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ABREVIATIONS

Partie bibliographique

ABC protéines: A Tl'-binding-casseue proétines
ADN, ARN : acide désoxyribonucléique ou ribonucléique
AfF: Apoptosis inducingfactor
ARA protein : Anthracycline Resistance Associatedprotein
AMP-c : adénine monophosphate-cyclique
AT-MOR: a1tered multidrug resistance
ATP, GTP : adénosine ou guanosine triphosphate
CAK : Cdk-Activanng-Kinase
CBP: CAAT box-binding Factor
CDK :Cyclin Dependent Kinase
CFTR : cystic fibrosis transmembranar conductance regulator
CMF : cytométrie en flux
CPC : cancer bronchopuhnonaire à petites cellules
CPNC : cancer bronchopulmonaire non à petites cellules
CRF: c-AMP respondingfactor
D : profondeur de champs
DG ou DAG : diacylglycérol
DMC : double-minute chromosome
DNR : daunorubicine
DSB. SSB : Double or Single Strand Break
DXR : doxorubicine
EPI: epirubicine
ERO : Espèces Réactives de l'Oxygène
G"G,:gapfet2
GSH : glutathion
GSSG : glutathion réduit
GST : glutathion S-transférase
HSR : homogeneously stained region
IDA : idarubicine
IF, : inositoltriphosphate
LAL : leucémie aiguë lymphoblastique
LAM : leucémie aiguë myeloblastique
M: mitose
LRP : Lung resistance-relatedprotein
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 seriai microscopy
PIF, : phosphatidylinositol biphosphate
P-gp : permeability-glycoprotein
PKA : protein kinase A
PKC : protein kinase C
RE : réticulum-endoplasmique
S : synthèse
Smase : sphyngomyélinase
TEP: TATA box-bindingprotein
Topo Ua : Topoisomérase II alpha
Topo IIf3 : Topoisomérase II beta
WD : Working distance
Ll.Cjl : variation du potentiel membranaire
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La tendresse (Bonrvil, 1963)

Paroles et Musique: Noël Roux, Hubert Giraud

On peut vivre sans richesse
Presque sans le sou
Des seigneurs et des princesses
Y'en a plus beaucoup
Mais vivre sans tendresse
On ne le pourrait pas
Non, non. non, non
On ne le pourrait pas

On peut vivre sans la gloire
Qui ne prouve rien
Etre inconnu dans l'histoire
Et s'en trouver bien
Mais vivre sans tendresse
Il n'en est pas question
Non, non. non, non
Il n'en 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 paraît long
Long, long. long, long
Le temps vous parait long

Dans le feu de la jeunesse
Naissent les plaisirs
Et l'amour fait des prouesses
Pour nous éblouir
Oui mais sans la tendresse

L'amour ne seraitrien
Non, non, non, non
L'amour ne seraitrien

Quand la vie impitoyable
Vous tombe dessus
On n'estplus qu'un pauvre diable
Broyé et déçu
Alors sans la tendresse
D'un cœur qui 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 cœurs
Des torrents de tendresse
Pourque règne l'amour
Règne l'amour
Jusqu'à la fin des jours
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Partie expérimentale

A : absorbance
ARNtx : ARN totaux
BSA : albumine sérique bovine
c : concentration
"C : degré Celsius
CCD : charge coupled deviee
cell. : cellules
CMF : cytométrie de flux
CSA : cyclosporine A
DiOC, : iodure de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine
fdn : filtre de densité neutre
AO : Acridine-Orange
s : coefficient d'extinction molaire
h: heure
3H DNR : daunorubicine marquée au tritium
3H Pal : acide palmitique marqué au tritium
IC,o, IC90 : concentration d'inhibiton de croissance cellulaire de SO % ou de 90 %
IECSO ou IEC90 : inhibition iso-effective de SO % ou 90%
IP : Iodure de propidium
IR : Indice de résistance
Kda : kilogranune Dalton
1 : largeur de la cuve
LT : Iysotracker
M : molaire (mole par litre)
MD : miroir dichroïque
Mf : microscopie de fluorescence
min: minute
MTT : bromure de 3-(4,S-dimethylthiazol-2yl)-2,S-diphenyltétrazolium
NBD : NBD-C,-céramide: 6-(n-(7 nitrobenz-2oxa-l,3-diazol-4 yI) amino) caproyl
TI·: nombre d'expériences
nd : non déterminé

nm: 10-9 métre (nanométre)
Noy/Cy : ratio noyau / cytoplasme
ns : non significatif
PB : passe-bande
PH : passe-baut
PKC : protéine kinase C
PSC : SDZ-PSC 833
PSF: Point spreadfunction
PVDF : fluorure de polyvinylidène
RER : ratio d'expression relatif
RT-PCR : reverse transcription-polymerase chain
RPMl : Roswell Park Memoriallnstitut
p : ratio de fluorescence
s : seconde
(s) : significatif
SIT: system intensifiated transmission
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Chapitre l : Introduction

La chimiothérapie représente une voie standard des traitements antitumoraux. Les

anthracyclines font parties des procédures de chimiothérapie le plus souvent indiquées.

Cependant, l'apparition d'une résistance est la cause majeure d'échec de leur application. La

résistance aux anthracyclines est souvent associée à un mécanisme de résistance pleiotropique

la multidrug resistance (MDR). Le phénotype MDR est "classiquement" lié aux protéines de

transport membranaire qui présentent une affinité pour les anthracyclines. C'est pourquoi, des

anthracyclines de seconde génération ont été développées. Toutefois et malgré le fait que les

anthracyclines soient étudiées depuis une trentaine d'années, leurs mécanismes d'action

restent encore incertains. Le processus d'induction de mort cellulaire reste un sujet

particulièrement controversé. D'ailleurs le caractère multifactoriel de la résistance aux

anthracyclines semble impliquer les mécanismes de régulation de l' apoptose.

Dans une étude bibliographique préalable, nous développerons différents thèmes d'actualités

parmi les connaissances acquises concernant les anthracyclines et leurs mécanismes de

résistances. Dans un premier temps nous présenterons les anthracyclines, avec un intérêt

particulier pour l'impact des modifications de leur structure sur leur propriété

pharmacologique et leur mode d'action. Puis nous développerons un chapitre dédié à la

résistance aux anthracyclines et principalement au phénotype MDR. Enfin la réponse

cellulaire aux anthracyclines sera présentée ainsi que les voies possibles altérant l'induction

de l'apoptose par les anthracyclines.

Notre travail de recherche sera présenté en deux parties. La première partie comprend les

matériels et méthodes qui ont été mis en œuvre, ainsi que les critères qui ont motivé leur

sélection. La seconde partie présente les résultats obtenus, leur discussion, et enfin les

conclusions qui s'imposent. Deux thèmes ont été abordés de façon indépendantes, toutefois ils

comportent certains aspects complémentaires.

D'une part, l'étude de la distribution de la daunorubicine, une anthracycline de référence a été

menée in vitro et sur prélèvements cliniques. Ce travail a porté principalement sur la

caractérisation in vitro de la séquestration cytoplasmique de la daunorubicine et sa
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modulation dans le phénotype MDR associé à la surexpression de la P-gp. Puis une étude

préliminaire de ce phénomène a été réalisée dans le contexte clinique.

D'autre part, l'évaluation in-vitro de deux anthracyclines de seconde génération (idarubicine

et épirubicine) a été réalisée sur des modèles cellulaires adhérents. Ces lignées cellulaires de

cancer comprennent des modèles de phénotype MDR associé à la surexpression de différentes

protéines de transport (glycoprotéine-P et multidrug resistance related protein). Ces modèles

permettent d'étudier les antharcyclines en fonction de critères 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 cellulaire) .

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

afin de poursuivre et d'élucider des questions qui sont aujourd'hui encore d'actualité.
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Chapitre II : Historique

1 LES ANTHRACYCLINES

1.Historique

Au début des années 60, des chercheurs Français et Italiens ont isolé simultanément la même

molécule antibiotique à partir de souches de Streptomyces caeroleorubidus et peucetius. Le

nom italien de cet antibiotique fut daunomycine (Di Marco et al., 1963), et le nom français

fut rubidomycine (Dubost et al., 1963) pour enfin de compte être actuellement distribué sous

le nom de daunorubicine ou daunomycine. L'activité antitumorale de cet antibiotique fut

rapidement mise en évidence et il devint le chef de file d'une famille d'anticancéreux

appartenant à 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 1 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 à la portion aglycone (anthraquinone),

et un composant sucré (glucosamine) correspondant à la daunosamine (Figure 1).

Anthracyclines Sigle RI R2 R3 R4 R5
0 OH

Daunorubicine DNR OCH3 H 0 H OH

Doxorubicine DXR OCH, OH 0 H OH
H

Epirubicine EPI OCH3 OH 0 OH H

Idarubicine IDA H H 0 H OH
0

AGLYCüNE

DAUNOSAMINE

Figure 1 : Structure chimique des anthracyclines (Prat et al., 1994).
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:>- Propriétés physico-chimiques

Les anthracyclines sont amphiphiles, et des bases faibles avec un pKa approximatif de 8,6

(Gallois et al., 1996) pour les molécules indiquées dans la Figure 1. De ce fait, ces molécules

à pH physiologique (7,2-7,4) et à 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 caractère lipophile défini par leurs substituants.

L'évaluation des coefficients de partition met en évidence des molécules de caractère

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'eau, le méthanol, l'éthanol et les solutions hydroa1cooliques.

La structure polycyclique aromatique attribue à cette famille d'anticancéreux un groupe

chromophore porteur d'une propriété de fluorescence. Les mesures de l'intensité de

fluorescence permettent d'évaluer la concentration des anthracyclines. De plus l'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-Suillerot 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 monomère 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 à la concentration et les ratio de fluorescence

sont modifiés, impliquant un état d'équilibre entre les formes monomères et dimères (Laigle

et al., 1996), alors que l'idarubicine même à forte concentration reste sous forme monomère

(Gallois et al., 1998).

