et
du SDS mais sans cellule ni x¢énobiotique. Les résultats sont exprimés en terme de
prolifération par rapport & un témoin non traité. L’analyse des effets obtenus est réalisée en se
basant sur le principe décrit par Chou et Talalay (Chou et Talalay, 1984). La concentration
inhibant la croissance cellulaire de 50% (ICsy) pour chaque composé et pour chaque lignée
cellulaire. Les résultats représentent la moyenne d’au moins trois essais indépendants.

Ensuite, sont calculés les indices de résistance (IR) pour chaque composé.

IR = IC5, lignée résistante/ ICsq lignée sensible

Lignées cellulaires

Différents contacts sont utilisées en fonction des objectifs et des anticancéreux utilisés. Pour
une exposition aux anthracyclines de courte durée (2 h), 'analyse est effectuée soit
directement apres le contact, soit 72 h apres le lavage des cellules. Pour une exposition de 24
h, les cellules sont remises en culture aprés lavage pendant 48 h, et finalement analysées.
L’ensemencement des cellules varie en fonction des lignées afin de faire I'évaluation sur 1 4 3
temps de doublements. Pour 6 jours de culture, les MCF-7 sont ensemencées a 0,4.10°
cellules/mL, les MCF-7P%% & 1.10* cellules/mL, les A549 4 0,4.10% cellules/mL, A549 T, &
0,6.104 celhiles/mL, A549 V; a 0,6.104 cellules/smL. Aprés I’incubation en présence des
anticancéreux, les cellules sont lavées au PBS, puis incubées avec du MTT pendant 3 h et
analysées.

_7DXR

L effet d’un modulateur seul ou combiné est évalué pour le couple MCF-7/MCF n

comparant la cytotoxicité mesurce sur cellules co-incubées avec la DNR. Les associations
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effectuées, ainsi que la méthode d’analyse des résultats sont décrits dans Particle intégré dans

le chapitre VI, dans le paragraphe Réversion du phénotype MDR (Merlin et al., 2000).

Prélevements leucémiques

Aprés récupération, les cellules leucémiques sont ensemencées (3.10° cellules/ml) et la
cytotoxicité est évaluée pour 5 concentrations de DNR (0,02 ;0,09 ; 0,18 ; 0,89 ; et 1,77 uM).
Les cellules sont alors mises en culture pendant 72 h. Puis les plaques sont centrifugées et les
cellules sont remises en suspension dans du milieu avec du MTT pendant 3 h et sont

finalement analysées.

4. Microscopie de fluorescence

Les techniques de microscopie de fluorescence permettent selon I’ instrumentation d’associer

des analyses qualitatives, voire quantitatives sur des échantillons d’origines variées.

4.1. Dispositif expérimental

4.1.1. Le microscope

Au niveau du microscope, deux concepts optiques sont possibles : le microscope droit ou
inversé. Le choix de la technique est dicté par !"application biologique et par I’objectif en
termes d’analyse. Le microscope inversé est particuliérement requis pour des applications sur
le vivant impliquant une approche dynamique telle que : la réponse cellulaire en fonction des
modifications des conditions expérimentales (pH, oxygéne), la cinétique d'incorporation
(médicament, sondes iomques), ou l'analyse d'un événement physiologique (mort cellulaire,
division cellulaire). Le microscope droit est adapté aussi bien aux études sur échantillons
fixés que vivants, et contrairement a l'inversé, permet une observation de I'échantillon

directement dans son milieu de culture en utilisant un objectif a immersion a eau.

La microscopie de fluorescence conventionneile convient aux applications nécessitant une
acquisition rapide des données. La durée de recueil des données intervient pour les études sur
le vivant, afin de maintenir des conditions compatibles avec la survie de I'échantilion, ainst
que pour les études de fluorochromes peu photostables, ou cytotoxiques sous irradiation, qui
impliquent des irradiations bréves avec une irradiance minimum et un systéme de détection

suffisamment sensible aux faibles signaux.
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Le microscope droit a épifluorescence PROVIS AX70 (Olympus, Rungis, France) est l'outil
central du poste qui a €té caractérisé au cours de la thése de doctorat de MP Gramain
(Gramain, 2000). 11 offre une large gamme de configurations et permet le passage rapide d'un
mode d'observation 4 un autre (fond clair, fluorescence). Son statif trés stable est congu pour
recevoir différents types de téte en fonction des dispositifs complémentaires a ajouter au
poste (capteur, caméra, ...). Ce microscope est €quipé d'une téte (U-MPH) multi-port de sortie
(oculaires, port 1, port2, et deux sorties latérales). Chacune des sorties regoit 100% de
l'information lumineuse provenant de I'échantillon.

Le poste est équipé de deux sources lumineuses controlées par un shutter mécanique. L'une
des sources (lampe halogéne) assure les observations traditionnelles en fond clair et la
seconde, une source a vapeur de mercure (HBO, Olympus), assure l'excitation des
échantillons pour la fluorescence.

De plus, il comprend diverses motorisations (tourelle porte objectif, tourelle porte filtre,
choix de sortie), associé & un multi-contréleur (U-MCB, Olympus), ces motorisations peuvent
&tre directement pilotées par ordinateur. Sa platine porte-objet comporte une résolution

spatiale en XY de 10 um et axiale Zde I pm.

4.1.2. Les objectifs

Les objectifs ont été choisis dans une gamme universal inifinite system corrigée a {'infini. s
sont plans afin de saffranchir des problémes de courbure de champ. Les objectifs plan
apochromatiques assurent une correction des aberrations chromatiques pour trois longueurs
d'onde. Les trois objectifs suivants 100x, 40x et 10x sont de type UPLAPQO (Universal Plan
Apochromat). lls sont appropriés pour des travaux de recherche, car les images formées par

ces objectifs sont d'une excellente définition, d'un contraste et d'une résolution remarquables.

Les objectifs 100x et 40x sont particuliérement adaptés aux études cytologiques. L objectif
100x (WD = 0,1 mm) posséde une ouverture numérique variable de 0.5 a 1,35, mais seule la
forte ouverture numérique a ét€ utilisée. De plus, dans le cadre du partenariat établi avec Ia
société OLYMPUS, nous avons utilisé 'objectif 60x PSF/NA1,2 (WD = 0,25 mm). Cet
objectif est corngé pour les divers types d'aberrations citées précédemment (sphériques,
chromatiques, courbure de champ ...). Il est particuliérement adapté pour des applications

impliquant des procédures de déconvolution dont le principe sera briévement décrit dans le
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paragraphe 4.1.6.2 Microscopie par coupes optiques sériées. L'objectif 100x est & immersion

a huile d'un indice de réfraction de 1,516 et ['objectif 60x est 4 immersion & eau.

4.1.3. Les filtres

Les filtres de densité neutre (fdn). 1ls sont utilisés pour atténuer la lumiére d'excitation afin de
limiter les phénoménes de photoblanchiment des fluorophores et d'éviter la destruction de
'échantillon biologique par échauffement local. Nous avons choisi frois valeurs de
transmission : 6%, 25% et 1,5% (6%x25%) (Olympus).

Combinaisons de filtres. Pour étudier le maximum de fluorophores, nous disposons des filtres
suivants (Olympus) :

- passe-bande (PB) : 330-385 nm, 400-440 nm,420-460 nm, 460-490 nm, et 510-550 nm

- passe-haut (PH) : 475 nm, 515 nm et 590 nm.

- miroirs dichroiques {MD) : 400 nm, 455 nm, 505 nm et 570 nm.

Les blocs filtres peuvent étre configurés au plus juste en fonction des fluorophores étudiés.

4.1.4. Les détecteurs

4.1.4. 1. Les caméras

La caméra CCD refroidie LH 1600 (LHESA Electronique, Cergy-Pontoise, France) comporte
deux étages Peltier assurant une baisse de la température de -40°C. Elle possede un shutter
pilotable permettant de fixer le temps d'exposition du capteur a la lumiére (de 0,1 ms a
guelques minutes). Le signal numérique de sortie est code sur 12 bits, soit 4096 niveaux de
gris au niveau de I'image. Ces caractéristiques permettent de détecter sur une méme image les
faibles et forts signaux de fluorescence. La caméra LH-1600 comprend des pixels de taille
9,0x9,0 um?. La carte d'acquisition est une carte Magic (Matrox, France).

La caméra Sensys (Photometrics, Tucson, AZ) associée au systétme Cellscan™ est une
caméra CCD refroidie 12 bits, refroidie par effet Peltier a +10°C possédant des pixels de

taille 6,8 x 6,8 pm*.

4.1.4.2. Le spectrométre
Un spectrométre CP 200 (Jobin Yvon, France) est adapte sur l'une des sorties du microscope
grice a la téte, congue pour recevoir une fibre optique de mesure et une caméra pour
contrdler et visualiser 1'image de la zone de mesure. Ce dispositif, décrit dans le paragraphe

4.1.6.3 Microspectrofluorimétrie, a été caractérisé dans un premier temps par des
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expérimentations sur différents modeles (Padilla Ybarra, 1999), puis des mesures

préliminaires de spectres intracellulaires ont été effectuées.

4.1.4.3. Le photomultiplicateur

Le photomultiplicateur de type E717-23 (Hamamatsu, Japon) peut étre adapté soit
directement sur la premiére sortic du microscope, soit positionné a l'autre extrémité de la
fibre couplée, ou encore sur la seconde sortiec du microscope. Pour les mesures de
photoblanchiment de fluorochrome au niveau intracellulaire, la premiere solution a été

retenue avec une mesure de 1’intensité¢ compléte du champ d’observation,

4.1.5. L’environnement d’analyse d’images

Le logiciel AnalySIS 2.11 version Professionnelle (SIS, Minster, Allemagne) offre un
environnement comprenant un grand nombre de fonctions d'analyse et de traitement d'images,
applicables a des images 8, 12, 16 et 24 bits. II permet d'archiver les images et de constituer
une base de données précise. Le logiciel permet également d'effectuer des analyses
quantitatives statistiques sur des 1mages préalablement traitées. Les €léments comptabilisés
peuvent étre répertoriés en différentes classes en fonction de divers critéres (taille, forme...).
L'enregistrement de macro-commandes permet d'automatiser les analyses effectuées, jusqu'au
transfert des résultats vers un tableur (Excell). Le logiciel offre un environnement de
programmation intégré (Imaging C), permettant d'accéder 4 l'ensemble des fonctions
d'analySIS et de développer d'autres fonctionnalités. Des modules spécifiques peuvent &tre

ajoutés tels que le module AX70 et le module Acquisition de la caméra LH-1600.

4.1.6. Les installations

4.1.6.1. Conventionnelle 2D

Dans Fobjectif d'une démarche analytique, différents critéres nous ont orienté vers un poste

conventionnel plutdt que confocal.

L'effet confocal est séduisant car 1l permet de limiter les informations hors focalisation, par
l'intervention de deux diaphragmes (ou pinholes) placés dune part devant la source
lumineuse, d'autre part devant le détecteur. Cependant il reste différents aspects rédhibitoires

associés a cette technique.
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« L'acquisition des signaux point par point rend incompressible Pexistence d'un délais
temporel pour parcourir 'échantillon ou la région d'intérét. De ce fait, cette technigue ne
permet pas de refléter un état instantané de la distribution du fluorochrome étudié
(localisation ou spectre). L'impact de l'artefact généré par cette latence est fonction de
l'application envisagée (échantillon et/ou fluorochrome a analyser).

» Les détecteurs utilis€és en microscopie confocale sont des photomultiplicateurs. Ces
détecteurs affichent de faibles rendements quantiques de l'ordre de 0,1 a 0,35 contre des
efficacités quantiques de l'ordre de 0,6 & 0,8 pour des détecteurs d'imagene de type SITs ou
CCDs utilisés en microscopie de fluorescence conventionnelle (Agard et al., 1989).

» L'observation de plusieurs fluorophores au sein d'un méme échantillon excitable a des
longueurs d'onde différentes peut étre difficile voire impossible avec une source unique. Seule
l'association de deux lasers tels que l'argon et le krypton permet d'exciter de maniére optimale
un grand nombre de fluorophores. En outre, toute la gamme des fluorophores excitables dans

I'UV implique encore de lourds investissements financiers.

Le probléme majeur rencontre en microscopie de fluorescence conventionnelle est posé par la
présence d'un bruit de fond issu des plans hors focalisation qui se superpose & l'image
observée. En effet, si la mise au point se fait bien sur un plan focal précis, par contre
I'information collectée est entachée d'un bruit de fond, résultant de I'excitation par la source
lumineuse de toutes les molécules fluorescentes situées sur le trajet de 1a lumiére. Toutefois,
cet inconvénient peut-&tre limité par un échantiilon de faible épaisseur tel que I'implique des
cellules adhérentes monocouche, ainst que par l'optimisation des conditions expérimentales

(condition du marquage du fluorochrome, objectif et NA utilisés ...),

Le poste utilisé comprend deux stations de travail type Pentium, relides entre elles par un
réseau local sur lesquelles a été installé le logiciel précédemment décrit. La premiére station
assure le pilotage des diverses motorisations du microscope, ainst que le pilotage de la
caméra. La seconde permet non seulement l'archivage des images, mais aussi leur analyse et
leur traitement. De cette fagon, le poste permet de mener en paralléle expérimentation et

exploitation (Figure 13).
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Figure 13 : Schéma du poste de microscopie de fluorescence (Gramain, 2000).

La flexibilité¢ du microscope AX70 (multi-port de sortie, téte modulable...) rend ce systéme
évolutif et donc particulierement adapté & la recherche afin de répondre aux exigences des

différentes études.

4.1.6.2. Microscopie par coupes optiques sériées

Afin d'effectuer des études sur des volumes d'intérét plus importants, tels que le volume
cellulaire complet ou des échantillons épais (coupes tissulaires, sphéroides), il est nécessaire
d'utiliser des techniques tridimensionnelles. Différentes techniques permettent d'accéder a la
troisiéme dimensions : la microscopie confocale a balayage, la microscopie bi-photonique, ou

la microscopie par coupes optiques seri€es.

« Concernant la microscopie confocale & balayage CLSM, l'intérét principal de I'effet confocal
consiste 4 réduire considérablement les informations provenant des plans inférieurs et
supérieurs au plan de focalisation. L'image tridimensionnelle de I'échantillon est construite
point par point par déplacement séquentiel (Mason, 1993). Cependant l'effet de latence
impliqué par le balayage est amplifié avec la troisiéme dimension, et peut s'avérer
particuliérement limitant dans certaines applications (fluorochrome peu photostable ou
cytotoxique durant l'irradiation, caractére dynamique de la distribution du fluorochrome sous

irradiation).
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» Afin de palier les inconvénients associés a la CLSM, une nouvelle technique fondée sur
'excitation bi-photonique a été mise au point par Webb. en 1990. La microscopie bi-
photonique consiste 4 irradier un fluorophore par une source de lumiére (laser) dans le rouge
ou l'infrarouge. Le principe de la bi-photonie est bas€ sur ['absorption simultanée de deux
photons de faible énergie et de longueur d'onde élevée, afin d'assurer la transition de la
molécule dans un €tat excité.

Ce phénomene présente plusieurs avantages. Le caractére peu probable de !'événement
d'absorption bi-photonique implique quaucune émission de fluorescence ne sera possible
dans des régions hors du point de focalisation. La résolution et la sensibilité sont identiques
au meilleur dispositif confocal (Shotton, 1995). Les phénomenes de photoblanchiment sont
considérablement réduits. Cependant, comme les objectifs ne sont pas traités pour les
longueurs d'onde dans l'infrarouge, des aberrations chromatiques pourront &tre observées,
puisque la zone de I'échantillon irradiée dans l'infrarouge ne correspond pas en réalité a la
zone détectée dans le visible. La technique implique une caractérisation biphotonique des
fluorophores (spectres, rendement quantique, stabilité, dépendance environnementale, etc ...).
La viabilité des échantillons biologiques sous excitation bi-photonique reste a évaluer. Les
résultats obtenus sont trés prometteurs, mais le principal inconvénient est le colt di aux
sources lasers.

« La microscopie par coupes optiques sériées ou "optical sectioning microscopy" (OSM) est
une méthode alternative a la microscopie confocale. La technique consiste & illuminer de
mani¢re globale I'échantillon 3D et a enregistrer un ensemble d'images 2D par déplacement
de T'objectif par rapport a I'échantillon. 'échantillon étant transparent, le plan de focalisation
peut alors étre déplacé a travers ce dernier. Les informations du plan de focalisation et hors
plan de focalisation sont contenues dans chaque image 2D (Patrick et al., 1995).

L'image observée est une version dégradée de l'objet réel. Lors de sa formation par le systéme
optique, ’'image d’un objet fluorescent va subir des altérations dues au phénoméne de
diffraction. La facon dont le systéme optique entraine des distorsions et dégrade I'image d’un
objet est mise en évidence par la réponse impulsionnelle optique (ou Point Spread Function,
PSF) du systéme (Figure 14). Cette derniere décrit comment 1’image d’une source ponctuelle
idéale est transmise & travers le microscope. Si ce dernier €tait un systeme idéal, la PSF serait
un point. Or les limites imposées par ’ouverture numérique de Pobjectif et les erreurs
introduites par les éléments hors focalisation produisent globalement une PSF floue

(Gramain, 2000),
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Figure 14 : Principe de la convolution d’une scéne d’origine f par la réponse impulsionnelle optique du systéme A

qui aboutit & une image g bruitée n (Gramain, 2000).

La réponse impulsionnelle optique du systéme complet est introduite dans les algorithmes de
déconvolution d’images. Ces algorithmes reposent sur ’hypothése que I’image, obtenue a
travers un systéme linéaire invariant par translation, est le résultat d’un produit de convolution
de I’objet par la PSF du systéme. Les images d'échantillons biologiques peuvent aussi étre
traitées grice a un algorithme de déconvolution. Cet algorithme permet de détecter la partie
floue d'un plan et de réassigner cette information 4 son plan d'origine, en tenant compte de

I'information contenue dans la réponse impulsionnelle optique du systéme.

On peut alors analyser I'échantillon en trois dimensions avec une résolution comparable a la
résolution confocale. Cette technique a bénéficié de l'avénement de nouveaux capteurs. Les
capteurs CCD refroidis présentent des caractéristiques parfaitement adaptées a la détection de
signaux de fluorescence faible (sensibilité, dynamique, rapport signal sur bruit élevé) (Mason,

1993).

Les travaux menés en microscopie conventionnelle 3D ont été réalisés en collaboration avec le
Dr D. Dumas du laboratoire d'Angiochématologie-Hémorhéologie de la Faculté de Médecine
de Nancy (Pr J.F. Stoltz) . Le systtme EPR™ System (IPLab-Scanalytics, Fairfax, VA) appelé
aussi Cellscan, est un systéme qui permet de produire des images de fluorescence

tridimensionnelle de haute résolution. II se compose de divers éléments :

- d'un dispositif piézo-électrique et de son contréleur permettant de réaliser des déplacements

suivant l'axe z de focalisation d'un pas entre 0,1 et 100 pm, avec une précision de 0,01 um.
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- de 1a caméra CCD refroidie Sensys appropriée a I'acquisition de signaux de fluorescence,

- d'un shutter mécanique (contrble du temps d'excitation),

- d'une unité de contrdle de I'acquisition des images.

Un logiciel permet de fixer le protocole d'acquisition des images. Des parametres tels que le
pas entre chague plan, la course pour couvrir l'ensemble de I'échantillon, le temps
d'intégration de la caméra peuvent étre adaptés et modifiés pour chaque expérimentation.

Ce dispositif permet d'obtenir des coupes "optiques” (OSM) qui sont traitées, reconstruites, et
enregistrées sous un format brut. Elles sont visualisées par des projections bidimensionnelles
de l'échantillon. Le transducteur piézo-électrique du dispositif EPR™ g la particularité de
s'adapter sur tout type de microscope droit ou inversé entre l'objectif et la tourelle porte-

objectifs.

4.1.6.3. Microspectrofluorimétrie

La microspectrofiuorimétrie est une technique qui combine : la microscopie, permettant la
localisation du fluorochrome ; la spectroscopie, assurant l'analyse spectrale des signaux de
fluorescence ; et la fluorimétrie afin de réaliser une mesure quantitative ou semi-quantitative.
L'intérét de cette technique consiste 4 pouvoir é€valuer de fagon non invasive pour
I'échantillon biologique l'impact de l'environnement sur les caractéristiques spectrales ainsi

que sa concentration .

Pour réaliser des mesures spectrales intracellulaires non invasives, une téte adaptatrice a été
intégrée en sortie 1 du microscope afin de transmettre, par 'intermédiaire d’une fibre
optique, la lumiére de fluorescence vers le spectrographe. Le réglage de la téte sur le
microscope, ainsi que la caractérisation de ’ensemble du dispositif ont fait I’objet de 1a thése
de doctorat de JJ Padilla Ybarra (Padilla Ybarra, 1999).
Chacune des sorties regoit 100% de l'information lumineuse. Donc la téte adaptatrice (U-
DPT-2, Olympus) a la propriété d’avoir deux sorties auxquelles sont adaptées d’une part une
caméra couleur mono CCD (Cohu 8310 PAL/YC Solid-State CCD color Camera), d’autre
part une fibre optique de mesure. Cette téte permet, en fonction de son positionnement, les
deux modes d’observation suivants :

- La premiére position permet le positionnement précis de la fibre optique et

Pacquisition de [’image de la zone de mesure (distribution 50%/50%).
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- La seconde position assure le maximum d’intensité vers la fibre (100%) afin de
privilégier la mesure des signaux de fluorescence.

La fibre optique permet d'effectuer une mesure spectrale sur un volume limité de

I’échantillon. Le dispositif est congu pour que la fibre (@, 100 um) associ€e 4 Pobjectif 100x

(NA1,35) atteigne une résolution optimale. Ainsi la résolution spatiale dans le plan objet est

de 0,303 um. En outre la caractérisation instrumentale a établi que la zone de mesure spatiale

correspond au diamétre caeur de mesure (Ozm = 1,8 um), et que la zone de focalisation axiale

est comparable 4 un pinhole (Padilla Ybarra, 1999).

4.2. Méthodes d’expérimentations en microscopie de fluorescence

Concemnant les lignées cellulaires, les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture
de 12,5 cm” & fond amovible, (Slideflask, Nunc™, Ploylabo, Strasbourg, France). Ce support
permet une observation sur cellules vivantes (ou fixées) tout en maintenant feur caractére
adhérant (limitation de [’épaisseur de [I’échantillon). Concernant les préléevements
leucémiques, apres isolation de la suspension cellulaire, un échantillon est déposé sur une
lamelle puis monté sur une lame porte objet, pour étre observé.

Parmi les différents paragraphes, certaines meéthodologies ne seront décrites que trés
succinctement puisqu’elles apparaitront dans les deux articles intégrés dans le chapitre

suivant (Bour-Dill et al., 2000, Merlin et al., 2000).

4.2.1. Distribution intracellulaire des anthracyclines et des marqueurs morphologiques

4.2.1.1. Objets de référence : billes fluorescentes

Différents lots de billes sont utilisés afin de contréler les aberrations chromatiques de
'objectif ainsi que la linéarit¢ en intensité. Les billes en solution dans leur milieu sont
déposées sur la lamelle montée sur une lame porte objet et scellée avec du vernis afin d’éviter
que le milieu ne s’évapore.

Les aberrations chromatiques sont controlées par la mesure du décalage de pixels sur les
images obtenues en 2D pour les billes Dako™ (3,2 um, Dako, Trappes, France) montées dans
de I’agar 4 3%. Elles sont caractérisées par 2 pics d’excitation, dans |’ultra violet et le bley, et
3 pics d’émission, 515 nm, 560 nm et 610 nm {Gramain, 2000). Chaque combinaison de
filtres et d’objectifs utitisés dans ’application biologique sont testés. La lincarité détectée en

niveaux de gris est contrdlée sur les images 2D obtenues pour les billes Inspeck ™ (2,5 pm,
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Molecular Probes, Leiden, Hollande) montées dans du PBS. Ces billes, calibrées en intensité
relative, ont un pic d’excitation a 490 nm et d’émission 4 515 nm. Les méthodes d’analyse
d’images et la mise en forme des données sont présentées pour les aberrations chromatiques
dans I’article intégre dans le Chapitre I1], paragraphe 2. de la PARTIE 1 des résultats (Bour-
Dill et al., 2000) et pour la linéarité en intensité dans les travaux de MP Gramain (Gramain,
2000). Bricvement, les mesures sont réalisées respectivement par le pourcentage de
recouvrement en pixels des images obtenues pour une méme bille dans chaque configuration

de filtre, et en intensité par la densité moyenne de niveaux de gris.

4.2.1.2. Détermination des sites de séquestration

L’¢tude de séquestration intracellulaire des anthracyclines a été réalisée dans le cadre de
analyse de la distribution de la daunorubicine (DNR) pour le couple MCF-7/MCF-7"%®
ensemencées respectivement a 1 et 2.10* cellules/mL pendant 3 jours a 37°C.

Une étude préliminaire en microscopie conventionnelle 2D, et 3D en OSM par le systéme

Cellscan, a été employée pour la distribution de la DNR au sein des deux lignées.

La technique de co-localisation 2D par microscopie en épifluorescence a ¢té développée 2
visée qualitative et quantitative, en fonction de la distribution intracellulaire des
fluorochromes ¢tudiés. Cette technique a été choisie pour déterminer les sites de
séquestration de la DNR mis en évidence pour la lignée MCF-7""®, Elle rend impératif au
préalable différents contrdles du systeme par analyse d’image (aberrations chromatiques,
linarité) et par dosimétrie (évaluation du photoblanchiment des fluorochromes au niveau
intracellulaire pendant ’acquisition des images), ainsi qu’un travail important d’optimisation
de parametres instrumentaux et biologiques.

Ces différentes démarches sont présentées dans "article intégré Chapitre 111, paragraphe 2. de
la PARTIE 1 des résultats (Bour-Dill et al., 2000). Elles incluent les conditions
d’expérimentation de microscopie de fluorescence 2D et 3D, ainsi que la technique de co-
localisation 2D impliquant les procédures de contréle et d’optimisation, les méthodes

d’analyse et de mise en forme des données.

4.2 1.3, Déconvolution 2D

Cette méthode numérique de restauration a été testée sur des images obtenues en

épifluorescence conventionnelle 2D avec la lignée MCF-7 ayant incorporée la DNR a 2 uM
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apres des incubations de 15 min & 2 h 30 min & 37°C. L’acquisition des images est effectuée
avec la configuration des filtres suivante (PB 460-490 nm/MD 570 nm/PH 590 nm). Le choix
de I'algorithme de déconvolution s’est porté sur I’algorithme du Maximum a posterori. 11 a
¢té sélectionné aprés expérimentations sur des billes de référence fluorescentes permettant
d'évaluer différents critéres (qualité d’image, résistance au bruit, vitesse de convergence) qui

sont présentes dans les travaux de Gramain et al (Gramain et al., 1997).

4.2.1.4. Détermination des spectres au niveau intracellulaire

Les spectres d'émission de fluorescence de la DNR au niveau intracellulaire ont été calculés,
aprés des mesures effectuées par microspectruorimétrie, pour la lignée MCF-7 et la lignée
MCF-7"*® La sélection de la zone de mesure intracellulaire est réaliséc en mode
conventionnel. Le positionnement de la zone de mesure est effectué en fonction de la position
de la fibre, définie lors de la caractérisation du dispositif instrumental (Padilla Ybarra, 1999).

Les spectres d’autofluorescence des régions cytoplasmiques et nucléaires ont été mesurés afin
de les utiliser comme contrdles. Les lignées ont été incubées en présence de la DNR a 30 uM
pendant 2 ou 24 h a 37°C. L’ observation des cellules, aprés lavages au PBS, est réalisée sous
une excitation afténuée par un fdn de 25% ainsi qu’avec une zone d’excitation limitée & la
région d’mntérét par le diaphragme d’excitation. Ces conditions permettent de réduire le
phénomeéne de photoblanchiment localement et de préserver ensemble du champ
d’observation. Deux spectres séquentiels sont saisis et moyennés pour ameéliorer le rapport
signal/bruit. L’acquisition d’un spectre s’effectue avec un temps d’intégration de 4 s. Les
régions intracellulaires d’intérét sont localisées au niveau cytoplasmique (Golgy/ périphérie de
la membrane cytoplasmique) et nucléaire. Pour chaque région d’intérét, 5 mesures de

fluorescence sont réalisées et moyennées.

4.2.1.5. Modulation de la distribution intracellulaire

Lignées cellulaires. La modification de la distribution intracellulaire de la DNR induit par un
chimiomodulateur seul ou combiné, a été évaluée pour le couple MCF-7/MCF-7""®, Les
modulateurs testés sont fe S9788 (Servier) et te PSC-833 (Novartis). Ils sont co-incubés avec
la DNR 4 2 ¢M pendant 2 h 4 37°C. Les conditions d’application du S9788 et/ou du PSC-833
sont décrites dans Particle intégré dans le chapitre [11, dans le paragraphe 6./. de la PARTIE

1 des résultats (Merlin et al., 2000). Aprés D'incubation, les cellules sont lavées puis
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immédiatement observées. Les images présentées sont issues d’au moins 2 essais
indépendants.

Prélévements leucémiques. Les cellules recueillies a partir des prélevements cliniques sont
immédiatement incubées pendant 2 h & 37°C en présence de la DNR seule ou co-incubées
avec le PSC-833 4 5 uM. Aprés lavages au PBS de la suspension cellulaire, un volume de 12
uL comprenant une concentration de 5.10° celtules/mL est déposé sur une lamelle puis monté
sur une lame porte objet. Puis I’échantillon est observé immédiatement (<15 min).

Le critére évalué est le nombre de vésicules par cellule, marquées par la fluorescence de la
DNR. La procédure consiste a effectuer un comptage cellule par cellule du nombre de
vésicules intracellulaires, et ce sur plusieurs plans axiaux. Le comptage est effectué sur 3
préparations indépendantes. Les résultats représentent les valeurs moyennes du nombre de
vésicules par cellule obtenu pour ces 3 comptages. Ce procédé permet de comparer le méme
échantillon incubé avec la DNR seule et co-incub¢ avec le PSC-833, ainsi que de comparer
les cellules obtenues & partir de différents prélévements leucémigues.

Pour ces applications, 1’acquisition des images (2 ou 4 s d'intégration) obtenues pour la
distribution de la DNR, se fait sous une excitation atténucée par un fdn de 25% et avec la
configuration suivante des filtres (PB 460-490 nm/MD 570 nm/PH 590 nm).

4.2.1.6. Distribution de la fluorescence des anthracyclines

Les anthracyclines étudi¢es sont ’épirubicine (EPI) et I'idarubicine (IDA). La comparaison
de la distribution intraceilulaire de leur fluorescence respective est réalisée pour le couple
MCF-7/MCF-7""% ainsi que pour la lignée parentale A549 et ses dérivées résistantes A549
T; et A549 V;. Les cellules sont ensemencées pour le couple MCF-7/MCF-7%® 3 1 et 2.10%
cellules/mL, alors que la lignée A549 parentale et ses dérivées sont ensemencées & 1.10%
cellules/mL. Trois jours apres l’ensemencement, ’incubation est effectuée pendant 2 h a
37°C respectivement aux concentrations de 2 et 0,5 uM pour I’EPI et 'IDA. Ces conditions
permettent de concilier la détection de fluorescence et la viabilité cellulaire des différentes
lignées. Aprés leur mcubation, les cellules sont laveées au PBS, puis observées immédiatement
avec la configuration des filtres suivante (PB460-490 nm/MD370 nm/PH590 nm).

I.’acquisition des images (4 s} se fait sous une excitation atténuge par un fdn de 25%.

Pour ces deux derniers paragraphes (4.2.1.5. Modulation de la distribution intracellulaire, et

4.2.1.6. Distribution ), ’observation est effectuée par microscopie en épifluorescence 2D
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conventionnelle. Le temps d’intégration est déterminé par un compromis entre I’obtention
d’image présentant une dynamique de niveaux de gris suffisante pour obtenir un bon rapport
signal/bruit, et la limitation des phénoménes de photoblanchiment et d’¢chauffement local. La
comparaison entre images est permise lorsque les conditions d’acquisition sont identiques

ainsi que par la mise en forme des images effectuée sur la méme échelle de niveaux de gris.

4.2.2. Détection du processus de mort cellulaire

Le processus de mort ceilulaire induite par les anthracyclines est étudié pour le couple MCF-
7/MCF-7""%  ainsi que Ia lignée parentale A549 et ses dérivées résistantes A549 T; et A549
V. L’évaluation est réalisée aprés 24 h d’incubation en présence d’anthracycline pour toutes
les lignées, et 48 h plus tard pour le couple MCF-7 MCF-7"*% Les cellules sont incubées en
presence d’une ICsy d’IDA ou d’EPI, déterminée pour chaque lignée parentale et appliquée
également aux lignées résistantes.

[.’analyse morphologique est effectuée par un double marquage de I’ADN en microscopie en
épifluorescence 2D conventionnelle. Le principe du double marquage consiste a détecter les
cellules ayant perdu leur intégrité membranaire par I’intermédiaire du marquage a I’iodure de
propidium (IP), 4 15 pg/ml pendant 30 min 4 température ambiante et de suivre les
modifications nucléaires de I’ensemble des cellules par le marquage vital a I"'Hoechst 33342 &
5 ug/mL pendant 30 min a température ambiante (Molecular Probes, Leiden, Hollande) (Li et
al., 1996, Lizard et al., 1995). Les configurations des filtres utilisées sont respectivement pour
I'IP (PB 460-490 nm/MD 570 nm/PH 590 nm), et le Hoechst 33342 (PB 330-385 nm/MD 400
nm/PB 420-460 nm).

L’analyse des images est effectuée par comptage de cellules en fonction d’une classification
définie par des criteres morphologiques. Les cellules sont classées "intactes” lorsque leur
chromatine est interphasique ou mitotique. Les cellules apoptotiques sont classées selon
différents aspects de ’ADN : chromatine condensé€e puts margination et apparition de corps
apoptotiques. Les cellules sont classées "nécrotiques” lorsqu’elles sont marquées par I'IP
associées a une morphologie "floculée” de la chromatine. Les cellules sont classées en "mort
mitotique” lorsqu’elles présentent des aberrations mitotiques comme des cellules géantes
multinuciéées.

Les résultats sont issus de 3 expérimentations indépendantes comprenant une comparaison

entre cellules traitées et cellules témoins non traitées par anthracycline. Chaque
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expérimentation comprend au moims 50 cellules provenant de différents champs

d’observation.

5. Spectrofluorimétrie

Les mesures d'absorbance (A) en cuve contenant une solution d'anthracycline (350-700 nm)
ont été effectuées en utilisant un spectrophotomeétre (Lamda Bio Perkin-Elmer, France). Les
mesures de fluorescence en cuve, positionnée a 45° contenant une solution d'anthracycline
(490-700 nm), ont été effectuées avec un spectrofluorimétre (L.S50B, Perkin-Elmer). Les
spectres de fluorescence sont enregistrés dans les mémes conditions et corrigés pour les bruits

dus aux instruments.

6. Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique que nous avons retenue afin d’obtenir rapidement des
données semi-quantitatives sur de grands ¢chantillons cellulaires. Le cytometre en flux
Orthocyte® (Ortho Diagnostic Systéme, Roissy, France) est équipé d’une lampe a Xénon
filtrée a 488 nm. L analyse en fluorescence peut s’effectuer par I'intermédiaire d’un PB a

I’émissicn de 530 15 nm et/ou d’un PH a 575 nm.

6.1. Inmunomarquages

L’expression des protéines P-gp, MRP et LRP a ¢té évaluée par immuno-marquages selon la
méthode décrite pour la P-gp par Merlin et al. (Merlin et al., 1994) alors que ia méthode pour
MRP et LRP est adaptée selon Flens et al. (Flens et al., 1994). Ces techniques sont présentées
dans l'article intégré dans le Chapitre I1] : paragraphe 2. de la PARTIE I des résultats (Bour-
Dill et al., 2000). Briévement, les anticorps (Ac) monoclonaux 4E3 (Dako), QCRLI
{Centocor, Malvern, PA) et LRP56 (Tebu, Le Plessy en Yvelines, France) ont été utilisés, puis
la détection est effectuée par un anticorps secondaire couplé a {'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC) (Sigma). Un anticorps isotype IgG de contrble est utilisé comme contrdle négatif.
L’analyse s’effectue en terme de pourcentage de cellules marquées en tenant compte du

contrdle non traité par I'anticorps primaire.