:>- Méthodes de détection 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 être quantifiée en valeurs relatives par cytométrie en flux (Merlin et al.,

1994), et/ou absolues par spectroscopie de fluorescence classique, microspectrofluorimétrie

(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 être étudiées par les techniques de spectroscopie de fluorescence (Gallois et al.,

1998, Gallois et al., 1996, Laigle et al., 1996). Enfin, leur distribution subcellulaire peut être

analysée 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 dépit du fait que les anthracyclines soient utilisées de façon considérable en clinique, et

étudiées depuis plus de 30 ans, leur(s) mécanisme(s) d'action reste(nt) encore incertaines) et

fait (font) toujours l'objet de controverses.

::0- De nombreux mécanismes d'action ont été proposés pour ces agents:

o Les anthracyclines sont des agents intercalants dans l'ADN impliquant:

- des inhibitions de synthèse de macromolécules,

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

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

- des lésions de l'ADN par inhibition de la topoisomérase II.

o Les anthracyclines peuvent produire des radicaux libres, induisant des lésions à l'ADN et/ou

des peroxydations lipidiques.

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

::0- Parmi ces mécanismes, il 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 à 5 JlM pour décliner rapidement (1 h après) à une concentration

approximative de 0,3 JlM (Brenner et al., 1985, Greene et al., 1983). Cette dernière

concentration est du même 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, même si les études impliquant un contact avec des cellules

intactes pour des concentrations extracellulaires supérieures à 1 JlM peuvent apporter des

informations sur les mécanismes d'action potentiels de ces agents, elles ne peuvent que

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

Les voies de métabolisme sont similaires quelle que soit l'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 à leur molécule mère,

à l'exception de l'idarubicinol (Prat et al., 1994).

La voie d'injection standard des anthracyclines est la voie intraveineuse (l'idarubicine peut

être administrée par voie orale). Leur schéma d'administration est modulé par la dose, selon

leur toxicité cardiaque potentielle, et la modalité d'injection en bolus 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 modèles exponentiels tri-phasiques de décroissance

(souvent simplifié à un modèle bi-phasique), La phase de distribution correspond à la

répartition plasmatique, l'incorporation et au métabolisme tissulaire. Elle se traduit par des

temps de demi-vie plasmatique brèves respectivement de l'ordre de 10 à 30 min et de 1 à 10 h

La phase d'élimination tissulaire est relativement longue avec des temps de demi-vie

plasmatique de l'ordre de 30 à 40 h (Robert et Gianni, 1993). Les anthracyclines traversent

peu les barrières placentaires et hématoencéphaliques. Et enfin, l'élimination s'effectue

principalement dans la bile et faiblement dans les urines.

3.2. Mécanismes d'action

3.2.1. Intercalation dans l'ADN

Les anthracyclines se lient de façon non covalente aux doubles-brins de l'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 C3' de la daunosamine des anthracyclines, et d'autre part

le groupe phosphate chargé négativement de l'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 l'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 (Pyrimidine-Adénine-Pyrimidine), et se situent préférentiellement

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

Les différents travaux menés à ce sujet sur un panel de lignées cellulaires, principalement

pour la daunorubicine et/ou la doxorubicine, ont montré une inhibition de la synthèse de

l'ADN et de l'ARN pour des concentrations respectivement de l'ordre de 0,2 à 5 [lM (Dano et

al., 1972, Di Marco et al., 1965) et 2 à 100 [lM (Momparler et al., 1976). Cependant la

relation entre l'inhibition de synthèse de l'ADN et l'effet 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 hypothèses concernant les voies d'inhibition de la biosynthèse des acides-nucléiques

(ADN et ARN) reposent sur une intercalation directe des anthracyclines et/ou par inhibition

de l'activité de l'ADN-polymérase (Gewirtz, 1999). Cependant, la formation d'adduits ou de

liaisons croisées d'ADN n'a été montrée que pour des concentrations inhibants 90% de la

croissance (IC90) (Skladanowski et Konopa, 1994).

3.2.1.3. Inhibition de l'hélicase

La mise en évidence de l'altération, par les anthracyclines, de l'enroulement ou de la

séparation des brins de l'ADN par inhibition de l'hélicase a été effectuée uniquement dans des

expérimentations en solution sans cellule (Gewirtz, 1999).

3.2.1.4. Inhibition de la topoisomérase II

Les topoisomérases sont des enzymes chargées de réguler les conversions topologiques de

l'ADN et de permettre le bon fonctionnement nucléaire. Elles sont classées en deux types

d'enzymes 1 et II. Les topoisomérases de classe 1 produisent des cassures simples brins

transitoires de l'ADN selon un mécanisme ATP-indépendant, et sont principalement actives

pendant la transcription et l'élongation. Les topoisomérases de classe II induisent des cassures

doubles brins transitoires de l'ADN afin de permettre à un segment de l'ADN de passer à

travers un autre. Ces dernières enzymes consomment de l'énergie par hydrolyse d'ATP pour

réverser la liaison de l'enzyme à l'ADN et permettre plusieurs cycles catalytiques (Figure 2).

Leur fonction est essentielle durant de nombreuses étapes du métabolisme de l'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 : Escheria coli a deux
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topoisomérases de type I (topoisomérase I et III) et deux de type II (topoisomérase II, ou

gyrase, et IV) ; chez les eucaryotes il est apparu l'existence de multiples enzymes de type l et

II. Les topoisomérases II ont deux isoformes a et 13, codées par des gènes et chromosomes

différents. Leur expression fluctue en fonction du cycle cellulaire : pour l'isozyme a le niveau

d'expression et d'activité protéique maximale se situe dans la phase Gz/M du cycle, alors que

l'isozyme 13 à un maximum pour les cellules quiescentes (Isaacs et al., 1995).

ADN

,~.somérase II

)~i~i;"U~1)r~~!~j~1@~;~~~·: .
RECONNAISSANCE ,. ,,'\, }

ETUA!SON '

r

STABlUSAnON DU
COMPLEXE DE CUVAGE

LOGAnoN i

Figure 2 : Mécanisme d'inhibition de latopoisomérase II (lsaacs et al., 1995).

Les cassures de l'ADN par les anthracyclines sont principalement double-brins et s'effectuent

par l'intermédiaire de complexes [ADN-anthracycline-protéine]. Tewey et al. ont mis en

évidence in vitro sans cellule et sur cellules intactes, que la protéine associée à ces complexes

est la topoisomérase II (Tewey et al., 1984). Les anthracyclines en s'intercalant à l'ADN

stabilisent le complexe transitoire de clivage [DNA-enzyme] et empêchent de façon réversible

la religation des brins (Figure 2). L'inhibition de cette enzyme provoque un arrêt du cycle

cellulaire en Gz/M, puis des aberrations chromosomiques, des échanges entre chromatides

sœurs et la mort cellulaire. Les cellules en Go ne possédant que peu de topoisomérases Ilu

sont peu sensibles à 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 l'ADN, permet la compréhension du mécanisme

d'inhibition de la topoisomérase II et donc des effets létaux induits. Les expériences menées

sur modèle 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 à l'ADN (Booser et Hortorbagyi,
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quelles sont les structures des anthracyclines s'intercalant à l'ADN (Booser et Hortorbagyi,

1994). Le cycle D en position (C4) est particulièrement impliqué dans l'intercalation outre les

positions (C7, 9, Il 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 l'induction de

dommages à l'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

à l'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 à 0,5 !lM, malgré un effet antiprolifératif important, évaluées

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

3.2.2. Production des radicaux libres

3.2.2.1. Production de radicaux libres

Selon Prat el al., les radicaux libres dérivés de l'oxygène sont générés par le cycle rédox des

dérivés quinone des anthracyclines (Prat et al., 1994). Ils sont modifiés par une réduction à un

électron en semiquinone ou à deux électrons en dérivés dihydroquinone (Prat et al., 1994).

Ces dérivés peuvent soit léser directement l'ADN, soit interagir avec l'oxygène moléculaire

pour produire des radicaux anions superoxydes (O,"), hydroxyles (,OH) ou de peroxyde

d'hydrogène (HzOz), qui sont cytotoxiques au niveau des mitochondries, de l'ADN et des

membranes. La voie majeure de production de radicaux hydroxyles apparaît par deux

réactions dépendantes du fer (Fe). Elles sont présentées pour la doxorubicine (Figure 3). Le

premier mécanisme (voie 1) est une réduction de Fe(IIl) en Fe(Il) par l'anion superoxyde ou le

dérivé semiquinone, suivie d'une réaction entre Fe(Il) et HzOz Le second mécanisme (voie II)

implique une réaction directe entre le complexe [anthracycline-Fe(III)] et (H20Z) .
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Voie 1: Réduction du fer

0·,- + Fe(U!) -------+ O2 + Fe(U)

doxorubicine
semiquinone ~ Fe (III) --+ doxorubicine + Fe (II)

Fe (U) + Hp, -------+ Fe (Ill) + .OH + -OH

Voie II: Complexe DXR-Fe(III)

20SH + Hp, -+- OSSO + .OH + ·OH

Figure 3 : Production de radicaux hydroxyles (.OH) dépendante du Fe pour la doxorubicine. GSH, glutathion et

GSSG, glutathion réduit (Prat et al., 1994).

Les radicaux hydroxyles ou anions superoxydes peuvent initier un cycle de peroxydation

lipidique des membranes cellulaires. Ces espèces radicalaires éliminent l'hydrogène des

acides gras insaturés pour produire des radicaux libres d'acide gras. Ces derniers réagissent

avec l'oxygène 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 lipidique,

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) : i) les radicaux libres

sont-ils générés pour les concentrations appliquées en clinique et dans des conditions

physiologiques intratumorales et ii) les radicaux libres peuvent-ils être à l'origine de la

toxicité tumorale pour les anthracyclines ?

~ Les modèles d'études in vitro recensés pour détecter des espèces radicalaires sont, soit des

systèmes 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 l'ADN (Feinstein et al., 1993) mais à des

concentrations supra-cliniques (l0 à 500 IlM). Plus récemment, des radicaux libres associés à

des lésions de l'ADN ont été mis en évidence pour la doxorubicine avec des cellules intactes,

mais à de fortes concentrations (5 IlM) (Fornari et al., 1994). L'utilisation d'agents protecteurs

des radicaux libres a été effectuée pour étayer l'hypothèse 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 IlM), soit les résultats obtenus

étaient contradictoires aux faibles concentrations (Gewirtz, 1999). Concernant la
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peroxydation lipidique des membranes, deux problèmes limitent l'interprétation des résultats:

la localisation de l'événement (intra- ou extracellulaire) et les conditions expérimentales,

aussi bien pour les modèles d'étude, que les concentrations d'anthracychnes et d'oxygène

(Gewirtz, 1999).