6.2. Accumulation et efflux des anthracyclines

L’évaluation de paramétres de pharmacologie cellulaire permet d’une part de comparer

différentes anthacyclines au sein d’une méme lignée, d’autre part pour ia méme anthracycline
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de comparer la lignée résistante & sa lignée parentale. En outre cela permet également de

quantifier de fagon relative I’efficacité inhibitrice des chimiomodulateurs.

Concernant les lignées cellulaires, les cellules sont ensemencées en plaques 6 puits. En phase
exponentielle de croissance, elles sont incubées a 37°C en présence de |’anthracycline
étudiée, associée ou non avec un chimiomodulateur. Apres lavages au PBS, les cellules sont,
soit remuses en culture dans du milieu RPMI avec 9% SVF pour I’étude de I'efflux, soit
directement trypsinées pour I’étude en accumulation. Aprés trypsination, les cellules sont
centrifugées et lavées a froid au PBS, puis marquées a froid pendant 10 min par I'TP (50
ug/mL) afin de discriminer les cellules endommagées ou mortes. Le contrdle en fluorescence
est effectué par la mesure en autofluorescence des cellules sans fluorochrome. Les mesures en
fluorescence sont issues de la valeur meédiane obtenue aprés amplification logarithmique
relevée sur les histogrammes de la population cellulaire sélectionnée. Puis les valeurs sont

converties en valeur linéaire d’intensité de fluorescence selon la relation :

(M/N *AC)

=10

M : nombre de module de I'amplificateur (3), N : nombre de canaux de détection (236), AC : variation entre

valeur médiane de fluorescence (cellules témoins/cellules cibles)

L accumulation intracellulaire est mesurée pour la DNR et PEPI 2 2 uM et pour 'IDA 4 0,5
uM. Ces concentrations permettent un bon compromis entre la viabilité cellulaire et le
rapport signal/bruit. La méme concentration cellulaire a été utilisée pour les lignées
parentales et leur dérivée résistante afin d’évaluer le caractére fonctionnel des pompes a
efflux. La cinétique d’incorporation des lignées parentales a permis de sélectionner le temps
de 2 h correspondant au plateau d’accumulation des anthracyclines.

L'effet des modulateurs est mesuré aprés une co-incubation avec la DNR. L'analyse peut étre
réalisée, aprés linéarisation des valeurs obtenues en fluorescence, par normalisation des
valeurs entre les cellules résistantes et cellules sensibles. Les conditions expérimentales et la
méthode pour calculer la modulation de I'accumulation initiale sont décrites dans I’article
intégré dans le chapitre 111, dans le paragraphe 6./. de la PARTIE 1 des résultats (Merlin et
al., 2000).

L’analyse de {'efflux a été effectuc¢e pour ’EPI et I'IDA respectivement 4 2 et 0,5 pM pour les

5 lignées cellulaires. Aprés 2 h de contact, les cellules sont lavées au PBS, puis remises en
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culture a 37°C afin de révéler I’évolution de la rétention cellulaire au cours du temps (0,5 ; 2 ;
4; 8; 15 et 24 h aprés le lavage). Les valeurs d'intensité de fluorescence sont linéarisées, puis
rapportées a la valeur obtenue aprés 2 h de contact.

Pour chacun de ces procédés, les mesures ont ¢t effectuées sur au moins 5000 cellules et les

résultats issus d’au moins 3 expérimentations indépendantes.

6.3. Détection du pic sub-G;

Cette technique permet de détecter simultanément, par analyse du contenu cellulaire en ADN,
le phénomeéne d’apoptose et la distribution dans Ie cycle cellulaire. Cette méthode consiste &
fixer et permeéabiliser les cellules pour en extraire les fragments d’ADN dégradé, puis 3
marquer I’ADN restant. Le marquage de I’ADN est effectué par I’intermédiaire d’un
intercalant fluorescent, liodure de propidium (IP). La fluorescence étant proportionnelie au
contenu en ADN, celle issue des cellules apoptotiques est plus faible que celle issue des
cellules intactes (apparition du pic sub-G,). Le protocole employé est inspiré de I'étude
comparative de techniques de détection en fluorescence des celiules apoptotiques de Li ef al.
(Lietal, 1996).

Les 5 lignées cellulaires ont ét€ évaluées apres un traitement & ’EPI ou I'IDA. Les cellules
sont évaluées en phase exponentielle de croissance. Les anthracyclines ont été ajoutées au
milieu de culture des 5 lignées pendant 24 h. Les celluies sont exposées a I'ICs; ainsi qu’a %
[Cso et 'ICsox10 déterminées pour les cellules parentales, mais qui sont appliquées 4 leurs
dérivées résistantes. La cinétique d’induction d’apoptose a été évaluée pour les points de
mesures suivants : 8 et 24 h d’exposition a I’anthracycline, puis 24 et 48 h aprés avoir éliminé
I’anthracycline. A chaque point correspond un contrdle effectué pour des cellules non traitées.
Aprés incubation & 37°C avec les anthracyclines, le surnageant est récupéré, puis les cellules
sont lavées au PBS froid et décollées par un grattoir. Une suspension cellulaire de 1.10°
celules est fixée par 1’éthanol absolu a 4°C. Aprés 5 min de centrifugation & 1500 rpm (300
g) et lavage a froid, le culot est remis en suspension dans de 1’éthanol a 70% (v/v) froid
pendant au moins 30 min Aprés lavage, le culot est remis en suspension dans du PBS pendant
2 h a température ambiante afin de permettre I’élution des fragments d’ADN. Aprés lavage,
les cellules sont colorées par un tampon de coloration composé de : Triton 0,1%, IP a 50
ng/ml., RNase 4 25 ug/mL (Boehringer, Manheim, Allemagne), EDTA 4 0,1 mM.

Les données sont analysées a I’aide du logiciel Multi 2D (Phoenix Flow systems, San Diego,

USA). L’analyse est effectuée en terme de distribution cellulaire d’une part dans le cycle
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cellulaire et d’autre part dans la région sub-G;. Les résultats, issus de 3 expérimentations
indépendantes, s’expriment en pourcentage de cellules distribuées dans [a région d’intérét par

rapport a un controle cellulaire non trate.

7. Evaluation d’éléments radio marqués

7.1. Incorporation de daunorubicine tritiée

L’accumulation intracellulaire totale et nucléaire de DNR tritiée ([°H]-DNR, Sigma) a été
déterminée pour le couple MCF-7 / MCF-7""F selon la méthode de Merlin ef al. (Merlin et
al., 1994) et adaptée pour les travaux préseniés dans ’article intégré Chapitre I1I, paragraphe
2. de la PARTIE 1 des résultats (Bour-Dill et al., 2000). Briévement, les cellules mises en
suspension sont incubées en présence de 2 uM de [’H]-DNR pendant 2 h a 37°C. Les cellules
sont lysées a froid dans une solution contenant 0,01 mol/LL Tris-HCl (pH7,6) et centrifugées.
Le cytosol et les noyaux sont récupérés pour étre dilués dans un liquide a scintillation (Ready

Safe, Beckman) et comptés en radioactivité (LS1800 counter, Beckman).

7.2. Métabolisme d’acide palmitique

L’incorporation d’acide palmitique tritié ([*H]-Pal) permet aprés lyse et extraction des lipides
cellulaires de mesurer différents composants lipidiques (DAG, céramides, sphingomyéline)
récupérés aprés migration en chromatographie sur couche mince (CCM). L’évaluation est
effectuée, aprés ajout de liquide a scintillation, par comptage radioactif.

L’évaluation a été effectuée sur les deux lignées parentales MCF-7 et A549 pour I'EPI et
I’IDA. Les cellules ont ét€ traitées a I'ICs, pour un contact total de 24 h. La cinétique
comprend les points de contact avec I’anthracycline suivants : 5, 15, 40, et 60 min, puis 4, 8 et
24 h . Les contrdles de cellules non traitées comprennent les points suivants ; 1, 4 et 24 h. Ces
travaux ont été réalisés en collaboration avec 'unité INSERM E9910 de I'Institut Claudius
Regaud, de Toulouse selon le protocole décrit par Jaffrezou et al. (Jaffrezou et al., 1996).

Les cellules sont cultivées en flacon de culture de 75 cm® en présence d’élément [*H]-Pal
((9.10(n)-3H) Palmitic acid ; Specific 1,93 TBg/mmol : 53 Ci/mmol, Amersham Life Science)
a raison de 0,5 pCi/mL durant 48 h. Les cellules sont alors lavées, puis incubées en présence
d’anthracycline. A chaque point de mesure les cellules sont décollées & "aide d’un grattoir &
4°C et 1.10° cellules en suspension sont centrifugées a 10 000 rpm 4 froid. Le culot est

récupéré, séché et la réaction est stoppée par immersion des échantilions dans de l'azote.
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Briévement, une premiére exiraction de la phase lipidique est réalisée grice a 2,5 mL de
solution de chloroforme/méthanol (v/v ; 2/1). Aprés avoir vortexé et homogénéisé, les cellules
sont cenirifugées (2500 rpm) pendant 10 min, puis la phase chloroformée inféricure est
récupérée. Une seconde extraction est effectuée par 0,850 mL de solvant
chloroforme/méthanol/eau (3/48/47). Aprés avoir vortexé et homogénéisé, les cellules sont
centrifugées, puis la phase chloroformée est récupérée et asséchée.

Le culot est repris par 50 uL. de solution choloroforme/méthanol (v/v ; 2/1) puis chaque point
de mesure est déposé sur une plaque de silice 60 (Merck KgaA, Darmstad, Allemagne). Des
témoins froids des composants a mesurer sont déposés : DAG (10 mM dilué dans du
chioroforme/méthanol, v/v ; 2/1, Sigma), céramidelll (10 mM dans du chloroforme/méthanol,
viv ; 2/1, Sigma). Une premiére migration verticale est réalisée dans un mélange
chloroforme/méthanol/acide acétique/acide formique/eau ( v/v ; 65/30/10/4/2) pendant 40 min
Apreés séchage, une seconde migration est effectuée en cuve verticale dans un mélange
chloroforme/méthanol/acide acétique (v/v ; 95/5/5) jusqu’en haut de la plaque. Aprés séchage,
la plaque est colorée par de I’iode sublimé pendant 30 a 60 s. Aprés avoir mis en évidence les
différents composés, les produits sont grattés et récupérés, puis toute la colonne de migration
est également récupérée pour étre quantifiée en radioactivité. Le pourcentage de chaque lipide

radioactif est rapporté par rapport aux lipides radioactifs totaux.

8. Evaluation relative d’ARNm de génes d’intérét par RT-PCR semi-quantitative

La détection des génes d’intérét est effectuée par I'évaluation relative des produits
d’amplification d’ADNc obtenus par transcription inverse d’ARN extraits par rapport & un

géne de référence.

8.1. Extraction d’ARN

Les 5 lignées cellulaires ensemencées en flacon de 75 em’ de 0,7 2 1,4.10* cellules/mL, sont
mises en contact avec I’EPI ou I’IDA en phase exponentielle de croissance. L’1Csy déterminée
pour les lignées parentales est également appliquée a leurs dérivés résistantes. A chaque
temps de contact 0, 1, 4, 8, 24 h avec I’anthracycline puis 24 h aprés ’¢limination de
’anthracycline, les cellules sont décollées & 1’aide d’un grattoir.

Les ARN totaux {ARNtx) sont extraits selon la méthode de Chomczynski et Sacchi
(Chomczynski et Sacchi, 1987). Briévement, 10° cellules sont mises en contact avec 1 ml de

TRIzol™ (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) qui est un mélange de phénol et
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d'isothiocyanate de guanidium. La solution est homogeénéisée, laissée 5 min 4 température
ambiante puis centrifugée 15 min 4 12 000 g et 4°C pour éliminer les débris dus a la lyse
cellulaire. Au surnageant transféré dans un autre tube, est ajouté 0,2 ml. de chloroforme pour
précipiter les protéines. Apres 15 min de centrifugation a 12 000 g et 4°C, la phase supérieure
- contenant les ARN totaux est prélevée sans toucher 4 linterface protéique. Ceux-ci sont
ensuite précipités par ajout disopropanol en volume équivalent puis laissés 10 mm &
température ambiante, et centrifugeés 10 min & 12 000 g et 4°C. Le culot récupéré est lavé a
['éthanol & 70% suivi de 5 min de centrifugation a 7 500 g et 4°C. Le culot dARN mis a
sécher dans un bain sec 4 37°C est dissous dans 50 uL d'eau.

La quantité et la qualité des ARNix extraifs sont analysées par la mesure du rapport
d'absorbance entre 260 et 280 nm d'un aliquot de la solution d'ARN dilué 200 fois dans I'eau.
La pureté est analysée par migration de 0,5-1 ug d'ARNtx sur un gel d'agarose 4 1%. Deux
bandes correspondant aux ARN ribosomiques 188S et 28S sont visibles. Une contamination en

ADN est caractérisée par la présence d'une bande de bruit (smear)} au niveau des puits.

8.2. Transcription inverse

L'amplification des geénes d’intérét et du géne de référence, est réalisée par une transcription
inverse non dirigée. La synthése des ADNc est effectuée avec 1 pg dARNtx qui sont
dénaturés en présence de 500 ng d'amorces aléatoires (Life Technologies, Cergy-Pontoise,
France) dans un volume réactionnel de 11 yL. pendant 10 min a 70°C puis placés a 4°C. Ce
volume est complété a 20 pL avee du tampon Tris-HC] 50 mmol/L & pH 8,3, KCl 75 mmol/L,
MgCl, 3 mmol/l., désoxynucleotides triphosphate 0,5 mmol/L. (Pharmacia Biotech, Orsay,
France), dithiothréitol 10 mmol/L (Life Technologies) et 200 unités de transcriptase inverse
Superscript [I® (Life Technologies). Le mélange est incubé pendant 10 min a {empérature
ambiante puts 50 min & 42°C, suivi par 15 min a 70°C. La superscript Il est une enzyme
recombinante qui n'a plus d'activité RNase, donc 2.5 unités de RNase H (Life Technologies)
sont ajoutées dans les €chantillons qui sont incubés pendant 20 min a 37°C puis conserves & -

20°C/-80°C.

8.3. PCR semi-quantitative

Les amplifications sont réalisées a l'aide d'un thermocycleur Crocodile II {Appligene,
Strasbourg, France). La RT-PCR semi-quantitative fait appel a une co-amplification du gene

d'intérét et du géne de référence. Les interactions et les competitions rendent donc nécessaires
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Foptimisation des conditions d'amplification. Cinq paramétres sont 4 prendre en compte dans
l'ordre suivant : la température d'appartement (51 4 59°C), la concentration en MgCl, (0,5 a
2,5 mM), le ratio damorces intérétréférence (0,5/1, 1,5/1, 2/1, 1/1, 1/0,5, 1/1,5, 1/2), le
nombre de cycles d’amplification (20 a 40 cycles) et la quantité d'ADNc (0,5 2 5 pL). Les
deux premiers parametres sont optimisés sans co-amplification, puis les sutvants sont évalués
en co-amplification. Les parametres optimisés pour la co-amplification géne
d’intérét/référence sont résumés dans le Tableau 7. Les ratio et les quantités d°’ADNc ne sont
pas indiqués car leurs valeurs sont toutes de 1/1 et de 2 pL (0,5 uM) pour toutes les
amplifications. Les produits des génes pS3 (Aguilar-Santelises et al., 1996), mdr! (Noonan et
al., 1990), mrpl (Bordow et al., 1994), des topoisomérases II a et B sont analysés en fonction
d'un géne de référence gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase) (Tso et al., 1985)
et/ou de B,-ug (B,-microglobuline) (Gussow et al., 1987). Toutes les amorces sont fournies
par Gibco (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France).

Les PCR débutent par un cycle de 3 min de dénaturation 4 94°C, 1 min & la température
d’appariement optimisée et 1 min de synthese a 72°C, puis les cycles d’amplification,
[dénaturation/appariement/synthése, 1 min a chaque étape] dont ie nombre est optimisé, et se

termine par 7 ou 10 min (p53 ou mdrl/mrpl/topoll « et B) de synthése a 72°C.

Tableau 7 : Résumé des paramétres optimisés pour la co-amplification des génes d’intérét/référence

Génes MgCl,  T°C app. Cycles amplif. Amorces (Sens / Antisens)
p53' 1,25 mM 56°C 27 5" TCT GTG ACT TGC ACG TAC TC 3'
5' CAC GGA TCT GAA GGG TGA AA 3!
mdrt? L5 mM 57°C 26 5'CCC ATC ATT GCA ATA GCA GG 3'
5' GTT CAA ACT TCT GCT CCT GA 3
mrpt!2 LS mM 57°C 26 5'TCT CTC CCG ACA TGA CCG AGG ¥
5' CCA GGA ATA TGC CCC GAC TTC 3'
gapdh # # # 5" TGG GGA AGG TGA AGG TGG GA 3’
5' GAA GGG GTC ATT GAT GGC AA 3'
Bo-pg # 4 # 5' ACC CCC ACT GAA AAA GAT GA 3’
5'ATC TTC AAA CCT CCATGA TG 3'
topolla? 1,5 mM 58°C 27 5'TTT AAG GCC CAA GTC CAGTTA AACA S
5' ATA AAT TCC AGA AAA CGA TGTCG &'
topolip? 1.5 mM 58°C 27 5'GAA GTG TTC ATC AGT AAAATACAGT Y

SCATAATCITTCC ATAGCGTAACGT T3
leo-amplification du géne d'intérét avec la gapdh. ‘co-amplification du géne d'intérét avec la Srug # : les
conditions optimales de co-amplifications sont fonction du géne d’intérét associé au géne de référence.

Concernant le géne p53, le fragment de 640 pb nécessite une variante de la PCR au niveau

des températures des étapes précédant les cycles d’amplification pour réduire la synthése de
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produits non spécifiques (compétition avec le géne de référence et désappariemment accru).
Cela consiste 4 effectuer une PCR impliquant 5 cycles précédents les cycles d’amplification a
des températures plus stringentes pour les étapes de dénaturation (1 cycle 4 95°C et 4 cycles a
93,5°C) et d’appariement (dégressif par 1°C de 61 a 56°C). La comparaison des produits

d’amplification obtenus en PCR "classique" et "Touch down" est présentée dans la Figure 15.

pS3

gapdh

Figure 15 : Comparaison des produits d’amptlification sur un méme gel de migration et pour les mémes ADNe

(p53/gapdh) obtenus pour différents nombres de cycles d’amplification en PCR "classique” et "Touch down™

8.4. Analyse des produits de PCR

Un gel d'agarose est préparé dans un tampon Tris-Borate-EDTA (TBE) (Life Technology)
dans de l'eau stérile, apyrogéne exempte de DNase et RNase (Fresenius France Pharma,
Sévres, France). Avant la polymérisation da gel, du bromure d'éthidivm a 1 mg/mL est
incorporé au gel afin de permetire la visualisation des acides nucléiques. Un tampon de dépot
est ajouté aux produits de PCR, puis sont déposés sur le gel. Les produits d'amplification du
géne de référence gapdh (110 pb) ou Bz-pg (120 pb) et du géne d'intérét tel que le géne p53
(680 paires de bases (pb)), sont déposés sur un gel a 1% préparé avec du TBE 0,5x, ou a 2%
pour les topollo (473 pb) et § (337 pb) (Life Technology, Cergy-Pontoise, France) et
également 2% pour mdrl (157 pb) ou mrpl (140 pb) (Métaphor® Agar, Tebu, Le Perray en
Yvelines, France) préparé avec du TBE 1x. Les produits de PCR sont alors séparés par
électrophorése dans un champ électrique de 100 V respectivement pendant 1 h 45 min, 2 h et
1 h selon la taille des fragments amplifiés.

Un systéme d'analyse d'image Gel-Doc 1000 (Bio Rad, Ivry-sur Seine, France) est utilisé pour
visualiser et analyser les produits d'amplification par trans-illumination en ulira violet a 302
nm, L'analyse densitométrique est réalisée sur I'image du gel acquise par Vintermédiaire d'une
caméra. Pour chaque échantillon, le ratio d'expression relatif (RER) est calculé au moins en

duplicata et représente la densité moyenne du géne d'intérét par rapport & celle du géne de
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référence. Les résultats présentés sont la moyenne avec I’écart-type de 3 expérimentations

indépendantes.

9. Analyse de l'expression des protéines par Western-blot

9.1. Principe expérimental

La détection des protéines d’intérét est réalisée par immuno-blot. II s'agit de transférer sur une
membrane de fluorure de polyvinylidene (PVDF) les protéines séparées sur un gel de
polyacrylamide. La protéine cible est alors détectée par un anticorps spécifique qui lui-méme

est mis en évidence par une réaction immuno-colorimétrique.

9.2, Extraction et dosage des protéines

L'extraction des protéines est réalisée & 4°C et en présence dantiprotéases (Sigma, St
Quentin-Fallavier, France) pour éviter leur dégradation. Les 5 lignées cellulaires ensemencées
en flacon de 75 cm’ entre 0,7 4 1,4.10% ceilules/mL selon les lignées, sont cultivées pendant 3
jours, puts mises en contact avec I’EPI ou I'IDA en phase exponentielle de croissance. La
durée du contact est de 24 h a I'ICs, déterminée pour les lignées parentales et appliquée a
leurs dérivées résistantes. A chaque temps de la cinétique (0, 1, 4, 8, et 24 h durant
I’exposition), les cellules sont lavées avec du PBS froid, puis décollées a 1'aide d'un grattoir &
4°C. Environ 10° cellules sont centrifugées 5 min & 1500 rpm (300 g) et 4°C, puis le culot
cellulaire sec est congelé a -20°/-80°C jusqu'a extraction des protéines. Les cellules sont
mises en contact avec 200 pl. de tampon de lyse froid (Tableau 8) additionné de 2 ul de
Protease Inhibitor Cocktail (PIC) (PMSF 5 mg/mL, Leupeptine, 0,1 mg/mL, Soybean tryp I 1
mg/ml., Aprotinine 0,1 mg/mL, TPCK 1 mg/mL) (Sigma) et sont réguliérement agitées
pendant 60 min en gardant la solution 4 4°C. Aprés 15 min de centrifugation a 10 000 g &

4°C, le surnageant est prélevé et conservé a -20/-80°C jusqu'a utilisation.

Le dosage des protéines est réalisé avec le kit Bio-Rad {Bio Rad, Ivry-sur Seine, France) basé
sur la méthode de Bradford. Dans une plaque 96 puits une gamme de standard BSA est
déposée en duplicate de 0 a 1,4 mg/mL. Les échantillons, déposés de fagon identique & la
gamme, sont dosés pour une dilution au 1/5 et au 1/10. Aprés coloration, la lecture des

absorbances est réalisée 3 690 nm a l'aide d'un lecteur de microplagues Titertek Multiskan®
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MCC/340 (Flow Laboratories). La concentration en protéines est estimée en reportant la

valeur de la moyenne des 2 absorbances des échantillons sur {a courbe étalon.

Tableau 8 : Composition du tampon RIPA.

RIPA équilibré & pH 8 (gsp 100 mi.) Concentration Quantité
NaCl 100 mM 058 g
TRIS 20 mM 0,24 g
Triton 100x 1% 1 mlL
Na-désoxycholate 0,5% 058
SDS 0,1% 4 mL

Na EDTA 1 mM 0,033 g

9.3. Electrophorése sur gels de polyacrylamide

Les gels sont réalisés 4 'aide d'un systéme Mini-Protean I (Bio Rad, Ivry-sur Seine, France).
La séparation des protéines est effectuée par migration sur gel discontinu dénaturant. La
premiére phase de migration se fait sur un gel de concentration (stacking), et la seconde phase
sur un gel de séparation (run). Les propriétés de séparation du gel varient selon le degré de
réticulation du. gel ainsi que de sa concentration. Ici, seule la concentration du mélange
acrylamide/bisacrylamide 19:I(Life Technology, Cergy-Pontoise, France) varie en fonction de
la protéine 4 mettre en évidence. Le Yubleau 9 indique la composition des différents gels
utilisés pour la préparation de 2 gels de chaque. La distance de migration optimale se situe au
milieu du gel, donc la concentration en polyacrylamide a ét€ ajustée en fonction du poids
moléculaire des protéines P53 (53 kDa), Bax (26 kDa) a détecter. Ces concentrations pour les

gels stacking/run sont respectivement de 5/10%(P53), et 5/12,5% (Bax).

Tableau 9 : Composition des gels de séparation {run, R) et de concentration {stacking, STK).

R(12 mL)/STK {8 mL) 10% 12.5% 3%
Acrylamide-Bis 19:1 (mL) 3 3,6 1
H,O (mL) 4,6 4 4,8
TRIS-HCI 1,5 M pH 8,8 (mL) 3 3 o
TRIS-HC1 0,75 M pH 6,8 (mL) o %) 2
Glycérol 50% (mL) 1,2 1,2 0,8
SDS 25% (uL) 120 120 80
Ammonium Persulfate 10% (uL) 100 100 100
TEMED (uL) 10 10 10

g 4. Traitements des échantillons

Les aliquots sont décongelés, et 10 ou 20 pg de protéines sont prélevés puis complétés a 10
uL avec du tampon de lyse RIPA. Un volume (10 pL) de tampon de Laemli 1X avec 5% de p-

mercaptoéthanol (Sigma) est ajouté aux 10 ul d'échantilion. Les protéines sont dénaturées a
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95°C pendant 5 min puis les tubes sont immeédiatement placés a 4°C pour éviter un
repliement des protéines. Les échantillons sont alors déposés sur le gel, puis mis & migrer a
100 V de 2 h dans un tampon tris-glycine-SDS (TGS : Tris 25 mM, Glycine, 192 mM, SDS,
0,1% ; m/v) 4 pH 8,3 (Bio Rad). Dix uL d'un marqueur de poids moléculaire (Bio Rad) sont
également déposés ainsi qu'un extrait cellulaire constituant un témoin positif exprimant la

protéine 4 détecter.

9.5. Transfert

La membrane PVDF est activée dans du méthanol pendant 30 s puis rincée dans de l'eau
pendant 2 min La membrane ainsi que le gel sont alors équilibreés dans du tampon de transfert
Ix (Tableau 10) (Bio Rad) pendant 15 min La porosité de la membrane PVDF est choisie en
fonction du poids moléculaire de la protéine. Ainsi, la détection de P53 s'effectue sur une
membrane 0,45 um (Millipore, Bedford, USA) alors qu'une porosité de 0,2 um (Bio Rad,

Ivry-sur Seine, France) est nécessaire pour Bax.

Tableau 10 : Composition des tampons de transfert

Composants  Tampen transfert 10x (gsp 1L) Composants Tampon transfert 1x {gsp 1L))
Concentration Quantité Quantité

Tris 480 mM 382g Tampon 10x (ml.) 100

Glycine 390 mM 293¢ Méthanol (mL) 200

SDS 25 % 0,375% (m/v) 15 mL H,0 (mL) 700

Le {ransfert s'effectue avec un blotter Trans-Blot SD Cell (Bio Rad). Les éléments sont
disposés dans l'ordre suivant : un papier filtre (Bio Rad) humidifié avec du tampon de
transfert, la membrane PVDF traitée, le gel, un second papier filtre humecté de tampon de
transfert. Le transfert est réalisé 4 40 mA par membrane pendant 20 min (Bax) ou 60 min
(P53).

Afin de vérifier la qualité du transfert, la membrane est colorée pendant 3 min dans du rouge
Ponceau 0,1% dans 5% d'acide acétique glacial (Sigma) puis lavee a l'eau distillée. Cette

coloration n'altére pas la détection des protéines par les anticorps.

9.6. Marquage

Avant de procéder au marquage, la membrane est saturée pour éviter les fixations
aspécifiques. Pour cela, la membrane est agitée pendant | h & température ambiante dans un
tampon NaCl-Tris-Tween (TBST) a pH 7.5 auquel est ajouté un mélange de protéines. Il s'agit
généralement de BSA (Sigma) ou de lait (Régilait écréme).
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L'incubation de la membrane avec l'anticorps primaire est effectuée toute 1a nuit a 4°C dans le
tampon de saturation. La membrane est rincée rapidement dans du TBST, puis lavée 3 fois
pendant 10 min sous agitation & température ambiante. La méme procédure est appliquée
pour lincubation avec l'anticorps secondaire (le marquage est réalisé pendant 1 h a
température ambiante). Un dernier lavage est réalisé avec du TBS seul pour éviter des
interactions entre le Tween et les produits de révélation. Les conditions de détection des

protéines sont résumées sur le Tableau /1.

Tableau 11 : Conditions de détection des protéines d’intérét

Protéine Membrane Saturation Acl Dilution Acll Dilution
P53 0,45 um  BSA 2% Lait 0,5% DO7 (Dako, France) 1/5000 P0260 (Dako) 175000
Bax 0,22 um  BSA 2% Lait [%  Bax N-20-G (Tebu, France) 1/2000  P0399 (Dako) 1/2000

9.7. Révélation

Un kit de chimiluminescence ECL (Amersham, Les Ulis, France) repose sur I'émission de
lumiére a partir du luminol qui est un substrat de la peroxidase (HRP) couplée aux anticorps
secondaires. Aprés avoir déposée la solution de révélation pendant 1 min, !la membrane est
séchée, puis entourée de Saran et placée sur un film photographique (Amersham, Les Ulis,

France) pour étre révélée,

10. Statistiques

Les tests statistiques utilisés sont les tests non paramétriques non appariés de comparaison de

Mann-Whitney. Le seuil limite de significativité est de 5% (p<0,05).
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OT RESULTATS
PARTIE 1: DISTRIBUTION INTRACELLULAIRE DE LA DAUNORUBICINE

1. Introduction générale

Les expérimentations présentées dans cette partie ont pour objectifs principaux la
caractérisation et la modulation in virro de la distribution intracellulaire de la daunorubicine

(DNR), puis l'application de certains critéres d'évaluation pour des prélévements cliniques.

Notre approche in vitro est réalisée pour le couple de lignées cellulaires MCF-7/MCE-7""%.

I'identification rationnelle de(s) site(s) de séquestration, a éi€ évaluée par une méthode de
double marquage en microscopie conventionnelle 2D & épifluorescence, associée i une
procédure de traitement et d'analyse d'images par des outils classiques d'imageric. La
microscopie de fluorescence conventionnelle présente comme inconvénient de former des
images contaminées par le bruit issu des plans hors focalisation. C'est pourquoi aprés avoir
évalué plusieurs algorithmes de déconvolution, l'algorithme sélectionné a été appliqué a des
images provenant de la lignée MCF-7 ayant incorporée la DNR. Par suite, nous avons mesuré
des spectres afin de comparer la configuration moléculaire de la DNR dans le compartiment
cytoplasmique des deux lignées cellulaitess MCF-7/MCF-7""%  L'inhibition de la
glycoprotéine-P (P-gp) est évaluée pour le S9788 et le PSC-833 incubés, seuls ou combinés,
de fagon concomitante avec la DNR. L'effet des modulateurs est mesuré principalement par

rapport a l'accumulation, la distribution et la cytotoxicité de la DNR.

L'application clinique consiste & évaluer sur des prélévements leucémiques différents
parametres mesures in vitro.

La modulation de I'accumulation intraceliulaire de la DNR par le PSC-833 ct 1a CSA a été
mesurée simultanément avec l'immunomarquage de la P-gp par cytométrie en flux, pour des
prélévements de patients adultes présentant une leucémie aigué myéloblastique (LAM). La
distribution subcellulaire de la DNR a été ¢valuée par microscopie de fluorescence pour des
prélevements de LAM d'adultes et de leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) d'enfants. La
caractérisation de ces prélévements est compiétée par des caractéristiques cliniques {4ge,

réponse clinique, caractére cytopathologique) ainsi que par des critéres biologiques.
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2. Détermination des sites de séquestration cytoplasmique de la daunorubicine in vitro

Uensemble des méthodes aimnsi que les résultats obtenus dans cette problématique ont fait
{'objet d'une publication (Bour-Dill et al., 2000), qui est intégrée dans les pages suivantes. Les
travaux menés en microscopie conventionnelle 3D ont été réalisés avec le Dr D. Dumas, du

laboratoire d' Angiohématologie-Hémorhéologie, Nancy (Pr J.F. Stoltz),

BUT : ces travaux ont pour objet la caractérisation des mécanismes defflux et de

séquestration de la daunorubicine (DNR) pour Ia lignée MCF-7""R

de la lignée MCF-7.

, tne sous-lignée résistante

RESULTATS : l'expression de la P-gp, MRP et LRP a été évaluée pour la lignée MCE-7"%,
Seule la P-gp est surexprimée pour cette lignée. La quantification de DNR {ritiée monire
Pactivité de la P-gp par la rédﬁction intracellulaire de DNR, et met en évidence une altération
de sa distribution subcellulaire. L'altération de distribution intracellulaire de la DNR se traduit
en microscopie de fluorescence par sa séquestration cytoplasmique. Afin de déterminer les
sites de séquestration pour la MCF-7""¥ | une technique de double marquage en microscopie
2D conventionnelle a ét¢ envisagée. Apres s'€ire assure que les conditions étaient réunies pour
pouvoir effectuer cette approche, des contréles du dispositif expérimental ont été réalisés. La
phase suivante a consisté a optimiser les procédures de marquage et d'analyse d'images. Cette
méthode permet de quantifier le degré de co-localisation de deux marqueurs, ayant une
distribution limitée dans le plan axial. Ainsi, /a confribution des vésicules de ['appareil de
Golgi (65%) a été démontrée dans la séquestration cytoplasmique de ta DNR pour Ia lignée
MCEF-77%R Ces différents mécanismes de résistance associés au phénotype MDR classique
alterent Pefficacité cytotoxique de la DNR, expliquant partieliement la résistance a I'induction

d'apoptose.

CONCLUSIONS : associé a T'efflux d'anthracycline par la surexpression exclusive de la P-gp,
le phénotype de résistance & la DNR pour la lignée MCF-7"® se caractérise par la
séquestration cytoplasmiqgue de la DNR dans des vésicules appartenant & {'appareil de Golgi,

ainsi que par la résistance a l'induction d'apoptose.
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3. Evaluation semi-quantitative et qualitative de l'impact de la déconvolution 2D in vitro

L'ensemble des résultats obtenus dans cette problématique ont fait 'objet d'une publication
(Gramain et al., 1997), qui est intégrée en Annexes. Ce travail a été effectué en collaboration
avec M.P. Gramain, dans le cadre de sa theése de doctorat (Gramain, 2000), ainsi qu'avec le

laboratoire d'Electronique (LabEL) de 1Université de Haute-Alsace de Mulhouse.

Afin d'améliorer la résolution des images obtenues par microscopie de fluorescence 2D
conventionnelle, un algorithme a été appliqué sur les images issues d'échantillons
biologiques.

L'implantation d'un algorithme nécessite d'abord la mesure de la réponse impulsionnelle
propre au dispositif instrumental, puis son intégration dans l'algorithme (Gramain et al.,
1997). Différents algorithmes ont ét¢ évalués sur des images 2D de réference obtenues par
l'intermédiaire de billes fluorescentes. Les algorithmes ont €té testés et comparés selon les
critéres suivants : la qualité de l'image, la robustesse au bruit et la vitesse de convergence.
Finalement, l'algorithme du Maximum a posteriori (MAP) permet d'obtenir le meilleur
compromis pour I'ensemble de ces critéres de sélection (Gramain et al., 1997). Il a dong été
appliqueé sur des images obtenues pour la lignée MCF-7 ayant incorporée la DNR. L'effet de

la déconvolution sur les images a ¢té évalué par des critéres quantitatifs et qualitatifs.

3.1. Analyses semi-quantitatives

L'algorithme de déconvolution du MAP a été appliqué sur les images obtenues pour la lignée
MCF-7 apres 10 ou 20 itérations, dont le nombre a €té déterminé par le caractere convergent

et constant de l'erreur quadratique (Gramain et al., 1997).

Les analyses semi-quantitatives ont pour objectif d'étudier 'impact de la déconvolution sur les
niveaux de gris d'une image, relevés par l'intermédiaire des densités moyennes. Les différents
points de mesures obtenus pour les images de microscopie de fluorescence sont comparés &
ceux obtenus en cytométrie de flux, une technique de référence en fluorescence.