);> Si l'origine de la cardiotoxicité issue des anthracyclines est bien établie, c'est-à-dire par la

production de radicaux libres initiant des altérations des mitochondries ainsi qu'une

peroxydation lipidique à la surface des cellules, les mécanismes induisant la cardiotoxicité

restent encore souvent dissociés de l'effet antitumoral (Gewirtz, 1999).

3.2.3. Production de messagers lipidiques

Les interactions entre l'ADN et les anthracyclines ou la production de radicaux libres ont été

largement décrites, par contre l'étude des mécanismes pléïotropiques de génération des

céramides et de leur rôle dans la mort cellulaire s'est développée ces dernières 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 y 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 à deux "queues" hydrophobes d'acides gras et une "tête"

hydrophile. Les molécules présentées dans la Figure 4 interviennent de façon majeure dans la

signalisation intracellulaire. Dans le groupe des phosphatidylinositols (PI) existe un groupe

minoritaire, le phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) . Son hydrolyse par la phospholipase C

(PLC) conduit à la formation du diacylglycérol (DG) et d'inositoltriphosphate (IP3) (Figure 4).

Les sphingolipides ont pour constituant de base la sphingosine. Les céramides résultent d'un

ajout d'une "queue" d'acide gras, à laquelle peut être ajoutée une "tête" hydrophile telle que la

phosphorylcholine pour former les sphingomyélines (Figure 4).
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,. Il Y a différentes sources possibles d'accumulation de céramides en réponse à 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 synthèse: une sphingomyélinase dépendante du

Zinc, une sphingomyélinase neutre indépendante du Mg2+, une sphingomyélinase neutre

dépendante du Mg2+ localisée au niveau de la membrane cytoplasmique, une

sphyngomyélinase acide dépendante du Mg2+ Iyso-endosomale, ces deux dernières sont

associées aux agents inducteurs d'apoptose,

La synthèse de novo. La synthèse 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 ionisantes et les agents

chimiothérapeutiques.

Le métabolisme du céramide. La production de céramide peut également être accrue par

l'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 été 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 al., 1999 b,

Jaffrezou et al., 1996, Plo et al., 1999) et de façon moindre pour des lignées adhérentes (Lavie

et al., 1997, Liu et al., 1999). A ce jour deux "écoles" 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 synthèse résulterait de

l'activation d'une sphingomyélinase neutre (Jaffrezou et al., 1996). D'autre part, les céramides

s'accumuleraient selon une cinétique d'apparition progressive durant plusieurs heures pour

une amplitude d'accumulation de céramide de 3 à 5 (Liu et al., 1999, Lucci et al., 1999 b).

Cette dernière voie résulterait de l'activation de la céramide synthase, mais n'exclut 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 d'activation des céramides impliquant la

sphingomyélinase résulte de contact court (1 h) de daunorubicine à des concentrations entre

0,5 et 1 ~M (Come et al., 1999 b, Jaffrezou et al., 1996). L'activation de la céramide synthase

résulte de contact long (24 à 96 h) de daunorubicine ou de doxorubicine à des concentrations

variant de 0,1 à 10 ~M (Bose et al., 1995, Liu et al., 1999, Lucci et al., 1999 a). En outre, il

est probable que les voies d'activation de synthèse 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 être mise en évidence

avec la doxorubicine en contact court (1 h) à 0,5 ~M, in vitro sur des myocytes de rat en

culture (Andrieu-Abadie et al., 1999), et in vivo sur des ventricules de rat après injection

intra-péritonéale à 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. La compréhension des paramètres

régissant la distribution intratumorale/intracellulaire, ainsi que l'identification des sites

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

3.3.1. Transport membranaire

Les anthracyclines sont incorporées par diffusion à 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 d'influx et d'efflux. Quant aux

mécanismes actifs d'efflux, ils seront présentés dans le chapitre dédié à la résistance aux

anthracyclines.

'" Le développement des dérivés d'anthracyclines, a révélé le caractère fondamental des

paramètres moléculaires qui modulent la 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 ii) hydrophobes entre l'anthraquinone et les

hydrocarbones intégrés dans la membrane. A ce jour, il est établi que les anthracyclines

diffusent au sein de la membrane lipidique sous leur forme neutre par mouvements de "flip

flop" à travers la bicouche. Les travaux de Gallois et al. sur une série d'anthracyclines

(doxorubicine, daunorubicine, idarubicine, leurs dérivés 3'-hydroxyles et 13-hydroxyles,

pirarubicine, WP619 et 620) dans des modèles 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 paramètres électrostatiques étaient sans influence sur leur

intégration, par contre ils déterminaient le pourcentage des formes neutres et chargées se liant

à la membrane (Gallois et al., 1996). Le caractère 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'espèces monomères. Pour

des ratio faibles de phospholipides anioniques par médicament, les interactions s'effectuent

par espèces monomères pour la doxorubicine (liaisons électrostatiques) et la daunorubicine

(liaisons électrostatiques et hydrophobes), et par espèces dimères (selon une association

oligomère avec les phospholipides) pour l'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 l'incorporation en fonction du caractère

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 caractère hydrophobe intermédiaire par rapport à différentes

anthracyclines très lipophiles (chargées ou neutres) telles que la 4-démethoxy-daunorubicine

(idarubicine), 3'-désamino-4'épi-3'-hydroxy-2'-iodo-4-déméthoxydoxorubicine (annamycine),

la 9-alkyl-4 hydroxy-aglycone et 4'-trisaccarride daunorubicine (aclarubicine), 4'-0

tétrahydropropanyl-doxorubicine (pirarubicine, THP-dxr,) la 4'-iododoxorubicine (Iodo-dxr),

la 3'-hydroxy-3'-déamino-doxorubicine (hydroxyrubicine, WPI59), ou des benzyl

doxorubicine (AD288, WP 546, AD198, WP 549). Cette propriété lipophile se traduit dans

leur cinétique d'incorporation par une vitesse d'influx accrue comme pour l'hydroxyrubicine
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(WP159) (Priebe et Perez Soler, 1993), l'idarubicine et l'iododoxorubicine (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), l'idarubicine (Bennis et al., 1997, Praet et al., 1996), ou les benzyl

doxorubicines (Lampidis et al., 1997, Lothstein et al., 1992).

Ces propriétés se révèlent d'autant plus importantes pour les tumeurs 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 particulières 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

l'incorporation 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 l'évaluation

d'anthracyclines dérivées interagissant préférentiellement avec des membranes riches en

cholestérol comme l'idarubicine et l'idarubicinol (Gallois et al., 1998).

3.3.2. Sites intracellulaires de l'action antitumorale

L'identification des sites majeurs d'inactivation cellulaire peut être menée selon différentes

approches. L'une de ces approches consiste à comparer l'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 à profit leur propriété de fluorescence. Une autre approche, pour déterminer les

sites intracellulaires cruciaux pour l'action antitumorale, consiste à établir une relation

causale entre les dommages induits aux organites et la cytotoxicité globale. Cette démarche

peut être établie par différentes méthodes : 1) effet-dose comparable à la courbe d'effet-dose

cytotoxique (Binaschi et al., 1997), 2) cinétique d'induction des dommages comparable à la

cinétique d'effet cytotoxique (Jaffrezou et al., 1996), 3) perte comparable du dommage et de

l'effet cytotoxique (Bose et al., 1995, Ling et al., 1993).

Comme nous avons pu le voir précédemment par les mécanismes d'actions, le noyau, les

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

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 à 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 phénomène de quenching en présence d'ADN. Ce quenching de fluorescence (en

condition d'excès d'ADN par rapport à l'anthracycline) est de l'ordre de 95% pour des

anthracyclines telles que la doxorubicine, la daunorubicine, l'épirubicine, l'idarubicine, et la

TIIP-dxr (Duffy et al., 1996, Laigle et al., 1996). Dans ces conditions, il est possible

néanmoins de comparer leur distribution subcellulaire. Les critères pertinents des dommages

à l'ADN nucléaire comprennent la quantité de cassures générées (dose-dépendant ou à

équitoxicité), la persistance des cassures (cinétique de réparation), et la localisation

génomique des lésions (Binaschi et al., 1997). L'étude comparative de Binaschi 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 d'ADN liées à la topoisomérase II. Leurs résultats ont mis en

évidence que la relative médiocre efficacité des anthracyclines de référence était associée à

leur faible potentiel d'induction de cassures doubles-brins, et que ces deux paramètres étaient

optimisés par réduction du caractère basique en 3'. Cette modification structurale implique

une recrudescence des cassures (à équitoxicité), une cinétique rapide de réparation (inférieure

à 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 la plus efficace en terme de cytotoxicité, mais impliquant la même séquence d'affinité

que les molécules mères et une cinétique intermédiaire de réparation. Des résultats 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, l'hypothèse émise

concernant leur cytotoxicité met en cause une incorporation plus rapide (par leur caractère

lipophile) associée à des mécanismes d'action situés au niveau nucléaire (cassures d'ADN

associées à la topoisomérase II) combinés à des sites cytoplasmiques.

Cytoplasme et membrane cellulaire. Les études de distribution subcellulaire d'anthracyclines

dérivées pour des lignées en suspension et/ou adhérentes, ont corrélé l'augmentation du

caractère lipophile (que les molécules soient chargées ou neutres) avec leur distribution
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cytoplasmique (DufJY et al., 1996, Lampidis et al., 1997, Lehne et al., 1996, Lothstein et al.,

1992). Leur localisation cytoplasmique était soit diffuse pour l'AD198 et WP549 (Lampidis et

al., 1997), soit diffuse et vésiculaire pour l'AD 288 et WP 546 (Lampidis et al., 1997),

l'idarubicine (DufJY et al., 1996) et l'aclarubicine (Lehne et al., 1996), et enfin vésiculaires

pour l'AD 198 (Lampidis et al., 1997). Les membranes sont des sites d'action cytoplasmiques

potentiels via l'activation de production de céramides mis en évidence pour la daunorubicine

(Jaffrezou et al., 1996). La voie "sphingomyéline" de production membranaire des céramides

pourrait être initiée par des espèces radicalaires dérivées de l'oxygène issues des

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

3. 4. Schéma d'induction de mort cellulaire

La maîtrise des mécanismes réactionnels cytotoxiques des anthracyclines s'intègre 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 modèles cellulaires, répertoriées dans la revue de Gewirtz, avec la doxorubicine ou

la daunorubicine pour une gamme de concentrations entre 0,5 et 1 flM (Gewirtz, 1999). Une

autre alternative est associée au traitement par anthracycline, elle est représentée par la

transduction de signaux provoquant un arrêt du cycle. Deux possibilités d'arrêt sont relevées

dans cette revue, classiquement un arrêt en G2, et issus de travaux récents un arrêt en GI

(Gewirtz, 1999). L'application de dose supraclinique (supérieure à 5 flM) etJou 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 1 illustre le large spectre d'activité anticancéreuse des anthracyclines.

Généralement les anthracyclines sont utilisées en association ou en relais avec d'autres agents

chimiothérapeutiques comme par exemple, le 5-fluorouracile, le cyclophosphamide, le

paclitaxel, la vincristine. La toxicité des composés utilisés en chimiothérapie est en général

importante. En effet, les substances antimitotiques agissent préférentiellement sur les cellules

à division rapide. Ce type de cellule peut être cancéreux, ce qui correspond à 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 être identifiés comme communs aux agents

antimitotiques, ou spécifiques à 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 à la dose avec une dose totale maximum tolérée

de 550 mg/rn' pour la doxorubicine et de 900 mg/rn" 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 été favorisée comme

l'épirubicine ou l'idarubicine (Muggia et Green, 1991). L'optimisation des protocoles

thérapeutiques a permis de déterminer les paramètres à considérer tels que les voies

(intraveineuse ou intrapéritonéale : 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
Traitement standard

Traitement de 2'd ligne

Activité marginale

Inactive

Type de cancer
Leucémie aiguë et chronique
Sein
Poumon (petites cellules)
Lymphomes
Myélome
Neuroblastome
Sarcome des os et des parties molles
Tumeur de Wilms
Cellules germinales (ovaires et testicules)
Ovaires (épithéliales)
Vessie (cellules transitoires)
Estomac
Tête et cou
Prostate
Thyroïde
Vessie (cellules squarnées)
Système nerveux central
Colon
Œsophage
Mélanome
Pancréas
Cellules rénales

Enfin des cardioprotecteurs peuvent également être associés aux traitements. Ceux-ci sont

soit des inhibiteurs de radicaux libres (ex : œ-tocophérol) peu efficaces, ou plutôt des

chélateurs de fer (ex : dexrazozane) inhibant la production de radicaux libres sans inhiber

l'effet antitumoral des anthracyclines (Prat et al., 1994).
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RESUME DUCHAPITRE 1

Malgré 30 années d'expérimentation et d'utilisation clinique, les mécanismes d'action des

anthracyclines classiques et de structures dérivées ne sont pas maîtrisés.

Parmiles différentes hypothèses en cours, l'inhibition de la topotsoméraseH'par.formation

de complexe transitoire avec l'ADN reste une voie consensuelle même si la structure des

anthracyclines implique un potentiel d'inhibition, et donc des lésions de t'ADN, différent. Là

production de radicaux libres est toujours un centre d'intérêt afin de déterminer leur rôle

dans l'effet antitumoral par traitement auxanthracyclines. Enfin, la production de cêramide

présente un caractère novateur dans l'étude des anthracyclines. Cependant les données restent

actuellement limitées aussi bien en fonction de la structure des anthracyclinesque du modèle

cellulaire (en suspension vs adhérent). En outre il semble que le mécanisme d'activation de la

production de céramide soit encore sujet à controverse ainsi que les voies de signalisation

associées.

Le développement de molécules dérivées d'anthracyclines classiques a mis en évidence que le

caractère lipophile d'une part augmentait t'influx par modification des interactions

"anthracycline-lipide'', d'autre-part modifiait la distribution intracellulaire en étendant ses

sites nucléaires à des sites cytoplasmiques. L'idarubicine est un candidat potentiel d'intérêt

pour l'étude de l'impact de l'augmentation du caractère lipophile sur le mécanisme d'action

cellulaire, tout en restant proche de l'application clinique.

La compréhension des mécanismes d'action cellulaire permet de mieux élucider les voies

d'induction de la mort cellulaire par les anthracyclines.
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II 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 être soit intrinsèques, c'est-à-dire au

préalable à tout traitement de la tumeur, soit acquis c'est-à-dire exprimés après le traitement.

A ce jour, certains mécanismes de résistance à la chimiothérapie ont été identifiés à différents

niveaux, anatomophysiologique, cellulaire et/ou moléculaire. La plupart de ces hypothèses

sont issues de recherches menées in vitro par le développement de lignées cellulaires

présentant un phénotype de résistance, mais leurs rôles en clinique restent encore

controversés. Il est possible de distinguer la résistance cellulaire spécifique et pléïotropique

par les caractéristiques suivantes:

,/ Résistance cellulaire spécifique: altération du transport spécifique, modification du

métabolisme des médicaments, altération des cibles intracellulaires.

,/ Résistance pléiotropique : modification de l'expression des gènes et protéines,

activation des mécanismes de réparation et de détoxification, résistance liée aux protéines de

transport

Nous nous attacherons à développer particulièrement dans ce chapitre les mécanismes de

résistance pléiotropique. Le caractère pléiotrope traduit le fait que la résistance peut s'exercer

simultanément vis-à-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, l'étoposide, les vincaalcaloïdes, 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 système 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 (Tableau 2)

(Isaacs et al., 1995).

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

Médicaments Intercalation

Antbracyclines ./
JUnsacrines ./
Etoposides (VP 16)
Epipodophyllotoxines
ICRF-159/193
Suramine

Stabilisation
des complexes

./

.r

./

./

Inhibition de
l'activité catalytique

.r

./

./

Les modifications de cette cible commune à plusieurs anticancéreux peuvent avoir pour

résultat une résistance croisée à ces médicaments, appelée AT-MDR (AT désignant altération

de la topoisomérase II) (Booser et Hortorbagyi, 1994). Ces altérations se manifestent par des

mutations des gènes qui entraînent des modifications quantitatives et qualitatives.

~ Les niveaux d'expression des isoformes des topoisomérases II présentent d'importantes

variations dans les tissus sains et tumoraux. Les études sur lignées cellulaires ont montré

qu'un haut niveau d'expression de l'isoforme a. conférerait une sensibilité accrue à 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 même

corrélation, excepté peut-être pour les tumeurs broncho-pulmonaires (Booser et Hortorbagyi,

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

~ La phosphorylation contribue à l'activité enzymatique (Isaacs et al., 1995). L'analyse sur

échantillons tumoraux a montré que l'augmentation de l'activité 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 l'activité

enzymatique.

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

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

métabolisation et de la détoxification des agents nocifs pour la cellule (Tew, 1994).
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~ Le glutathion (GSH) est un tripeptide (v-glutamyicystéine-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 synthèse de nova et un système de réparation (Figure 5).

ACIDEAMINE

yglutamyl
transpeptidase

cystéine

IS-oxoprolÎIl6 r-u",~ )'glutamyl-AA. r------,
â-oxoproùnase :,

1 01"4..,1.
y-glutamy/cysleine :
synthetase :

•

(.~~~,j-----

Giutathton
symhase

Figure 5: Voies de synthèse (.... ) et de sauvegarde du glutathion (_) (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 à la cellule de neutraliser les molécules toxiques (Tew, 1994).

~ Les glutathion Sstransférases (GSTs) sont une famille d'iso-enzymes comprenant les GST

a, IJ, 7t et 8. Elles sont codées par 5 gènes dont 4 pour les formes cytosoliques et un pour la

forme microsomale (8). Elles catalysent l'addition nucléophile du thiol réduit du GSH sur un

composé électrophile. La faible spécificité des GSTs leur permet de reconnaître plusieurs

fonctions chimiques avec peu d'affinité. L'augmentation et/ou l'expression différentielle des

GSTs dans la résistance aux anticancéreux a souvent été signalée. En effet dans les tumeurs,

comparées aux tissus sains adjacents, les taux de GSTs augmentent souvent comme la GST-7t

dans les carcinomes colorectaux, les tumeurs de l'estomac, des poumons ou encore de la

vessie. Chaque iso-enzyme de la GST est associée à un type de résistance. Ainsi, les GST-a et

IJ sont liées aux agents alkylants, en particulier les nitrosourées, et l'iso-enzyme 7t est associée

aux mécanismes de résistance aux anthracyclines par conjugaison des radicaux quinones qui

génèrent un stress oxydatifmembranaire ou nucléaire (Tew, 1994).
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3. La résistance associée aux protéines de transport

Le phénotype de résistance implique une résistance croisée à divers composés d'origine

naturelle en altérant, par des protéines trans-rnembranaires, 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 ATP-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 ATF-dépendant d'un large panel

de substrats tels que les ions, les métaux, les peptides, les hormones stéroïdes, 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 à la résistance pléiotropique, nombreuses appartiennent à

cette superfamille. La première à avoir été décrite est la glycoprotéine-P (P-gp) (Endicot et

Ling, 1989), puis la multidrug resistance relatedprotein (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 ATP-binding-cassette protéines

Outre les ABC protéines, d'autres mécanismes ont été mis en évidence dans des systèmes

expérimentaux qui confèrent 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 lung resistance related protein (LRP)

(Scheper et al., 1993). Cette protéine LRP de 110 kDa a été identifiée comme appartenant à la

famille des protéines humaines majeures voûtées. La LRP est codée par le gène 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 très présente à proximité des pores

de la membrane nucléaire, suggérant un rôle dans le transport nucléo-cytoplasmique, Elle

pourrait ainsi protéger le noyau des xénobiotiques (dont les anthracyclines). La structure très

conservée de cette protéine laisse présager un rôle 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 multidrug

resistance relatedprotein

3.2.1. La glycoprotéine-P

:>- Les gènes mdr

Nomenclature. Cette famille de gènes a été identifiée dans différentes espèces et présente une

conservation de séquence traduisant un rôle essentiel au cours de l'évolution. Ils ont été

classés selon qu'ils induisent ou non un phénotype de résistance. Ainsi les gènes de classe 1 et

II induisent le phénotype MOR classique, alors que les gènes de classe III n'induisent pas de

résistance (Tableau 3).