L'algorithme AMAP a été dans un premier temps testé sur des billes calibrées en intensité
(InSpeck™) respectivement a 0,5, 1, 3, 10, 30 et 100%. Les courbes obtenues par cytométrie
de flux, ainsi que les courbes obtenues par microscopie de fluorescence avant et apres

déconvolution, sont proches de la courbe théorique (données non présentées).
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Puis I'incorporation de 1a DNR a 2 pM pendant 2 h 4 37°C, a été analysée en microscopie et
cytométrie en flux pour différents temps d'incorporation : 15, 30, 60, 90, 120 et 180 min. Les
ecarts-types en cytométrie en flux sont réduits du fait de l'analyse d'un échantillon important
(5000 cellules par point de mesure) par rapport & la microscopie de fluorescence (15-30
cellules par point de mesure). Toutefois, les résultats obienus par cytométrfe en flux sont
comparables (Mann-Whitney) a ceux obtenus par analyse d'image avant déconvolution (p =
0,297) ou aprés déconvolution (p = 0,172), en outre, les courbes obtenues en microscopie par
analyse d'images avant et aprés déconvolution ne sont pas significativement différentes (p =

0,469} (Figure 16).
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Figure 16 : Evaluation comparative de la cinétique d'incorporation de la DNR 4 2 pM pour la lignée MCT-7 par
analyse semi-quantitative : soit par analyse d'images avant et aprés déconvolution (densités moyennes rapportées
a la valeur obtenue aprés 15 min d'incorporation), soit par cytométrie en flux (intensités de fluorescence

médianes rapportées 4 la valeur obtenue aprés 15 min d'incorporation) {Gramain et al., 1997).

3.2. Analyses qualitatives

Les analyses qualitatives ont pour objectif d'évaluer si 1a déconvolution améliore le caractére
résolutif des images 2D obtenues en fluorescence. Les critéres de comparaison entre les
images brutes et déconvoluées sont les suivants : le contraste de I'image et la résolution au
niveau des contours cellulaires et intracellulaires.

Les images déconvoluées présentent un meilleur contraste, traduisant une amélioration du
ratio signal/bruit. Au niveau cellulaire, la résolution est également de meilleure qualité
permettant de mieux discriminer les membranes cellulaires, nucléaires ainsi que les organites

intracellulaires (Figure 17).
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Background: Anthracycline resistance is known to be
mediated by P-glycoprotein (P-gp) or multidrug-resistance
related protein (MRP) as well as intracellular sequestration
of drugs.

Methods: The resistance phenotype of doxorubicin-se-
lected MCF-7°*® human breast adenocarcinoma cell line
was characterized by cellular and nuclear daunorubicin
efflux, P-gp and MRP expression and apoptosis induction.
Daunorubicin sequestration was investigated through or-
ganelle markers (lysosomes, endoplasmic reticulum and
Golgi apparatus) and daunorubicin codocalization by dual-
color image analysis fluorescence microscopy using high
numerical aperture objective lenses to achieve the small-
est field depth and the best lateral resolution. Signal to
noise and specificity ratios were optimized for daunoru-
bicin and organelle fluorescent probes labeling.

Results: An original image analysis procedure was devel-
oped to investigate daunorubicin and organelles co-local-

ization. The reliability of the image analysis was controlied
through chromatic shift and intensity linearity measure-
ment using calibrated microbeads. The main contribution
(65%) of Golgi vesicles in daunorubicin sequestration was
demonstrated. Although no rational relationship could be
established between daunorubicin sequestration and apo-
ptosis induction, no apoptosis was observed in MCE77%%
cells.

Conclusions: In addition to P-glycoprotein mediated
drug efflux and without MRP overexpression, MCE-77*"
daunorubicin resistance phenotype involves drug seques-
tration within intraceilular vesicles identified as Golgi ves-
icles and resistance to apoptosis induction. Cytometry
39:16-25, 2000.  © 2000 Wiley-Liss, Inc.

Key terms: multidrug resistance; P-glycoprotein;
daunorubicin; fluorescence microscopy; image analysis;
apopLosis

Multidrug-resistant cancer cells are characterized by re-
duced intracellular drug accumulation and reduced cyto-
toxicity mediated by expression of cellular proteins and
changes in cytosolic pH (1), as well as intracellular traffic
(2). The decrease in intraceliular concentration of drugs
including effective chemotherapeutic agents such as vinca
alkaloids, taxanes, and anthracyclines is related to the
overexpression of P-glycoprotein (P-gp), which functions
as an ATP-dependent efflux pump (3). In addition, alter-
ation of anthracycline intraceflular distribution was re-
ported from fluorescence microscopy experiments (4-06)
in resistant cell lines expressing P-gp, MDR-related protein
(MRP) and the major vault protein (LRP) (7). Cellular
resistance to anthracyclines have been widely investigated
but the sequestration mechanisms remain unelucidated,
and many organelles (lysosomes, mitochondria, endoplas-
mic reticulum, Golgi apparatus) have been hypothetically
proposed 1o be implicated in many cell models in which

cytoplasmic sequestration of anthracyclines results in de-
creased cytotoxicity (8). However, to our knowledge no
rational identification using specific dyes have been re-
ported.

Fluorescence microscopy is very often used to monitor
subceflular distribution patterns of fluorescent drugs into
living cells. Recently, high optical quality epiftuorescence
microscopes combined with high sensitivity and wide
dynamic range cooled charge coupled devices (CCD) cam-
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eras have been associated to image analysis system. Such
equipment allows performance of accurate fluorescence
measurements in living cells. Moreover, recently, a num-
ber of techniques have become available for optical sec-
tioning fluorescence microscopy, such as confocal imag-
ing (9), multiple-photon excitation imaging (10), and
computational deconvolution of fluorescence images
(11). These techniques became very potent tools in cell
biology because they allow the study of the three-dimen-
sional distribution of fluorochromes within the specimens
using non-nvasive methods. In this paper, we focused on
the mechanism of efflux and sequestration of daunorubi-
cin in MCE-7°*% | a multidrug-resistant human breast ade-
nocarcinoma cell line, and the MCF-7 parental sensitive
cell line. The involvement of P-gp, MRP and/or LRFP over-
expression in the cellular resistance to daunorubicin has
been evaluated. Furthermore, daunorubicin sequestration
was studied by means of two-dimensional (2D) epifluores-
cence microscopy. A rational methodology, aiming at
measuring the degree of co-localization of fluorescence
signals emitted by daunorubicin and organelle markers,
was developed using dual-color image analysis after opti-
mization of experimental conditions including biological
(cell number, drug, and fluorochrome concentration, in-
cubation duration), and instrumental (light intensity, ac-
quisition time) parameters.

MATERIALS AND METHODS
Cell Lines and Culture

Cell culture materials were purchased from Costar (Dut-
scher, Brumath, France), and culture media and additives
from GIBCO (Cergy-Pontoise, France). Daunorubicin
(DNR) was obtained from Rhone Poulenc Rorer Bellon
(Neuilly, France). MCF-7 human breast adenocarcinoma
cell line and irs subline MCE-7°*%, which was found to be
approximately 200-fold resistant to daunorubicin (12),
was cultivated in RPMI 1640 medium supplemented with
10% fetal calf serum. The resistant subline, MCE-77*%,
were maintained in 10 pmol/l doxorubicin-containing me-
dium. A wash-out period of 7 days in doxorubicin-free
medium was allowed before starting the experiments.

P-gp, MRP, and LRP Protein Expression

P-gp, MRP, and LRP expression in the resistant cells
were investigated by immunolabeling according to Merlin
et al. (6) using flow cytometry performed on Orthocyte
flow cytometer equipped with a xenon lamp (Ortho Di-
agnostic Systems, Roissy, France). 4E3 (Dako, Trappes,
France), QCRL1 (Centocor, Malvern, PA) and LRP36
(Tebu, Le Plessy en Yvelines, France) monoclonal antibod-
ies were used and coupled to fluorescein isothiocyanate-
conjugated goat anti-mouse IgG serum (Sigma, St Quentin,
France) for 30 min at 4°C. Nonrelevant rabbit IgG was
used as negative control for background fluorescence.
Dead cells or membrane altered cells were identified by
addition of 75 umol/L propidium iodide. Excitation wave-
length was 488 nm. Fluorescence emission was analyzed
through 530 nm bandpass and 575 nm long pass filters.

Tritiated Daunorubicin Intracellular Distribution

The total cellular and nuclear accumulation of [PHI-
daunorubicin ([PH]-DNR) was determined according to a
procedure adapted from Merlin et al. (13). Cells suspen-
sions were incubated with 2 pmol/L tritiated daunorubi-
cin solution for 2 h at 37°C. Cell lysis was performed by
incubating the cells in cold 0.01 mol/L Tris-HCI (pH 7.6).
Then, after centrifugation, cytosol and nuclei were col-
lected and finally diluted in scintillation cocktail (Ready
Safe, Beckman) and counted for radioactivity (L51800
counter, Beckman).

Fluorescence Microscopy Specimen Preparation

MCF-7 and MCF-7°"" cells were cultured in Slideflask
(Nunc, PolyLabo, France) maintaining living adhesive cells
during observation. In addition, this procedure consider-
ably reduced the thickness of the specimen and, there-
fore, the out-offocus phenomenon during epifluores-
cence microscopy. DNR fluorescence distribution was
evatuated in MCFE-7 and MCFE-7"** incubated in 30 pmol/L
DNR solution for 2 h.

Fluorescent Probes for Intracellular
Organelles Labeling

Lysosome and nuclear DNA were detected using acri-
dine orange (AO, Molecular Probes, Leiden, The Nether-
lands) at 3.5 pmol/L for 15 min as described by Swanson
et al. (14). When combined with lysotracker blue (1B,
Molecular Probes) at 10 pwmol/L during 60 min, AO con-
centration was reduced to 0.035 pmol/L as adapted from
Diwu et al. (15). Golgi apparatus was labeled using 0.3
pmol/L NBD-Cy-ceramide (NBD, Molecular Probes) for 10
min, endoplasmic reticulum was labeled using 2.5 pmol/L
DiOC, (Molecular Probes) for 1 min (14).

Dual-staining procedure, for DNR and organelle label-
ing, consisted in first incubating the cells with DNR, wash-
ing twice with phosphate-buffered saline (PBS), then in
labeling with the organelle probe. Monolayered cells were
finally washed in PBS. Fluorescent probes and DNR con-
centrations as well as the incubation times were adjusted
to achieve optimal dualstaining visualization (data not
shown).

Fluorescence Microscopy

Microscope. An AX 70 Provis upright epifluorescence
microscope (Olympus, Rungis, France) was fitted with
UPFL plan apochromatic, high numerical aperture (NA)
objective lenses (Olympus, France). Oil immersion 100X/
1.35 NA (immersion oil refractive index = 1.516) and
water 60X PSF/1.20 NA were used. Light source was a
100 W mercury vapor lamp. The filter set to detect dauno-
rubicin and AO (acidic compartment) consisted of a 400~
440 or 460 - 490 nm bandpass (BP) excitation filter, a 570
nm dichroic mirror (DM) and a 590 nm long-pass (LP)
barrier filter. AO (DNA labeling), NBD and DiOC, were
detected using 2 filter set composed of a 460 - 490 nm BP
excitation filter, a 505 nm DM and a 510-550 nm BP filter.
LB was detected using a filter set composed of a 330-385
am BP excitation filter, 2 410 nm DM and a 420 -460 nm
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BP filter. Neutral density filters reducing excitation light
transmission to 1.5, 6 and 25% were used to reduce
photobleaching occurring during image acquisition. The
drug and fluorochromes photobleaching during light irra-
diation (mercury vapor lamp) were investigated with and
without neutral density filter (NdF). Fluorescence inten-
sity measurements were carried out using a E717-23 pho-
tomultiplier (Hamamatsu, Japan) inserted onto the micro-
scope output. Measurement of fluorescence intensity
variation during light exposure allowed to evaluate pho-
tobleaching reduction by NdF. Without NdF the decrease
in fluorescence intensity induced by light exposure during
image acquisition ranged between 18 and 49%. Using NdF
aﬁowed to reduce photobleaching to less than 15% (range

-10% and 4-14% for 6 and 1.5% NdF, respectively.).

Two—dunensmnal (2D) fluorescence MiCroscopy.
Two-dimensional images were recorded using a LH 1600
Peltier cooled 12 bit CCD camera (Lhesa Electronique,
Cergy-Pontoise, France). The physical pixel size was 9 X
9 wm” and the matrix size was 1536 X 1024 pixels. Images
were 8 or 12 bit encoded for bright-field and fluorescence
images, respectively. All were processed using AnalySIS
Pro image analysis software (SIS, Minster, Germany).

Chromatic aberrations were analyzed using 3.2 pm-test
polystyrene beads (Fluorosphere, Dako) bearing a mixture
of fluorochromes emitting at wavelengths consistent with
these of the fluorochromes used for biological experi-
ments, i.e., in blue, green, and red spectral range. Beads
size choice was made as a compromise to fit with the size
range of intracellular organelles (lysosomes, Golgi vesi-
cles, nuclei).

Moreover, the linearity of the gray-level detection scale
was controlled using 2.5 pm beads calibrated in fluores-
cence relative intensity (Inspeck Green, Molecular
Probes) emitting at 515 nm under 490 nm excitation. The
results of fluorescence microscopy images analysis were
then compared with the results of flow cytometry analysis
and found to correlate (r = 0.990) (data not shown).

Three-dimensional (3D) fluorescence microscopy.
An AX 70 Provis epifluorescence microscope was equipped
with the Scanalytics EPR™ System (IPLab-Scanalytics, Fairfax,
VA) using a 60X PSF / 1.2 NA water immersion objective.
The scanning along the optical axis was performed using a
piezoelectric zaxis focus device. Three-dimensional images
were obtained by stacking two-dimensional images from

consecutive focal planes. Images were collected as a set of

75 consecutive optical sections assessed with 0.4 pm z-
spacing (10 nm precision). Images were recorded using a
cooled 12 bit CCD Sensys camera (Photometrics, Tucson,
AZ). The physical pixel size was 6.8 X 6.8 pm” and the
matrix size was 1317 X 1035 pixels.

DNR and Organelle Co-localization

Visualization. Image recording was performed with
fixed exposure time during single labeling experiments.
Dual staining images were finally encoded in pseudo-
colors from 12 bit images collected separately with each
fluorochrome (DNR/organelle probe), converted to 8bit
images and then combined with each pixel encoded on a
24-bit RGB color scale.

Image analysis. The reliability of the methodology
was assessed according to Usson et al. (16) by measuring
the variability of the segmentation results on the same set
of 15 cells analyzed by the same user in three independent
experiments (intra-individual variability) and by five differ-
ent users (inter-individual variability). One of them was
considered an “expert,” and four did not use the image
analysis system routinely.

Four difficulty levels for image analysis were classified
from 1 to 4 with increasing image segmentation complex-
ity: level 1 being defined as high contrast isolated cell
population image, level 2 as high contrast mixed isolated
and confluent cell population, level 3 as high contrast
confluent cell population, level 4 as low contrast conflu-
ent cell population.

Morphological criteria to evaluate the reproducibility
were the area (sum of pixels on designed area) and the
form factor (Buclidean ratio) of the region of interest
(calculated factor tending to 1 when the form tends to be
circular).

Mean density was calculated as the sum of pixels values
measured within an area and divided by the number of
pixels (17,18). Fluorescence signal-to-noise ratio (SNR)
and signal specificity ratio (8) were calculated during
optimization as adapted from Sabri et al. (19) and Dellian
et al. (20).

SNR was defined as:

"
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where F is the fluorescence and N the background ncise
which are detected; 7 is the value of gray level associated
to the pixels of the region of interest (ROD) between m
and 7 and o and p, respectively, for signal and back-
ground; H is the number of pixels associated to .
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where § is the specificity factor, llustrating the cross-talk
in each signal; F, and N, are, respectively, ﬂuore«;cence
and background noise in specific signal; F,, and NV, ar

respectively, fluorescence and background noise in non-
specific signal; 7 and j are values of gray level associated to
the pixels of the ROI, respectively, for specific and non-
specific signals between, m and #n, and, o and p, for F_ and
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F, and, g and r, and, s and ¢, for N, and N,,,, respectively;
H is the pixel number associated with ¢ or j. The ROIL
coordinates of F, and F, are identical.

Brightfield images were corrected for heterogene-
ities of illumination using sample-independent back-
ground shading function (21). Areas containing only
one cell were outlined to obtain binary masks as de-
scribed by Usson et al. (16).

In fluorescence images, background noise reduction
was assessed in subtracting (absolute subtraction) the
mean value of fluorescence measured in an area without
cells (21,22). Negative values were set to zero and thus,
had no influence on the following image processing steps.
Fluorescence image binarization consisted in threshold
definition. The procedure began by an egualization,
threshold determination and ended with a top-hat mor-
phological treatment.

Binary images from fluorescence images resulting from
each probe were compared with binary mask from the
bright-field images using the “and logic” arithmetic tool in
order to restrict the measurement to-the cells fully con-
tained. The “and logic” operation was applied to the
resulting images to obtain the co-localized pixel frequency
in both components as adapted from Manders et al. (23).

This methodology was controlled using two kinds of
models. First, Fluorosphere beads (Dako) were used as
synthetic model simulating a unique particle emitting in
different spectral ranges. Second, fluorescent probes la-
beling biological organelles were used. As positive con-
trol, lysosomes were double-labeled using AO and LB with
emission peaks respectively in the red (610 nm in acidic
compartment) and in the blue (422 nm) spectral range in
order to mimic theoretical *100% co-ocalization.” As
“negative control,” cells were labeled for lysosomes and
DNA using AO emitting in the green spectral range (527
nm) when bound to DNA and in the red spectral range
(610 nm) when located in an acidic lysosomal compart-
ment in order to mimic theoretical “0% co-localization.”
Each analysis ‘was performed on at least 30 cells from
three independent experiments.

Morphological Determination of Apoptosis

Twenty-four to 72 h after completion of 2 prmol/L
daunorubicin exposure for 2 h in Shideflasks, cells were
rinsed twice in PBS, then stained with a Hoechst 33342
(Molecular Probes, Interchim, Asniéres, France), 5 pug/ml
solution in PBS according to Belloc et al. (24). Fluores-
cence microscopy analysis was then performed with ex-
citation at 330-385 nm and emission at 420-460 nm
using the AX70 Provis epifluorescence microscope. Cells
were classified as “intact cells” with uncondensed chro-
matin and “apoptotic cells” exhibiting apoptotic features,
i.e., perinuclear condensed chromatin and apoptotic bod-
ies. All analyses were performed by morphological exam-
ination of at least 150 cells and repeated at least twice.
Results are presented as percentage of apoptotic cells.

Statistical Analysis

Results were analyzed for statistical significant differ-
ences using nonparametric Wilcoxon, Mann-Whitney

Table 1
Total Cellular Accumudation and Nuclear Distribution of
Tritiated Daunorubicin in Sensitive (MCF-7) and Resistant
(MCP7P%F) Cells

MCE-7 MCE-7P%R Significance
Accumulation® 90.2 (8.1) 26.2(3.8) P < 0.05
Nuclear ratic” 0.76 (0.12) 0.51(0.12) P < 0.05

“All results are mean values of three independent experiment
(standard deviation). Statistical analyses were performed using
the Mann-Whitney test.

*Results are expressed as mean of intracellular accumulation of
tritiated daunorubicin (pmol/ 10° cells).

PResults are expressed as mean nuclear/total cell accumulation
in either sensitive and resistant cells.

tests and variance analysis using ANOVA with Scheffe
procedure. In all cases, the limit for significance was set
to P << 0.05.

RESULTS
P-gp, MRP, LRP Protein Expression

Both MCF7 and MCE-7"* cell lines were found nega-
tive for LRP expression (<5% labeled cells) and slightly
positive for MRP expression (11 & 5% labeled cells). P-gp
was strongly expressed in MCE77® (92 = 7% labeled
cells) and not detectable in the parental cell line.

Daunorubicin Intracellular Distribution

In MCE77*® cell line, using tritiated daunorubicin
(DNR), the resistance phenotype was found to be medi-
ated not only by a dramatic decrease in DNR total cellular
accumulation (Table 1) but also by a significant decrease
(P < 0.05, nonparametric Mann-Whitney test), in the
nucleus/total ratio. This demonstrated that, in addition to
P-gp-mediated DNR efflux, the resistance phenotype
mechanism induced nuclear distribution alteration.

Using fluorescence microscopy, in MCF-7 cells, DNR
was found to be diffusely distributed inside the nucleus
and cytoplasm. This distribution was different in the MCF-
7PXR cell line, with a low total fluorescence intensity, in
agreement with tritiated DNR data (Table 1). In addition,
DNR was frequently detected inside perinuclear vesicles.
These data were confirmed using 3D fluorescence imag-
ing. In addition, 3D analyses demonstrated that the cyto-
plasmic distribution of DNR was mainly restricted to pe-
rinuclear vesicles and few vesicles in the vicinity the of
cytoplasmic membrane (Fig. 1). The in-focus localization
of the perinuclear vesicles, at the image plane, was con-
sistent with the z-resolution of the objective used for 2D
analysis. Moreover, no other compartment inside the to-
tality of the zvolume of cells was detected to sequestrate
DNR, thus validating the 2D co-localization studies.

DNR and Organelle Dual Staining

The diffuse DNR fluorescence pattern observed in
MCF7 cells illustrated the lack of specific targeting of the
drug in the Golgi apparatus or endoplasmic reticulum
(Fig. 2, 1B and 1D). No or few co-localizations of DNR and
DIOC, probing endoplasmic reticulum, were detected in
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Fig. 1. Panel of images obtained by optical sectioning on z axis (0.4pm) using a 60X PSF/1.2 NA objective for DNR distribution with MCF-7 (A) and
MCF-7%%% (B} celis. The filter sets used were excitation BP 460 - 490 nm, emission LP 590 nm.

MCE-7P*® cells, whereas DNR appeared to be often co-
localized with NBD-Cy-ceramide probing Golgi apparatus
(Fig. 2, 1A). Based on these results, achieved in both
sensitive and resistant cell lines, a 2D-image analysis study
was envisaged in MCE7"™® cells to quantitate the co-
localization rate of DNR and NBD-Cgceramide probing
Golgi vesicles.

2D Image Analysis

Reproducibility of 2D-image analysis process. In
order to evaluate the reliability of the segmentation proce-
dure on bright field images, experiments were performed to
determine if results could be impaired by novice users’ in-
terpretation. A panel of 15 cell images was selected repre-
senting the experimental conditions frequently encoun-

tered, including disposition (isolated cells versus juxtaposed
cells), form, and contrast variations then submitted to anal-
ysis by five users (one expert and four novices). Variation
coefficients were calculated for area and form factor criteria
(Table 2) according to four segmentation difficulty levels
noted 1 to 4 with increasing difficulty.

No significant differences (Wilcoxon nonparametric
test) concerning the intra-individual experiments (n = 3)
were obtained with both criteria. Results evidenced no
significant statistical differences between the five users for
both criteria concerning the easiest levels (1 and 2). How-
ever, for the most difficult levels (3 and 4), significant
differences (form criteria: P = 0.007; area criteria: P =
0.043) were only observed for one novice user as com-
pared with the four others.
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Fic. 2. (1) Double-stained combinations obtained with a 100X/1.35 NA objective: Golgi apparatus probe (NBD) and DNR (A~B), endoplasmic reticulum
probe (DO and DNR (C-D), in MCE7 (B-D), and MCF-7°** (A—C) cells. Conditions of detection are described in the Materials and Methods sectios

Results are presented as pseudo-color images by superimposition of “red color” image concerning DNR, and “green color” image concerning the organeile
fluorochrome (NBD or DIOC). (2) Co-localization analysis in MCF-77*% with 60X PSF/1.2 NA objective: staining of nucleus and lysosomes by acridine
orange; (A) staining of lysosomes by acridine orange and lysotracker blue (B); and DNR with staining of Golgi apparatus by DBD (C). Conditions of
detection are described in the Materials and Methods section. All dual stained combination images are the results of independent dualstained samples.

Optimization of double-Iabeling process. A beads
model allowed the control of the multi-wavelength detec-
tion conditions as well as the image analysis process.
Results d nstrated that among the three filter sets, the
best spectral configuration of dual-detection was achieved
using (BP330-385/BP420-460), (BP460-490/LP590), and
(BP460-490/BP 510-550) filter sets. However, resolution

and analysis procedures allowed detection of residual
chromatics aberrations (Table 4).

Table 3 illustrates the best compromises obtained to
optimize the SNR and specificity in double-labeled biolog-
ical specimens. The 1.5% neutral density filter (NdF) was
used to reduce photobleaching. Biological controls of the
double-labeling procedure (lysosomes versus nucleus as
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Table 2
Segmentation Variability for Epifluorescence Microscopy
Image Analysis*
Intra-individual Inter-individual
Difficulty n = 3) (n = 5)
levels 1 2 3 4 1 2 3 4
Area 2 2 2 2 3 6 9 13
Form factor 1 2 2 5 3 6 9 7

“Results are expressed as coefficient of variation (%). Difficuity
levels for image analysis were classified from 1 to 4 with increas-
ing image segmentation complexity (for details, see Materials and
Methods).

Table 3
Signai to Noise Ratio [SNR] and Specificity [S] Optimal Valties
Achieved in Resistant MCF-77"% Cells (for Calculation, see
Materials and Methods)*

MCE-79%R DNR* NBDP LB¢ oA
[SNR] 24(0.1) 2.80.0 1.9 (0.0) 1.9 (0.6)
[81 5 (0.9) £¢0.5) 17.8(8.7)  4.1(0.1)

*Cells were analyzed for daunorubicin cellular sequestration®
and stained for organelle identification using NBD-C6 ceramide
for Golgi®, lysotracker blue for lysosomes® and acridine-orange®
for lysosomes and nucleus (for incubation procedures, see Ma-
terials and Methods). All results are mean values of three inde-
pendent experiment (standard deviation).

negative and lysosomes versus lysosomes as positive)
pointed out the limit of this technique (Fig. 2, 2). Al
though these two configurations were significantly differ-
ent (ANOVA, P <€ 0.001), absolute co-ocalization (100%)
or complete lack of codocalization (0%) were never
achieved (Table 4) probably in relation with the residual
chromatic aberrations and fluorescence image analysis
procedure artifacts evidenced with beads model.

DNR and Golgi apparatus co-localization. Dauno-
rubicin concentration varied from 5 to 50 pmol/L, NBD-
Cgceramide (NBD) concentration from 0.1 to 3 umol/L
and the incubation durations ranged from 30 min to 3 h
and from 5 to 30 min, respectively. The excitation, emis-
sion and attenuation filters were optimized to achieve the
highest SNR with the higher specificity. The best results
(Table 3) were achieved with 30 pmol/L DNR for 2 h and
0.3 pmol/L NBD for 10 min. Bandpass excitation filter
400-440 and 460-490 nm, respectively, for DNR and NBD
were found to be optimal to minimize the photobleaching
of NBD (Fig. 2, 2). Conventional emission filters, i.e., 590
nm long pass and 510-550 nm bandpass filters, for DNR
and NBD, respectively, were found to be suitable. Atten-
uation filters absorbing 94% and 75% of the signals were
used for DNR and NBD, respectively. In such experimen-
tal conditions, concomitant DNR and NBD labeling were
significantly different (ANOVA) from the biological con-
trols mimicking “positive” and “negative” co-localizations
(Table 4). Therefore, 65% of DNR-sequestrating vesicles
were found to be co-localized with NBD-Cg-ceramide,
while the remaining 35%, unlabeled by NBD-C -ceramide,
were found to be spatially located near the Golgi appara-
tus or in the vicinity of the plasma membrane (Table 4).
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Apoptosis Induction

In the present experimental conditions, apoptosis did
not appear to be a major phenomenon in sensitive MCF7
cells (Fig. 3), with less than 10% apoptotic cells, 24 h after
exposure to DNR (Table 5). In MCF-7"™" cells, no signif:
icant apoptosis induction was observed. These data, con-
firmed as apoptosis induction, were followed up to 72 h
with a slight increase in apoptotic cell population in MCF7
cells while no variation was observed in MCF-77" celis.

DISCUSSION

It has been previously described that P-glycoprotein
was located in the plasma membrane of MDR cells lines
(25) and tumor cells (26) and inside healthy tissues, which
have excretory and detoxifying functions in common (3).
The detection of P-gp on the cell surface is related to
anthracyclines efflux, and therefore to drug resistance
(27). In order to reverse this resistance, several genera-
tions of P-gp inhibitors, such as quinine (28), verapamil,
cyclosporine A, §9788 (13), and SDZ-PSC-833 (29) have
been evaluated. However, many studies demonstrated
only partial overcoming of drug resistance using chemo-
modulators such as cyclosporine A or verapamil (13,30).
Over the past few years, several studies focused on the
subceftular alteration of DNR distribution in P-gp- and
non-P-gp-expressing hematopoietic (4) or carcinoma (25)
cell lines. In our previous paper (6), differences in DNR
intracellular distribution were found in MCF-7 and in P-gp-
expressing multidrug-resistant MCE-7"*F cell lines. MCFE-7
cells presented a nuclear and cytoplasmic diffuse localiza-
tion contrasting with a decrease of DNR inside the nucleus
and a shift to a “punctate” pattern of distribution in MCF-
7OXR,

In the present study, experiments were aimed to un-
derstand the mechanisms of DNR cytoplasmic sequestra-
tion in an MCE-77* cell line compared to its parental cell
line, MCF-7. An original approach was developed based on
several complementary techniques in order to check the
resistance mechanism and the implication of DNR distri-
bution between different intracellular compartments. In
MCE-7P*% cells, P-gp-mediated drug efflux was found to be
associated with intracellular drug sequestration as evi-
denced from tritiated DNR distribution studies as well as
fluorescence microscopy.

Natural DNR fluorescence allowed to study its intracel-
lular distribution using 2D epifluorescence microscopy
image analysis. Among fluorescence microscopy, two ma-
jor technologies, epifluorescence and confocal, are avail-
able. Confocal microscopy is particularly adapted to fixed
samples and single fluorescence detection (31). Con-
versely, with living samples, confocal microscopy is usu-
ally more damaging (irradiation time during scanning),
and multi-wavelength labeling is more expensive (several
lasers) or restricting (working with single excitation wave-
length). Furthermore, recent studies demonstrated that
using confocal microscopy did not solve completely the
problem of photobleaching (32) and chromatic (33) or
spherical aberrations (34).
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Table 4
Co-localization Analysis Using Fluorosphere Beads and Double-Labeled MCF-7"7*" Cells

Model Fluorosphere beads MCE-77%% cells

excitation and

emission filters Theoretical Experimental  Theoretical Experimental Co-localization

BG and BP* 100 86 (3)° i Nucleus and lysosomes
“negative control”

BR and UB 100 94 (2) 94 (2 Double-labeled lysosomes
“positive control”

VR and BG 100 93 () 65 (3) Sequestrating vesicles (DNR)

and Golgi (NBD)

*Filter sets used were BG (excitation BP 460 - 490 nm, emission BP 510-550 nm); BR (excitation BP 460490 nm,
emission LP 590 nm); UB (excitation BP 330-385 nm, emission BP 420 -460 nm) and VR (excitation BP 400 - 440

nm, emission LP 590 nm).

PResults were expressed as mean percentage of common pixels in binarized images resulting from dual emission
detection and are mean values of 3 independent experiment (standard deviation).

20 pm

Fi. 3. Morphological DNA features stained with Hoechst 33342 and with 60X PSE/1.20 NA objective in MCF-7 (A) and MCE-7%*® (B) treated with 2
wmol/L DNR for 2 h and observed 72 h after drug exposure. The filter set used was excitation BP 330 -385 nm, emission BP 406 -420 nm

Table 5
Apoprotic Cells Fraction During Time Kinetics of
Induction by 2 b Daunorubicin Treatment Analyzed
by Morpbological Criteria®

Time (h) after 2 h exposure to
2 uM daunorubicin®

Cell lines 24 48 72
MCE-7 6.5 (0.5) 125(1.5) 12.5 (0.5)
MCE-7P%R 1(0.5) 2(D) 2(1.5)

“All results are mean values of experiments repeated
twice (standard deviation).

*Results are expressed as a percentage of apoptotic
cell fraction detected by staining with Hoechst 33342
exhibiting apoptotic features.

Using epifluorescence microscopy for 2D images anal-
ysis is limited because this instrumentation has some dis-
advantages, such as photobleaching during irradiation and
out of focus plane image artifacts (31). In the present
study, conjugation of control procedures associated to
instrumental and biological optimization allowed the re-
duction of the incidence of these artifacts. High numerical

aperture objective lenses were selected to achieve better
axial and lateral resolution. In such conditions, epifluores-
cence observations of adhesive cells further reduced out
of focus information. Moreover, relative quantitative mea-
surements were feasible in MCE-7"*® cells in which DNR
accumulation was low and punctated. These experimental
conditions were selected to optimize the optical pathway
during image formation. Concerning image analysis, the lin-
earity of intensity detection on beads and biological samples
were controlled as already described in previous work (35).
Chromatic aberrations were controlled on beads and biolog-
ical samples using the same criteria (degree of colocaliza-
tion) rather than shifted distance measurements as proposed
by Manders et al (33). To obtain the better dual staining and
image acquisition, signal-to-noise and specificity ratios were
analyzed. Both parameters allowed determination optirmal
drug or fluorochrome concentration, incubation duration,
neutral density filter and time exposure for image acquisi-
tion. Regarding segmentation of bright field images and to
improve robustness, different steps were studied and com-
pared between different users. The image analysis process
was found to be reproducible, and not user-dependent. Con-
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cerning thresholding on gray level, our results are in agree-
ment with Mapilca et al. (21) who did not chose a procedure
that included a constant threshold because several parame-
ters could not be controlled between inter-experimentations
(previous and unequal light exposure in the time, cellular
background).

Using qualitative analysis of dual-label fluorescence im-
ages, in sensitive MCF7 cells, DNR was mainly distributed
in the nucleus but was also found to accumulate inside
cytoplasm organelles, such as endoplasmic reticulum and
Golgi apparatus. Conversely, in MCE-7P*% in addition to
P-gp-mediated efflux, DNR was found to be sequestrated
inside cytoplasmic vesicles which were identified inside
the 2D-focused-plane as belonging to the Golgi compart-
ment in most cases (65%). Based upon spatial distribution
considerations, the remaining vesicles (35%) probably be-
long to an acidic compartment such as lysosomies, secre-
tory vesicles, or endosomes.

These results add data to the controversial debate aimed
at defining organelles implied by anthracyclines sequestra-
tion in MDR cell lines. Many hypotheses have been pro-
posed in various cell models, such as lysosomes and mi-
tochondria (4) in P-gp-positive and -negative drug-resistant
cell lines, Golgi apparatus and mitochondria (2) or endo-
plasmic reticulum (36) in the MRP cell line, lysosomes and
trans-Golgi compartment (37, 38) or Golgi (39) in MCF-
TUXR cells.

The present results show that mitochondria are most
likely not implicated in the sequestration of DNR. Mito-
chondria have been suggested as sequestration target
from a conventional fluorescence microscopy experiment
in MRP HL6OY™ (2) as well as using confocal microscopy
in several MDR and MRP cell lines (4). However, in these
studies, the experimental procedures differed from ours,
since the cells were qualitatively analyzed without being
attached to glass slides and only with single DNR or
organelles probes fluorescence analysis.

The endoplasmic reticulum was assigned by Marquard
et al. (36) as sequestrating DINR vesicles in MRP HL60P*X,
which was supported by various treatments with agents
regulating the organelle pH. In the present study, no MRP
overexpression was measured, and therefore it cannot be
implicated in the sequestration mechanism. This was con-
sistent with fluorescence microscopy image results point-
ing out no co-docalization between DIOC,, probing the
endoplasmic reticulum, and DNR.

Although alkaline shift of the cytosolic pH have been
measured in acquired and transfected MDR cells, using
ratiometric flucrescent probes for pH by confocal fluores-
cence imaging (1), no direct evidence was given concern-
ing the major involvement of lysosomes in conjunction
with drug trapping by pH disregulation mechanism. The
hypothesis that vacuolar-H -ATPase (V-H-ATPase) regulat-
ing the pH of acidic vesicles could be a mean by which
cytosolic pH could be raised was proposed. Since this
study, Bendera et al. (38), using confocal microspectroflu-
orometric analysis, investigated the involvement of V-H-
ATPase in anthracycline cytoplasmic trapping. Using
brefeldin (V-H-ATPase inhibitor), V-H-ATPase was found
not to be implicated in DNR partitioning in P-gp overex-

F7DXR
~ETP
7

pressing MC cell line as opposed to MRP overex-
pressing MCF- cell line.