Tableau 3 : Classes des gènes rndr (Skovsgaard et al., 1994).

.
Hamster .r pgp l, pgp2
Souris; rndr3 (rndr1a), rndrl (rndrlb)
Homme mdrl

pgp3 .' .'
n'Ida '. .'
mdr2.(indr3) .

Régulation de l'expression du gène mdr1. Les gènes mdr humains sont adjacents et localisés

sur la région chromosomique 7q21-31 (Bell et al., 1987). Au cours du développement du

phénotype MOR, l'activation transcriptionnelle du gène mdrl précède 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 à haut niveau de résistance ont été décrites avec une amplification

génique impliquant soit les chromosomes doubles-minutes (DMC), soit les régions marquées

de façon homogène (homogeneously stained regions .. HSR) (Endicot et Ling, 1989). Il

semblerait que les modèles avec activation de la transcription et/ou de la traduction,

particulièrement ceux à faible niveau de résistance, traduiraient mieux la réalité clinique

(Rohlff et Glazer, 1995). Le gène mdrl humain contient deux sites majeurs d'initiation de

transcription au niveau de l'exon la en amont du site ATG produisant un ARN messager de

4,5 kb. La régulation de l'expression de mdrl s'effectue par l'intermédiaire d'un promoteur

contenant une séquence consensus CAAT box, mais pas de TATA box ainsi que des éléments

de contrôle comme les séquences consensus Y-box au niveau de l'exon et de l'intron 1. Parmi

les voies d'activation de transcription décrites, deux voies majeures de transactivation

interagissent: la voie hormonodépendante, via l'AMP-cyclique (AMP-c) 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 à l'AMP-c (CRFs) comme, AP-l et 2, SPI et CREB (se lie à la

séquence CRE) qui exercent une régulation positive sur mdrl. La voie EGF implique

l'activation de facteurs de transcription comme CfEBP (se lie à la séquence CCAAT) et d'AP

l qui activent l'expression de mdrl. Ces éléments sont présentés dans la Figure 6 selon la

revue de Rohljfet al.

,fCRE) 1 CCAATi wu",d
JI IL-,
~oteur j

Gfkz]cq'~~2 ·
Direction de transcription

Figure 6 : Représentation schématique des éléments de régulation de mdr1. Le promoteur inclut entre autres la
séquence CCAAT, les séquences de la protéine activatrice 1 (AP-I) et des éléments répondants à l'AMP-c
(CRE). Les éléments de contrôle au niveau de l'exonl comprennent la séquence Y-box ainsi que de l'AP-2 et de
SPI (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 linker. En outre, la première boucle extracellulaire en

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

COOH

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

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

modifications post-traductionnelles. 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 règle absolue puisque des molécules neutres (épipodophyllotoxines,

paclitaxel) et chargées positivement (anthracyclines, vincaalcaloïdes) à 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 (vincaalcaloïdes, anthracyclines,

colchicine, epipodophyllotoxines, taxanes, stéroïdes...), la P-gp participe aux échanges d'ions

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

3.2.2. La multidrug resistance related protein

>- Les gènes rnrp

Nomenclature. Le gène rnrp1 se situe sur la région chromosomique 16p13.1 (Cole et al.,

1992), mais plusieurs homologues ont été identifiés sur des chromosomes différents. Ces

gènes produisent des protéines très 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 à la protéine. Parmi eux un nouveau gène associé au

phénotype MDR a été identifié, dont la protéine présente des similarités avec la MRP. Ce gène

associé à 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-CEMlE1000

surexprimant la rnrp1 (Longhurst et al., 1996).

Régulation de l'expression du gène 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 l'ARNm de MRP. Des amplifications géniques ont été relevées dans divers modèles

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 la

transcription de rnrp1. A ce jour, il existe peu de certitudes concernant le procédé de

régulation de transcription de rnrpl ou de la dégradation de son ARNm. Le promoteur du gène

rnrpl humain, en amont de la séquence de l'ARN messager de 6.5 kb, contient des séquences

riches en G-C. Ces séquences répétées sont caractéristiques des promoteurs qui n'ont ni de
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séquence consensus CAAT box, ni de TATA box. Parmi les VOles de régulation par

transactivation, il semblerait que le facteur SpI soit impliqué dans la détermination du niveau

basal d'expression du gène ou dans la modulation de son activité en réponse à différents

stimuli (Loe et al., 1996).

~ La multidrug resistance relatedprotein (MRP)

Structure. La MRP est une protéine de 1531 acides-aminés de poids moléculaire à 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 hypothèses de topologie de la MRP, deux modèles sont

présentés dans la Figure 8. La structure (a) contient 8 domaines trans-membranaires dans la

première moitié NH2-terminale de la molécule et 4 dans la seconde moitié COOH-terminale.

Les deux domaines trans-membranaires sont N-glycosylés, et la région phosphorylable sépare

les deux moitiés par la région linker à proximité du domaine NBD1. La structure (b) contient

11 à 12 segments trans-membranaires dans la première moitié NH2-terminale de la molécule

et 6 dans la seconde moitié COOH-terminale. Comme le premier modèle, les deux domaines

trans-membranaires sont N-glycosylés, et la région linker phosphorylable est à proximité du

domaine NBD1. Quoiqu'il en soit, la MRP se différencie de la P-gp également par la

divergence de séquence primaire entre les domaines NBD1 et 2.
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Figure 8 : Deux modèles de structure de la MRP et de son orientation à travers la membrane cytoplasmique (Loc
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, même s'il semble que
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les PKC interviennent. Aucune de ces modifications n'a été encore démontrée comme

essentielle à la fonction de la MRP (Almquist et al., 1995).

Substrats. Le spectre des substrats de la MRP est très proche de celui attribué aux

transporteurs multispécifiques d'anions organiques (MOAT) appartenant aux ABC protéines,

suggérant le transport de peptides famésylés. En outre, la MRP transporte des conjugués au

glutathion, tel que le leucotriène cystéinyle 4 (LTC4) ainsi que des anticancéreux conjugués

ou non: alkylants, nitrosourés, anthracyclines, étoposide, vincaalcaloïdes. Par contre, la MRP

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

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

Le phénotype MDR classique implique pour les anthracyclines une diminution de leur

concentration intracellulaire. Ce phénomène traduit un efflux actif des anthracyclines hors de

la cellule associé ou non à 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 a 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

à travers la membrane.

Concernant le mécanisme d'action de la P-gp, un modèle basé sur les données biochimiques

et de structure-fonction a été 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 à partir du cytosol (Gottesman, 1993). La revue de Garnier-Suillerot analyse les

paramètres de transport (influx, efflux) pour les anthracyclines et les vincaalkaloïdes. Elle

rappelle plusieurs corrélations: i) le niveau d'expression de P-gp est corrélé avec le degré de

résistance aux anthracyclines, ii) l'accumulation intracellulaire d'anthracyclines est corrélée

avec leur cytotoxicité pour l'analyse du phénotype MDR classique (courte et longue

exposition). Les paramètres issus des cinétiques de transport sont particulièrement prédictifs

de l'efficacité cytotoxique des anthracyclines, en particulier le coefficient moyen d'influx (k.)

par rapport au coefficient d'efflux actif (ka) ou de dissociation (Km) de la P-gp moins

dépendant de la structure des molécules. Pour une anthracycline donnée, le caractère

prépondérant est sa lipophilie qui augmente directement la cinétique d'influx et diminue le

33



facteur de résistance. L'idarubicine, l'aclacinomycine ou l'hydroxyrubicine illustrent

particulièrement ce phénomène (Garnier-Suillerot, 1995).

Le modèle associé à la P-gp peut-être appliqué à 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 l'accumulation

des anticancéreux n'est pas systématiquement mise en évidence comme pour le modèle

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

d'efflux des composés hydrophobes anioniques (calcéine) ou cationiques (daunorubicine)

puisque vraisemblablement conjugués au glutathion selon des processus spécifiques (Hollo et

al., 1996, Versantvoort et al., 1995), d'autre part de l'intervention d'un phénomène 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 à celle définie au niveau des membranes cytoplasmiques.

Cet événement a fréquemment été observé 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 l'origine du modèle (transfecté ou sélectionné). Par contre, sa

localisation ainsi que sa proportion cytoplasmique semblent dépendre du modèle. Les

modèles transfectés ont une MRP plutôt dans la région golgienne selon une faible proportion,

alors que les modèles 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 antitumorallibre à 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 l'importance de son

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

4. La modulation de la résistance

Parmi les voies de recherche sur la résistance la réversion 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 être 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 à différentes catégories de familles:

les inhibiteurs de canaux calciques (ex : vérapamil, VRP), les antagonistes de calmoduline

(ex : trifluoperazine, TFP), les agents stéroïdes (ex : tamoxifène, TAM), les agents

immunosuppresseurs (ex: cyclosporine A, CSA) et leurs analogues non-immunosuppresseurs

(ex: PSC-833). Ces composés ont des similarités de structure comprenant: un hétérocycle,

une charge positive à pH physiologique, un caractère lipophile (Ford et Hait, 1993).

~ La multidrug resistance relatedprotein (MRP)

Parmi les modulateurs de la MRP communs à la P-gp, on retrouve le vérapamil, le

tamoxifène, 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 à 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 intérêt des modulateurs consiste en la compréhension des mécanismes de

transport des anthracyclines, De ces travaux ont émergé la mise au point de méthodes in vitro

et/ou in vivo, évaluant le caractère fonctionnel des pompes à efflux (Barbaries 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 potentiel dans la

réversion du phénotype MDR. Les expérimentations in vitro ont déterminé que le PSC-833 se

lie à 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 propriété ATPasique (Watanabe et al.,

1997). Cependant son activité inhibitrice est moins efficace dans les conditions in vivo (Smith

et al., 1998). Malgré 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 (Barbaries 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 gènes associés au phénotype MDR ont été identifiés et caractérisés dans des systèmes

expèrimentaux, et leur rôle dans la résistance aux anticancèreux a été confirmé par des

techniques de transfert de gènes. Par conséquent, il est nécessaire d'évaluer si les mécanismes

MDR, en particulier les protéines de transport, présentent un intérêt clinique dans la réponse à

la chimiothérapie, et plus précisément aux anthracyclines.

5.1. Les techniques de détection des gènes et protéines

L'évaluation sur des échantillons issus de prélèvements cliniques nécessite de considérer

différents paramètres pour la détermination du phénotype MDR.

- L'expression du phénotype MDR dépend du niveau d'expression du gène, plutôt que d'une

mutation spécifique de son gène. Les techniques devraient être au moins semi-quantitatives
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- L'hétérogénéité des mveaux d'expression provient des différences entre population de

patients issus de différents critères de sélection. En outre, les niveaux d'expression attendus

sont inférieurs à ceux mesurés dans les systèmes expérimentaux. Par conséquent, les

techniques devraient être hautement sensibles et spécifiques.

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

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

complémentaire et idéale, que ce soit sur prélèvement de tumeurs solides ou de leucémie.

5.2. Les facteurs prédictifs en chimiothérapie

L'évaluation de l'expression sur tissus sains a été effectuée pour les cibles mdr I/Pgp et

mrpl/MRP. Leurs principales localisations sont résumées dans le Tableau 4. Ces localisations

ont permis d'envisager un rôle physiologique commun de protection contre les xénobiotiques

mais qui implique différents substrats et mécanismes d'action.

Tableau 4 : Localisations principales de l'expression de mdrl et rnrpl dans les tissus sains.

mdrl (Goldstein et al., 1992)
Fatble niveau Niveau détectable
Ovaire, sein Rein, surrénales
Estomac Colon, foie, pancréas
Poumon CD34

Lymphocytes périphériques
Endothélium de capillaire
des testicules et cerveau

Muscle squelettique

mrpl (Nooter et al., 1995)
Faible niveau Niveau détectable
Rein, ovaire, sein Poumon, œsophage
Foie, pancréas Colon
Glandes salivaires Vessie, testicules, surrénales

Lymphocytes périphériques
Granulocytes, monocytes,
Rate
Muscle strié

Les tissus tumoraux peuvent exprimer un gène 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 mrp1 issues de différents travaux.

Tableau 5 : Localisations principales de l'expression de mdrlet rnrpl dans les tissus tumoraux.

mdrl (Goldstein et al., 1992) mrpl (Loe et al., 1996, Nooter et al.,
1995)

Tumeurs non traitées a Tumeurs traitées' Tumeurs a

Colon, foie, pancréas Neuroblasrome () Leucemie chronique
Rein, surrénales Sarcomes b Poumon c" rate, vessie, surrénales
Lvmphomes. neuroblastome :' Ovaires. seins Leucemies aigues fLA\{) "
Leucémies aiguës. chroniques Leucemies aizues :.' Mélanome, neuroblastome
POUillon ', œsophage vfvélome multiple h Colon, rein, estomac
Ovaires. seins b Sarcomes, myélome multiple :'
Mélanome, estomac, vessie Foie, ancréas, ovaires. seins "

a Présentation en fonction d'une expression dugène détecté selonunniveau décroissant
D Cancers présentant une indication pour les antbracycliues dans les protocoles standard de chimiothérapie
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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 aiguës (LAL, LAM) ou chroniques,

les lymphomes, les neuroblastornes, les myélomes multiples. La chimiothérapie est largement

employée dans ces cancers, et en particulier les anthracyclines. Malgré des résultats 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 rôle 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 être un paramètre pronostique défavorable (Dhooge et De Moerloose,

1999). Alors que selon Den Boer et al. la surexpression de la LRP, à la différence de la P-gp

ou la MRP, est associée dans les LAL d'enfants à un défaut d'accumulation (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 à la chimiothérapie

(Bordow et al., 1994). Pour les adultes, il semble se détacher un constat consensuel sur

l'intérêt 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 intracellulaire des différents substrats tels que les

anthracyclines (Guerci et al., 1995), la rhodamine 123 (Michieli et al., 1997), ou la calcéine

AM (Schuurhuis et al., 1995). Exceptées les observations de distribution intracellulaire sur

prélèvements de LAM d'adulte effectués par Lautier et al. concernant 4 anthracyclines sur

lignées et prélèvements (Lautier et al., 1997), et par Schuurhuis et al. pour la distribution de

la doxorubicine (Schuurhuis et al., 1995), il n'y a pas de données cliniques sur le phénomène

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

., Les tumeurs solides

Les cancers broncho-pulmonaires sont regroupés en deux catégories, les cancers broncho

pulmonaires à petites cellules et non à 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'étoposide, la vincristine, et plus récemment, les taxanes et le topotécan. De

façon générale, les CPC développeraient leur résistance après le traitement alors que les

CNPC sont connus pour présenter d'emblée une résistance aux traitements (Clynes et al.,

1993). L'implication de la mdr1/Pgp dans la réponse à la chimiothérapie est très 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 l'évolution de la maladie et le taux de réponse au traitement reste à confirmer.

Les cancers du sein sont considérés comme l'un des cancers les plus chimiosensib1es parmi

les tumeurs solides. De nombreuses substances sont actives comme les anthracyclines, les

alkylants, les antimétabolites, les alcaloïdes de pervenche, l'étoposide, le cis-platine et plus

récemment les taxanes. Cependant si la réponse globale reste importante, la durée de réponse

est relativement courte, et la plupart des tumeurs acquièrent 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 l'altération des topoisomérases. Concernant la P

gp, une méta-analyse de Trock et al. a été réalisée à partir de 31 études entre 1989 et 1996.

Elle a mis en évidence que l'expression mdr1/P-gp dans les cancers du sein est associée à un

pronostic de faible réponse à la chimiothérapie, en particulier à la doxorubicine, ainsi qu'à un

caractère agressif de la tumeur (Trock et al., 1997). Le rôle de la MRP est également en cours

d'évaluation dans cette pathologie. Les résultats de l'équipe de Nooter et al. sont issus d'une

analyse de 259 prélèvements de cancers primaires du sein. La surexpression de la protéine

MRP a été 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 été démontré en termes de

pronostic, il est associé à un comportement tumoral plus agressif et à un phénotype de

résistance (Nooter et al., 1997). L'utilisation de techniques très sensibles (RT-PCR, RNase

protection assay) pour l'expression des gènes mdr1 et mrp1 a mis en évidence une expression

de faible niveau ubiquitaire qui laisse présager une sélection des cellules exprimant ces gènes

plutôt 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 DUCHAPITRE Il

La résistance pléiotropique comprend 3 aspects : la MDR classique, l'AT-MDR et la

associée au système du glutathion. Parmi les protéines de transport, la superfamille des ABC"

protéines inclut deux des trois. principales protéines Impliquées dans Ie phénotype MDR

classique, la P-glycoprotéine(P-gp) et lamultidrug resistance relatedprotein(MRP). ...

Etudiees depuis plus de 10 ans, lesiÇonnaissances fondamentales.àJeursujet sont

conséquentes. La P-gp est le produit de l'expression du gène humain mdrl,etsa surexpression

est induite par activation de sa transcription et/ou de sa traduction. La MRP est le produit de

l'expression du gène humain mrpl , et les mécanismes régissant sa surexpression restent mal

connus. La P-gp et la MRP sont des protéines trans-membranaires avec des spécificités

structurales propres.

Le phénotype MDR classique se traduit pour les anthracyclines par un défaut d'accumulation

intracellulaire et/ou une séquestration cytoplasmique. La diminution de la concentration

cellulaire s'effectue par un efflux actif pour la P-gp et laMRP, mais selon un mécanisme et

un panel de su~strats spécifiques à chacun.e.L'influx s'est révélé un critèreiIn~ortantpour le

choix des anthracyclines dérivées à sélectionner. La séquestration •cytoplasmique des

anthracyelines est décrite plus précisémentpour la MRP que la P-gp. Parmi les stratégies

réversion de laMDR l'utilisation de chimiomodulateur est une voie classique mais dont les

résultats en clinique sont souvent décevants.

Concernant les applications en clinique de la MDR classique, de nombreuses études

réalisées sur cette thématique ont mis en évidence son rôle dans les leucémies, alors que pour

les tumeurs solides les résultats restent controversés. Les évaluations s'effectuent

généralement sur le niveau d'expression des transcrits ou des protéines (mdrl/Pgp et

mrpl/MRP), et quand cela est possible par des tests fonctionnels d'accumulation et/ou

d'efflux. Par contre, actuellement, il n'existe pas de données sur l'implication de la

séquestrationcytoplasmiquedesanthracyclilles en clinique.
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ID LA REPONSE CELLULAIRE AUX ANTHRACYCLINES

La sensibilité ou la résistance aux anthracyclines est directement liée à la capacité des cellules

tumorales à stopper leur division et à entrer dans un processus létal. Les arrêts du cycle

cellulaire ou les voies aboutissant à la mort cellulaire sont sous le contrôle de médiateurs

moléculaires qui sont progressivement activés.

1. Le cycle cellulaire

Les anthracyclines induisent des perturbations au niveau du cycle cellulaire. Chaque phase du

cycle est associée à au moins un point de contrôle (checkpoint) qui autorise ou non le passage

à 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 synthèse d'ADN. Il est composé de 4 phases:

• G] (gap 1) : les cellules à 2n chromosomes préparent la synthèse de l'ADN puis évaluent,

en fin de Gr, la possibilité de passer en phase S. La phase G] présente d'importantes

variations de durée: d'une heure jusqu'à de très longues périodes.