Molinari et al. (39) reported that in MCFE-7"*% using
qualitative images analysis of confocal dualimmunolabel-
ing on fixed cells, P-gp was located inside Golgi vesicles.
Furthermore, P-gp was detected inside cytoplasmic and
nucleus in several of MDR cells lines using immunoblot
analysis (27), immunoelectron microscopy (40), or immu-
nofluorescence microscopy (18,40). To understand the
physiologic explanation to detect this surface protein in
cytoplasmic organelles, Labroille et al. (18) studied the
cytoplasmic trafficking of P-gp and reported that P-gp,
after maturation from endoplasmic reticulum, was stored
inside the Golgi compartment and then trafficked toward
the plasma membrane thanks to secretory compartments.

Our results demonstrating that Golgi vesicles containing

P-gp could explain mainly intracellular DNR sequestration
are in agreement with these data and suggest that func-
tional cytoplasmic P-gp should exist in MCF-7°*% in addi-
tion to surface P-gp (6).
From the present study, no clear relationship between
DNR sequestration in Golgi vesicles and apoptosis induc-
tion can be established. However, no apoptosis induction
was detected in DNR-sequestrating resistant cells as op-
posed to sensitive cells. Additional experiments should be
performed to investigate whether DNR sequestration
could lead to inhibition of apoptosis induction. In such an
experimental set-up, compounds able to modulate DNR
intracellular sequestration would be helpful. This might
be achievable using P-gp blockers at low concentrations as
suggested by our previous results (41).

In the present study, 2D-epifluorescence microscopy
image analysis was shown to be useful to easily and rap-
idly yield relative quantitative data in living samples. The
application of multi-wavelength fluorescence image anal-
vsis can be used when the information is spatially limited,
or when fluorochromes probe different compartments.
Deconvolution could be optimized using 2D (35) or 3D
optical sectioning epifluorescence microscopy (42) or by
using the same algorithms which produce superresolution
3D images of fluorescent probe distribution inside cells
with minimal light exposure (11). Deconvolution im-
proves the analysis process that can restore volume or
intensity information (considering each planes of objects),
or facilitates segmentation on gray levels (higher contrast,
better SNR).

The clinical relevance of the present study should be
investigated. If confirmed, failure of chemomodulation to
obtain complete reversion could be explained, and anthra-
cycline derivatives acting more efficiently in the cyto-
plasm could be associated with resistance modulators
directed against surface or cytoplasmic P-gp or combined
with anticancer drugs acting mainly onto cytoplasmic
targets.
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Figure 17 : Evolution de la distribution intracellulaire de la daunorubicine 2 2 uM powr la lignée MCF-7, aux
temps d'incubation suivants : a) 15 min, b) 60 min, ¢) 180 min Les images a’), b"), and ¢”) illustrent les résultats
obtenus apres déconvolution des images a), b), et ¢) par l'algorithme du MAP aprés 10 itérations (Gramain et al.,

1997).

4. Discussion-Conclusions

Le phénotype MDR associ€ a la résistance aux anthracyclines implique souvent I’activité des
pompes a efflux telles que la P-gp et/ou la MRP. Leur phénotype se caractérise classiquement
par l'efflux hors des cellules des molécules cibles. La séquestration cytoplasmique des
anthracyclines est également souvent associée au phénotype de résistance de la MRP et plus

récemment de [a P-gp.

L'é¢tude des sites de séquestration cytoplasmique de la DNR a été effectuée par double
marquage associé a des traitements et analyses d'images 2D obtenues par microscopie de
fluorescence conventionnelle. Cette méthode a permit de déterminer l'appareil de Golgi

comme site majeur (65%) de séquestration de la DNR pour la lignée MCE-7PXR

ainsi que des
compartiments acides (35%) tels que les lysosomes ou endosomes (Bour-Dill et al., 2000). De
récents travaux ont montré que la P-gp pouvait étre localisée dans différents compartiments
cellulaires tels que l'appareil de Golgi (Molinari et al., 1994) ou le noyau (Shapiro et al.,

1998), son réle consisterait a participer au trafic cellulaire vers la membrane cytoplasmique

101



(Labroille et al.,, 1998). Nos travaux confirment que la présence de la P-gp au niveau de
I'appareil de Golgi pourrait impliquer la séquestration cytoplasmique de la DNR pour la
lignée MCF-77%R La méthode développée est rapide et facilement accessible, car elle
comprend des traitements et analyses d'images classiques en microscopie de fluorescence
conventionnelle, Le caractére restrictif des applications est le fait du dispositif instrumental
conventionnel, qui implique la formation d'images contaminées par le bruit issu des plans
hors focalisation.

Clest pourquoi, les techniques paraconfocales sont une alternative séduisante. L'application de
{algorithme de déconvolution du maximun a posteriori (MAP) sur les images 2D a permis
d'améliorer la qualité des images sans en altérer I'information quantitative des niveaux de gris.
Ces améliorations permettent de faciliter les traitements et analyses d'images dont 'objet
serait la segmentation. Faciliter la segmentation est particuliérement miéressant pour
discriminer le contour cellulaire lorsque le marqueur fluorescent est de faible intensité ou de
faible contraste, ou un élément intracellulaire 4 condition que le marquage ne soit pas trop
diffus dans l'ensemble de la cellule. Toutefois I'évolution vers l'acquisition d'images en 3
dimensions permet, par déconvolution 3D, de restaurer les images obtenues en microscopie
conventionnelle (Gramain, 2000). Les travaux de M P. Gramain ont permis de caractériser
notre dispositif instrumental en 3 dimensions, puis d'effectuer les premiéres applications de la

déconvolution 3D sur billes fluorescentes (Gramain, 2000).

3. Microspectrofluorimétrie de la daunorubicine intracellulaire in vitro

Le double marquage et l'analyse dimages ont mis en évidence le compartiment golgien
comme region d'intérét de la distribution subcellulaire de la DNR. Les mesures des spectres
de fluorescence ont pour objectif de comparer la configuration moléculaire de la DNR, dans
le compartiment cytoplasmique des lignées MCF-7 et MCF-7-"%,

Dans un premier temps, le spectre d'émission de fluorescence de la DNR a été¢ mesuré en
solution aqueuse. Puis les spectres de DNR ont été mesurés par microspectrofluorimétrie
pour fes lignées MCF-7 et MCF-7"® ayant incorporées la DNR 4 20 uM. Cette concentration

permet de conserver des conditions comparables & celles utilisées pour le double marquage.
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5.1. Comparaison de spectres de fluorescence de différentes anthracyclines en solution

Les trois anthracyclines suivantes ont ét¢ analysées : la daunorubicine (DNR), I'épirubicine
(EPT) et lidarubicine (IDA). Cette étude comparative permet de mesurer l'impact de la
structure des molécules sur leur propriété d'émission de fluorescence.

Les mesures en absorbance, effectuées en triplicata en solution aqueuse (2, 5, 10, 15 et 20

uM) permettent par Iintermédiaire de V'équation 1. de calculer le coefficient d'extinction

molaire correspondant : IA =excx/ I (équation 1.)

A : absorbance ; ey - coefficient dextinction molaire au pic dabsorption (Mem™) ; ¢ :

concentration molaire (M) et / : largeur de 1a cuve (1 cm)
Les coefficients obtenus en solution aqueuse respectivement a 476, 475 et 474 nm pour la
DNR, I'EPI et ITDA sont les suivants : 9300, 11900 et 8900 (M'em™). Ces coefficients

permettent de contrdler les concentrations en solution.

Les spectres d'émission de fluorescence ont ét¢ mesurés, aux longueurs d'onde d'excitation
maximales respectives des différentes anthracyclines, afin de satisfaire deux objectifs. Le
premier objectif est d'obtenir un spectre de référence de la DNR. Le second objectif consiste a
comparer les spectres normalisés pour des molécules de structures et de propriétés de
fluorescence trés proches.

En solution aqueuse a 20 pM, lintensité de fluorescence est proportionnelle 4 ia
concentration. Les spectres de fluorescence des trois anthracyclines ont les caractéristiques
communes suivantes : un pic d'émission de fluorescence entre 560 et 594 nm ainsi qu'un
épaulement du spectre entre 545 et 560 nm (Figure 18). L'intensité de fluorescence de I'DA,
par rapport & la DNR et I'EPI, révéle un rendement quantique de fluorescence respectivement
2,5 a 2,2 fois plus important pour TDA. L'IDA présente un décalage du pic d'émission de
fluorescence par rapport 4 la DNR et 'EPI vers le bleu et se caractérise par un ratio de
fluorescence de psysssss = 0,90. Par contre 'EPI et 1a DNR ont des caractéristiques ptoches.
Comme les spectres normalisés 4 la longueur d'onde d'émission de fluorescence maximale
reflétent les spectres de fluorescence, et quiil ne s'agit pas de déterminer la concentration de la
DNR, les spectres intracellulaires de fluorescence de la DNR seront normalisés en fonction

de I'mtensité relevée 4 594 nm.
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Figure 18 : Comparaison de spectres d'émission de fluorescence obtenus dans de l'ean pour la DNR, I'EPT et
F'IDA déterminés & une concentration de 20 uM (k. : 476 nm) : A), spectres brutes (Unité Arbitraire) ; B) Le
ratio de fluorescence (p) correspond & la normalisation des intensités de fluorescence par rapport 4 l'intensité du

pic de fluorescence de la DNR (594 nm),

5.2. Comparaison de spectres de fluorescence de la daunorubicine intracellulaire

Les spectres de fluorescence de la DNR ont été comparés pour les lignées cellulaires MCF-7
et MCF-77"®, Aprés soustraction de I'autofluorescence, la coniribution spectrale de la DNR et
le ratio psgoss04 Ont €t€ calculés. La Figure 19 illustre les spectres, normalisés par rapport a
l'intensité de fluorescence mesurée a4 594 nm, obtenus pour les deux lignées au niveau du

compartiment golgien aprés 2 h ou 24 h d'incubation 4 20 pM.

Apres 2 h d'incubation les spectres de fluorescence de la DNR different entre la lignée MCF-7
et la lignée MCF-7"*® (Figure 19). Le spectre de la DNR pour la lignée MCF-7 différe du
spectre obtenu dans de I'eau principalement par un épaulement quasiment inexistant entre 545
et 560 nm alors qu'apparait un épaulement entre 620 et 650 nm. Par contre, pour la lignée
MCEF-7""® Je spectre de la DNR est proche du spectre obtenu en solution aqueuse.

Aprées 24 h dincubation les spectres de fluorescence de la DNR restent relativement
différents entre la lignée MCF-7 et la lignée MCF-7"%R (Figure 19). Pour les deux lignées,
I'épaulement entre 545 et 560 nm est plus résolu et apparait désormais comme un second pic
de fluorescence 4 548 nm. Pour la lignée MCF-7, ce pic est mineur alors qu'il apparait
prépondérant pour la lignée MCF-7""%. En outre, I'épaulement entre 620 et 650 nm est mineur

pour les deux lignées cellulaires.
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Figure 19 : Spectres normalisés de fluorescence de la DNR & 20 uM obtenus au niveau du compartiment golgien
pour les lignées MCF-7 et MCF-72*F (PB 460-490 nm). Le ratio de fluorescence {p) correspond & la
normalisation des intensités de fluorescence par rapport 4 I'intensité du pic de fluorescence de la DNR (594 nm) :

Spectres aprés 2 h d'incubation (graphe du hant} ; Spectres aprés 24 h d'incubation (graphe du bas).

Pour la lignée MCF-7, la Figure 204 montre qu'il n'y a pas de modification, en fonction du
compartiment ceilulaire, du spectre normalisé de la DNR aprés 2 h d'incubation a 20 pM.
Pour la lignée MCF-7"*R 1a F igure 20B met en évidence des variations plus importantes des

profils spectraux de la DNR dans les différents compartiments. Les principales modifications
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concernent la région spectrale au deld de 600 nm avec l'apparition de deux pics de

fluorescence supplémentaires respectivement a 622 et 700 nm.

Ratio de fluorescence (p)
=

02 1

+ e t + L S — t = 0,0—)"':" D T e e L R S I
500 523 551 76 173 627 657 &7 ki) T8 551 576 802 27 652 675 3 T8

500 525
Longueurs d'onde (A, nm)

Figure 20 ; Spectres normalisés de fluorescence de la DNR (PB 460-490 nm),aprés 2 h d'incubation 4 20 uM,

obtenus au niveau de différentes régions intracellulaires d'intérét pour les lignées MCE-7 (A) et MCE-72%% (B),

Les mesures de spectres de la DNR, en fonction du temps et du compartiment cellulaire, pour
les deux lignées cellulaires indiquent que la région d'intérét se situe dans le compartiment
golgien principalement entre 545 et 594 nm. C'est pourquoi deux ratios ont éié calculés pour
les spectres de DNR mesurés dans le compartiment golgien (psagssoq et Pssursoq), puis confrontés

aux ratios calculés pour le spectre de la DNR en solution aqueuse (Tableau 12).

Tableau 12 : Ratio de fluorescence de la DNR (psgose4 €t Psagsses) obtenus dans de 'eau et au niveau de la région

golgienme pour les deux lignées aprés 2 ou 24 h d'incubation.

DNR Ps6o/594 548/594
Golgi MCF-7 MCF-77% MCF-7 MCF-7"*%
2h 0,43 0,75 0,30 0,65
24 h 0,64 0,83 0,69 0,95
EAU 0,75 0,60

Pour la lignée MCF-7, les deux ratios calculés pour le spectre de la DNR, mesurés dans le
compartiment golgien, sont inférieurs & ceux obtenus en solution aqueuse. Aprés 24 h
d'incubation avec la DNR les deux ratios calculés augmentent, mais seul le ratio psagsos est

supérieur au ratio calculé pour le spectre de la DNR en solution aqueuse (0,69 vs 0,60).
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Pour la lignée MCF-7"% | les deux ratios calculés pour le spectre de Ia DNR, mesurés dans le
compartiment golgien, sont supérienrs a ceux obtenus pour la lignée MCF-7 quel que soit le
temps d'incubation. Apres 2 h d'incubation avec la DNR les deux ratios calculés sont proches
des ratios calculés pour les specires de la DNR en solution aqueuse. Aprés 24 h d'incubation
avec la DNR, les deux ratios augmentent mais l'apparition du pic de fluorescence 2 548 nm se
traduit par une augmentation du ratio pssgses qui est 1,6 fois supérieur a celui caleule en

solution (0,95 vs 0,60).

5.3. Discussion-Conclusions

Les spectres de fluorescence de la DNR ont ¢té mésurés en solution aqueuse et au niveau

intracellulaire pour les lignées MCF-7 et MCF-7""%

. Les ratios entre pics de fluorescence
d'intérét reflétent les interactions des molécules fluorescentes entre elles ou avec leur
environnement proche. En solution, le ratio de fluorescence (psgp/s00) de la DNR est constant
dans I'éthanol et correspond 4 un état monomére de référence (Laigle et al, 1996). En
solution aqueuse (avec ou sans ADN) existe un équilibre enire espéces monomeres et
diméres. Le ratio de fluorescence diminue pour les fortes concentrations d'anthracycline,
traduisant un phénoméne croissant d’association entre elles (Laigle et al., 1996). Dans des
systémes lipidiques tels que les liposomes, le ratio diminue avec l'augmentation du rapport
[phospholipide-anthracycline], reflétant des interactions entre anthracycline et lipide (Gaﬂois
etal, 1996).

Les ratios obtenus en solution aqueuse a 20 M (psgo/sos) sont cohérents avec les travaux de
Guallois et al. (Gallois et al., 1996) puisque pour la DNR et I'IDA les ratios (pssosen) Sont
respectivement de 0,79 et 0,85 4 des concentrations inférieures & 100 pM. Pour la lignée
-MCF—’? dans le compartiment golgien, et quel que soit le temps d’incubation, les specires
d'émission de fluorescence de Ia DNR sont caractérisés par des ratios Psggsso4 Inférieurs a ceux
obtenus pour la lignée MCF-7""R (2 h: 0,43 vs 0,75 et 24 h : 0,64 vs 0,83). Belhoussine et al.
ont obtenu la méme tendance pour la THP-DXR aprés 1 h d’incubation pour différents
couples de lignées cellulaires (LR73 : 0,5 et LR73R : 0,85 pour pssosuo) {Belhoussine et al.,
1998). Les ratios pssoses Obtenus au niveau intracellulaire peuvent étre comparés aux ratios
obtenus dans des systémes lipidiques comme les liposomes (Gallois et al., 1996). Cependant,
la composition lipidique varie en fonction des cellules de phénotype sensible et MDR. Les
cellules MDR sont enrichies en différents composants lipidiques (cholestérol,

glycosphyngolipide et sphingomy¢line) (Lavié et al., 1999). Pour la lignée MCF-7, le ratio
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Pssorses de la DNR apres 24 h d’incubation augmente {0,64) pour devenir proche du ratio de la
DNR obtenu pour ies liposomes avec une forte concentration de phospholipide mais sans
cholestérol (0,66) (Gallois et al., 1996). Alors que pour la lignée MCF-72"F les ratios pseosses
de la DNR obtenus au niveau du compartiment golgien aprés 2 et 24 h d’incubation
(respectivement 0,75 et 0,83) sont proches des ratios de la DNR obtenus pour les liposomes
avec une faible concentration de phospholipide mais avec cholestérol (Gallois et al., 1996).
Les travaux de Belhoussine et al. confirment la particularité des interactions entre
anthracycline (THP-DXR) et composant lipidique. Le ratio pssyspo mesuré pour un modéle
constitué¢ de complexes [THP-DXR-sphingomyéline} (0,90) est comparable & celui obtenu au
niveau de Ja région golgienne de la hgnée cellulaire de phénotype MDR (0,85) (Belhoussine
et al., 1998). Les résultats par dichroisme circulaire dans les liposomes montrent un état
monomére pour la DNR quelle que soit la concentration de lipide (Gallois et al., 1998). Par
contre, Ia nature des interactions varie en fonction de la concentration lipidique, elles sont
électrostatiques pour les fortes concentrations, comme pour des lignées sensibles, ¢t
(électrostatiques+hydrophobes) pour les faibles concentrations, comme pour des lignées de
phénotype MDR (Gallois et al., 1998).

L'ensemble des expérimentations effectuées sur l'altération de la distribution de la DNR pour
ce modele cellulaire adhérant résistant suggére la séquestration de la DNR dans le
compartiment golgien. A la séquestration de la DNR s'associent des modifications des
propriétés spectrales de fluorescence de la DNR, qui semblent fraduire la formation de

complexes DNR-lipide dans le compartiment golgien.

6. Réversion du phénotype MDR par chimiomodulation in vitro

L'ensemble des méthodes ainsi que les résultats obtenus dans cette problématique ont fait

l'objet d'une publication (Merlin et al., 2000) qui est intégrée dans les pages suivantes.

BUT : afin de réverser le phénotype MDR induit par la surexpression de la P-gp, différents
composés ont éte évalués pour leur propriété d'inhibition de la P-gp. Le 59788 et le PSC-833
sont des inhibiteurs de P-gp qui se sont révélés actifs au niveau de la distribution subcellulaire
de la DNR, mmpliquant différentes cibles potentielles. De ce fait, des combinaisons de S9788
et de PSC-833 ont été appliquées pour la lignée MCF-7""%. Cette lignée correspond & un

modéle cellulaire ausst bien d'efflux que de séquestration cytoplasmique de la DNR.
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La modulation de la résistance a ¢été étudide pour des combinaisons des fractions
complémentaires de concentrations équitoxiques permettant 90% (TEC90) ou 50% (JECS50) de
réversion de la résistance 4 la DNR pour Ia lignée MCFE-7""%. L'évaluation de l'effet de ces
applications de modulateurs a été réalisée par : 1) des tests de réversion de résistance
cytotoxicité A la DNR, ii) la détermination de I'incorporation intracellulaire de 1la DNR par
cytométrie en flux, tii) la distribution subeellulaire de la DNR par microscopie de
fluorescence et enfin par iv) 'évaluation de /'expression de génes MDR par RT-PCR semi-

quantitative.

RESULTATS : les deux modulateurs, le S9788 et la PSC-833, sont de puissants inhibiteurs de
la P-gp permettant d'obtenir I'TEC90, respectivement 4 5 et 15 uM, et I'TECS50 respectivement
a 0,1 et0,2 uM . Lorsque les deux composés sont combinés, ils restaurent la cytotoxicité de la
DNR selon un procédé synergique, que ce soit a 1'TEC90 ou a I'IEC50. Toutefois, seules les
combinaisons des modulateurs permettant d'obtenir TEC90 augmentent la fluorescence
intracellulaire de la DNR selon une modalité synergique. Concernant les combinaisons
permettant d'obtenir 'EC50, aucune augmentation de la fluorescence intracellulaire de la
DNR n'a ét€ détectée, pourtant les images de distribution de la fluorescence intracellulaire de
la DNR suggerent que la séquestration cytoplasmique de la DNR au niveau de l'appareil de
Golgi est modulée dans ces conditions. Les résultats obtenus en immunofluorescence et RT-
PCR concernant la MRP, 1a LRP ou I'ARA ont montré gu'elles n'étaient pas impliquées dans
le phénotype de résistance & la DNR pour la lignée MCF-7"%%,

CONCLUSIONS : 'intérét de ces combinaisons synergiques du 59788 et du PSC-833 pourrait
se traduire 4 terme par la réduction de la toxicité souvent induite par les fortes doses
appliquées pour inhiber la P-gp, sans toutefois altérer [efficacité de la modulation de la

résistance aux anthracyclines.

109



© 2000 Wiley-Liss, Inc.

Cytometry 41:62-72 (2000)

Modulation of Daunorubicin Cellular Resistance by
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Background: S9788 and PSC833 were developped as
P-glycoprotein (Pgp) blockers and found to act addition-
ally on daunorubicin subcellular distribution, involving
different putative targets. On this basis, combinations of
$9788 and PSC833 were evaluated in Pgp-expressing
MCF7°*® cells in which we recently demonstrated that
daunorubicin was sequestered in Golgi vesicles (Bour-Dill
et al.: Cytometry, 39: 16-25, 2000).

Methods: Combinations of $9788 and PSC833 consisted
in complementary fractions of isc-effective concentrations
(IEC) leading to 90% (JEC90) and median (IEC50) rever-
sion of daunorubicin resistance. Resistance modulation
was assessed using cytotoxicity assays, flow cytometry
determination of intracellular daunorubicin, and fluores-
cence microscopy analysis of daunorubicin subcellular
distribution.

Results: Individually, both $9788 and PSC833 were found
to be very potent with IEC90 of 5 and 15 pmol/l, and
[EC50 of 0.1 and 0.2 wmol/l, respectively, for 59788 and
PSC833. When combined, synergistic cytotoxicity was
observed for both IEC90 and IEC50 combinations while

intracellular daunorubicin fluorescence was only synergis-
tically increased for IEC90 combinations. For IEC50 com-
binations, no increase in intracellular fluorescence was
observed, and fluorescence microscopy examination of
the cells suggested that daunorubicin sequestration in
Golgi vesicles could be modulated at concentrations that
do not significantly increase daunorubicin celtular concen-
tration. Using immunofluorescence and reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction analyses, muitidrug resis-
tance-associated protein, major vault lungresistance
protein, and anthracycline-resistance associated protein
were not found to be implicated.

Conclusions: Synergistic combinations of $9788 and
PSC833 might offer alternative ways to decrease the tox-
icity generated by high-dose Pgp-blockers without altering
the efficacy of the resistance modulation. Cytometry 41
62-72, 2000. © 2000 Wiley-Liss, Inc.

Key terms: multidrug resistance; P-glycoprotein; $9788;
PSC833; anthracyclines; daunorubicin

Resistance of cancer cells is a crucial problem in che-
motherapy because it induces treatment failures. The mul-
tidrug resistance phenotype is associated with the over-
expression of transmembrane P-glycoprotein (Pgp),
generating a broad pattern of resistance to a number of
unrelated drugs by inducing a dramatic reduction of their
intracellular accumulation (1). More recently, cytoplasmic
location of Pgp was reported (2); and in muitidrug resis-
tant K562 leukemic cells (3), Pgp was found to be largely
(up to 50%) located in the cytoplasm as a storage pool able
to maintain steady-state levels of membrane Pgp. In some
cell lines, multidrug resistance-associated protein (MRP)
(4), and major vault lung-resistance protein (LRP) (5) were
found to be implicated in anthracycline resistance. More
recently, a novel proteinn belonging to the ATP-binding

cassette protein family, named the anthracycline resis-
tance-associated protein (ARA), was also reported to be
involved in anthracycline resistance. The close proximity
of MRP and ARA genes on chromosome 16 (16p13)
strongly suggest that the two genes could be coamplified
and contribute to MRP-related resistance (6).
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Many compounds were evaluated for Pgp-mediated re-
sistance modulation but most of them failed to be usable
in vivo because their modulating activity appeared at con-
centrations generating toxic side effects. More recently,
second-generation multidrug resistance modulators were
designed to avoid this inconvenience, and compounds
such as the triazinopiperidine derivative $9788 (7-9), and
the nonimmunosuppressive cyclosporine derivative
PSC833 (10-13) were developed and evaluated in clinical
trials (14-16). In addition to Pgp-dependent drug efflux,
multidrug resistance phenotype was also reported to be
associated with some alteration of intracellular drug dis-
tribution with diversion of the drug from its nuclear target
sites of action (17). Our recent results (18), using fluores-
cence microscopy image analysis, identified daunorubicin
intracellular sequestering vesicles as Golgi vesicles.

Our previous results (19) showed that $9788 modulates
the intracellular accumulation of daunorubicin. We fur-
ther suggested that the subcellular targets located in the
membrane of vesicular systems are involved in the pro-
tection of specific intracellular or nuclear targets in resis-
tant cells—as already suggested for verapamil and dauno-
rubicin  (20). Anocther article (21) reporting multi-
parametric image analysis showed that the resistance phe-
notype was also associated with some subcellular alter-
ations, leading to the modification of the densitometry,
texture, and morphology of the cells. In these experi-
ments, 89788 restored all these parameters to the level
observed in sensitive cells. In 1994, Ross et al. (22) re-
ported synergistic reversal of multidrug resistance pheno-
type in resistant cells from patients with acute leukemia
by combining cyclosporin A and Cremophor EL.

Hwang et al. (23) reported that combinations of subop-
timal concentrations of Pgp blockers exerted additive
modulation of multidrug resistance phenotype in cell
models from hematologic or solid tumor origin. In this
article, verapamil, PSC833, and Cremophor EL were eval-
vated and their respective mechanisms of action were
found to involve different biophysical effects on the cell
membranes as well as alterations of the intracellular me-
tabolism. Evidence for involvement of the membrane cer-
amide generation pathway, implicated in daunorubicin-
induced apoptosis (24,25), during multidrug resistance
modulation by PSC833 was recently reported (26).

Our previous results (27) showed that PSC833 was
active on intracellular vesicles located close to the Golgi
apparatus. Therefore, and because of their multiple mech-
anisms of action, it appears interesting to investigate com-
binations of Pgp blockers also acting via different subcel-
lular mechanisms. The potential implication of some
alteration of MDR1 and MRP gene expression was also
envisaged because suppression of mdrl gene activation by
Pgp blockers was already reported (28).

MATERIALS AND METHODS
Drugs

Doxorubicin was purchased from Pharmacia (St Quen-
tin en Yvelines, France) and daunorubicin from Rhoéne

Poulenc Rorer Bellon (Neuilly, France). Stock solutions (4
mmol/l) of both drugs were prepared in sterile water then
diluted in serum-free culture medium. S9788 was obtained
from Institut des Recherches Internationales Servier
(Courbevoie, France) and PSC833 from Nowvartis (Basel,
Switzerland)., PSC833 was first solubilized in ethanol
Therefore, control experiments always included samples
treated with equivalent ethanol concentration.

Cell Lines

MCF7 human breast adenocarcinoma cell line and its
subline MCF7°*® (29) displaying resistance to doxorubi-
cin were cultured at 37°C in phenol red-free RPMI 1640
medium (Life Technologies) supplemented with 10% fetal
calf serum (Costar France, Dutscher, Brumath, France) in
5% CO, atmosphere. The resistant subline, MCF7"*%, was
maintained in 10 wmol/l doxorubicin-containing medium.
A 24-h wash-out period in doxorubicinfree medium was
applied before starting the experiments. For all experi-
ments, daunorubicin was prefered to doxorubicin, be-
cause of its quicker cellular internalization, reaching
steady-state within 2 h at 37°C (unpublished data). In
MCF77™® cell line, in addition to Pgp-mediated drug ef
flux, daunorubicin was found to be sequestered in Golgi
vesicles (20).

Pgp, MRP, and LRP protein expression in the resistant
cells were investigated using flow cytometry (Orthocyte,
OrthoDiagnostic Systems, Roissy, France) by immunola-
beling using UICZ (Immunotech, Marseilles, France),
QCRLI (Centocor, Malvern, PA, USA), and LRP56 (Tebuy,
Le Plessy en Yvelines, France) monoclonal antibodies,
respectively. UIC2 labeling was performed using the ex-
perimental procedure reported in our previous article
with MRK16 monoclonal antibody (19); QCRL1 and
LRP56 labelings were achieved according to Flens et al
(4), followed by labeling with fluorescein isothiocyanate-
conjugated goat antimouse IgG serum (Sigma) for 30 min
at 4°C. Flow cytometry analyses were performed on at
least 5,000 cells.

MDRI1, MRP, and ARA mRNA expression were analyzed
using reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR). Total RNA was isolated using TRIzol Reagent (Life
Technologies, Cergy Pontoise, France) then RNA (1 pg)
was reverse transcribed using Superscript Il enzyme (200
units; Life Technologies) and random hexanucleotides
primers (Life Technologies). For MDR1 and MRP mRNA
expression analysis, a cDNA amount corresponding to 50
ng of RNA was submitted to PCR for 26 cycles using a
Crocodile II thermocycler (Appligene, Ilikirch, France) in
a final volume of 50 pl using 5 units of DNA Tag-polymer-
ase (Eurobio, Les Ulis, France). Following an initial dena-
turation for 3 min at 93°C, annealing for 1 min at 55°C,
synthesis for 1.5 min at 72°C, each cycle consisted of 45 s
at 94°C, 45 s at 55°C, and 90 s at 72°C. A final synthesis
step was run for 10 min at 72°C. GAPDH gene was coam-
plified with MDR1 (30) and MRP (31) in the same reaction
using the following primers (Burogentec, Seraing, Bel-
giumy:
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® MDRI1 forward primer: 5 -CCCATCATTGCAATAGC-
AGG-3

® MDRI reverse primer: 5 -GTTCAAACTTCTGCTCC-
TGA-3'

® MRP forward primer: 5-TCTCTCCCGACATGACCG-
AGG-3

® MRP reverse primer: 5-CCAGGAATATGCCCCGA-
CTTC3

@ GAPDH forward primer: 5-TGGGGAAGGTGAAG-
GTCGGA-3'

® GAPDH reverse primer: 5-GAAGGGGTCATTGATG-
GCAA-3'.

The expected PCR product sizes were 157, 140, and
110 base pairs, respectively. Aliquots (5 ub of the PCR
products were analyzed using 2% agarose gel electro-
phoresis (ICN Pharmaceuticals, Orsay, France) containing
ethidium bromide (50 ng/ml). Bands were visualized by
UV transillumination and quantification was performed
using GelDoc1000 system (BioRad, Ivry sur Seine, France).
Relative expression ratios (RER) were calculated by divid-
ing the fluorescence intensity of the target gene band by
that of the control gene band.

ARA mRNA expression analysis was assessed according
to an experimental procedure adapted from O’'Neill et al.
(6). Fifteen pl ¢cDNA aliquots were used for hot start PCR
using the primer pairs for ARA (forward primer 5-ACAC-
CCATTGGTCACCTGCTA-3" and reverse primer 5-GGT-
CACCTGGAGGGCAGCAGAGAC-3"). PCR  constituents
were incubated in mineral oil for 5 min at 95°C then 1.25
unit of DNA Tag-polymerase (Life Technologies) was
added to each reaction. PCR protocol consisted of 2.5 min
at 95°C, 3 min at 65°C, and 5 min at 72°C for 1 ¢cycle; 45 s
at 95°C, 1 min at 65°C, and 1 min at 72°C for 35 cycles;
then 10 min at 72°C.

Beta-2 microglobulin (forward primer 5-ACCCCCACT-
GAAAAAGATGA-3'; reverse primer 5-ATCTTCAAACCTC-
CATGATG-3") was amplified as control in separate reac-
tions. Negative controls consisted of PCR reagents
substituted for template DNA. PCR products were ana-
lyzed by electrophoresis through ethidium bromide-
stained 1% agarose gels (Metaphor agarose, Bioproducts,
Rockland, Maine, USA) and visualized by UV transillumi-
nation.

Cytotoxicity Assays

Cytotoxicity assays were performed using (4,5 dimeth-
yithiazol-2-v1)}-2,5-diphenyl-tetrazolium  bromide (MTT,
Sigma) as previously described (32). Briefly, cell suspen-
sions containing 2 X 10% viable cells/ml were plated into
96-well dishes and allowed to attach for 48 h at 37°Cin a
5% CO, atmosphere. The culture medium was then re-
moved and the cells were incubated for 2 h at 37°C in
culture medium containing daunorubicin. When tested,
Pgp-modulating agents were added concomitantly with
daunorubicin. After this incubation period, the cells were
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS) and
allowed to grow for 48 h in culture medium.

MTT (final concentration 5 pmol/l) was then added to
each well and the dishes were incubated for 3 hat 37°C to
allow MTT metabolization into formazan crystals. The
crystals were finally solubilized by adding 50 pl of 25%
sodium dodecylsulfate solution into each well. Blank con-
trol wells with no cells received the same reagents. When
Pgp-modulating agent was solubilized in ethanol, blank
control wells received ethanol at equivalent concentra-
tion. Absorbance was finally measured at 540 nm using a
Multiskan MCC340 plate reader (Flow Laboratories). Ab-
sorbance of blank control was substracted from the absor-
bance values in the other wells. Concentrations inhibiting
50% (IC30) of the growth of resistant cells were calculated
using the median effect analysis (33) and compared to
those achieved with the seusitive cells. The resistance
index was calculated by dividing the IC50 of resistant cells
with that of the parental sensitive cells. The modulating
activity of $9788 and PSC833 was normalized to the sen-
sitivity of MCF7 and MCF7”*® cells: “0” being lack of
modulation, i.e., no significant difference in IC50 as com-
pared to MCF7”*®.resistant cells; “1” being complete re-
version of resistance, i.e., no significant difference in IC50
as compared to MCF7-sensitive cells.

Intracellular Daunorubicin Accumulation

Based on previous results demonstrating that intracel-
tular daunorubicin fluorescence (IDF) correlated with *H-
daunorubicin accumulation (21), IDF was determined us-
ing flow cytometry on cell suspensions obtained after
trypsinization (trypsine/EDTA, Life Technologies), con-
taining 10° cells/ml using an Orthocyte flow cytometer
(Ortho Diagnostic Systems) as already reported (21). IDF
was determined by incubating the cells with 2 wmol/l
daunorubicin for 2 h at 37°C. When tested, Pgp-blockers
were added concomitantly with daunorubicin duaring the
2 h incubation period. Dead, i.e., membrane-altered, cells
were identified by incubating the cells in 75 pmol/l pro-
pidium iodide (PI) for 10 min at 4°C. Logarithmic ampli-
fication was used to easily monitor simultancously the two
fluorescence signals of daunorubicin and PI using the
orange/red fluorescence detector fitted with 560 nm long-
pass filter as illustrated in our previous article (21). The
modulating activity of $9788 and PSC833 was normalized
to the IDF values measured in MCF7 and MCF7™*F cells:
“0” being lack of modulation, i.e., no significant difference
in IDF as compared to MCF7"* resistant cells; “1” being
complete reversion of resistance, i.e., no significant differ-
ence in IDF as compared to MCF7-sensitive cells.

Daunorubicin Subcellular Distribution

Daunorubicin subcellular distribution was analyzed us-
ing fluorescence microscopy as already reported (18).
Briefly, cells were cultured in Slideflask (Nunc, Polylabo,
France) to maintain adhesive living cells in their biologic
environment during observation. In addition, this proce-
dure considerably reduced the thickness of the specimen
and, thus, our-offocus information during epifluorescence
observations. Cells were incubated for 2 h at 37°C with 2




DAUNORUBICIN RESISTANCE MODULATION 65

pmol/l daunorubicin alone, or simultaneously with mod-
ulators, then washed with PBS and immediately observed.

Intracellular daunorubicin distribution was studied us-
ing fluorescence microscopy (AX70 PROVIS upright epi-
fluorescence microscope, Olympus, France), equipped
with a 100-W mercury vapor lamp. Filter set for daunoru-
bicin fluorescence consisted of 460-490 nm band-pass
excitation filter, 570 nm dichroic mirror, and 590 am
long-pass barrier filter. High numerical aperture (1.35),
100X and 40X oilimmersion plan apochromatic objec-
tives (i.e., corrected for spherical and chromatic aberra-
tions) were used for all experiments.

Fluorescence images were recorded using Peltier
cooled CCD camera (LH1600, Lhesa Electronique, France)
with strictly controlled 4 s integration time. The high
sensitivity and the wide dynamic range allowed rational
comparative image analysis for both cell lines and each
treatment. The pixel size was 9 X 9 wm® and the total
image size was 1536 X 1024 pixels. Fluorescence images
were eight-bit encoded and processed using AnalySIS Pro
software (SIS, Germany). No interfering autofluorescence
signal was recorded in these experimental conditions.
Grey level image analysis assuming fluorescence intensity
was performed as previously described (20).

Combination of Modulating Agents

Combinations of modulating agents were set as comple-
mentary fractions of isoeffective concentrations (IEC)
leading to median and 90% reversion of daunorubicin
resistance in Pgp-expressing cells as determined from cy-
totoxicity assays. For example, median modulating activ-
ity, i.e., decrease in 50% of the initial resistance index, was
achieved for S9788 and PSC833 at 0.1 and 0.2 pmol/l,
respectively (IEC50). Therefore, five combinations be-
tween these two drugs were calculated as 90%
IEC50g9755 + 10% IEC30pse, 75% IEC5049vss + 25%
IEC50p5c,  50% IEC50490g5 + 50% IECS0pee, 25%
IEC5059755 + 75% IECS50pg., 10% IECS0599a5 + 90%
[EC50pg., and compared to each drug used alone. The
same calculation was made from concentrations decreas-
ing the resistance index by 90% (IEC90). All combinations
were evaluated using cytotoxicity and flow cytometry
assays. Fluorescence microscopy analyses were per
formed on slides containing cells exposed to daunorubi-
cin for 2 h with and without modulating agents at IEC50
and [EC90, then to 50% IEC50gyg, + 50% IEC50p. and
50% IEC90gy755 + 30% IEC90ps- combinations of PSCE33
and 89788.

For both flow cytometry and cytotoxicity assays, inter-
action analyses were carried out using multiple drug in-
teraction analysis algorithm from Chou and Talalay (33),
considering the modulating activity as end point, thus
expressing the relative ability of Pgp blocker(s) to reverse
daunorubicin resistance by 50% (IEC50) and 90% (IEC90).
The algebraic expression of the median-effect equation is
Jalfu = (C/C,5" with f, being the fraction affected, f,
the fraction unaffected by the treatment (f, = 1 — £), ¢
the concentration of drug, ¢, the concentration that is
required to produce a median effect (IEC50) and m the

MDR-1
GAPDH —

MDR-1 —
GAPDH™

Fic. 1. Agarose gel electrophoresis patterns of reverse transcription-
polymerase chain reaction products for MDRI-mRNA (A and B) and
MRP-mRNA (C and D) expression in MCF7 (A and €y and MCF7%*® cells
(B and D).

siope of the median-effect plot representing the varation
of log (f,/f,.) as a function of log (dose). This algorithm
can be applied for a combination of two drugs (89788 and
PSC833) and data analyzed through the calculation of
combination indexes (CI). Nonexclusive analysis of the
data was applied since both drugs should have common
cellular targets (at least Pgp) and CI can be calculated for
any given effect £ (IEC50 or IEC90) from the equation:
Cl = Cisorsm/Crsorssy T Cpscass/Crpscsss T Cesorssy X
Cepscssy/ Crsorssy X Crpscassy With C being the concen-
tration of each drug used in the combination that pro-
duced the given effect £ and C being the concentration
of each drug that produced the effect F when used alone.
The nature of the interaction between the two drugs was
deduced from CI values. CI > 1 reveals subadditive inter-
action (antagonism); CI = 1 reveals additivity; CI < 1
reveals supraadditive interaction (synergism).

Statistical Analysis

Each experiment was repeated at least three times and,
for cytotoxicity assays, the results were expressed as
mean values (= standard deviation) of a minimum of eight
wells in triplicate assays. Student’s #-test was employed to
determine the statistical significance with a limit set to
P < 0.05 using Statview 4.02 software (Abacus Concepts
Inc., Berkeley, CA).

RESULTS
MDR, MRP, LRP, and ARA Expression

Both MCF7 and MCF7P%® cell lines were found negative
for LRP expression (<(5% labeled cells) and slightly posi-
tive for MRP expression (11 = 5% labeled cells). Pgp was
not detectable in the parental cell line and was strongly
expressed in MCF72™® (92 = 7% labeled cells).

No expression of MDR1-mRNA was detectable in the
sensitive parental cells (Fig. 1A). RT-PCR products gel
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Fig. 2. Agarose gel electrophoresis patterns of reverse transcription-
polymerase chain reaction products for MRP6 and ARA-mRNA expression
in MCF7 (lane 1) and MCF7°*% cells (Jape 2). Beta-2 microglobulin-
mRNA extracted from MCF7 (lane 3) and MCF77*® cells (lane 4) was
used as Joading control. Lane 5 is molecular weight marker.

electrophoresis patterns (Fig. 1B) confirmed that
MCF77*® cells overexpressed MDRI-mRNA. As compared
to GAPDH-mRNA expression, MDRI-mRNA RER was
0.81 = 0.04. MRP-mRNA expression was detected in both
MCF7 and MCF7°*® (Fig. 1C and 1D) cells at a similar
level, with RERs of 0.18 = 0.02 and 0.17 = 0.01, respec-
tively. MRPG- and ARA-mRNA expression was detected in
both MCF7 and MCF7"*® cells (Fig. 2).

Resistance-Modulating Activity of $9788
and PSC833

Cytotoxicity assays. MCF7°*® cell line was found to
be highly resistant to daunorubicin with an IC50 of 185 =
22 pmol/l versus 0.2 * 0.03 pmol/l in the parental cell
line, thus corresponding to a resistance index of 985, The
cytotoxicity of either $9788 or PSC833 was low with IC50
being higher than 200 pmol/L

Figure 3 shows the dose-response curve for resistance
modulation by S9788 and PSC833. Using the median effect
algorithm, mean values for IEC50 were calculated for each
drug and found to be 0.1 umol/! for 89788 and 0.2 pmol/t
for PSC833; IEC90 were, respectively, 5 and 15 pmol/l for
$9788 and PSCB33. The relative standard deviation of final
[EC50 and IEC90 was lower than 18%.

Intracellular daunorubicin fluorescence. Figure 4
iltustrates the relationship between IDF modulation and
the concentration of $9788 and PSC833. IDF in MCF-7"**
cells was approximately two-fold lower than in MCF-7
(MCF-7""*/MCE-7 IDF ratio = 0.45 % 0.06). At concentra-
tions leading to IEC90, a significant positive modulation in
IDF was observed for both §9788 and PSC833. At concen-
trations leading to IEC90, a significant positive modulation
in IDF was observed as IDF ratios increased 1.6 = 0.1 and
3.1 £ 0.4 fold thus representing normalized modulating
activities of 0.46 = 0.07 and 1.61 = 0.15, respectively, for
$9788 and PSC833. In any case, S9788 never restored IDF
in MCF-77*® cells to the value measured in MCF-7 celis. In
contrast, at concentraton leading to 90% daunorubicin
resistanice modulation, the effect of PSC833 shifted the
IDF value in MCF-7°** t0 a higher value than [DF in MCF-7

normalized modulating activity

0.75 1

0.25 -

normalized modulating activity

PSC (umol/)

Fic. 3. Doseresponse curves for S9788 (A) and PSC833 (B). MCF77¥%
were incubated for 2 h with daunorubicin and the modulating agents.
Concentrations inhibiting 50% of cell growth (IC30) calculated using the
median effect principle and compared to that of control MCF7 and
MCF7* cell lines exposed to daunorabicin alone. The modulating ac-
tivity of 9788 and PSC833 was normalized to the sensitivity of MCF7 and
MCF7%%F cells: “0” being lack of modulation, i.e., no significant variation
as compared to MCF7%*®.resistant cells; “1” being complete restoral of
activity, i.e., no sigaificant variation as compared to MCF7-sensitive cells.

cells. This fact seems to illustrate that $9788 and PSC833
should act differently to modulate daunorubicin activity in
MCE-7%*® cells. Figure 5 illustrates the effect of $9788 and
PSC833 in MCF-7"*® cells when used at IEC90, i.e., 5 and
15 pmol/l, respectively.

On another hand, no significant modulation (i.e., below
13%, corresponding to a four-channel shift in fluorescence
intensity under logarithmic amplification) was observed
for IEC50, thus tending to demonstrate that the influence
of the modulating agents was probably not only acting via
direct inhibition of Pgp-mediated efflux when given at low
concentration.
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Fie. 4. Intracellular daunorubicin fluorescence modulation induced by
$9788 and PSC833 in MCF7P*® cells incubated for 2 h simuitaneously
with daunorubicin and each modulating agent. Concentrations are ex-
pressed as fractions of iso-effective concentrations leading to 90% dauno-
rubicin resistance modulation as determined from cytotoxicity assays
(EC90). Resuits are calculated from relative fluorescence intensity as
compared to untreated control and are mean values of three independent
measurements performed on at least 5000 cells using flow cytometry.

Daunorubicin subcellular distribution. Daunorubi-
cin intracellular distribution pattern was found to differ in
MCE-7 and MCF7°*® (Fig. 6). In MCF-7 cells (Fig. 6A),
diffuse intracellular distribution pattern was observed in-
cluding nuclear and cytoplasmic compartments. In
MCF-7"*® cells (Fig. 6B) punctate cytoplasmic fluores-
cence was observed, sparing the nuclear compartment.

When MCF7 cells were incubated simultaneously with
§9788 or PSC833 and daunorubicin, no change in the
intracellular distribution of the drug was observed (data
not shown). In MCF7P*® cells (Fig. 7), modifications of the
intracellular daunorubicin fluorescence pattern were ob-
served as well as increases in the intracellular fluores-
cence intensity. Grey-level data analyses revealed that in-
tracellular  daunorubicin  fluorescence intensity was
increased for both compounds (data not shown). Addi-
tionally, alteration of the distribution were observed
mainly with PSC833 and 89788 used at IEC90 concentra-
tions (Fig. 7A and 7B). With 89788, the punctate pattern of
daunorubicin intracellular fluorescence of MCF7P*F cells,
which was strictly intracytoplasmic, was changed to nu-
clear and intense cytoplasmic vesicles fluorescence (Fig.
7B), whose fluorescence intensity appeared to be in-
creased. PSC833 nearly restored the distribution pattern
of sensitive cells consisting of cytoplasmic diffuse fluores-
cence (Fig. 7A). Only a few fluorescent vesicles remained.
When the modulating agents were used at IEC50 concen-
trations (Fig. 7C and 7D), only PSC833 slightly modified
daunorubicin intracellular distribution pattern (Fig. 70
with a slight decrease in the number of intracytoplasmic
vesicles that did not affected the total cytoplasmic fluo-
rescence intensity.,

MDR, MRP, LRP, and A®A phenotype expression.
No difference in Pgp, MRP, and LRP expression was ob-
served when MCE7"*F cells were incubated with $9788 or
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Fi6. 5. Representative flow cytometry orange/red fluorescence histo-
grams of MCF77™* cells exposed to daunorubicin for 2 h, alone (white
histograms, A, B, and C) or simultaneously with 39788 (black histo-
gram, A) or PSC833 (black histogram, B) at iso-effective concentrations
leading to 90% daunorubicinresistance modulation as determined from
cytotoxicity assays (IEC90), i.e., 5 and 15 pmol/l, respectively. MCF7 cells
exposed to daunorubicin for 2 h were used as reference (black histo-
gram, C). Propidium iodide fluorescence was easily distinguished from
daunorubicin fluorescence and allowed to identify dead, i.e., membrane
altered, cells (O).

PSC833. Additionally, no significant variation in the RER of
MDR1-mRNA was observed for 59788 and PSC833 in
MCF7P%% cells, and no significant variation in MRP-mRNA
was induced by PSC833 in both MCF7 and MCF7™*® cells.
No variation of ARA-mRNA expression was observed
when either MCF7 or MCF7P*® cells were incubated with
89788 or PSCE33.

Combinations of Modulating Agents

Cytotoxicity. Drug combinations were tested by mix-
ing complementary IEC molar fractions. Cytotoxicity re-
sults achieved with combinations of $§9788 with PSC833
revealed synergistic interactions between the different
modulating agents with CI values below 1 (Table 1).

When $9788 was combined with PSC833, in both IEC50
and IEC90 experiments, synergistic interactions were ob-
served in all cases with CI < 1 ranging from 0.4 to 0.8, and
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Fic. 6. Fluorescence microscopy images of the intracellular distribution of daunorubicin in MCF7 (&) and MCF7P%% (B) cells incubated for 2 h with

daunorubicin,

0.6 to 0.8, respectively for [EC50 and IEC90. The reversing
activities achieved with any combination were always
found to be significantly higher than the reversing activity
of §9788 or PSC833 alone. Considering globally the results
achieved with all combinations, the mean increase in
reversing activity was 18 = § (P < 0.01) and 7 = 1%
(P < 0.058), for IEC50 and [EC90 experiments, respec-
tively.

Intracellular daunorubicin fluorescence. No signif-
icant modulation of IDF was observed for combinations
elaborated from IEC30, thus confirming the results
achieved with each drug tested individually. All the drug
combinations calculated from cytotoxicity assays at IEC90
(Table 2) were evaluated. The results were consistent
with those obtained with cytotoxicity assays for IEC90
since all combinations led a synergistic modulation of IDF,
which increased to values ranging from 1.9- to 3.2-fold and
corresponding normalized modulating activities ranged
from 0.71 to 1.68. The CI values calculated from flow
cytometry assays were all below 0.01, thus quite lower
than those calculated from cytotoxicity assays, which
ranged between 0.2 and 0.8.

Daunorubicin subcellular distribution. In MCF77*%
cells, exposed to [EC90 PSC833-S9788 combination (Fig.
8A), grey-level data analysis revealed an increase in intra-
cellular daunorubicin fluorescence associated with resto-
ral of the distribution pattern observed in sensitive MCF7
cells, i.e., distribution in both nuclear and cytoplasmic
compartment. This effect was not observed with either
PSC833 or S9788 alone at [EC90 concentration (Fig. 7A
and 7B). The results achieved with [EC90 combination
thus confirmed those achieved with cytotoxicity assays
and flow cytometry analyses. Contrasting with IEC90 drug
combination data, TEC50 drug combination (Fig. 8B) led to
a low modulation of intracellular daunorubicin fluores-
cenice intensity but appeared to positively modulate
daunorubicin sequestration, to a higher extent than with
either PSC833 or S9788 alone at [EC50 concentration (Fig.

7C and 7D), thus confirming the synergistic interaction
found with cytotoxicity assays.

MDR, MRP, and ARA phenotype expression. Drug
combinations were evaluated at IEC90 as 50%-50% mix-
ture, i.e., 2.5 pmol/l §9788 + 7.5 wmol/l PSC833. No
significant variation in MDRI-mRNA, MRP-mRNA, and
ARA-mRNA was observed even for the combinations pro-
ducing synergistic modulation of daunorubicin resistance
or intracellular daunorubicin fluorescence.

DISCUSSION

Multidrug resistance of cancer cells to anthracyclines
has been largely studied and its multifactorial aspect is
now well established and manyv resistance mechanisms
have been described. Resistance to anthracyclines can
result from the overexpression of transport proteins such
as Pgp (1) MRP (4), LRP (5), or ARA (6).

In the experimental model used in the present study,
doxorubicin-selected MCF7°*® cell line, immunologic
analyses revealed the overexpression of Pgp but neither
MRP and ARA, nor LRP. Furthermore, independent of
MRP, LRP, and ARA expression, we found that intracellu-
lar drug sequestration was also involved in the resistance
of MCF7™*® cell line (19). Recently, using fluorescence
microscopy colocalization image analysis, we reported
that organelles involved in daunorubicin intracellular se-
questration in MCF77*F cell line were Golgi vesicles (18).
In other models, biophysical alteration of the plasma
membrane (23,34) was reported to be implicated in the
multidrug resistance phenotype. Therefore, it appeared
interesting to evaluate associations of Pgp inhibitors that
could act additionally on different subcellular mecha-
nisms. Bennis et al. (35) reported that combinations of
verapamil and quinine could act synergistically on MDR;
verapamil acting mostly on Pgp-mediated drug efflux and
quinine acting additionally on subcellular distribution of
the drugs. Hwang et al. (23) reported similar resuits in
combining verapamil with Cremophor EL or PSC833,
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) S;(i. 7. Fhmresg:ﬁﬂcc gnicmscapy images of the intracellular distribution of daunorubicin in MCF7P*® cells incubated for 2 h with daunorubicin
simuitaneously with PSC833 or $9788 at iso-effective concentrations leading to 90% and 50% daunorubicin resistance modulation as determined from
cytotoxicity assays (IEC90 and IEC50). [EC90 were 15 and 5 wmol/l for PSC833 (A) and S9788 (B), respectively. [EC30 were 0.2 and 0.1 pmol/l for PSC833

(C) and S9788 (DY, respectively.

which were demonstrated to act on the plasma membrane
biophysical status. On another hand, MRP modulators
such as probenecid were found to restore alteration of the
subcellular distribution of anthracyclines in MRP-overex-
pressing cell lines but not in Pgp-overexpressing cell lines
(36). In the present study, probenecid was unlikely to be
active in MCF7°*® cell line, which overexpress Pgp but
not MRP and, therefore, was not evaluated.

We already reported that $9788 (19) was able to mod-
ulate the subcellular distribution of daunorubicin and thus
began to evaluate $9788 in combination with other Pgp
inhibitors exhibiting a different additional mechanism of
action. In addition, synergistic interaction between vera-
pamil and 89788 were observed (27) that could eventually
be explained by the down regulation of MDR1 gene ex-
pression induced by verapamil.

Cyclosporine derivatives are well known to be very
potent Pgp inhibitors. Additionally, PSC833 was found to
modify the physical status of the cell membrane (23). On

this basis, combinations of S9788 with cyclosporine de-
rivatives were evaluated. As already pointed out by Hwang
et al. (23), this approach is justified because MDR-modu-
lating agents generate toxicity when given in vivo at high
doses. Therefore, any attempt to decrease the doses while
keeping constant the modulating activity is interesting. In
the present study, two activity levels were aimed at with
median (50%) and near-complete (90%) modulating activ-
ity. In the first case, the concentration ranges used, 0.01-
0.1 and 0.02-0.2 pmol/! for $9788 and PSC833, respec-
tively, would be easily achievable in vivo or in a clinical
setting for either of the compounds tested. In the second
case, all concentrations were quite suprapharmacologic
and were only justified as some way of evaluating the
activity of the modulators in a clinically irrelevant, highly
resistant cell model expressing a high amount of Pgp. The
results obtained revealed that, at high concentrations, all
compounds induced increases in intracellular daunorubi-
cin fluorescence that correlated with the reversion of
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Table 1
Interaction Analysis of the Cytotoxicity Assays®

59788 PSC833 Modulating Combination
A (pmol/D (pmol/) activity index Interaction
0.010 0.18 0.62 048 + 0.02 Synergistic
4.025 0.15 0.53 0.85 = 0.09 Synergistic
0.050 0.10 0.54 0.88 = 0.11 Synergistic
0.075 0.05 0.62 0.52 = 0.03 Synergistic
0.090 0.02 0.64 0.45 = 0.01 Synergistic

59788 PSC833 Modulating Combination
B (pmol/D) (pmol/D activity index Interaction
0.50 13.50 0.98 0.60 = 0.01 Synergistic
1.25 11.25 0.97 0.86 = 0.02 Synergistic
2,50 7.50 0.97 0.64 = 0.03 Synergistic
375 3.75 0.96 0.64 = 0.06 Synergistic
4.50 1.50 0.94 0.85 + 0.09 Synergistic

“The end point was the resistance-modulating activity with reference to the sensitive
cell ine: 0 is lack of modulation, 1 is full recovery of the cell sensitivity to daunorubicin.
Chou and Talalay’s algorithm for multiple drug analysis based on the calculation of
combination index was used. Drug combinations were calculated from the respective
IEC50 (A) and IEC90 (B) values of §9788 (0.1 and 5 pmol/D) and PSC833 (0.2 and 15
wmol/D. Interaction is classified as synergistic {combination index < 1), additive (com-
bination index = 1), or antagonistic (combination index > 1).

Table 2
Interaction Analysis of the Flow Cytometry Assays®

59788 PSC833 Modulating  Combination

(pmol/l)  (pmol/D activity index Interaction
0.50 13.50 1.68 = 0.12 <0.01 Synergistic
1.25 11.25 147 £ 0.10 <0.01 Synergistic
2.50 7.50 134 + (.11 <0.01 Synergistic
3.75 3.75 0.90 = 0.09 <0.01 Synergistic
4.50 1.50 0.71 £ 0.06 <0.01 Synergistic

*The end point was the resistance-modulating activity with
reference to the sensitive cell line: O is lack of modulation, 1 is
full recovery of the intracellular daunorubicin fluorescence.
Chou and Talalay’s algorithm for multiple drug analysis based on
the calculation of combination index was used. Drug combina-
tions were calculated from the respective IEC90 value of each
modulating agent as determined from cytotoxicity assays. Inter-
action is classified as synergistic (combination index < 1}, addi-
tive (combination index = 1), or antagonistic (combination in-
dex > D.

daunorubicin resistance. At low concentrations, no signif-
icant effect of $9788 was noticed on IDF but the cytotox-
icity was significantly restored (50% modulating activity).
This suggests some influence on the subcellular distribu-
tion of the drugs occuring at lower concentrations than
their Pgp-blocking activity and probably leading to an
increase in drug availability for their nuclear targets. This
point is consistent with our previous findings with 59788
(19) showing that it induced an increase in the nuclear
distribution of *H-daunorubicin while cyclosporine A had
no effect.

PSC833 and 89788 seemed to differ in the implication of
subcellular targets. In resistant cells incubated with
daunorubicin and §9788, a binary pattern of daunorubicin
distribution was observed with intense nuclear fluores-
cence and perinuclear fluorescent vesicles, that we re-

cently identified as Golgi vesicles (18) as already hypothe-
tized (37). The present results further suggest that $9788
could act in one hand by blocking Pgp activity and in
another hand by partially inhibiting the sequestration of
daunorubicin in Golgi vesicles. PSC833 was found to re-
store the “sensitive” fluorescence distribution pattern ob-
served in sensitive cells, thus confirming that PSC833
could strongly modulate daunorubicin sequestration in
Golgi vesicles.

The results achieved further suggest a strong relation-
ship between daunorubicin intracellular distribution pat-
tern and cytotoxicity. In MCF7”™® IEC90 combinations
allowed restoration of daunorubicin intracellular concen-
tration, as well as diffuse cytoplasmic and nuclear distri-
bution as observed in MCF7 cells, while IEC50 combina-
tions did not appear to restore daunorubicin intracellular
concentration but did partially modulate daunorubicin
intracellular sequestration.

As already suggested (23), at low concentration, the
cyclosporine derivatives probably act mostly on the mem-
brane physical status, inducing a moderate effect on intra-
cellular drug concentration. At higher concentration, their
Pgp-blocking activity is triggerred on and influence the
cell sensitivity by increasing the intracellular concentra-
tion of daunorubicin. Recent studies demonstrated the
prevalent role in cell-death induction of ceramide gener-
ation, which was found to be mediated by daunorubicin
(24), as well as correlation between daunorubicin cyto-
plasmic sequestration modulation and inhibition of cer-
amide generation (25). In this way, PSC833 appeared to
not only potently block P-glycoprotein but also restore
daunorubicin intracellular distribution through daunoru-
bicin-induced ceramide synthesis (25,26). These different
modes of action between PSC833 and S9788, related to
the concentration, appeared clearly when the increase in
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Fig. 8. Fluorescence microscopy images of the intracellular distribution of daunorubicin in MCF7%* cells incubated for 2 h with daunorubicin
simultaneocusly with PSC833-59788 combinations. Mixtures were based on 50:50 molar ratios of iso-effective concentrations leading to 90% and S0%
daunorubicin resistance modulation as determined from cytotoxicity assays (IEC90 and IEC50). IEC90 combination (A) consisted in 7.5 and 2.5 pmol/1 for
PSC833 and S9788, respectively. IEC50 combination (B) consisted in 0.1 and 0.05 pmol/l for PSC833 and 89788, respectively.

IDF was found to be more strongly related to PSC833
concentration.

Another way of modulating MDR was evidenced be-
cause some compounds, such as verapamil and PSC833
(28), were found to down-regulate the expression of
MDR1 gene. To our knowledge, no information was re-
ported on the influence of 89788 on MDR1I or MRP gene
expression. In the present article, PSC833 did not signifi-
cantly modify the expression of MDR1-mRNA in MCF7°*¢
cell line. No modification of the expression of MRP- and
ARA-mRNA was found. 59788 did not influence the ex-
pression of any of these two genes when given either
individually or in combination with PSC833. Based on
these results, the synergistic effect observed with the
combinations cannot be explained by any influence on
gene expression regulation as opposed to results achieved
with verapamil.

In conclusion, the results achieved in the present study
show that combinations of Pgp blockers exhibiting differ
ent alternative modes of action, including modulation of
drug sequestration in Golgi vesicles, could yield a syner-
gistic effect on the reversion of daunorubicin cellular
resistance. Such results are particularly interesting in view
of the clinical development of Pgp blockers as resistance
modulators because combinations could offer alternative
ways to decrease the occurrence of dose-limiting side
effects without altering the efficacy of the resistance mod-
ulation.
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7. Evaluation de la modulation de la résistance a la daunorubicine sur prélévements

leucémiques

Parmi les différents critéres biologiques retenus pour mesurer le phénotype MDR en clinique,
on retrouve en général la diminution de ["accumulation d’anthracycline, le niveau
d’expression du géne mdrl, mrpl et lrp et/ou de leur protéine respective. Afin de circonvenir
la résistance aux anthracyclines, différents composés ont été évalués afin de moduler la

résistance aux anthracyclines par inhibition de la P-gp.

7.1. Modulation de 1’accumulation de la daunorubicine

L'ensemble des méthodes ainsi que les résultats obtenus dans cette problématique ont fait

l'objet d'une publication (Merlin et al., 1998) qui est intégrée en Annexes.

BUT : une étude comparative entre le PSC-833 et la cyclosporine A (CSA) a été effectuée sur
45 prélévements de moelle osseuse de patients avec une L4M au diagnostic. Les critéres
évalués étaient I"expression de la P-gp et ia fluorescence intraceilulaire de la daunorubicine
(DNR). Les résultats pré-cliniques obtenus pour un modele cellulaire, la lignée cellulaire
leucémique mudtidrug resistant (MDR) K562, ont permis d'établir les concentrations
équitoxiques de restauration compléte daccumulation de la DNR de 5§ et 10 uM,

respectivement pour le PSC-833 et la CSA.

RESULTATS-DISCUSSION : le PSC-833 s’est revélé un agent modulateur plus efficace a 5
uM que la CSA a 10 uM aussi bien par |’augmentation de la fluorescence intraceilulaire de la
DNR induit, que par le nombre de prélevements de patients pour lesquelles la fluorescence de
la DNR était accrue. En outre le PSC-833 est également actif en terme de modulation de
['accumulation intracellulaire de la DNR sur des échantillons présentant un faible contenu en

DNR exprimant ou non la P-gp.

CONCLUSIONS : ces travaux ont mis en évidence la possibilité de moduler I’accumulation
intracellulaire de la DNR dans le contexte clinique par le PSC-833. Cette expérience clinigue
commune mise 4 profit, a permis ainst d’aller plus en avant dans cette probiématique, et

considérer I'implication du phénoméne de séquestration de la DNR dans le contexte clinique.
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7.2. Modulation de lIa distribution intracellulaire de la daunorubibine

Si les criteres d’accumulation {et/ou d’efflux) des anthracyclines, associés ou non a leur
modutation ont fait leurs preuves en tant que critéres prédictifs du phénotype MDR dans les
leucémies, les indications concernant I'impact de la distribution intracellulaire restent rares.
Une étude préliminaire par microscopie de fluorescence a été réalisée afin de déterminer si le
phénomeéne de séquestration de la daunorubicine (DNR) existe en clinigue, puis d’évaluer
Ueffet du PSC-833 sur sa distribution.

L’étude est effectuée sur des prélevements leucémiques, principalement au diagnostic, de
patients adultes (LAM) et d’enfants (LAL). En outre, différents parameétres sont également
inclus pour I'analyse des prélévements comme les caractéristiques clinigues (4ge, réponse

clinique, caractére cytopathologique) et les critéres biologiques.

7.2.1. Caractérisation des prélévements

Dans cette étude la caractérisation clinique comprend I’dge du patient, la nature
cytopathologique du prélévement, le suivi et ’indication thérapeutique (Tableau 13). Les
critéres biologiques comprennent la cytotoxicité de la DNR ainsi que différents ratios
d’expression relative de génes d’intérét (mdrl, mrpi, et topoisomérases II) (Tableau 13).
L’effectif comportant des données complétes €tant réduit, il n’est pas possible de réaliser une
étude de comparaison afin de déterminer le caractére prédictif des différents facteurs évalués.
Toutefois, il est possible d’analyser les critéres biologiques en comparant les résultats entre
les différents prélévements,

Concernant 1'expression des génes des prélévements d'enfants (LAL), le ratio moyen
d'expression relative indique une faible expression moyenne du géne mdrl (0,12 + 0,08). Le
géne mrpl est exprimé de fagon constitutive (1,05 £+ 0,19). Quelle que soit la topoisomérase II
évaluée (oL ou B), son expression moyenne reste faible (respectivement 0,11 £ 0,05 ou 0,04 +
0,03). Les ICs5, déterminées principalement pour les enfants font état d’une vanabilité
importante de la sensibilité & la daunorubicine de 0,02 4 0,38 uM.

Pour les prélévements d’adultes (LAM), les moyennes d’expression des génes sont
comparables a celles obtenues pour les enfants pour mrpl (respectivement 1,02 £ 0,07 et 1,05
+0,19), topolla (respectivement 0,14 + 0,07 et 0,11 % 0,05) et topollp (respectivement 0,03
0,01 et 0,04 £ 0,03), alors qu’elle semble supérieure pour le géne mdrl (respectivement 0,17

+0,09¢t 0,12 + 0,08).
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Tableau 13 : Critéres de référence d’analyse des prélévements de leucémies de LAL d'enfants (1 a 8) et de LAM
d'adultes (9 4 12).

N° Age P* S I° ICq" mdrl® mrpl® topolla® topolIf °
(ans) (uM)

1 14 Diagn. Rec, LAL 0,38 0,08+x002 1,02+007 0,03x001 0,01 001
2 11 Diagn. Rem. LAL 0,38 009001 0,74:002 012004 0,09zx002
3 12 Diagn. Rem LAL 0,06 0,08x001 1,13zx006 0,11 +004 0,04+001
4 14 Diagn Rec. LAL 0,12 0122003 1,15z007 0,17x006 0,05:000
5 3 Diagn. Rec. LAL 0,02 0,27 005 0,96+009 0,12x003 0,02 £0,00
6 3 Diagn. Rem LAL 0 0,07x001 1,29+004 008002 0,06+001
7 nd Diagn. Rem. LAL 0,08 nd nd nd nd

8 {1 Rechute + ILAL d d b b )

9 42  Diagn. nd LAM nd 0,07+001 1L,12+008 007x002 0,06+00
10 nd Diagn. nd LAM nd 0,18 x006 0,99 x002 0192007 0,0520,01
11 15 Diagn. Rem. LAM 0,56  0,28x002 1,03x003 021005 0,04£000

12 nd Diagn. pd LAM nd  0,14:001 1,11:010 0,05:001 0,03 001

nd : Données non déterminges
¢ : Critére non mesuré par manque de cellules

* (P), Nature cytopathologique du prélévement : Diagn . (diagnostic) ou Rechute. ° (8), Patient dont le suivi
thérapeutique est connu : Rec, (Rechute), Rém. (Rémission), + (déceédé). ° (1), Indication thérapeutique : leucémie
aigué lymphocytaire (LAL) ou leucémie aigué myéloide (LAM). ° ICs, obtenues pour la DNR par le test
colorimétrique MTT, réalisé pour un contact de 72 h continu avec fa DNR. ° ratio d’expression entre le géne
d’intérét et le géne de référence (B2-microglobuline) , contréles réalisés pour le couple MCE-7/MCF-7"*%

7.2.2. Distribution intracellulaire de la daunorubicine

Différentes expérimentations de microscopie de fluorescence ont €té réalisées pour évaluer la
distribution de la fluorescence intracellulaire de la DNR des préleévements disponibles. Elles
ont consist¢ dans un premier temps a caractériser morphologiquement différents organites
intracellulaires. Puis, les préléevements au diagnostic ont permis de modéliser la répartition
des cellules en fonction de leur contenu en vésicules cytoplasmiques. Cette méthode a été
appliquée afin de comparer d’une part le contenu "vésiculaire" des prélévements au
diagnostic et du prélévement en rechute, et d’autre part entre les prélévements incubés avec la

DNR seule et co-incubés avec le PSC-833.
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7.2.2.1. Evaluation qualitative et quantitative de la distribution de la DNR dans le

compartiment cytoplasmique

Caractérisation morphologique.

Parmi les différents organites intracellulaires, ’appareil de Golgi, les lysosomes et le
réticulum endoplasmiques (RE) ont été retenus pour caractériser le compartiment
cytoplasmique alors que les membranes nucléaires et les nucléoles identifient le compartiment
nucléaire.

La Figure 21 illustre les résultats obtenus pour un prélévement leucémique d’adulte, qui sont
similaires a ceux obtenus pour les prélévements leucémiques d’enfants. Les images en fond
clair (Figure 21b, d, f, h) permettent d’évaluer ’état de viabilité cellulaire, ainsi que de

controler la localisation du marquage effectué.

Figure 21 : Caractérisation morphologique d'un échantillon issu d'un prélévement de LAM d'adulte par marquage

des organites intracellulaires. L'appareil de Golgi (Golgi) : marqué par le NBD-Cg-céramide a) ; image en fond
clair correspondante b). Le réticulum endoplasmique (RE) : marqué par le DiOCq ¢) ; image en fond clair
correspondante d). Le noyau et les lysosomes : marqués par 'acridine-orange. Lysosomes e} ; image en fond clair
correspondante f). Noyau g) ; image en fond clair correspondante h).

Le marquage de I'appareil de Golgi montre la compacité du compartiment membranaire et
vésiculaire de la région cis (Figure 21a), contrairement au réticulum endoplasmique (RE) dont
le complexe constitué¢ de membranes et de vésicules se disperse dans la région périnucléaire

(Figure 21c). Les lysosomes apparaissent sous formes de petites vésicules (< 1 um) et se
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distribuent a travers le cytoplasme (Figure 2]e). Le compartiment nucléaire occupe un volume

prépondérant du volume cellulaire (Figure 21g).

Distribution de la fluorescence intracellulaire de la DNR.

Aprés incubation avec la DNR a 2 uM pendant 2 h, les cellules sont observées par
microscopie de fluorescence et les images sont obtenues selon des conditions d’acquisition
rigoureusement contrdlées.

Quelle que soit I’origine du prélévement enfant (LAL) ou adulte (LAM), la DNR se distribue
a travers le compartiment nucléaire et cytoplasmique des cellules (Figure 22a et b). Le
compartiment nucléaire est marqué par la fluorescence de la DNR aussi bien au niveau de ses
membranes, que de sa chromatine et son nucléole. Le compartiment cytoplasmique est marqué
de fagon diffuse par la fluorescence de la DNR mais inclut également des vésicules proches

du noyau.

Figure 22 : Ilustration de la distribution intracellulaire de la fluorescence de la DNR pour un prélévement a)

d’enfant (LAL) et b) d’adulte (LAM) aprés 2 h d’incubation 4 2 uM.

Evaluation quantitative des vésicules cytoplasmiques de DNR.

La procédure d’analyse est définie en fonction des résultats exclusivement obtenus pour les
prélévements au diagnostic, incubés avec la DNR seule a 2 pM pendant 2 h Pour chaque
prélévements trois comptages sont effectués. Le comptage consiste a dénombrer les vésicules
cytoplasmiques marquées par la fluorescence de la DNR et ce pour différents plans axiaux,
afin de couvrir I’ensemble du volume cellulaire. Le nombre de vésicules varie de 0 & 22 par
cellule pour 'ensemble des prélevements analysés. Les prélévements au diagnostic ont un

schéma de distribution comparable (Figure 23).
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Figure 23 : Pourcentage de ceilules en fonction du nombre de vésicules par cellule pour chague prélévement an

diagnostic.