• S (synthèse d'ADN) : l'ADN est répliqué. Ce processus dure environ 6 à 8 heures.

• G2 (gap 2) : les cellules préparent la mitose pendant environ 4 heures puis évaluent, en fin

de Gl, la possibilité d'y entrer.

• 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 G1 et débutent un nouveau

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

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

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

biochimique ou morphologique ne permet de les distinguer des cellules en phase G1 ; par

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

1.2.1. Régulation des phases du cycle

Toutes les étapes de la division cellulaire nécessitent des synthèses protéiques et donc

l'activation de leur transcription au niveau de l'ADN. Un certain nombre de régulation sont

dues à 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 l'activité se met en place lors de la complexation avec des cyclines exprimées de

manière 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 G2/M (Albert et al., 1995).

Il existe des inhibiteurs des Cdk représentés par deux principales familles. Ceux sont

potentiellement des gènes suppresseurs de tumeurs. La famille CIPIKIP correspond à un

ensemble de protéines inhibitrices des Cdk de la phase G], en particulier la protéine P2I

synthétisée sous la dépendance du gène WAFI/CIPj. La famille 1NK4 inhibe la Cdk4 et inclut

3 protéines (PI6, PI5, PIS) dont les rôles physiologiques ne sont pas encore clairement

déterminés (Albert et al., 1995).

1.2.1.2. Lesfacteurs de transcription

Il existe des interconnections entre les facteurs de transcription et la régulation du cycle

cellulaire. Pour exemple, les facteurs de transcription EzF, AP-I et NFK-B régulent la

transition Gj/S par activation de la transcription du gène de la cycline DL La protéine P53

intervient dans de nombreux processus cellulaires. Dans la régulation du cycle cellulaire, elle

a un rôle bivalent. Son mécanisme d'action est bien décrit dans le blocage du cycle cellulaire

en G/S, par contre son rôle est moins bien défini dans l'arrêt en Gz/M.

1.2.2. Les points de contrôle

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

but de vérifier l'intégrité de la transmission de l'ADN de la cellule mère vers les cellules filles.
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De par leur position stratégique, les arrêts en OI/S et OzlM sont les mieux connus. Il 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 l'influence de facteurs de
croissance, la cellule reçoit le signal de se
diviser.
En [2], induction de la transmission du signal.
En [3], les cellules sortent de Go et progressent
au delà d'un point de restriction [4] à la
condition de recevoir un stimulusconstant.
En [5], il existe un point de contrôlene laissant
se diviser que l'ADN normal.
En [6], la cellule double sa quantité d'ADN. En
cas d'anomalie non réparable de l'ADN, elle
évolue vers la mort [7].
En [8], il existe un nouveau point de contrôle
avant la séparation du matériel génétique vers
deux cellules filles.
En [9], la mitose s'accomplit. Les cellules se
séparent et retournent en GO, sauf si un
stimulus entretient le processus de division

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

http://www.baclesse·fr/cours/[ondamentale!4-division-cellulaire/Divis-l.htm.

1.2.2.1. Le point de contrôle 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 gène suppresseur de tumeur de susceptibilité au rétinoblastome. Elle

permet un arrêt réversible du cycle en 0 1 (Horton et al., 1995). En début de phase OI, Rb non

phosphorylée, est liée au facteur de transcription E2F. Rb empêche 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-ci enclenche alors la transcription de gènes

nécessaires à la synthèse de l'ADN en phase S, tels que la thymidine kinase, la dihydrofolate

réductase ou l'ADN polymérase. En fm de phase S, le complexe Cdk2-cycline A phosphoryle

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

Le système clé du passage en GziM est un complexe multiprotéique, le MPF (Maturation

Promoting Factor), composé de p34cdc2 (homologue de Cdkl) et de la cycline BI. Cette

transition nécessite l'activation de la kinase HI (HIK) de Cdk l qui est régulée par une série

de phosphorylations de Cdkl et par la synthèse de cycline BI.

Le taux de cycline BI, régulé aux niveaux transcriptionnel, post-transcriptionnel et de la

stabilité de l'ARNm, est faible en Go et G] alors qu'il augmente pendant les phases Gz et M

(Welch et Wang, 1992). La localisation cellulaire (cytoplasmique puis nucléaire en Gz/M) de

la cycline BI contribue aussi à sa régulation (Toyoshima et al., 1998). Quant à la

phosphorylation de Cdkl , elle débute par celle de la thréonine 161 par le complexe Cdk7

cycline H encore appelé CAK (Cdk-Activatmg Kinase). La liaison de Cdkl à la cycline BI

s'effectue en même temps que les phosphorylations de la thréonine 14 et de la tyrosine 15, qui

empêchent l'acquisition précoce de l'activité kinasique du complexe. L'activité enzymatique

de ce MPF encore inactif est générée par la protéine cdc25C qui enlève les 2 phosphates en

position 14 et 15 (Feilotter et al., 1992). Le MPF activé 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), l'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

l'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, mais le produit final d'activation au

niveau nucléaire implique une famille de protéines appelées MAP kinase (pour Mitogen

Acttvating Protein), dont la mission est de phosphoryler les gènes de transcription de l'ADN.

Deux voies principales aboutissent à 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 spécifiques, liant le GTP (Guanosine Tri-phosphate), appelées

Protéines G. Elles couplent les récepteurs avec les effecteurs intracellulaires, et à ce titre

exercent un contrôle 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 l'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 l'intermédiaire d'une protéine G soit

directement par phosphorylation d'un résidu tyrosine. La PLC-g hydrolyse les phospholipides

contenant de l'inositol en deux seconds messagers : l'inositol triphosphate (IP]) et le

diacylglycérol (DAG). L'IP] permet l'activation de protéines kinases (ex : PKC),

phosphatases et phosphodiestérases. Le DAG active spécifiquement la PKC qui elle même

active des facteurs de transcription tels que NFKB, 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 l'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 après un nombre fini de division cellulaire par un

phénomène de mort cellulaire programmée, défini comme la sénescence. Les télomères sont

des séquences répétées d'ADN qui protègent l'extrémité des chromosomes de leur

dégradation. Le raccourcissement des télomères est effectué après chaque division cellulaire.

Lorsque ces séquences arrivent à 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 /3

galactosidase et sont associées à un arrêt dans la phase G1 du cycle sous le contrôle de p53 et

p21 (Chang et al., 1999).Les télomérases sont des ribonucléoprotéines permettant le maintien

de l'intégrité des télomères 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 l'ADN au niveau des télomères 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 l'impossibilité d'une prolifération illimitée. Ce

processus apparaît pour des cellules ayant subit un stress exogène et qui provoque des lésions

au niveau de différentes macromolécules intracellulaires telles que l'ADN et les membranes

cellulaires par les anthracyclines (Chang et al., 1999, Come et al., 1999 a) ou les radiations

ionisantes, le fuseau mitotique par les taxanes. Le phénotype de la catastrophe mitotique (ou

encore appelée mort cellulaire reproductive, ou différée) se traduit par un blocage dans la

phase G2/M sous le contrôle du complexe MPF. Ce phénotype se caractérise

morphologiquement par l'apparition de mitoses aberrantes comme des cellules géantes

multinuclées ainsi que des micronoyaux et s'achève par la mort cellulaire (Johnson et al.,

1999). Cette succession d'événements peut survenir immédiatement après le stimulus ou de

façon différée.

2.2.3. L'apoptose

L'apoptose est un second mode physiologique de mort cellulaire programmée. Ce type de

mort est impliqué dans des fonctions physiologiques contribuant au maintien de

l'homéostasie en programmant la destruction des cellules. Elle existe durant l'embryogenèse,

le développement du système nerveux ou l'atrophie tissulaire endocrino-dépendant mais peut

également être induite par des agents exogènes.

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 première phase est caractérisée par la survenue brusque d'altérations nucléaires et

cytoplasmiques. La chromatine se condense pour former un croissant homogène plus ou

moins volumineux caractérisant des cellules en apoptose précoce et appelée margination. La
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chromatine subit alors un clivage internucléosomique dû à une endonucléase Ca2+,

Mg2+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'agglomèrent 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 morphologiques de l'apoptose (Kerr et al., 1972).

~ La seconde phase, qui peut chevaucher la première, est marquée par l'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 phénomène 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 l'asymétrie des phospholipides

membranaires qui favorise également la phagocytose (Wyllie, 1997).
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~ La troisième étape est marquée par la dégradation des corps apoptotiques. Une fois

phagocytées, ces vésicules sont lysées à l'intérieur des phagosomes. Les lysosomes

interviennent seulement au niveau terminal de la dégradation des corps apoptotiques

phagocytés. La mort apoptotique in situ ne s'accompagne d'aucune réaction inflammatoire

lymphocytaire et ne modifie pas l'architecture tissulaire. ln vitro, les vésicules s'accumulent

dans le milieu de culture pendant cette phase. Elles perdent leur intégrité membranaire et

peuvent être détectées au moyen de colorants d'exclusion. Cette dernière caractéristique a

généré pour cette étape l'appellation de "nécrose secondaire" (Wyllie, 1997).

2.2.3.2. Régulation de l'apoptose

Les principaux facteurs induisant le signal de l'apoptose sont le stress (hyperthermie, hypo

oxygénation) ; le traitement par des substances cytotoxiques ou des radiations ionisantes ;

l'atteinte de l'ADN; 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 gènes qui contrôlent l'apoptose sont nombreux et les mécanismes qui les contrôlent ne

sont qu'en partie élucidés. Cependant tous ces signaux de mort cellulaire passent par un

mécanisme principal commun impliquant la famille BcI-2 et les mitochondries et ont pour

effecteurs les caspases ou un facteur inducteur d'apoptose (ou AIf).

~ BcI-2 (B-celllymphomGlleukemia 2) est le prototype d'une famille de 9 gènes contrôlant la

mort cellulaire programmée. Parmi les membres de cette famille, on distingue les gènes anti

apoptotiques (BcI-2, BcI-XL, Bag., Mcl-I, Al) et les gènes pro-apoptotiques (Bax, Bak, Bad,

BcI-Xs ) qui sont capables de se dimériser entre eux selon différentes combinaisons. Le terme

de rhéostat cellulaire a été proposé pour rendre compte du caractère déterminant de la

proportion des différents homo et hétéro-dimères permettant d'engager la cellule vers

l'apoptose ou la survie. Il semblerait que le ratio BcI-2lBax soit pris comme référence pour

déterminer cette orientation (Durrieu et al., 1999).