L'ensemble des prélévements au diagnostic semblent comprendre une population
prépondérante sans vésicules cytoplasmiques marquées par la fluorescence de la DNR, ainsi
que différentes sous populations caractérisées par un taux plus important de vésicules
cytoplasmiques.

Afin de faciliter I’analyse des données, des catégories sont constituées. Elles sont caractérisées
par le nombre de vésicules marquées par la fluorescence de la DNR par cellule. Les catégories
de nombre de vésicules par cellules retenues sont les suivantes : 0 vésicule, 1 4 5 vésicules, 6 4
10 vésicules, et plus de 10 vésicules par cellule. La répartition des pourcentages refléte
fidélement la distribution des courbes originales en conservant le caractére hétérogéne des
populations cellulatres (7ableau 14). L’exploitation des données moyennes confirme
I'existence d'une population cellulaire prépondérante (58 et 48%) sans vésicule cytoplasmique
(Tableau 14). Parmi les sous populations, les cellules a faible densit¢ de vésicules sont
majoritaires (40 et 35%), alors que les populations 4 moyenne et forte densité de vésicules
sont minoritaires (Tableau 14).

Pour les prélévements d'adultes, un décalage apparait vers des populations a forte densité de
vésicules par cellule. Cependant quelle que soit I’origine du prélévement, la variabilité de la

distribution en fonction du prélévement est importante (Tableau /4).
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Tableau 14 ; Comparaison des répartitions des pourcentage cellulaires en fonction du nombre de vésicules

marquées par la fluorescence de la DNR pour les prélévements au diagnostic.

Nombre de vésicules % de cellules
par cellule Enfants Adultes
@=7 =4
0 58%  [30-86]° 48° [37-82]°
1-5 40 [65-14] 35  [47-12]
6-10 2 [5-01 14 [13-5]
>10 0 [0-0] 3 [3-1]

? Pourcentages moyens pour les enfants au diagnostic. ® Valeurs extrémes. ° Pourcentages movens pour les
adultes au diagnostic. ¢ Valeurs extrémes

7.2.2.2. Effet du PSC-833 sur la distribution cytoplasmique de la DNR

Afin d’évaluer I’effet du PSC-833 sur le taux de vésicules marquées par la DNR, les cellules
sont co-incubées en présence de DNR a 2 pM avec le PSC-833 a 5 uM. Puis les cellules sont
observées par microscopie a épifluorescence. Les images sont obtenues selon des conditions

d’acquisitions identiques 3 celles utilisées pour les échantillons incubés avec la DNR seule.

La comparaison entre les prélévements d’enfants au diagnostic et le prélévement d’enfant issu
d’une rechute suggére 1’existence de |’altération de la distribution intracellulaire de la DNR,
Cette altération se traduit par un décalage du pourcentage de cellules, par rapport 4 la
distribution moyenne des prélévements au diagnostic, des catégories sans vésicule
cytoplasmique (6% vs 58%) vers des catégories a faible (64% vs 40%), moyen (27% vs 2%),
et fort taux de vésicules (3% vs 0%). Ce phénoméne peut étre comparable au phénoméne de
séquestration cytoplasmique de la DNR rencontré in vitro.

La distribution de I'échantillon en rechute implique que certains prélévements au diagnostic,
puissent présenter des altérations de distribution intracellulaire de la DNR. Parmi les
prélévements au diagnostic, 4 prélévements d'enfants (LAL) sur 7 (N° 1, 3, 4 et 7) et 3
prélévements d'adultes (LAM) sur 4 (N° 9, 11 et 12) ont un pourcentage de cellules sans
vésicule strictement inférieur a la moyenne obtenue pour les prélévements au diagnostic. Pour
les prélevements d'enfants, 3 prélévements sur 4 ont été évalués au niveau de l'expression
relative des génes mdrl et mrpl (Tableau 13). Les valeurs obtenues, pour les enfants et les
adultes présentant ce phénotype, indiquent que 2 échantillons sur 3 présentent pour le géne |
mrpl un taux également au-dessus de la moyenne.

Le PSC-833 augmente le pourcentage cellulaire sans vésicule pour les prélévements d'enfants

issu d’une rechute ou au diagnostic (x3,2 vs x1,15), en diminuant principalement le
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pourcentage de cellules contenant plus de 5 vésicules. Cepehdant la restauration de la
distribution cytoplasmique du prélévement en rechute reste particlle, puisque le différentiel
avec les valeurs moyennes des prélévements au diagnostic est persistant (19% vs 58%)
(Figure 24). Les résultats obtenus, montrent que le PSC-833 agirait au niveau de la
distribution cytoplasmique de la DNR pour les prélévements d’enfants au diagnostic en
augmentant la population cellulaire sans vésicules cytoplasmiques, alors qu'aucun effet n'est

mesurable pour les adultes au diagnostic (Figure 24).
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Figure 24 : Pourcentage de cellules ne présentant pas de vésicules cytoplasmiques marquées par la fluorescence
de la DNR : comparaison entre prélévements d’enfants (n = 7) et d’adultes (n = 4) incubés pendant 2 h avec la

DNR seule 2 2 uM ou avee la DNR co-incubée avec le PSC-833 4 5 uM.

Le PSC-833 agit plus efficacement sur la distribution cytoplasmique de la DNR pour des
prélévements au diagnostic présentant un ratio relatif au géne mdrl au-dessus de la moyenne,
comme pour le prélévement N°5 d'enfant (0,27 vs 0,12) et N°11 d'adulte (0,28 vs 0,17) en
augmentant le pourcentage de cellules sans vésicule marquée par la DNR (respectivement +
17 et + 30%).

7.3. Discussion-Conclusions

Concernant le phénotype MDR associé a la résistance aux anthracyclines, les travaux in vitro

ont permis de déterminer différents parametres biologiques & mesurer en clinique comme
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I’expression du géne ou de sa protéine d’efflux correspondante, ainsi que des tests

fonctionnels comme I’incorporation ou la rétention intracellulaire des anthracyclines.

L’accumulation de la DNR (2 h & 2 uM) est le critére d’évaluation de la modulation du
phénotype MDR sur des prélévements leuceémiques. La comparaison de dérivés de
cyclosporine comme la CSA et le PSC-833 met en évidence une efficacité accrue du PSC-833
4 5 uM par rapport a la CSA 4 10 uM. Ces résultats confirment les résultats encourageants
obtenus pour le PSC-833 aussi bien in vitro (Jachez et al., 1993), in vivo (Boesch et al., 1991)

qu’au cours d’essai clinique (Advani et al., 1999, Tidefelt et al., 2000).

L’étude préliminaire sur la distribution cytoplasmique de la DNR concerne principalement
des prélévements leucémiques d’enfants (LAL ; n = 7) et d’adultes (LAM ; n = 4) au
diagnostic. Les valeurs moyennes obtenues indiguent une expression relative du géne mdrl
faible. Cependant le faible effectif de LAM évalué peut biaiser 1’expression moyenne du géne
mdrl. Pour les LAL d’enfants, les études récentes semblent converger plutét vers
l'implication de la LRP et/ou de la MRP (Den Boer et al., 1999, Ogretmen et al., 2000).

Nos expérimentations montrent que la fluorescence de la DNR se distribue (2 uM, 2 h) de
fagon diffuse dans le compartiment nucléaire et cytoplasmique, mais ¢galement au niveau de
vésicules cytoplasmiques. Les prélévements d’adultes (n = 4) et d’enfants (n = 7) au
diagnostic sont caractérisés par une population cellulaire prépondérante sans vésicule, et des
sous populations comprenant une densité variable de vésicules localisées autour du noyau
probablement au niveau du réticulum endoplasmique. Toutefois, les prélevements d’adultes
incluent plus fréquemment des ceilules comprenant une densité importante de vésicules
dispersées dans le cytoplasme probablement au niveau des lysosomes. L'analyse d’un
prélévement en rechute suggére un phénomene de séquestration de la DNR et une altération
de la distribution de la DNR pour certains prélévements au diagnostic. Lautier ef al.
discernent également deux alternatives pour la distribution intracellulaire de la fluorescence
de la DNR (1 uM, 1 h) qui se caractérisent soit par un marquage nucléaire et cytoplasmique
diffus, soit par un faible marquage nucléaire associ¢ a des vésicules intenses périnucléaires
(appareil de Golgi) (Lautier et al., 1997). Leurs résultats montrent que ces alternatives ne sont
pas liées a I’expression de la P-gp, mais plutdt au caractere différencié (CD34+ / CD34-) des
cellules que ce soit pour les lignées cellulaires ou les prélévements adultes de LAM (CD34+ :

n = 10/ CD34-: n = 10). Toutefois leurs observations n’indiquent pas d’évaluation quantitative
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concernant "homogénéité de la distribution intracellulaire de la fluorescence de la DNR. Les
travaux de Schuurhuis et al. indiquent par une évaluation quantitative de la DXR la
diminution de Tincorporation intracellulaire (0,5 uM, 75 min) mais également en terme du
ratio nucléo/cytoplasmique (16 uM, 1 h) pour des prélévements de LAM adultes en rechute
par rapport aux prélévements au diagnostic (n = 32) (Schuurhuis et al., 1995). Cependant,
leurs observations n’indiquent pas Papparition de vésicules cytoplasmiques marquées par la
fluorescence de la DXR. La combinaison des deux parametres fonctionnels du phénotype
MDR était corrélée avec la surexpression de la P-gp et/ou de ’ARNm de la MRP pour 94%
des échantillons étudi€s dans cet article.

Nos résultats montrent que le PSC-833 a 5 pM restaure plus efficacement la distribution de la
DNR des échantillons d’enfants qui présentent un taux d’expression du géne mdrl supérieur &
la moyenne. La concentration de 5 uM du PSC-833, légérement supra-pharmacologique, a ét¢
¢valuée afin de rester cohérent avec les études effectuees in virro (Merlin et al., 2000) et sur
prélévements de LAM adultes (Merlin et al., 1998). La faible expression moyenne du géne
mdrl, la localisation des vésicules marquées par la fluorescence de la DNR ainsi que
I’efficacité modeste du PSC-833 semblent indiquer, pour ces prélévements, un réle mineur de
la P-gp dans la redistribution cytoplasmique de la DNR. Par contre I’expression basal du géne
mrpl dans tous les prélévements évalués pourrait expliquer le caractére partiel de la
restauration de la distribution de la fluorescence de la DNR par le PSC-833. Lautier et al.
indiquent également un effet mineur du PSC-833 a 2 uM concernant la restauration de la
distribution de la DNR, pour des prélévements de LAM adultes présentant une séquestration
cytoplasmique de Ia DNR. Cependant, ils ne présentent ni de résultats quantitatifs concernant
I’effet du PSC-833 sur fa distribution de la DNR, ni d’évaluation de I’expression de MRP
(Lautier et al., 1997).
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PARTIE 2: REPONSE CELLULAIRE AUX ANTHRACYCLINES

1. Introduction générale

‘Cette partie expérimentale a pour objectif de comparer in vitro deux anthracyclines,
I'idarubicine (IDA) et I'épirubicine (EPI). Les modeles cellulaires sont des cellules
adhérentes comprenant des lignées cellulaires parentales (MCF-7 et A549) et leurs dérivées
résistantes sélectionnées (MCF-7"F, A549 T, et A549 V;). La premiére partie expérimentale
a souligné I’intérét des protéines P-gp et MRP. Ces deux protéines sont impliquées dans les

meécanismes d’efflux et de séquestration cytoplasmique d’anthracyclines.

Dans un premier temps, les anthracyclines ont été caractérisées en fonction de parametres de
pharmacologie cellulaire. Pour chaque lignée cellulaire, des ¢tudes d’accumulation et de
rétention intracellulaire, puis de distribution intraceliulaire, ont été réalisées pour I'IDA et

I’EPI.

Dans un second temps, la réponse cellulaire des différentes lignées a €t€ analysée pour
chaque anthracycline. La cytotoxicité de I’EPI et de 'IDA a €t€¢ mesurée aprés différentes
durées d'incubation (2 ou 24 h). Le processus de mort ceilulzaire induite (nécrose, apoptose,
mort mitotique) a ¢té déterminé selon l'anthracycline. Puis, différentes voies participant a
P’induction et/ou d’altération de 1’induction de la mort cellulaire par les anthracyclines ont été

évaluées.

2. Evaluation de critéres de pharmacologie cellulaire

Les expérimentations suivantes comparent les propriétés de I'idarubicine (IDA), par rapport a

I'épirubicine (EPI), en fonction du phénotype MDR associ€ a Ia P-gp ou MRP.

2.1. Accumulation et cinétique de rétention intracellulaire des anthracyclines

L'incorporation et la rétention cellulaire ont été étudiées pour tous les modeles cellulaires par
cvtométrie en flux. L'optimisation des concentrations et de la duréde de contact a permis
d'obtenir un bon rapport/bruit (> 3) au niveau du signal de fluorescence tout en assurant le

maintien d'un état de viabilité cellulaire satisfaisant (> 80%).

126



2.1.1. Accumulation intracellulaire des anthracyclines

Aprés 2 h d’incubation en présence d’EPI (2 uM) ou d’IDA (0,5 pM), les cellules sont lavées,
mises en suspension et analysées par cytométrie en flux. Le Tableau 15 présente les valeurs
médianes de fluorescence relevées pour les lignées résistantes et normalisées par rapport 4 la
valeur obtenue pour la lignée parentale correspondante. Les analyses statistiques ont été

réalisées en utilisant le test Mann-Whitney.

Tableau 15 : Accumulation aprés 2 h d’incubation d’épirubicine (EPI) ou d’idarubicine (IDA) évaluée par

I’intensité de fluorescence relative (IFR), mesurée en cytomeétrie en flux.

Accumulation (IFR)

EPI IDA
MCF-7 1,00 1,00°
MCF-72%R 045 00" 012 (0,04)
A549 1,00° 1,00°
A549 T; 058 (002 053 (009
A549V; 068 005 006  ©OD

* Les résultats représentent des rapports moyens d'intensité de fluorescence entre (résistamt/sensible) aprés 2 h
d’incubation d’épirubicine (EPY} ou d’idarubicine (IDA) pour les lignées parentales MCE-7, A549, et leurs sous
lignées résistantes respectives MCF-7""% A549 T, et A549 V5. ” Ecart type.

Les cinétiques d'incorporation effectuées pour les lignées parentales ont mis en évidence que
I’IDA atteint son plateau d'accumulation intraceilulaire plus rapidement que 1’EPI (données
non présentées). En outre, apres 2 h d'accumulation, I'TDA est incorporée de fagon équivalente
pour les lignées A549 et MCF-7, alors que I'EPI s’incorpore en moyenne 2 fois moins pour la

lignée A549 par rapport 4 la lignée MCF-7 (p < 0,05)(données non présentées).

La lignée cellulaire MCF-7""F est un modéle de référence concernant I’aspect fonctionnel du
phénotype MDR associé & la P-gp. Pour la lignée MCF-77"® 1a diminution trés importante de
la fluorescence intracellulaire est mise en €vidence aussi bien pour 'EPI que I'IDA. L’ activité
de la P-gp pour les deux anthracyclines est confirmée en comparant fe couple AS49/A549 T,.
Par contre les rapports de fluorescence de ’EPI et de I'IDA sont différents pour le couple de
lignées cellulaires A549/A549 V;. Concernant I'EPI, la surexpression de la MRP au niveau de

la lignée A549 V; est associée & une diminution significative de la fluorescence intracellulaire
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par rapport a la lignée parentale (p < 0,05). Alors que pour I’IDA, la MRP ne reproduit pas
cet effet.

2.1.2. Cinétique de rétention intracellulaire des anthracyclines

Aprés 2 h d’incubation en présence d’EPI (2 uM) ou d’IDA (0,5 uM), les cellules sont lavées
mises en suspension et analysées par cytométrie en flux aprés différents temps de rétention
(de 0,5 a 24 h plus tard). La Figure 25 présente les cinétiques de rétention relevées pour
chaque lignée. Les intensités de fluorescence relative (IFR) correspondent aux valeurs
moyennes d'intensité¢ de fluorescence normalisées par rapport a la valeur obtenue pour la

lignée parentale aprés 2 h de contact.
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Figure 25 : Cinétique d’efflux aprés 2 h d’incubation en présence d’épirubicine (EPI) ou d’idarubicine (IDA)
représentée par les intensités de fluorescence relatives (IFR) mesurées par cytométrie en flux pour les lignées
A549, A549 T3, A549 V3, MCF-7 et MCF-7%%,

Pour les lignées parentales (A549 et MCF-7), les cinétiques de rétention de I’EPI (Figure 25)
et de I'IDA (Figure 25) indiquent une diminution progressive de la fluorescence mesurée au

cours des 8 premiéres heures de rétention, puis une stabilisation.
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Pour les lignées surexprimant la P-gp (MCF-7""R | A549 T3), les cinétiques de rétention
confirment, pour I'EPI et 'IDA (Figure 25), le caractere fonctionnel de la P-gp. La
diminution initiale rapide de la rétention de fluorescence de I’EPI ou de P'IDA pour les
lignées MCEF-7""% et A549 T; par rapport & leurs lignées cellulaires parentales respectives,
traduit un efflux actif. Puis I''DA et I'EPI atteignent une valeur d'IFR stable. Toutefois, pour la
lignée A549 T, comme pour les lignées parentales, 15 h aprés 1’élimination d’anthracycline

ta fluorescence intracellulaire induite semble augmenter (Figure 25).

Pour la lignée surexprimant la MRP (A549 V), la cinétique de rétention de 'EPT est
biphasigue. Elle comprend une diminution précoce et rapide de la fluorescence intracellulaire
au cours des 8 premiéres heures, tradutsant 'efflux actif de 1'EPI, puis une diminution plus
lente jusqu’d sa stabilisation (Figure 25). Par contre la rétention de la fluorescence
intracellulaire de I’'IDA pour la lignée A549 V; est dans un premier temps équivalente a sa
lignée parentale. Quatre heures aprés son élimination du milieu, les IFR de IIDA
commencent a diminuer (p < 0,10) puis se stabilisent 4 un taux mférieur a celu de la lignée

A549, traduisant vraisemblablement un efflux actif retardé (Figure 25).

2.2. Distribution intracellulaire de la fluorescence induite par les anthracyclines

La distribution intracellulaire de la fluorescence de I’EPI et de 'IDA a éte étudiée pour tous

les modéles cellulaires par microscopie de fluorescence 2D conventionnelle.

2.2.1. Distribution comparative pour le couple MCF-7/MCF7°*%

Pour la lignée MCF-7, la fluorescence de I’EPI se distribue de fagon diffuse dans le
compartiment nucléaire. Le cytoplasme est faiblement marqué et sans vésicules
cytoplasmiques (Figure 26a). La fluorescence de I'IDA se distribue également de fagon
diffuse dans le compartiment nucléaire et cytoplasmique, mais elle est associée a un
marquage de vesicules cytoplasmiques. La densité des vésicules marquées est importante a
proximité du noyau, et éparse en périphérie du cytoplasme (Figure 26b). Pour la lignée MCF-
77%R la fluorescence de I'EPl (Figure 26¢) et de 'IDA (Figure 26d) se distribue
exclusivement dans le compartiment cytoplasmique au niveau de vésicules. Toutefois, la
localisation des vésicules marquées par la fluorescence de I'IDA semble plus éparse et plus

dense que les vésicules marquées par 'EPL
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EPI IDA

MCF-7

MCF-7PXR

Figure 26 : Distribution intracellulaire de I'épirubicine (EPI) (a et ¢) et de l'idarubicine (IDA) (b et d) observée
par microscopie en épifluorescence avec un objectif 100X, représentée selon la méme dynamique de niveaux de

gris. Cellules MCF-7 (a et b), cellules MCF-7"*® (c et d). Localisation du noyau par une fléche.

2.2.2. Distribution comparative pour les lignées A549/A549 T3/A549 V;

Pour la lignée AS549, la fluorescence de I’EPI se distribue de facon diffuse dans les
compartiments nucléaire et cytoplasmique sans marquer de vésicules cytoplasmiques (Figure
27a). La fluorescence de 'IDA est détectable au niveau du compartiment nucléaire, et se
distribue intensément au niveau de vésicules cytoplasmiques réparties de fagon homogéne en
périphérie du cytoplasme et autour du noyau (Figure 27b). Pour la lignée A549 T;, la
distribution de la fluorescence de I'EPI et de I'IDA est cytoplasmique. Pour 'EPI, sa
fluorescence se restreint a marquer quelques vésicules cytoplasmique a proximité du noyau
(Figure 27¢). Pour 'IDA, la fluorescence se distribue selon une densité accrue au niveau de
vésicules cytoplasmiques a proximité du noyau et de maniere éparse dans le cytoplasme

(Figure 27d).
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Figure 27: Distribution intracellulaire de I'épirubicine (EPI) (a, ¢ et ¢) et de lidarubicine (IDA) (b, d et )
observée par microscopie de fluorescence avec un objectif 100X, représentée selon la méme dynamique de
niveaux de gris. Cellules A549 (a et b), cellules A549 T, (¢ et d), cellules A549 V; (e et f). Localisation du noyau

par une fléche.

Pour la lignée AS49 V;, la fluorescence de I’EPI se distribue dans les compartiments
nucléaires et cytoplasmiques. Les vésicules cytoplasmiques sont réparties autour du noyau et
dans I'ensemble du cytoplasme (Figure 27¢). Pour I'IDA, le profil de distribution est analogue
a celui décrit pour la lignée parentale A549 (Figure 271).

L'analyse des histogrammes de niveaux de gris, associée a celle de I'intensité de fluorescence,
confirme les modifications d’accumulation mesurées par cytométrie en flux (données non

présentées).
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2.3. Discussion-Conclustons

Pour les lignées parentales, I’EPI s’incorpore moins rapidement que I’IDA. Pour les lignées
résistantes surexprimant soit la P-gp soit la MRP, les cinétiques de rétention de I’EPI
confirment les mesures en accumulation, avec une diminution importante et rapide des IFR
par rapport aux lignées parentales. En présence de P-gp, I'IDA présente des cinétiques de
rétention similaires 4 celles de ’EPL. Le caractere lipophile de I'TDA, évalué par d'autres
équipes, s'est déja traduit par une incorporation intracellulaire plus rapide et plus importante
pour les couples MCF-7/MCF-7"%® et/ou K562/K562°*% (Bennis et al., 1997, Praet et al.,
1996). Pour la lignée surexprimant la MRP, la diminution des IFR par rapport a la lignée
parentale apparait tardivement pour 'IDA.

Notre démarche en microscopie de fluorescence consiste a évaluer apres 2 h d’incubation le
profil de distribution de la fluorescence des deux anthracyclines, en particulier au niveau du
cytoplasme. Pour les lignées parentales, le profil de distribution de I'IDA comprend le noyau
et le cytoplasme, associé a un marquage de vésicules. Pour ces mémes lignées cellulaires,
I'EPI se distribue exclusivement dans le compartiment nucléaire. Ces résultats confirment que
le caractére lipophile favorise une distribution sub-cellulaire dans le compartiment
cytoplasmique (Duffy et al., 1996, Lampidis et al., 1997, Lehne et al., 1996, Lothstein et al.,
1992). Pour les lignées surexprimant la P-gp , la fluorescence de I’EPI et de I'IDA se détecte
exclusivement au niveau de vésicules appartenant probablement au compartiment golgien. De
¢e fait, ces résultats confortent nos précédents travaux concernant le réle du compartiment
golgien dans la séquestration des anthracyclines associée a la P-gp (Bour-Dill et al., 2000).
Par contre, la distribution de U'IDA pour la lignée surexprimant la MRP se caractérise
principalement par un marquage de vésicules cytoplasmiques. Selon les données de la
littérature, ces vésicules correspondraient vraisemblablement au réticulum endoplasmique
(RE) (Almquist et al., 1995, Flens et al., 1994). Concernant I’EPI, sa distribution est
homogéne entre le compartiment nucléaire et cytoplasmique avec cependant un marquage de
vésicules du RE. Ces résultats indiqueraient que la seule apparition de vésicules marquées par
I’EPI refléterait un phénotype résistant associ€¢ & un phénoméne de séquestration. Alors que
pour 'IDA, le profil de distribution étant plus large au départ, la présence de vésicules
cytoplasmiques n’est pas suffisante pour indiquer un phénotype de résistance. Concernant la
réduction d'incorporation intracellulaire des anthracyclines par la P-gp et la MRP, I'efflux

rapide pourrait indiquer une prise en charge prépondérante au niveau de la membrane
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cytoplasmique, alors qu’un eftlux retardé pourrait signifier une prise en charge cytoplasmique

(Gottesman, 1993).

3. Réponse cellulaire aux anthracyclines

La réponse cellulaire des différents modéles cellulaires aprés traitement par I’EPI ou 'IDA
est évaluée en déterminant ’effet cytotoxique et le mécanisme de mort cellulaire impliqué,

puis en évaluant différentes voies d'induction de ces processus.

3.1. Comparaison de la cytotoxicité pour différentes durées d'incubation

3.1.1. Exposition courte : 2 heures

L’exposition courte est définie par une incubation de 2 h avec les anthracyclines, suivie d'une
¢valuation différée dans le temps (72 h), et correspondant au moins & un temps de
doublement pour chaque lignée (7ableau 16). Les analyses statistiques sont effectuées en

utilisant le test Mann-Whitney.

Tableau 16 : Cytotoxicité évaluée aprés un traitement de 2 h avec 'EPI ou 'TDA, mais mesurée 72 h plus tard.

1Csy (uM)
EPI IDA
MCF-7 1,9¢ (0.5) 0,27 (0.06)
MCF-7"*® 787 (65 8] 0.4
IR 406" 36
A549 2,7 ©35 029 (00
A549 T; 69 (13) 1,1 (18
iR 25 1
A549 V; 44 {12} 2.8 0,2)
IR 16 10

* Les résultats représentent 1'ICs, moyenne {écart type) issue au moins de 3 expériences indépendantes.
® Lindice de résistance (IR) est calculé & partir du rapport moyen des ICs; entre la lignée résistante et la lignée

parentale.

Pour les lignées parentales, MCF-7 et A549, les ICs, obtenues pour I’EPI sont 10 fois
sﬁpérieures a celles obtenues pour I'IDA, Pour les lignées cellulaires surexprimant la P-gp, les
ICs, obtenues pour I’EP1 sont en moyenne 70 fois supérieures & celles obtenues pour I’'IDA.
Cette cytotoxicité accrue de I'"IDA se traduit par des indices de résistance (IR) moyens 6 a 13

fois inférieurs a ceux obtenus avec ['EPI. Pour la lignée cellulaire A549 V; surexprimant la
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MRP, I'ICs, obtenue pour I’EPI est 15 fois supérieure a celle obtenue pour I'IDA. Cependant

I'IR obtenu pour I'EPI est seulement 1,5 fois supérieur a celui obtenu pour I'IDA.

3.1.2. Exposition longue : 24 heures

L’exposition longue consiste a incuber les lignées cellulaires pendant 24 h avec les
anthracyclines, puis a effectuer I’évaluation de fagon différée dans le temps (48 h) et
correspondant au moins & un temps de doublement pour chaque lignée (Tableau 17). Pour les
lignées parentales, MCF-7 et A549, les ICs, obtenues pour I'EPI sont supérieures a celles
obtenues pour 'IDA (p = 0,018). Pour les lignées cellulaires surexprimant la P-gp, {"EPI est
également moins cytotoxique que I’IDA, ce qui se traduit aussi bien par les ICso que les IR
Drailleurs, la lignée AS549 T; ne présente plus de résistance a 'IDA aprés une durée
d’exposition de 24 h (p = 0,10). Pour la lignée cellulaire A549 V; surexprimant la MRP, I'IR
obtenu pour 'IDA est 1,5 fois inférieur & celut obtenu pour I’EPI avec une IC;, 7 fois

supérieure a celle de ['TDA.

Tableau 17 ; Cytotoxicité évaluée aprés un traitement de 24 h avec I'EPT ou I'TDA, mais mesurée 48 h plus tard.

ICso (pM)
EPI IDA
MCE-7 020* (0,07 011  (0,04)
MCF-7® 152 (32) 3,1 (0,7)
R 760 " 27
A549 051 (026 0,11  (0,02)
AS49T; 7,5 (03) 014  (0,03)
IR 15 1.3
A549V; 3,3 (1) 049 (01
iR 6.4 4.5

* Les résultats représentent 1'ICs, moyenne (écart type) issue au moins de 3 expériences indépendantes.
® Lindice de résistance (IR) est calculé a partir du ratio moyen des ICs, entre la lignée résistante et fa lignée

parentale.

3.1.3. Effet de 1a durée d'incubation

Pour les lignées parentales 'EPI est en moyenne 10 fois plus cytotoxique pour un traitement
de 24 h quaprés 2 h de contact (p = 0,025). Pour I'IDA, les ICs5, sont réduites aprés 24 h
d'incubation mais restent du méme ordre de grandeur qu'aprés 2 h de contact (p = 0,0006).

Pour les lignées cellulaires surexprimant la P-gp ou la MRP, les ICy, de I'EPI sont en
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moyenne 5 & 10 fois plus faibles aprés une incubation de 24 h (p = 0,025). Pour DA, quel
que soit le phénotype, les ICs, sont réduites en moyenne d'un facteur 6 (p = 0,006). La faible
variation des IR obtenus apres 2 ou 24 h d'incubation traduit I'impact modéré des longues

durées d'incubation pour I'IDA sur sa cytotoxicité contrairement a 'EPL

3.2. Evaluation de I’'impact sur le cycle cellulaire associ€ au processus de mort cellulaire

Les endommagements cellulaires induits par I’EPI ou I'IDA sont étudiés indirectement par
leurs effets sur le cycle cellulaire, évalués en cytométrie en flux. Par ailleurs, [a microscopie
de fluorescence permet d'évaluer les altérations de "ADN induites par PEPI et I'IDA en
fonction de critéres morphologiques. Les analyses statistiques sont effectuées en utilisant le

test Mann-Whitney.

3.2.1. Impact sur le cycle cellulaire

Les cellules sont incubées en présence de I'ICsy déterminée pour la lignée parentale et
appliquée pour les lignées parentales et leurs dérivées résistantes. Aprés chaque point de
mesure, les cellules sont lavées, mises en suspension et colorées par I'IP, puis leur

distribution dans le cycle cellulaire est analysée par cytométrie en flux.

Les lignées cellulaires AS49/A549 Ty/A549 V,

Pour la lignée A549 apres 24 h d’incubation, I’effet de I’EPI se traduit au niveau du cycle
cellulaire par un blocage en phase Gy/M avec une fraction cellulaire 4 fois supérieure 2 celle
du témoin {46% des cellules). Le blocage est stable pendant 24 h, puis disparait 48 h apres la
fin du contact avec 'EPI (Figure 28). Une population en sub-G; est détectable avant ia fin de
I’incubation (5% des cellules). La fraction cellulaire en sub-G, augmente apres 24 h
d'incubation et se stabilise pendant 24 h 4 un taux 9 fois supérieur au témoin, et décroit 48 h
aprés I’élimination de ’EPT du milieu de culture (14% des cellules) (Figure 28). Aprés 24 h
d’incubation, ’effet de I’'IDA se traduit au niveau du cycle cellulaire par un blocage des
cellules en G,/M avec une fraction cellulaire 3 fois supérieure a celle du témoin (32% des
cellules). Le blocage est stable pendant 48 h aprés la fin du contact des cellules avec 'I[DA
(Figure 28). Une population cellulaire en sub-G, est détectable dés 8 h d’incubation avec
I’IDA (5%). La fraction cellulaire en sub-G, augmente aprés 24 h d’incubation et se stabilise
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pendant 48 h en moyenne & un taux 15 fois supérieur a celui du témoin (entre 15 et 40% des

cellules) (Figure 28).
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Figure 28 : Evaluation de la variation de la fraction cellulaire (cellules traitées/cellules témoins) en Go/M (courbes)
et en sub-G; (histogrammes). Evaluation réalisée pendant et aprés une exposition de 24 h  I'épirubicine (graphe

du haut ; EPI) ou a l'idarubicine (graphe du bas ; IDA) pour les lignées cellulaires A549, A549 T; et A549 V.

La Figure 28 illustre pour la lignée A549 T,, le profil de la cinétique d'induction du blocage
en Go/M par I'EPI qui est analogue a celui obtenu pour la lignée A549, si ce n'est une
détection précoce des 8 h d'incubation. Par contre, la variation de la fraction cellulaire en
G,/M est inférieure a celle obtenue pour la lignée parentale. L'induction de cellules en sub-G,
par I'EPI pour la lignée A549 Tj; est détectable 24 h apres la fin de l'incubation, mais avec un
taux maximal 2 fois supérieur au témoin (5% des cellules) (Figure 28). L’effet cellulaire de
I’IDA aprés 24 h d’incubation se traduit au niveau du cycle cellulaire par un blocage en phase
G,/M avec une fraction cellulaire 4 fois supérieure a celle du témoin (67% des cellules). Le
blocage se poursuit pendant 24 h (50% des cellules) pour disparaitre 24 h plus tard (Figure

28). Les cellules détectées en sub-G; augmentent progressivement a partir de 24 h
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d’incubation avec PIDA pour rejoindre 24 h plus tard le taux obtenu pour la lignée A549, et
comprendre 45% des cellules en sub-G; 48 h aprés l'élimination de I'IDA du milieu de culture
(Figure 28).

Pour Ia lignée A549 V;, I"effet de I’EPI se traduit au niveau du cycle cellulaire par un blocage
des cellules en phase G,/M des 8 h d’incubation, correspondant & un taux 2 fois supérieur 4
celui du témoin (18% des cellules) pour atteindre a la fin de l'incubation un taux 4 fois
superieur & celui du témoin (40% des cellules) comparable a celle obtenue pour la lignée
A549, puis disparaitre progressivement apres l'élimination de I'EPI du milieu de culture
(Figure 28). La population en sub-G; est inexistante pendant toute la durée de I'analyse
(Figure 28). L’IDA induit dés 8 h d'incubation également un blocage des cellules en Go/M au
niveau du cycle cellulaire. La fraction cellulaire en G,/M est 4 fois supérieure a celle du
témoin (43% des cellules) apres 24 h d'incubation et se stabilise & ce niveau pendant les 48 h
qui suivent son ¢limination du milieu de culture (Figure 28), La population en sub-Gy est

détectable seulement en fin d’analyse (< 10% des cellules) (#igure 28).
Les lignées cellulaires MCF-7/ MCE-7"*R incubées en présence d’une ICs

Pour la lignée parentale MCF-7 aprés 24 h d’incubation, 1’effet de I'EPI se traduit au niveau
du cycle cellulaire par un blocage en phase G,/M avec un taux 3 fois supérieur a celui du
témoin (56% des cellules) (Figure 29). Le blocage est stable pendant 24 h pour s'atténuer 48 h
aprés la fin du contact. La population cellulaire en sub-G, n'est détectable que 48 h aprés
I'¢limination de I'EPI du milieu de culture et correspond 4 un taux 3 fois supérieur au témoin
pour 10% de cellules (Figure 29). LIDA induit également un blocage en G,/M détectable
apres 24 h d'incubation, stable pendant 48 h, atteignant un taux maximal de 3,5 correspondant
a 50% de cellules (Figure 29). La détection d’une population en sub-(z;, augmente lentement
et progressivement pendant les 48 h qui suivent I’¢élimination de ['IDA du milieu de culture,
pour atteindre un taux 4 fois supérieur a celui obtenu pour le témoin représentant 15% de la
population cellulaire totale (Figure 29).

Pour la lignée parentale MCF-7""%, ni I’EPI ni DA n’induisent d’effet cellulaire en terme

d'induction de blocage du cycle celiulaire ou de population en sub-Gy (Figure 29).
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Figure 29 : Evaluation de la variation de la fraction cellulaire (cellules traitées/cellules témoins) en G/M (courbes)

et en sub-G; (histogrammes). Evaluation réalisée pendant et aprés une exposition de 24 h a I'épirubicine (graphe

du haut ; EPI) ou a l'idarubicine (graphe du bas ; IDA) pour les lignées cellulaires MCF-7 et MCF-7"*%,

Concernant les différentes concentrations testées

L’analyse des populations cellulaires a été également effectuée pour des concentrations
correspondant a %2 ICsq et a I’IC5x10. Ces concentrations ont été déterminées pour les lignées
cellulaires parentales et appliquées aux lignées cellulaires parentales et dérivées MDR.

Les résultats obtenus pour les concentrations correspondant & % ICsy n'ont pas induit
d'augmentation de variation de fraction cellulaire en Go/M ou sub-G,. Seuls seront commentés
les résultats obtenus pour les lignées réfractaires a I'induction de blocage en G,/M et/ou sub-
G, en présence de I'ICs5px10

Pour la lignée AS549 V,, et pour les concentrations correspondantes a I’'ICsox10, I’EPI et I'IDA
induisent tardivement le blocage en G,/M et progressivement une fraction cellulaire en sub-
G,. Pour la lignée MCE-7"*% | seule la concentration équivalente a I'ICsox10 avec I'TDA

provoque un blocage en G,/M du cycle a la fin de I’incubation et stable pendant 48 h.
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3.2.2. Processus de mort cellulaire

3.2.2.1. Définition des caractéres morphologiques

La Figure 30 illustre les différents marquages de ’ADN cellulaire par le Hoechst 33342.
Lorsque les cellules se divisent normalement, des images associées a différentes phases du
cycle cellulaire sont reconnaissables, et permettent de distinguer des cellules interphasiques et
mitotiques (Figure 30a-c). Ce colorant permet également de discriminer les cellules présentant
des altérations au niveau de I’ADN, comme les cellules mitotiques aberrantes (Figure 30d)
ainsi que les cellules en apoptose (Figure 30i-I), ou encore les cellules avec des micronoyaux
traduisant un endommagement de ’ADN (Figure 30e et f). Le marquage a I'IP révéle les

cellules endommagées ayant perdu ['intégrité membranaire afin de mettre en évidence

principalement les cellules nécrotiques (Figure 30g et h).

Figure 30 : Hlustration des différents caractéres morphologiques cellulaires mis en évidence en microscopie par
le marquage au Hoechst 33342 (a - fet i - lou a l'iodure de propidium (g et h). Différentes images de mitoses (a -
¢), de cellules multi-nucléées (d), et de cellules comportant des micronoyaux (e et ). Des cellules nécrotiques (g

et ). Différentes étapes de l'apoptose ; la margination précoce (i) et tardive (), les corps apototqiues (k - 1).
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3.2.2.2. Quantification des populations cellulaires endommagées

Les cellules sont incubées en présence d’EPI ou d’IDA pendant 24 h avec une concentration
équivalente a I'ICsy obtenue pour les lignées parentales et appliquée pour les lignées
parentales et leurs dérivées MDR. Apres ’incubation, les cellules sont lavées puis colorées
par le Hoechst et 'IP pour étre observées a 1’aide de I'objectif 40x. L’analyse consiste &
effectuer des acquisitions d’images sur I’ensemble de la lame d’observation. Les cellules sont
marquées simultanément par le Hoechst et I'IP. Pour chaque image, les cellules sont
dénombrées grace au marquage au Hoechst. Puis parmi le nombre total de cellules, sont

discriminées les différentes altérations morphologiques de I’ADN.

Les lignées cellulaires A549/4549 Ty/A549 V3 Pour la lignée A549, ’EPI et I'IDA induisent
aprés 24 h de contact Iapparition de cellules caractérisées de fagon prépondérante par des
figures apoptotiques précoces (3%) et tardives (respectivement 8 et 19%) (Tableau 18 et
Figure 31). D’autres figures traduisent un phénotype nécrotique ou encore des aberrations
mitotiques. Toutefois, ces populations cellulaires ne représentent qu’une proportion mineure

parmi les cellules endommagées (Tableau 18).

Figure 31 : Dommages induits, pour la lignée A549, aprés 24 h de contact par I'épirubicine ou l'idarubicine et mis
en évidence par le Hoechst (z et b ; d et e) et I'IP (¢ et ). Hlustration de cellules : témoins (a) ; traitées par 'IDA
(b et ¢) ou 'EPI (d - ). Exemples de cellules apoptotiques (petites fléches) marquées au Hoechst (e) et ayant
perdu leur intégrité membranaire (c et f). Les images ¢ et ¢/f proviennent du méme champ d'acquisition que pour

les images b et d, mais correspondent a un plan de focalisation supérieur.
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Pour la lignée A549 T;, PEPI et 'IDA induisent également I’endommagement des cellules.
L’IDA génére une répartition des différents types d’endommagement comparable a celle
obtenue avec la lignée parentale. L’EPI semble favoriser I'induction d'aberrations mitotiques
par rapport a I'induction d’apoptose (Tableau 18). Pour la lignée A549 Vs, ni ’EPI, ni 'IDA

n’induit d’endommagement majeur au niveau cellulaire, avec cependant pour I'IDA des

figures apoptotiques, de méme proportion entre les figures précoces et tardives (Tableau 18).

Figure 32 : Dommages induits pour la lignée MCF-7, aprés 24 h de contact puis 48 h plus tard par 'épirubicine
(EPT) ou lidarubicine (IDA) et marquées par le Hoechst (a, ¢, e, f, h, et i) et I'IP (b, d, g, et j). lllustration de
cellules : témoins & 24 h (a et b) et 48 h plus tard (¢ et d) ; traitées par I'IDA (e, f, et g) ou 'EPI (h, 1, et j) aprés 24
h de contact (e et h) et 48 h plus tard (£, g et 1, j). Cellule nécrotique (longue fleche) marquée au Hoechst (a) et &
TP (b). Cellules apoptotiques (petites fléches) marquées au Hoechst (f, 1) et 4 ITP (g, j). Cellules comportant des
micronoyaux marquées par le Hoechst (petites fléches épaisses) (£, h). Les images g et } proviennent du méme

champ d'acquisition que pour les images f et i, mais correspondent & un plan de focalisation supérieur.

Les lignées cellulaires MCF-7T/MCF-T""®. Pour la lignée MCF-7 et aprés 24 h d’incubation,
ni ’EPI ni 'IDA n’induit d'apoptose majeure (7ableau 18). Cependant des figures d’apoptose

précoce sont détectées, en particulier avec I'IDA, sans étre accompagnées de corps
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apoptotiques (Figure 32). Les images obtenues 48 h apres ["élimination de PEPI ou de I'IDA
suggérent l'induction de différents endommagements cellulaires, avec des figures d’apoptose
précoces, des cellules avec des micronoyaux, et des cellules nécrotiques (Figure 32). Pour la
lignée MCF-7"*%, ni ’EPL, ni PIDA n’induit d’endommagement cellulaire aprés Iincubation

avec I’anthracycline, ou 48 h aprés son élimination (7ablean 18).

L'analyse des cellules en microscopie de fluorescence, aprés 24 h d'incubation en présence
dune IC5, dEPI ou dIDA, met en évidence linduction de dommages de I'ADN. Les
altérations de 'ADN se traduisent au miveau cellulaire par 'apparition de figures apoptotiques
(précoces et/ou tardives), dont la proportion varie en fonction des lignées cellulaires et de
- Tanthracycline. La correspondance des pourcentages cellulaires présentant un défaut en
contenu d'ADN mesurés en cytométrie en flux aprés élution (sub-G,), avec les pourcentages
de figures tardives d'apoptose {corps apoptotique) mesurés par microscopie de fluorescence
permet de confirmer que les populations en sub-G; sont des cellules en apoptose {p = 0,75,
Mann-Whitney) (7ableau 18). Pour la lignée MCF-7, des figures précoces d'apoptose sont
détectées aprés 24 h d'incubation avec 1'EPI ou I'IDA, et ne sont donc pas détectées en
cytométrie en flux (Tableau 18). Plus tardivement, I'endommagement des cellules en
microscopie se traduit par l'apparition de cellules avec des micronoyaux, de figares précoces

d'apoptose, ou de nécrose (Figure 32).

Tableau 18 . Modification du marquage de 'ADN induit aprés 24 h de contagt avec I'épirubicine ou lidarubicine ;

quantification soit par la morphologie en microscopie soit par la région du sub-G, en cytométrie en flux

DA EPE
MCE-7 MCFE-7"®  A549  AS549T, A549V, MCF-7 MCF-7%%R  A549  A549 T, AS49V,

Nec T2¢) 05(0) 34 2(1)  2(1) |1 25 3y 20y 2(D)
Nom  89(6) 97 (0) 75(8)  79(1)  90(6) [93(2) 93(0) 85(0) BS(1)  94(4)

MN 00  1(D) 05() 42 1 0@  4(1) 11y 6() 12
Mar 8(5)  1(D 253) 2@) 43) 143 05(0) 3@ 11 12
CA 1)  65¢) 1948 133 36 (233 o) 8(0)  6(2) 2(2)
Sub-G; 22(1) 3(2) 15(4) 17(4) 5@ 12q) 2Q1) 83y 5(3)  2(1)

' Pourcentage (écart type) de celiules nécrotiques (Nec), normales (Norm), multi-rucléées (MN), marginées
{Mar) ou de celflules incluant des corps apoptotiques {CA) aprés double marquage Hoechst/IP en microscopie de
fluorescence. > Pourcentage de celluies (écart type) mis en évidence daps la région du sub-G, (sub-3;} en

cytométrie en flux parle marguage & 1P (cf. matériels et méthodes).
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3.3. Discussion-Conclusions

Pour les lignées parentales et apres 2 ou 24 h d’incubation, 'IDA est plus cytotoxique que
I’EPL Pour les lignées surexprimant la P-gp I'IDA est €galement plus cytotoxique que I"EPI
apres 2 ou 24 h (en moyenne 70 fois). Par ailleurs, les cellules sont en moyenne 10 fois moins
résistantes a I'TDA qu'a I'EPL La vitesse d’incorporation peut expliquer la cytotoxicité accrue
de 'IDA, par augmentation de la durée dlexposition 4 une concentration intracellulaire
cytotoxique, Cette interprétation concorde avec les travaux de Garnier-Suillerot qui montrent
qu'en présence de surexpression de P-gp, le coefficient d’incorporation est le plus puissant
critére prédictif de ’efficacite cytotoxique des anthracyclines (Gamier-Suillerot, 1995). Pour
la lignée surexprimant la MRP, ['IDA est plus cytotoxique que I'EPT aprés 2 ou 24 h (en
moyenne 12 fois). En outre, les cellules sont en moyenne 1,5 fois moins résistantes a I'TDA
qu'a I'EPIL. Par contre, !’accumulation ou la rétention n'ont pas de relation directe avec les ICs,
ou les indices de résistance. La distribution intracellulaire semble mdiquer que I'IDA
mplique des sites potentiels d’actions cytoplasmiques contrairement a 'EPL De ce fait,
Iimpact de la séquestration cytoplasmique serait moindre pour celle-ci. Cette hypothese de
travail a également déja ét¢ proposée par Duffy et al. qui ont également comparé cytotoxicité
et distribution pour I'TDA et I'EPI entre une lignée sensible et résistante de cancer de vessie
par surexpression la P-gp (Duffy et al., 1996).

La réponse cellulaire & I'EPI et DA est évaluée pour une durée de contact de 24 h
correspondant 4 une cytotoxicité optimale pour les deux anthracyclines. Pour les lignées
résistantes dérivées de la lignée AS549 présentant un indice de résistance modéré, 'IDA se
caractérise par une augmentation des indices de résistances (IR) avec I'augmentation de la
fraction cellulaire bloquée en G»/M, et cette relation est opposée a celle de VEPL Pour la
lignée MCF-77%%_ I'application de I'Cs, de la lignée MCF-7 de I'EPI ou de DA, ne permet
pas d’obtenir de blocage en Gy/M, probablement en relation avec son niveau de resistance
élevé. Liinduction d’arrét en G»/M par les anthracyclines 4 déja été décrit pour des modéles
cellulaires leucémiques en présence de DXR (Ling et al., 1996), de DNR (Come et al., 1999
a) etiou d’JDA (Vial et al., 1997), ainsi que pour des modeles cellulaires adhérents en
présence dEPI (Hedenfalk et al., 1997) ou de DXR (Chang et al., 1999, Petak et al., 2000).
Nos expérimentations en microscopie ont montré que la population cellulaire mesurée en sub-
(3 correspondait aux figures tardives d’apoptose caractérisées par les corps apoptotiques. Les

lignées AS549, A549 T; et A549 V; mndiquent une diminution de la fraction cellulaire
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apoptotique en paralléle avec I’augmentation de I’IR. Par contre les ligndes MCF-7 et MCF-
7% se sont révélées réfractaires & 'induction de I’apoptose par I"EPI ou I'IDA. La lignée
MCF-7, en dépit de sa sensibilité equivalente a celle de la lignée AS549, ne présente pas
dinduction prépondérante d'apoptose mais une combinaison de différents processus
(apoptose, micronoyaux, nécrose). Les données de la littérature concemant le caractére
réfractaire a l'apoptose de cette lignée sont contradictoires. Pour les anthracyclines, Gewirtz
ont montré que la DXR ou I'IDA n'induisent pas lapoptose des cellules pour des
concentrations inférieures 4 1 pM et une courte durée d'incubation (Fornari et al., 1996,
Gewirtz et al., 1998). Alors que Lucci et al. ont moniré l'induction de l'apoptose pour des
concentrations inférieures 2 1 uM mais pour une durée de contact de 24 h (Lucci et al., 1999
b). Différentes explications ont €té proposées pour la lignée MCF-7, & savoir la surexpression
de bel-2 (Sumantran et al., 1995) ou une délétion de la caspase-3 (Kurokawa et al., 1999), des
‘protéines impliquées dans la régulation de P'apoptose. Pour la lignée MCE-7P2 1a
surexpression de la P-gp s’ajoute i ces particularités énoncées précédemment.

La relation existant entre les effets cytostatiques et cytotoxiques induits par les
anthracyclines, est définie en fonction de la dose appliquée et du modele cellulaire. Les
travaux de Come ef al. sur des lignées leucémiques monirent qu'a des doses modérées (ICs)
de DNR pour les lignées sensibies HL-60 (0,1 uM, 1 h) ou dérivées MDR (10 pM, 1 h), la
réponse cellulaire se caractérise par un arrét en (/M associée & la mort mitotique (Come et
al., 1999 a). Par contre, l'application de ITCy pour les lignées sensibles (1 uM, 1 h) ou
résistantes (100 uM, 1 h) implique un arrét en G/S et associée 4 une apoptose rapide (Come
et al, 1999 a). Les travaux de Petak et al., sur modéles cellulaires adhérents issus de
carcinome de colon, montrent également l'implication d'un mécanisme double en présence de
DXR. A une faible concentration (0,1 puM, 72 h), les cellules sont bloquées de fagon
prolongée en G/M et sont associées & une apoptose retardée (initialement pas d'apopiose),
alors qu'a de fortes concentrations (0,3 &4 3 pM) la DXR induit au niveau cellulaire un arrét en
Go/M associé a une importante et rapide apoptose. En outre quel que soit le mécanisme
induisant I'apoptose, elle est indépendante de la voie Fas mais associée & l'activation des
caspases {(Petak et al, 2000). Les résultats de nos expérimentations, effectuées a doses
modérées (0,1 & 0.5 uM pendant 24 h selon l'anthracycline) pour des lignées adhérentes
semblent coincider avec les travaux de Petak et af. (Petak et al., 2000). Les résultats montrent
que pour les lignées résistantes dérivées de la lignée A549, ou pour la lignée MCF-7, la

présence de Parrét en Go/M ne suffit pas & assurer 'induction de 1’apoptose. Par conire
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I’apoptose majeure mduite par I’EPI ou 'IDA est retardée mais systématiquement associde &
I’arrét en Gy/M. Pour les lignées parentales (MCF-7 et A549), I'TDA induit-un blocage en
Gy/M plus long que I'EPI traduisant probablement des lésions de I'ADN accentuées et
favorisant l'entrée des cellules dans un processus de mort cellulaire. Pour la lignée A549,
traitées par 'EPI ou I'IDA, la détection de cellules apoptotiques précéde Parrét en G,/M et
leurs évolutions respectives sont paralléles suggérant au moins deux voies possibles
d'induction de l!apoptose. Pour les lignées AS549 dérivées résistantes, lorsque les
anthracyclines induisent un arrét du cycle, le processus de mort détecté comprend une balance
variable entre apoptose et mort mitotique. Le traitement des lignées résistantes dérivées de la
lignée AS549 par I'IDA associe une augmentation de I’IR et de la fraction cellulaire en Go/M
correspondant & une diminution de la fraction cellulaire en sub-G;. Les constatations issues
des expérimentations pour les cellules résistantes suggérent que l'induction de I'apoptose par
P'EPI est plus lide a Uarrét en Gy/M que I'IDA.

L'ensemble de ces données semblent indiquer que le processus de mort cellulaire induit par
ces anthracyclimes tend, en fonction d'une cytotoxicité accrue et de la dose croissante
appliquée, vers la mort mitotique, puis l'apoptose retardée et l'apoptese immédiate. Bt le
processus de mort cellulaire est associé pour les doses faibles ou modérées & un blocage des

cellules en Go/M.

3.4. Réle de P53 dans le processus dinduction de mort cellulaire par les anthracyclines

3.4.1. Cinétique d’expression des ARNm

La Figure 33 illustre la cinétique de I'expression relative de 'ARNm de p53 pour les lignées
parentales traitces par I'EPI ou I'DA 34 leurs ICs5, respectives. L'imduction de pS53 aprés
exposition a I'EPI ou I'IDA a été détectée pour les deux lignées cellulaires parentales.
Toutefois le pic d'induction différent en fonction de l'anthracycline, avec pour DA, une

induction majeure avant la fin de I'incubation et qui précéde systématiquement celle de I'EPL
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Figure 33 : Cinétique de l'expression relative de 'ARNm de p53 par RT-PCR pendant et aprés I'exposition a

I'épirubicine (EPI) ou & l'idarubicine (IDA), respectivement pour les lignées A549 (graphe du haut) et MCF-7
(graphe du bas). Les données sont exprimées par rapport au RER (p53/gapdh) mesuré sur des cellules non

traitées.

Pour la lignée MCF-7"*%, aucun produit d'amplification de p53 n'a été détecté, c'est pourquoi
seuls les résultats obtenus pour les lignées MDR dérivées de la lignée A549 seront présentés
(Figure 34). Pour la lignée A549 Tj, I'DA induit I'expression de p53 comme pour sa lignée
parentale a 8 h d'incubation pour disparaitre a la fin de I'incubation (Figure 34). Pour I'EP1, un
décalage semble se produire avec une induction précoce (8 h d'incubation) sans se poursuivre
a la fin de l'incubation (Figure 34). Pour la lignée A549 V3, I'EPI et I'DA induisent p53 a la
fin de leur incubation (Figure 34).

L'expression des génes mdrl et mrpl a également été évaluée au cours de cette cinétique dans
les mémes conditions d'application de I'IDA et de I'EPI que précédemment. Ni I'EPI, ni I'IDA
n'induit I'expression de ces génes pour les lignées parentales, ou leur surexpression pour les

lignées MDR (données non présentées).
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Figure 34 : Evaluation par RT-PCR de I'expression relative de p53, a 8 h et 24 h d'incubation en présence d'EPI
ou d'IDA pour les lignées A549, A549 T; et A549 V. Les données sont exprimées par rapport au RER

(p53/gapdh) mesuré sur des cellules non traitées.

3.4.2. Cinétique d’expression protéique

La Figure 35 illustre I'expression de la protéine P53 pour les lignées cellulaires traitées par
I'EPI ou I'IDA, dans les mémes conditions que celles décrites dans le paragraphe précédent.
Pour la lignée A549, L'EPI et I'DA induisent la protéine P53 selon un profil similaire avec
une induction majeure pendant I'incubation (de 4 a 24 h) qui se poursuit au moins pendant 24
h apres l'incubation (Figure 35 4). Pour la lignée A549 Ts, I'IDA et 'EPI induisent P53 selon
un profil similaire a celui obtenu pour A549. Toutefois, l'intensité de l'induction de P53
semble atténuée pour I'EPI par rapport a I'IDA (Figure 35B). Pour la lignée A549 V3, I'IDA et
I'EPI induisent P53 selon un profil similaire a celui obtenu pour A549, mais l'intensité de

I'induction semble également atténuée pour 1'EPI par rapport a I'IDA (Figure 35C).
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Figure 35 : Induction de la protéine P53, évaluée par western-blot, pendant et aprés exposition a I'TDA ou a I'EPL

Les échantillons témoins non traités se trouvent dans la colonne (T). L'évaluation de V'expression protéique est
réalisée pendant le contact avec l'anthracycline (1, 4, 8 et 24 h), puis 24 h aprés le contact (+ 24). Les résultats
sont présentés pour les lignées A549 (A), A549 T; (B), A549 V; (C), MCF-7 (D) et MCF-7"*% (E). L'échelle de

masse moléculaire des protéines est indiquée en kDa.

Pour la lignée MCF-7 (Figure 35D), I'EPI et I'IDA induisent la protéine P53 selon un profil
similaire mais l'intensit¢ d'induction est homogéne dans le temps contrairement a la lignée
A549. Pour la lignée MCF-7"® (Figure 35E), seule I'DA induit I'expression de PS53.
L'induction est homogene pendant toute la durée d'évaluation, comme pour la lignée MCF-7,

mais selon une intensité trés faible.

L'évaluation de l'expression de la protéine Bax permet d'appréhender d'une part le caractére
fonctionnel P53 et d'autre part de préciser l'initiation de l'apoptose (Figure 36). Seules les
lignées parentales, A549 (Figure 364) et MCF-7 (Figure 36D), présentent une induction

tardive de Bax respectivement a partir de 24 et 8 h d'incubation, et plus intense avec I'TDA.

148



T 1 4 8 24424 1 4 8 24 +24

475+
33.9- : A
20.5-
B
2 C

T A T EFL ]

Figure 36 : Induction de la protéine Bax, évaluée par wesrern-blot, pendant et aprés exposition & l'idarubicine

(IDA) ou & I'épirubicine (EPI). Les échantillons témoins non traités se trouvent dans la colonne (T). L'évaluation
de l'expression de la protéine est réalisée pendant le contact avec l'anthracycline (1, 4, 8 et 24 h), puis 24 h aprés
le contact (+ 24). Les résultats sont présentés pour les lignées A549 (A), A549 T5 (B), AS49 V5 (C), MCF-7 (D)

et MCF-7"® (E). L'échelle de masse moléculaire des protéines est indiquée en kDa.

3.5. Résultats préliminaires : role des céramides

La Figure 37 illustre I'évolution de la production de céramide au cours de l'incubation en
présence de I'TDA ou de I'EPL. Les résultats présentés ont ét¢ confirmés au cours d'une
seconde évaluation avec l'obtention de profils d'induction analogues.

Le traitement par 'EPI ou I'IDA implique la production de céramide pour les deux lignées
parentales. Pour la lignée MCF-7 et quelle que soit l'anthracycline, I'apparition de céramide
est progressive et prépondérante pour des temps tardifs d'incubation (24 h). Pour la lignée
A549, I'EPI et I'DA impliquent une production biphasique comprenant une induction précoce
(15 et 60 min) et une induction tardive (8 et 24 h).

Toutefois, quelle que soit la lignée évaluée ou la phase d'induction (précoce et tardive), I'TDA

semble impliquer une production plus importante de céramides que I'EPI.

149



Acéramide

200 Tt
175 i
150 &
125 +
100 -

75+

50

) 4 g 12 16 20 24
Temps (h)

Figure 37 : Cinétique de production des céramides pour les ligndes parentales MCF-7 et A549 : évaluaiion de la
variation de la fraction de céramide lorsque les cellules sont exposées & une ICsy d'EPI ou d'IDA. Les données

sont exprimées par rapport au % de céramide mesuré sur des cellules non traitées.

3.6. Discussion-Conclusions

Le rble de p53 a déja été montré dans I'induction d'apoptose dépendante d'arréts en G,
(Liebermann et al.,, 1995). Par contre son rdle dans les arréts en G»/M associé a ’apoptose
reste controversé. En outre, différents travaux ont montré que la protéine P53 pouvait induire
Iexpression du géne mdrl, mais sans toutefois indiquer son rble pour le géne mrpl
(Ogretmen et Safa, 1997). C’est pourquoi, ’expression du géne p53 et de sa protéine a ét¢
évaluée pour I'EPT et I'IDA. Pour les lignées parentales, ’induction du géne p53 a été mise en
évidence pour 'IDA avant la fin de l'incubation et qui précéde systématiquement celle de
I'EPL. Aucun produit d’amplification de p33 n’a été détecté pour la lignée MCF-7"*R (e
résultat s’explique par le phénotype mutant détecté par SSCP, et est concordant avec la
description de cette lignée par Ogretmen et al. indiquant une délétion de p53 au niveau de
Pexon 5 (Ogretmen et Safa, 1997). Cet exon est inclu partiellement dans la région amplifiée

au cours de nos expérimentations par RT-PCR. L’IDA et I’EPI induisent, par rapport 4 la
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lignée AS549, lexpression du géne p53 plus précocement pour la lignhée A549 T; et plus
tardivement pour la lignée A549 V;. Pour la lignée A549, 'IDA et 'EPI induisent la protéine
P53 selon un profil équivalent avec une induction majeure pendant l'incubation (24 h). Les
lignées résistantes dérivées de la lignée AS549, présentent un profil d'induction de P53 par
I'EPI ou I'IDA analogue 4 la lignée A549, mais avec une intensit¢ accrue pour 'IDA. Pour la
lignée MCEF-7, I"induction par I'EPI et ’'TDA est constante dans le temps. Pour la lignée MCF-
7PXR seule "IDA induit la protéine P53 selon le méme schéma que la lignée parentale mais
moins intensément.

L'induction de P53 traduit bien le caractére endommageant des anthracyclines au niveau de
PADN, mais par contre aucune expression ou surexpression des génes mdr/ ou mrp! n'a été
mesurée par RT-PCR par le fraitement de 'EPI ou ’'IDA, et ne refléte donc pas un rdle
d'activateur d'expression de ces génes. L’évaluation de la protéine Bax révéle que seule les
lignées parentales présentent une imduction tardive et plus intense avec I'IDA. Ce résultat
pourrait impliquer une altération de l'activation de Bax par la voie P53. D’autre part,
I’induction de Bax pour la lignée MCF-7 confirme une altération probable du processus
apoptotique dans sa phase terminale.

Les résultats préliminaires de production de céramides par I'EPI et I'IDA, sont issus d'une
cinétique d’évaluation en présence de I'ICs, respective des lignées parentales. Les deux
anthracyclines induisent la production de céramide. Toutefois, pour la lignée MCEF.7,
Pinduction serait retardée (24 h) alors que la lignée A549 semble présenter une production
précoce (< 1 h) et tardive (> & h) de céramide. Une induction précoce suggérerait l'activation
de la voie sphingomyélinase (Jaffrezou et al., 1996), qui n’exclue pas son activation et/ou son
amplification par la voie céramide synthase (Bose et al., 1995). La production de céramide
parait plus intense aprés I'exposition a 'IDA dans les deux lignées cellulaires. Cette dermére
indication corrobore deux points d’intérét. Pour la lignée MCF-7, e messager secondaire
d’apoptose (céramide) est produit, la protéine P53 et Bax sont activées, sans toutefois se
traduire par une induction d'apoptose prépondérante par I'EPI ou I'IDA. L'ensemble de ces
données confirme ['hypothése d'une ”altération de la voie effectrice du processus d'apoptose
pour cette souche de MCF-7. Par ailleurs, I'IDA semble activer plus efficacement la
production de céramides, en particulier en phase précoce. Cette demiére indication
compléterait les différentes mécanismes proposés concernant la cytotoxicité accrue de ITDA.
L'hypothése de travail, suggérée par différentes équipes, repose sur l'originalité des sites

dactions de IIDA par rapport aux anthracyclines de référence (nucléaires, sites
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cytoplasmiques et membranaires accentués). Cette hypothése est issue d'études comparatives
entre cytotoxicité et distribution (Duffy et al., 1996), cytotoxicité et 1ésions d'ADN (Binaschi
et al., 1997) ou par ses propriétés d'interactions avec les composants lipidiques (Gallois et al.,
1998, Praet et al., 1996).
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CHAPITRE IV : CONCLUSIONS - PERSPECTIVES

Premiére partie : distribution intracellulaire de la daunorubicine

La caractérisation /n vitro de la séquestration de la DNR liée a la surexpression de la P-gp a
montré par analyse d'images, que 'appareil de Golgi était le site majeur de séquestration pour
la lignée MCF-7"*®_ Le spectre normalisé d'émission de fluorescence de la DNR, caractérisé
au niveau du compartiment golgien de ce modéle résistant, semble indiquer la formation de
complexes avec des lipides. En outre, la modulation de la distribution cytoplasmique de la
DNR, par la combinaison d'inhibiteurs de P-gp a de faibles concentrations, semble suffisante

pour restaurer sa cytotoxicite.

Perspectives :

Le développement d'outils d'analyse d'images en microscopie de fluorescence paraconfocale
3D, et en particulier les techniques de déconvolution de fluorescence, permettrait de
cartographier et de quantifier la distribution cytoplasmique de la DNR au niveau des
différents sites cytoplasmiques dans le volume cellulaire total. Concernant les modifications
spectrales pour la lignée MCF-7"*R il serait nécessaire pour étabir l'implication de
I'interaction entre la DNR et les lipides dans le compartiment golgien: i) de déterminer le
composant lipidique en cause, ii) de contrbler limpact des modulateurs permettant une

restauration de la distribution de la DNR ainsi que sa cytotoxicité.

Au niveau clinique, le PSC-833 module 'accumulation de la DNR de cellules provenant de
prélévements leucémiques présentant initialement un défaut d'accumulation, et confirme
l'intérét de I'évaluation du phénotype MDR dans la résistance aux anthracyclines. Par contre,
I'effet du PSC-833 sur la distribution subcellulaire de la DNR semble partiel, et suggererait un
r6le mineur de la P-gp pour la séquestration de la DNR en clinique.

Perspectives:

Ces résultats préliminaires demandent 4 étre confirmés sur un grand nombre de prélévements

leucémiques. Toutefois concernant ['évaluation de la modulation de la distribution
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subcellulaire de la DNR au niveau de prélévements leucémiques, il serait intéressant d'une
part d'ajouter un modulateur spécifique de la MRP, comme le BSO, d'autre part d'appliquer

des combinaisons de faibles concentrations d'inhibiteurs de P-gp incluant le PSC-833.

Partie 2 : Ia réponse cellulaire aux anthracyclines

L'impact du caractére lipophile accru de 1'TDA vs 1'EPI sur 'incorporation intraceilulaire et la
réponse cellulatre a été évalué in-vitro en fonction de la surexpression de la P-gp et de la
MRP. L'IDA s'accumule plus rapidement que 1'EPI dans les cellules. Néanmoins, I'1DA et
1'EPI sont des substrats de la P-gp, alors que contrairement & I'EPI, 1'TDA se caractérise par un
efflux retardé des cellules surexprimant la MRP. En outre, le marquage de vésicules
cytoplasmiques par I'TDA ne correspond pas & un phénotype de résistance, contrairement a

{'EPI, mais suggére des sites d'actions cellulaires plus étendus.

Perspectives :
Concernant l'efflux de 1'EPI ou de ITDA, 1'évaluation de l'effet au niveau de la rétention
intracellulaire des anthracyclines par des inhibiteurs spécifiques de la P-gp et de la MRP

permettrait de confirmer le caractére spécifique de l'efflux mesuré.

Le caractére sensible a ces anthracyclines n'est pas exclusivement associé & l'induction de
'apoptose. Pour les lignées étudices, I'induction de I'apoptose nécessite l'arrét en G»/M ainsi
quune induction de P53 fonctionnelle. Ces parametres, indicateurs d'endommagement de
I'ADN, ne sont cependant mi suffisant, ni spécifiques a l'induction de l'apoptose par ces
anthracyclines. Il semblerait que deux voies d'induction de l'apoptose co-existent, et que 'EPI
soit plus dépendante de la voie associ¢e a l'endommagement de I'ADN. Les résultats
préliminaires concernant {'activation de la production de céramide obtenus pour les lignées

sensibles semblent converger vers cette hypothése.

Perspectives .
L'implication de sites d'action "extra-nucléaire” de I''DA restent a démontrer. Afin de

déterminer la relation entre les sites d'action et son activité cytotoxique, une approche
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consisterait a mesurer l'effet dose-dependant entre l'endommagement de différents sites
(ADN, membrane, mitochondrie) pour les deux lignées sensibles (MCF-7 et A549). Ces
mesures seraient effectuées par le biais de: i) la quantité et persistance des lésions d'ADN, 1i)
la production de céramide , iii) la production d'ERO. En outre, le rdle et le mécanisme
d'activation des céramides sont nécessaires 4 la compréhension du processus de mort
cellulaire induit pour les lignées sensibles. Pour les modéles cellulaires résistants, la
caractérisation de spectres d'émission de fluorescence de ITDA, au niveau de différents
compartiments cytoplasmiques, permettrait de contrdler les propriétés d'interactions
particuliéres de I'IDA avec les composants lipidiques. Par ailleurs, s'il existe des indications
dans la littérature concernant l'altération du métabolisme lipidique in-vitro pour des modéles
cellulaire surexprimant la P-gp, il n'y a pas de données concernant les modéles cellulaires

MDR associés a la MRP.
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ABSTRACT

Video epifluorescence microscopy and image analysis arz used {or atudving anthracyeiine resistance in breast cancer cells.
In order to perform a semi-quantitative intage analysis, several deconvelution algorithms are tested and validated on modei
beads. The most performant algerithm is applied to fluorescent biologicul specimens. We show that deconvolution makes
image segmentation easier. Semi-quantitative measurements on resulting iminges are correlated with results obtained by
cytometry.

Keywords : Epifivorescence microscopy, deconvolution. semi-quantification, image aralysis. anthracyeline resistance.
breast cancer.

LINTRODUCTION

Eptﬂuorescence microscopy is a powerful ool for noninv asne examination of living biological samples. But its major
drawback is the blurring of images by out-of-focus informations '. In our case, this phenomenon can be lowered by reducing
as much as possible the biological specimen thickness : living cells directly cultured on slides spread our on the support.
Imape resolution can be improved by appiving mwo dimensional (ZD) decenvolution. These procedure implies the
measurement of the Point Spread Function (PSF) of the entire imaging systeny. The PSF characterizes the optical instrument
and the acquired irmage may be regarded as the result of a convolution of the object with the PSF. The inverse process
consisls in restoring the ogigi_nai object and is cailed decanvolution. We usc four iterative restoration algorithms to generate
estimates of the object *. The algorithms are tested and compared in tenns of image quality, noise robustness and
convergence speed. We selecz the best [itted algorithm to our biclogical study : the dismibution of daunerubicin, a fluorescent
anthracvelin used in chemiotherapy.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Microscope

In our experiment, we use an AX 70 PROVIS epifiuorsscence nuicroscope iOlympus, France), equipped with a 100 W
mercury vapor lamp. Two filter sets are employed : a 460-490 nm band-pass excitation {ilter, 0¥ nm dichreic mirror and a
510-350 nm band-pass barrier filter are used for beads inspection, and 1 400-440 nm band-pass exciiation filter. 570 nm
dichroic mirror and a 390 nr long-pass barrier filter for daunorubicin detvetion. A high numerical aperture {(NA=[.35), 190x
oil immersion objective lens is used for ali experiments (oi! refractive index = 1 316). This high quality objective is corrected
for spherical and chromatic aberrations,
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2.2 Camera and acquisition board

The microscope is equipped with a COHU 4910 video integration Charge-Coupled Device (CCDY) camera (Biorad, France).
which allows five fluorescence observation and frame averaging. Its pixel size is 8.6(H)»8.3(V) pm’ and the total image size
is 768x574 pixels. The images are encoded over 8 bits (256 grey leveis).

We also use a LH 1600 Peitier cooled CCD camera (LHESA, France). This imaging device has many advantages in
biclogical microscopy where low level images must be recorded. This detector combines high sensitivity, high photometric
linearity and a wide dynamic range . The pixel size is 9x9 um’ and the total image size is 1536x1024 pixels. [mages are 12
bits encoded (4096 grey levels).

2.3 Point spread furction measurements

All deconvolution algorithins we used need the knowiedge of the Point Spread Function (PSF). which describes the optical
behavior of the imaging system . It is essentiallv determined by the optical properties of the sample and the objective ~. It is
therefore necessary to record it carefuily. To do so. one must acquire the image of a point light source. A fluarescent bead
can be considered as a point source if its diameter is smailer than the resolution of the microscope given by
R =06147NA ;L is the wavelength of observation and NA is the numerical aperture of the microscape objective. Thus.
at A=513 nm, maximum of emission of fluorescein isothiocyanate (FITC), and NA = 1.33, the resolution is W = 0.23pm.

We choose 0.1620.003 pm diameter latex beads loaded with FITC (Polysciences, France), An appropriate concenirasion of
beads is piaced between coverslip and slide into a Phosphate Buffered Saiine (PBS) solution in order to measure the PSF with
the same refractive index than in a biological environment. The PSF is measured at the two wavelengths (313 nm and
590 nm) needed for beads images and biclogical specimen images deconvolution.

2.4 Deconvolution algorithms

-

The image given by the acquisition system can be modelled by a convolution operation:

g=h@f+n (1)

where g is the recorded image, 4 is the point sprezd function, f is the object. the & operator represents the convolution
operation and » represents all noise sources.

To obtain an estimate of the object from the image. one has to procesd to a deconvolution. Many different deconvolution
techniques are available, among them we choose four iterative algorithms * ', The Jansson-Van Cittert (JVC) algerithm
derives from a deterministic image formation model. [ts iterative solution is given by:

f"“zf“+;t[g—h®f“] (2)

The coefficient u is a constant relaxation factor which permits to control the convergence speed. When using an adaptative
relaxation factor, one obtains the Gold-Meinel {GM) atgorithm given by:

o .
n+t n =

h®f”

The Lucy-Richardson (LR} algorithm derives from a Bayesian image formation model, in which the noise follows a Poisson
distribution. 1t involves two convolution operations and gives the ' estimate from the " ones by:

Y=o (——g—) ®h (4)
h®f"

"
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The Maximum a posteriori method (MAP) results from another solution of the same Bayesian model and is given by:

fn+l =f" exp[(h ;f“ i 1) ® h] (5)

These four algorithms are tested and compared in terms of convergence speed, image quality and noise robusmess.

Convergence properties are evaluated by computing the quadratic error (QE) calculated from the difference between the
acquired image g, and the estimate resulting from the convolution of f* by h:

(Zfs-ner]

Nb

(6)

Nb represents the total number of pixels in the image. Deconvolution algorithuns have been implemented and tested under
MATLARB using the Toolbox Images (The MATH WOQORKS Inc.). Matlab offers a very convenient environment for matrix
processing, the drawback being a large computing time, as Matlab is an interpreted language.

2.5 Model beads

The deconvolution algorithms are first tested on calibrated fluorescent beads with a 2£0.04 um diameter. Calibrated relative
mtensmes beads with respectively 0.5%, 1%, 3%, 10%, 30% and 100% fluorescence intensity and with a 2.5um diameter
(InSpeck Green, Molecular Probes, USA) are also used to verify that deconvolution has no influence on infensity
measurements {maximurn excitation at A=490 nm and emission maximum at A=515 nm).

2.6 Biological specimen -

The intracellular daunorubicin (DNR, Roger Bellon, France) distribution is studied by video fluorescence microscopy. We
try to measure its distribution from fluorescence images and to correlate our results with those from another technique
commonly used in this type of study : the flow cytometry.

The MCF-7 human breast adenocarcinoma cell line is studied. The cells are cultured in phenol red-free RPMI 1640
(GibcoBRL, France) supplemented with 10 % fetal calf serum in a 37°C, 5% CO, atmosphere, and are tested after 3 days of
growing. Conditions of culture are defined by studying the growing and time-doubling of cells. Cells are cultured on 75 cm’

plasnc flasks for flow cytomcu;y and on slideflasks (Polylabo, France) for microscopy. We work with a concentration of
10* cells/mi for both techniques °.

Cells are incubating with 2 pM of daunorubicin at 37°C for different periods : 15, 30, 60, 90, 120, and 180 minutes in order
to study intracellular accumulation. At the end of incubation time, cells are washed with 2 ml of PBS (GibcoBRL, France).

| Sideflasks are immediately observed in microscopy. This support maintains living cells in their biological environment and
1 allows them to stay adberent during observation. This method reduces considerably the thickness of the samples and
°} therefore out of focus information in epifluorescent observatxons

For flow cytometry, we work with a concentration of 10° cells/ml and cells are resuspended in 100 pl of PBS. The

| measurements are performed using an Orthocyte flow cytometer (Ortho Diagnostic Systems), with 488 nm excitation and a
1590 nm long-pass filter for DNR detection ’.

27 Image processing procedure

lmages are processed with the AnalySIS Pro software (SIS, Germany). For each type of relative intensity fluorescence beads,
f‘ﬁw and restored images are segmented to highlight Regions of Interest (RI). Pixel grey levels of each RI are summed. The
‘tesult is divided by the area of the region of interest and gives the average intensity for each RI. A mean result is calculated
foy averaging the values obtained for each RI of the same sample. A semi-quantitative result is then gained by dmdmg the

fmean results by the maximum mean result measured for the sample containing the 100% relative intensity beads '.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Deconvolution algorithm evaluation

Voise robustness and image quality : deconvolution algorithms arc evaluated using 220.04 pm diameter fluorescent beads.
Two cameras are fixed onto two ports of the microscope. Images of the same field are recorded by each camera. The raw
mages are deconvolved using the four algorithms presented in section 2.4 (sce Figure 1).
Ve observed that the GM deterministic algorithm has a tendency to diverge : this is due to the presence of noise in the
cquired images, particularly in those from the COHU camera. We therefore had to stop after only two iterations for these
lgorithms. For stochastic algorithms, such a divergence has not been observed. Note that images of biological specimen
ontaminated by large out-of-focus blur can be considered as noisy images. This explains that deterministic algorithms often
1l to properly deconvolve this kind of images.
rtefacts appear as the number of iterations increases. For instance, the use of the LR algorithm induces side and wave
ffects on the restored image. These effects are less important when using the MAP algorithm. Furthermore, our quasi-binary
nages imply the apparition of rings along the object edges. When deconvolution is successful. ti'c background is removed
1d fine image details appear with great contrast.

H

onvergence speed : at each lteration , the quadratic error is calculated between the object image and the estimated image
mvolved by the measured PSF. On Figure 2, we can see that stochastic algorithins (LR and MAP) converge much more
>wly than deterministic ones (JVC and GM), except for the GM algorithm which rapidly diverges when using COHU
wges. Note that the quadratic error is smaller for the LHESA carmera. This indicates that this type of camera presents a
tter signal to noise ratio. For the same number of iterations, stochastic algorithms are more time consuming than
termunistic algorithms. In fact, stochastic algorithms involve two convolution operations at each iteration versus one for
terministic algorithms.

JHU Camera :

re 1 ; Raw images (a and b) of fluorescent beads recorded by the COHU and LHESA cameras and deconvolved by four
tithms. Jansson-Van Cittert (JVC) and Gold-Meinel (GM) algorithms were stopped after 2 iterations because of
rgence problems. The Lucy-Richardson (LR) and Maximun a posteriori (MAP) algorithims were run for 20 iterations.
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slgorithms lead to ringing artefacts on beads ima

ity is simular using the

ges, I

uthermore, side effects appear with the LR algorithun. The image
JVC and the MAP algorithms. Even if stochastic algorithms are time consuming. they are much

= robust with respect to noise. We therefore select the MAP algorithm as being a bit {aster than the LR method when
7 LHESA camera images. Deconvolution is an efficient tool to enhance our images and facilitate segmentation
adures.

7 the relative intensity fluorescence beads, we then verified the linearity of our acquisition svstem, which allows us to

rm not only specimen observation but also semi-quantitative studies. We also verified on bead images that the semi-

¢ sitative intensity measurements are weakly (less than 59%) affected by the number of iterations used in the deconvolution
'ss. We stop it when the quadratic error no more changes meaningfully, typically after 20 iterations for our samples of
-7 human breast adenocarcinoma cells.

ological results

\

rubicin is incorporated in MCF-7 cells for different times of incubation. In microscopy studies, three fields of view per

1sk are recorded using the LHESA camera which appeared to be the best fitted detector. This procedure is repeated
nd finally 15-30 cells are processed per samples.

aubicin distribution for increasing incubation durations is shown on raw images (a), (b). (c) of Figure 3. Images (2},
4 {c"} show the results after deconvolution. Deconvolution improves the image contrast, enhance the object contours
refore facilitate the image segmentation.

:ulate the ratio of fluorescence measured with cytometry and optical microscopy, for increasing incubation durations.
io is calculated on raw and deconvolved images. Resulting curves are presented on Figure 4, Data are normalized to

* value at 15 mn of incubation time. Increasing of fluorescence intensity reveals daunorubicin accumulation. We
4 by cytometry that the intracellular distribution increases up to 60 min. and remains constant after this duration.
racessing results present higher standard deviations than data obtained from cytometry. To improve the results. one
*fore to process a larger number of cells and to improve the biclogical homogeneity of the samples. _
¢ noted that the 3 hours incubation time measurement seams to be meaningless in microscopy. Membranes cells are
d as predicted by cytotoxic tests. Thus intraceilular DNR accumulation is promoted. In flow cytometry, this
mon is not observed since the selected analysis area allows to eliminate dead cells by granulometric criteria. This cell
| lation was not implemented in our microscopic analisys. Nevertheless. this image analysis method brings us a
1' .

curve for DNR accurnulation in sensitive MCF-7 cells if cellular viability is respected. Therefore. similar
. nts may be performed on the MCF-7"**

resistant cell Jine in which DNR incorporation is significantly different.
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4. CONCLUSION

Four 2D deconvolution algorithms have been used on 2D images from 2 fluerescence optical microscope. The acquisition
system has been characterized by PSFs measurements. In order to determine the best fitted algorithm, we performed
deconvolution on test specimens (2um diameter fluorescent beads). It appeared that the Maximum a posteriori algorithm is
the most appropriated in terms of noise robusiness and image quality

We have shown by cornparison with flow cytometry that semi-quantitative analysis can be performed by image processing
Furthermore, deconvolution makes segmentation easier, especially on complex biological images.

We applied optical microscopy to follow the daunorubicin incarporation kinetic in sensitive MCF-7 cells. The promising
results we obtained allow us to consider the same study on the MCF-7"** resistant cell line.

At the moment, we limited the sermi- quanmame study to fluorescence intensity in the whole ccll in owder to compare this
method with known cytometric results "

The next step will consist in applying this protocol to subcellular analvsis which can
only be performed by flow cytometry using tritiated daunorubicin .
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Influence of SDZ-PSC833 on daunorubicin intracellular
accumulation in bone marrow specimens
from patients with acute myeloid leukaemia
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Summary. The multidrug resistance (MDR) modulating
activity of SDZ-PSC833 (PSC), a non-immunosuppressive
cyclosporine analogue. was investigated and compared with
cyclosporin A {CSA) in bone marrow clinical specimens from
45 patients with acute myeloid leukaemia (AML) taken at
diagnosis. using double-labelling flow cytometry with simul-
taneous determination of P-glycoprotein (PGP) expression
and intracellular daunorubicin fluorescence (IDF). On the
basis of pre-clinical results in multidrug-resistant K562
leukaemic cells, concentrations leading to iso-effective
complete restoration of IDF were used: 5 and 10 umol/l,
respectively for PSC and CSA.

Int the clinical specimens. PGP expression was correlated
with a significant decrease in IDF PSC was found to be

significantly more potent than CSA since it was found to
induce a significant increase in IDF in a higher number of
cases and to a higher extent than CSA. PGP-unrelated
activity of PSC was also observed in specimens expressing no
PGP but exhibiting low IDF thus probably expressing
alternative resistance mechanisms. The results confirm the
potency of PSC as MDR-modulating agent in clinical AML
specimens whose resistance pattern differed from that of
highly resistant cell models and suggest that the activity of
PSC is not limited to P-glycoprotein inhibition.

Keywords: multidrug resistance. P-glycoprotein, acute
myeloid leukaemia. daunorubicin. SDZ-PSCE33.

Anthracyclines resistance is known to be multifactorial and
includes resistance phenotype related to transmembrane or
intracellular proteins such as P-glycoprotein (PGP} (Endicott
& Ling, 1989), multidrug resistance-associated protein
(MRP) (Grant et al. 1994). major vault lung resistance
protein (LRP) (Scheper et al, 1993) as well as other
mechanisms involving detoxification of oxidative molecular
species by the glutathione system (Tew, 1994). Because of
the importance of anthracycline-based chemotherapy in the
treatment of leukaemias, clinical relevance of such resis-
tance phenotypes inducing a decrease in cellular accumula-
tion of anthracyclines has been studied (Kokenberg et al,
1988) and the expression of PGP (Kuwazuru et al. 1990;
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T Present address: Hippocrate Hospital, Laboratory of Surgical
Research, 114 Queen Sophia Avenue. SL7 1527 Athens, Greece.
Correspondence: Dr Jean-Louis Merlin. Laboratoire de Recherche en
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Chevillard et al. 1997) or MDR1 gene expression (Marie ¢t al.
1991: Pirker et al, 1992), MRP (Legrand et al. 1996) and
LRP (Michieli et al. 1997) found to correlate with treatment
outcome in acute myeloid leukaemias (AML). Implication of
the glutathione system in clinical resistance to anthracy-
clines is still under debate (Tew. 1994), although it has been
demonstrated in cellular models (Legrand et al. 1996). We
recently reported that the determination of intracellular
accumulation of daunorubicin in AML cells correlated with
PGP expression and was a significant independent prognostic
factor having the highest predictive value for clinical
response {Guerci et al. 1995). Many compounds have been
investigated for PGP modulation in experimental models
(Tsuruo et al, 1983; Pord & Hait, 1990: Dantzig et al, 1996;
Merlin et al, 1994). In most cases, and despite encouraging
preclinical results, the development of MDR-modulating
agents has been impaired because of clinical toxicity
occurring when high doses were administered to achieve
plasma concentrations inducing PGP inhibition (Terret et al.
1996). The non-immunosuppressive cyclosporine derivative

© 1998 Blackwell Science Ltd



SDZ-PSC833 (PSC) was proposed as a second-generation
MDR modulator and proved efficient in several experimental
models, in vitro and in vivo (Jachez et al, 1993; Keller et al,
1992; Jiang et al, 1995; Boesch et al, 1991; Ehrlich et al,
1997). PSC exhibited stronger PGP-inhibiting properties
than its parent compound cyclosporin A (Demeule et al,
1997). New data were recently added showing its potential
to modulate PGP related resistance in combination with
anti-PGP monoclonal antibody (Watanabe et al, 1997). PSC
has recently been used in clinical studies of AML (Kornblau
et al, 1997) and myeloma (Sonneveld et al, 1996). An oral
formulation of PSC has been investigated (Lush et al, 1997).

The mode of action of PSC is complex. Beside its PGP
blocking activity (Demeule et al, 1997) inducing the restoral
of the cellular accumulation of anthracycline (Hu et dl,
1996}, we recently found that this compound is able to
modulate unidentified subcellular targets implicated in the
cytoplasmic sequestration of daunorubicin (Bour et 4l
1997).

The present study was designed to evaluate the potential
reversing activity of the non-immunosuppressive cyclospor-
ine derivative SDZ-PCS833 in human leukaemic cells from
bone marrow aspirates as compared with that of its parent
compound cyclosporin A.

MATERIAL AND METHODS

Clinical specimens. From November 1992 to May 1995,
bone marrow specimens were collected from samples taken
for routine cytology from 45 patients with AML at diagnosis.
The specimens were layered onto Histopague® (Sigma) and
centrifuged at 1500g for 10min at 4°C. The leucocyte
fractions were collected and resuspended in RPMI 1640
medium and proved to contain >85% atypical cells using
May-Griinewald-Giemsa staining procedure.

MDR Modulation by SDZ-PSC833 in AML 481

Cell lines. K562 human leukaemic cell line and its
doxorubicin-selected subline K562-DXR were maintained
in RPMI 1640 medium supplemented by 10% heat-
inactivated fetal calf serum in a 37°C, 5% CO, atmosphere.
K562-DXR cells were maintained in 2 umol/l doxorubicin
containing medium and was 165-fold resistant to daunoru-
bicin (Merlin et al, 1994).

MDR-modulation assay. Cyclosporin A (CSA) and SDZ-
PSC833 (PSC) were obtained as generous gifts from Sandoz
(presently Novartis) Pharma (Basel, Switzerland). Both
compounds were solubilized in ethanol then diluted in sterile
water to avoid the modulating activity of Cremophor EL
commonly used as solubilizing agent for CSA (Ross et al,
1994).

The atypic cell population was selected by double light-
scattering analysis (forward angle and right angle light
scattering). Double-labelling flow cytometry analyses were
carried out on cell suspensions containing 10° cells/ml using
an Orthocyte® flow cytometer (Ortho Diagnostic Systems,
Roissy, France) according to the methodology already
reported (Merlin ef al, 1994). Briefly, intracellular dauno-
rubicin accumulation (IDF) was assayed, after incubating
the cells with 2 gmol/l daunorubicin (Cerubidine®, Rhone
Poulenc Rorer, Roger Bellon, Neuilly, France) for 2h at 37°C.
Modulators were incubated simultaneously with dauno-
rubicin. Membrane-altered cells were identified by propidium
iodide labelling and not further considered, as any mem-
brane alteration could induce some defects in IDF which
could be wrongly attributed to MDR phenotype.

PGP was detected using FITC-conjugated MRK16 mono-
clonal antibody (Immunotech, Marseilles, France). The limit
of detection of PGP was 2-5% (limit of detection with a
background noise/signal ratio of 2). Based upon our
previous results (Guerci ef al, 1995}, the threshold for PGP
expression was set to 10% and threshold for IDF was set to

200 -+

150 -

100 -

cell number

Propidium iodide

Fig 1. Intracellular daunorubicin
accumulation (IDA) in K562 human
leukaemic cells. Control cells are sensitive cells
(black histogram) and P-glycoprotein
expressing are multidrug resistant cells (white
histogram). Iso-effective complete reversal of

i H

H
0 50 100 150

200 250
red fluorescence intensity (arbitrary unit)

T resistance was achieved with SDZ-PSC833
(grey histogram) and cyclosporine A (hatched
histogram) at concentrations of 5 and

10 pmol/l respectively.
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30 (channel number with reference to the cellular auto-
fluorescence signatl).

Modulation of IDF was considered as positive when a
greater than 13% increase (four-channel variation) in
daunorubicin fluorescence intensity was obtained, corre-
sponding to the mean intra-experimental variation (data not
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shown). Because of the limited cell number available in the
clinical specimens, neither MRP nor LRP phenotyping was
performed.

Each analysis was performed in triplicate on at least 5000
cells and the results expressed as mean values *standard
deviations. Statistical analyses were performed using Chi-

40

35

L3
©

N
W

h
<

i
w

10

20 30 40 50 60
intraceliular dauncrubicin fluorescence

] 10 70 80

45

40

35 4

[
o
4

e
o

N
[+

20 30 40 50 60

intraceilular daunorubicin fluorescence

70 80

45

40

e
wn
i

(5]
f]

[
w

y
=]

-
(=]

10

20
intracellular daunorubicin fluorescence

30 40 50 60 70 80

Fig 2. Distribution of the clinical specimens according to intracellular daunorubicin fluorescence for P-glycoprotein-negative (A, B, C) and P-
glycoprotein-positive specimens (D, E, F). The specimens were analysed for daunorubicin intracellular fluorescence using flow cytometry after
being incubated with daunorubicin for 2 h without any modulator (A and D), or concomitantly exposed to 10 pmol/l CSA (B and E) or 5 gmol/l
SDZ-PSC833 (C and F). The threshold values for P-glycoprotein expression positivity was 10%.
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square and Student’s unpaired t test, respectively, for
qualitative distribution and quantitative analyses.

RESULTS

K562 cell lines

As shown in Fig 1, an iso-effective complete restoration of
daunorubicin cellular uptake was achieved with 5 pmol/l
and 10pumol/l for PSC and CSA respectively. At these
concentrations both PSC and CSA induced a complete
restoration of daunorubicin cytotoxicity in K562-DXR cells
as compared to sensitive K562 cells using the MTT assay
(data not shown). These concentrations were used through-
out the study in clinical specimens.

Table . P-glycoprotein expression and daunorubicin
accumnulation status in the 45 clinical specimens.
Thresholds for positivity are 10% for P-glycoprotein
expression and 30 for daunorubicin median channel
of red fluorescence. Fluorescence intensities were
calibrated from the green (P-glycoprotein) and red
(daunorubicin) autofluorescence signals measured in
control unlabelled cell populations.

Pgp~ Pgp”
Dnr”~ 8 (18%) 21 (47%)
Dar* 11 (24%) 5 (11%)

Multidrug resistarice phenotype in clinical specimens

PGP expression (Table I} was significantly detected in 26/45
specimens (58%). A significant difference in IDF (P<(0-02)
was observed between PGP expressing (pgp’) and non-
expressing (pgp~) specimens (Fig 2) and were consistent

MDR Modulation by SDZ-PSC833 in AML 483

Table II. Rate of positive modulations of intracellular
daunorubicin accumulation (defined as increases in
relative fluorescence signal >13%) achieved with SDZ-
PSC833 (PSC) and cyclosporine A (CSA): P-glycoprotein
(Pgp), intracellular daunorubicin accumulation status
(Dnr) and biparametric specimen selection.

PSC CSA

Pep™ 8/19 (42%) 9/19 (47%)

Pgp™ 20/26 (77%) 14726 (54%)
Dnr~ 23729 (79%) 14729 (48%)
Dnr* 5/16 (31%) 9/16 (56%)

3/11(27%)
16/21 (76%)

6/11 (54%})
11721 (52%)

Pgp~ and Dnr™
Pgp™ and Dnr™

with IDF values in most cases (71%), with a low IDF (dnr™)
in pgp’ specimens (47%) and a high IDF (dnr™) in pgp™~
specimens (24%).

Modulation of daunorubicin accumulation
in the clinical specimens
Positive modulations of daunorubicin accumulation were
observed in 23 (51%) and 28 (62%) cases out of 45,
respectively for CSA and PSC. An example is shown Fig 3.
P-glycoprotein specimen selection. No significant difference
in the modulation rate (Table II) was observed for CSA
between pgp™ and pgp” specimens (54% and 47%,
respectively) whereas PSC induced a higher modulation
rate in pgp™ specimens, 77% versus 42% in pgp~ specimens.
Thus ‘the rate of PGP unrelated modulations induced by
CSA and PSC in pgp~ specimens were similar (42% and
47% respectively), whereas the modulation rate in pgp™

Fig 3. Positive modulation of intracellular
daunorubicin accumulation (IDF) by
cyclosporin A (CSA) (hatched histogram) and
SDZ-PSC833 (PSC) (black histogram) in P-
glycoprotein expressing clinical specimen as
compared to control untreated cells (white
histogram). 25% of the cells expressed pgp

as measured by immunolabelling by MRK16
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! monoclonal antibody, After linearization of
the fluorescence data, the shifts in IDF were
calculated as +43% and +16% for PSC and
CSA, respectively.
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Table fIl. Quantitative modulation of intracellular
daunorubicin accumulation achieved with S pmol/l
SDZ-PSC833 (PSC) and cyclosporine A (CSA): P-glyco-
protein (Pgp), intracellular daunorubicin accumula-
tion status (Dnr) and biparametric specimen selection.
Results are expressed as mean values (SD). Statistical
significance was evaluated using Student’s ¢ test with a
significance limit set to P<(0-05.

PSC CSA
Pgp~ 1-10(0-12) 1-10 (0-14)
Pgp* 1-21(0-14) 108 {0:09)
P<(-02 P>0-05
Dnr~ 1-19 (0-13) 1-08 (0:09)
Dnrt 1-10 (0-15) 1-10 (0-15)
P<0-05 P>0-05
Pgp™ and Dnr* 1-05 (0-08) 1-11(0-17)
Pgpt and Dnr™ 1-19 (0-13) 1-08 (0-10)
P<0-002 P>0-05

specimens was higher for PSC than for CSA (77% and 54%,
respectively). Qualitatively, no significant difference appeared
between PSC and CSA (P>0-05).

Quantitatively (Table IIT), only PSC induced an increase in
IDF in pgp' specimens (+21%). A significant difference
(P<0-02) was observed between the mean increase in IDF
induced by PSC in pgp™ (+21%, n=26) and in pgp~
specimens (-+10%, n=19). No significant difference was
observed with CSA in the same conditions (+8%, n= 26 and
+10%, n=19, respectively for pgp™ and pgp~ specimens).

Intracellular daunorubicin accumulation specimen selection.
Qualitatively (Table II), no significant difference in the
modulation rate was observed between dor~ and dnr”
specimens for CSA (48% and 56%, respectively), whereas
PSC induced a higher modulation rate in dnr™ specimens
(79%) than in dar™ specimens (31%). A significantly higher
modulation rate was observed with PSC (79%) than with
CSA (48%) in the dnr™ specimens. In addition, the rate of
IDF-unrelated modulations in the dnr™ specimens was lower
with PSC (31%) than with CSA (56%).

Quantitatively (Table III), as already observed with pgp
selection, only PSC induced an increase of IDF in dnr™
specimens (+19%). The mean increase in IDF induced by
PSC was significantly higher {(P<0-05) in dnr™ (+19%,
n=29) than in dor™ specimens (+10%, n= 16), whereas no
difference was observed with CSA. In dnr™ specimens the
increase in IDF induced by PSC (+19%) was significantly
higher (P<0-01) than with CSA (-+8%).

Biparametric specimen selection. When PGP expression and
IDF status were combined and the population separated into
‘sensitive’ pgp” dnrt (n=11) and ‘resistant’ pgp” dnr”
{(n=21) specimens, no major modification of the results was
observed from the results achieved with IDF alone.

In the modulation rate analysis {Table II), no difference
was found with CSA between sensitive and resistant speci-
mens (54% and 52%, respectively), whereas, with PSC, a

higher modulation rate was observed in resistant than in
sensitive specimens (76% and 27%, respectively).

Quantitatively (Table III), the results confirmed those
achieved with mono-parametric (pgp expression or dnr
accumulation) specimens selection, with only PSC inducing
a significant increase in IDE No significant difference was
found with CSA with +11% and +8% increase in IDF,
respectively for sensitive and resistant specimens, whereas
PSC induced a significantly (P <0-002) higher increase in
IDF in the resistant specimens (+19% v +5%, in the sensitive
specimens).

DISCUSSION

Although the clinical relevance of MDR phenotyping in solid
tumours is still under debate, its prognostic interest in
haematological malignancies, especially in AML, has been
established (Kuwazuru et al, 1990; Campos et al, 1992;
Marie et al, 1991; Pirker et al, 1992; Guerci et al, 1995;
List, 1996). MDR phenotype represents an independent
predictive factor for clinical response of patients receiving
anthracycline-based chemotherapy. The techniques used are
based upon the determination of PGP expression (Kuwazuru
et al, 1990; Campos et al, 1992) or mdrl gene expression
(Marie et al, 1991; Pirker et al, 1992). We previously
reported (Guerci et al, 1995; Merlin et al, 1994) that double-
labelling flow cytometry enables the simultaneous determi-
nation of PGP expression and its functionality through IDF
This analytical procedure was validated in demonstrating
that IDF correlated with tritiated daunorubicin intracellu-
lar accumulation (Merlin et al, 1994) and was used to
investigate the modulating activity of second-generation
MDR modulators such as S9788 (Merlin et al, 1994, 1995a)
and tiapamil analogues (Abderrabi et al, 1996), as well as
non-chemical modulation by liposome-encapsulated dau-
norubicin (Merlin et al, 1995b). This technique was recently
validated through a multicentric assay in a leukaemic cell
line (Marie et al, 1997).

In the present study, PGP expression was detected in
approximately half of the specimens, thus confirming our
previous data (Merlin et al, 1994) and those reported by
other groups (Kuwazuru et al, 1990; Campos et al, 1992;
Michieli et al, 1997) with 46-71% PGP expressing speci-
mens. In addition, the correlation between PGP expression
and its functional consequence, i.e. decrease in intracellular
daunorubicin accumulation, was confirmed in most cases
(71%). Discrepancies suggest either non-PGP-mediated
decrease in IDF (18%) or expression of non-functional PGP
(11%).

MDR modulation protocols using CSA have been evalu-
ated in clinical studies in patients with acute leukaemias
(List et al, 1993; Fani et al, 1994). The clinical development
of CSA as a MDR modulating agent was dramatically
impaired because of the occurrence of toxic side-effects,
which were mainly hepatic (Fani et al, 1994). This justified
the development of PSC as second-generation cyclosporine-
derived MDR modulators aiming at a better activity/safety.

Although PSC activity has been extensively evaluated in
cell models (Jachez et al, 1993: Keller et al, 1992; Jiang et al,

© 1998 Blackwell Science Ltd, British Journal of Haematology 103: 480~487



1995; Boesch et al, 1991; Ehrlich et al, 1997), no study has,
to our knowledge, been carried out in clinical AML speci-
mens. When this study was initiated, no PSC pharmaco-
kinetic data was available and therefore we selected the
concentration to be tested in clinical specimens from in vitro
studies of cell lines which expressed PGP. Recent data
published from phase I clinical studies evaluating PSC
combined with etoposide reported that using daily 2h
intravenous infusions for 5 consecutive days at the maxirgal
tolerated dose (10 mg/kg), the plasma concentration of 2-5—
3 pmol/l could be achieved (Boote et al, 1996). New data
from the clinical evaluation of oral formulation of PSC
showed that a peak plasma concentration of up to 4 umol/l
can be reached (unpublished observation). So, the PSC
concentration tested in the present study (5 pmol/1) could be
considered to be moderately suprapharmacologic.

Differing from our previous study with S9788 (Merlin et al,
1994), we used 10% of cell labelling as cut-off value for PGP
expression since this value was found discriminant for the
prediction of clinical outcome (Guerci et al, 1995). Con-
sidering this cut-off value, the activity of PSC, as well as that
of CSA., did not appear to depend strictly on PGP expression,
since significant increases in daunorubicin accumulation
were observed in pgp~ samples. This was consistent with the
results previously obtained with CSA (Merlin et al, 1994)
when pgp expression was considered as significant from 2%
cell labelling (limit of detection).

The difference in IDF measured in pgp™ and pgp~ clinical
specimens (pgp’/pgp” =0-84 +0-22) was significantly
lower (P<0-05) than IDF measured in the K562 doxo-
rubicin-selected cell line as compared with the parental
sensitive line (0-37 = 0-06) used in our previous experi-
ments (Merlin et al, 1994). Therefore the resistance pattern
observed in clinical specimens must differ from that of drug-
selected cell lines and probably involve multiple mechanisms
generated in response to multifactorial stress encountered by
the patient.

Non-specific modulations, considered as positive modula-
tion in pgp~ and dnr™ specimens, were observed with both
PSC and CSA but could be considered as artefactual since
they were quantitatively limited. These data were consistent
with those previously reported, using CSA (Merlin et al,
1994). The results achieved with both parameters (PGP and
dnr) were consistent and further confirmed the reliability of
IDF as a resistance marker in clinical leukaemic specimens.

In pgp’ specimens, our results showing that PSC
modulated IDF in more cases and to a higher extent than
CSA confirmed the high potency of PSC (Jachez et al, 1993;
Jiang et al, 1995). Moreover, the mean quantitative increase
in IDF induced by PSC in pgp™ (21%) and dnr™ (19%)
specimens exceeded the difference (—16%) observed between
pep* and pgp ™~ specimens and thus, referring to our previous
study (Guerci et al, 1995), correlated with clinical response
prediction.

PSC failed to modulate IDF in approximately 20% pgp™
and dnr” specimens as compared with approximately 50%
for CSA, thus indicating a higher potency of PSC. The
higher activity of PSC could be further explained by the fact
that in addition to its modulation of PGP, PSC can modulate
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the subcellular distribution of daunorubicin (Bour et al,
1997).

Thus, multifactorial resistance patterns that are likely to
appear in clinical specimens should justify the combination
of modulating agents acting on different cellular targets.
Such experiments have already been reported in cell models,
yielding encouraging results (Hwang et al, 1996; Bennis et al,
1995). As far as PSC is concerned, preliminary results
demonstrated synergistic modulation when combined with
$9788 in multidrug resistant MCF7 cells (Merlin et al,
1996).

The present results achieved in clinical specimens expres-
sing PGP confirmed the potential usefulness of PSC in
circumventing MDR in haematological malignancies and
could be useful in the analysis of ongoing clinical trials.
Because PSC seems to be active on different cellular target,
multiparametric evaluation of resistance markers in acute
leukaemias, including MRP and LRP, would be interesting.
With this aim, a standardized RT-PCR technology would be
recommended to minimize the bone marrow sampling. In
such a way, multicentric evaluation of mdrl gene expression
(Chevillard et al, 1997) has been performed in leukaemia
specimens and the validation of mrp gene expression
analysis is under progress.
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DISTRIBUTION INTRACELLULAIRE DES ANTHRACYCLINES: Implication dans le,

S

processus de mort cellulaire induite et le phénotype de résistance pleiotrope.

La principale cause d'échecs rencontrés en chimiothérapie avec les anthracyclines est souvent associée a
la muitidrug résistance (MDR) classique. En premiére partie, les expérimentations in vitre ont monté
par analyse d'images que P'appareil de Golgi est le principal site de séquestration de la daunorubicine
(DNR) pour notre modele surexprimant la glycoprotéine-P (P-gp). La séquestration de la DNR dans ce
compartiment implique une modification de son spectre de fluorescence suggérant des interactions
avec les lipides. L'inhibition de la P-gp par des combinaisons de réversants a faibles concentrations,
parmi lesquels le PSC-833 connu pour agir sur les lipides intracellulaires, restaure la cytotoxicité de la
DNR pour la lignée résistante en modulant sa distribution cytoplasmique sans agir sur son
accurnulation intracellulaire. En clinique, le PSC-833 module I'accumulation de ia DNR, ainsi que
partiellement sa distribution subcellulaire. En seconde partie l'idarubicine (IDA) a été comparée 3
I'épirubicine (EPI) in vitro par l'intermédiaire de lincorporation et de la réponse cellulaire, en
particulier pour des lignées surexprimant la P-gp ou la multidrug resistance related protein (MRP).
Concernant les propriétés pharmacologique, I'TDA se distingue de I'EPI par une accumulation
intracellulaire plus rapide, un efflux retardé en présence de MRP, ainsi qu'un profil de distribution plus
large que I'EPI suggérant des sites d'action cytoplasmiques différents. Ces propriétés se traduisent pour
I'TDA par une cytotoxicité accrue pour toutes les lignées. En outre, le blocage en Go»/M et/ou l'induction
de P53, qui traduisent I'endornmagement de ' ADN, ne suffisent pas a assurer l'entrée des celluies en
apoptose. L'activation précoce de la voie des céramides est plus prononcée en présence d'TDA pour les
lignées sensibles, et semble spécifique a l'induction d'apoptose. L'ensemble des données collectées
suggérent qu'en plus de son site d'action nucléaire, I'TDA agisse également au niveau cytoplasmique,

INTRACELLULAR DISTRIBUTION OF ANTHRACYCLINES: Implication in cell death
pathway and phenotype of pleiotropic resistance.

The main cause of failure in anthracyclines chemotherapy is the classical phenotype of muwitidrug
resistance (MDR). The first part of this study characterized cytoplasmic sequestration of daunorubicin
(DNR) mediated by P-glycoprotein (P-gp) and its role in DNR cytotoxicity. /n vifro experiments with
sensitive and resistant cell lines using image analysis, demonstrated that Golgi apparatus is the main
target of DNR sequestration. The fluorescence spectra of DNR in both cell lines inside Golgi suggested
specific interactions between DNR and lipids in resistant cell line. P-gp inhibtion by combinations of
suboptimal concentrations of modulators including PSC-833 known to be acting on intracellular lipids
reverted DNR cytotoxicity without modulating its intracellular accumulation but allowed DNR
redistribution inside cytoplasm. DNR accumulation was modulated by PSC-833. Additionnaly DNR
cytoplasmic sequestration was partially moduled by PSC-833. The second part of this work measured
in vitro the impact of idarubicin (IDA) lipophilicity as compared with epirubicin (EPI), on cellular
incorporation and cell response. These parameters were evaluated in relation with P-gp or muttidrug
resistance related protein (MRP) overexpression. IDA incorporation is faster, but as EPI, IDA is a
substrate for P-gp. IDA is distinguished by delayed efflux in presence of MRP. Moreover IDA was
characterized by a larger pattern of subcellular distribution. These later properties implied a higher
cytotoxicity for IDA whatever the cell lines. G,/M arrest of cells and/or effective P53 induction by
both anthracyclines traduced DNA damages but were not sufficient to specifically activate apoptosis.
The early production of ceramides was higher after IDA treatment, and seemed to be specifically
associated with apoptosis. The data collected during this study suggested that in addition its nuclear
target, IDA induced cell death by acting onto cytoplasmic targets.

Mots clés : Anthracyclines séquestration, multidrug resistance, G,/M, apoptose, céramide
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