Situé sur le chromosome 18, BcI-2 est surexprimé dans un grand nombre de cancers. La

protéine BcI-2 est une protéine de 24-26 kDa et comprend une queue hydrophobe permettant

son ancrage membranaire à différents sites tels que les membranes mitochondriales externes,

le réticulum endoplasmique et les membranes périnucléaires. La protéine Bcl-2 a pour rôle 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 c qui active les caspases. D'autre part, Bel-Z inhibe la libération du

Ca2+ du RE afin d'empêcher l'activation des endonucléases calcium-dépendant chargées de

dégrader l'ADN lors du processus apoptotique (Allen et al., 1998).

~ L'ensemble de ces mécanismes aboutit à l'activation d'un effecteur cytoplasmique

commun appartenant à un groupe de protéines : les caspases. Les caspases comprennent

actuellement 14 protéases à cystéine synthétisées sous forme de proenzymes inactives qu'un

signal apoptotique permet de convertir en enzymes matures. Les caspases diffèrent 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 première position. De

nombreuses protéases sont modifiées par les caspases : polymérase, topo-isomérase J,

protéine kinase dépendante de l'ADN. Certaines modifications aboutissent à l'activation

d'enzymes promotrices de l'apoptose et notamment des endonuc1éases agissant sur des sites

exposés 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 à des variations extrêmes des conditions physiologiques normales (hyperthermie,

irradiation, hypoxie, anticancéreux).

Lors d'un processus de nécrose, les cellules présentent des dommages cellulaires initialement

au niveau de la membrane plasmique. Les échanges ioniques ne sont plus contrôlés et la

cellule n'a plus la capacité de maintenir son homéostasie. L'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 à sa

destruction. In vivo, la mort cellulaire par nécrose est souvent associée à une réponse

inflammatoire provoquée par la libération d'enzymes Iysosomales (Wyllie, 1997). Il est à

noter que la plupart des traitements anticancéreux capables d'induire l'apoptose, provoque

une nécrose lors d'exposition à forte dose.

3. Processus impliqués par les anthracyclines

Les travaux effectués sur le mécanisme d'action des anthracyc1ines, ont été réalisés de façon

prépondérante sur les deux molécules mères de référence encore très utilisées en clinique: la
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doxorubicine et la daunorubicine. Quelle que soit l'anthracycline et/ou le processus d'induction

de mort cellulaire impliqué, la séquence complète des événements cellulaires probables n'est

pas décrite in vitro. Un schéma récapitulatif simplifié des différentes réponses cellulaires aux

anthracyc1ines sera proposé, issu de données spécifiques aux anthracyclines ou de revues

générales (Figure Il). La réponse cellulaire aux anthracyc1ines est initiée à partir des

différentes cibles, à savoir: l'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 modèle

cellulaire.
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Figure Il : Schéma récapitulatif des processus cellulaires probables mis en œuvre après un traitement par

anthracyclines : A) Signalisation et régulation de l'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 ug/ml, pendant lh, analyse 72 h plus tard) autocrine et/ou
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paracrine du système CD95/CD95-L (APO-llFas-L) (Fulda et al., 1998) alors que Petak et al.

ont montré que cette voie n'était pas impliquée dans le mécanisme d'action cytotoxique de la

doxorubicine (0,05-3 flM pendant 72 h) (Petak et al., 2000). Par contre l'activation des

caspases dans ce processus de signalisation semble être admise (Durrieu et al., 1998, Fulda et

al., 1998, Petak et al., 2000).

Les céramides peuvent être 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 la production de céramides et d'espèces réactives d'oxygène (ERO) induits par la

daunorubicine (1 flM 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 être impliquées dans l'activation des facteurs de

transcription précoces au stress oxidatif. En effet, les résultats de Boland et al. suggèrent pour

la daunorubicine (de 0,05 à 2,5 flM pendant 1 à 24 h) sur deux modèles cellulaires en

suspension, une activation de NFk-B de façon indépendante d'une production effective de

céramides mais dépendante de la production d'ERO (Boland et al., 1997).

Liao et al. ont montré que les lésions au niveau de l'ADN peuvent initier la production des

céramides via l'activation de la céramide synthase (Liao et al., 1999). L'endommagement de

l'ADN par les anthracyclines (cassures double-brins, DSBI cassures simples-brins, SSB),

provoqué soit par des radicaux libres soit par la formation du complexe [ADN-TopoII

Anthracycline], induit l'activation de p21 (Gartenhaus et al., 1996, Hedenfalk et al., 1997) ou

du complexe MPF (Ling et al., 1996).

3.2. Arrêts du cycle et mort cellulaire

L'effet antitumoral des anthracyclines s'exprime selon deux mécanismes qui peuvent être

distincts: l'effet cytostatique (arrêt du cycle cellulaire) et l'effet cytotoxique (mort cellulaire).

Selon les données de la littérature, issues principalement d'expérimentations in vitro,

l'endomagement de l'ADN par les anthracyclines implique un blocage des cellules en G/S

(Chang et al., 1999, Come et al., 1999 a, Ferraro et al., 2000, Vial et al., 1997) ou en Gz/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 arrêts 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'arrêt en G/S provoqué par les anthracyclines serait sous la dépendance de P21 mais le

rôle de P53 reste controversé (Gartenhaus et al., 1996, Hedenfalk et al., 1997).

Le gène p53, localisé sur le bras court du chromosome humain 17, est un gène suppresseur de

tumeur. Son ARNm, possède Il exons et code pour une phosphoprotéine kinase nucléaire. La

protéine est divisée en 4 domaines : transactivation, fixation, oligornérisation, fixation non

spécifique à l'ADN (Soussi et al., 1990). La forme active de cette protéine de 53 kDa est en

fait un tétramère 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 gènes impliqués dans

de nombreux processus cellulaires centraux tels que le cycle cellulaire, la stabilité

génomique, la ségrégation des chromosomes, la sénescence et l'apoptose (Chang et al., 1999).

La protéine P53 sauvage a également la capacité de réguler négativement l'expression d'un

grand nombre de gènes cellulaires et viraux en s'associant notamment à la TBP (TATA box

Binding Protein) (Chang et al., 1995) et à la CBF (CCAAT box Binding Factor) (Agoff et al.,

1993).

La protéine P53 est un élément important de la voie activée en réponse aux dommages subis

par l'ADN, ce qui lui vaut le surnom de "gardien du génome". En effet, on observe une

accumulation nucléaire importante de cette protéine en réponse à des lésions de l'ADN

génomique (Kastan et al., 1991). La protéine P53 est alors capable de transactiver plusieurs

gènes dont p21WAFl/Cipl impliqué dans le blocage du cycle cellulaire en GI/S, GADD45 lié à

la réparation de l'ADN ou encore Mdm2 qui inhibe l'activité transrégulatrice de p53 et permet

la ré-entrée de la cellule dans le cycle cellulaire après la réparation des lésions. Si les

dommages induits au niveau de l'ADN sont trop importants pour être réparés, P53 peut

induire des gènes comme bax et en réprimer d'autres tels que bel-Z, afin d'induire l'apoptose

(Liebermann et al., 1995). Les données in vitro indiquent que l'induction de l'apoptose par la

doxorubicine peut s'effectuer selon un schéma p53-dépendant après 72 h de contact à 1 IlM

(Fulda et al., 1997) ou p53-indépendant après plus de 24 h à 100 nM (Gartenhaus et al.,

1996). En outre, les cellules tumorales exposées à une dose modérée de doxorubicine peuvent

également mourir par un mécanisme assimilé à la sénescence auquel p53 et p21 semblent

contribuer (Chang et al., 1999).

Les céramides sont des médiateurs endogènes d'arrêt en GolGI du cycle cellulaire par

déphosphorylation de la protéine Rb. En outre, les céramides semblent générer et/ou

participer à différents types de mort cellulaire, tels que l'apoptose ou la sénescence. Des

travaux in vitro effectués avec la doxorubicine ou la 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).

y L'arrêt en G/M est dépendant du complexe MPF, et selon une récente hypothèse

l'activation de P53 contribuerait à son maintien (Innocente et al., 1999). En fait, différentes

équipes ont observé un arrêt en G2/M par le traitement sur des lignées tumorales avec des

anthracyclines comme la doxorubicine (0,5-1 uM) (Ling et al., 1996), la daunorubicine ou

l'idarubicine « à 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 la

doxorubicine pourrait augmenter, sans être nécessaire, l'inactivation de ce complexe

(Passalaris et al., 1999).

De manière générale, il est admis que l'arrêt en Gz/M traduit une instabilité génomique qui

peut se poursuivre, si les dommages à l'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, l'arrêt en Gz/M est

associé à 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 à la chimiothérapie se traduit par une inefficacité cytotoxique des agents

utilisés, et qui peut correspondre à une incapacité à induire la mort cellulaire par le processus

d'apoptose. Mais comme nous l'avons déjà vu dans le chapitre précédent, la chimiorésistance

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

4.1. La résistance à l'apoptose

Concernant les anthracyclines, l'activation des caspases se situe parmi les événements

précoces détectables du processus d'apoptose aussi bien in vitro que sur échantillons

cliniques (Durrieu et al., 1998). Cependant avant de converger vers la phase effectrice

commune d'induction d'apoptose, il existe deux autres phases qui sont cruciales: i) une

phase initiatrice impliquant différents sites intracellulaires et ii) une phase de contrôle

mitochondrial (Figure 12). La phase de contrôle mitochondrial comprend la régulation de la

libération à travers le pore mitochondrial de protéines apoptogéniques, telles que le

cytochrome c ou les AIFs par les protéines de la famille Bcl-2 (Fulda et al., 1998). La
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configuration de ces séquences positionne de façon centrale la mitochondrie, et en particulier

le rôle des protéines de la famille BeI-2.
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Figure 12: Scénario d'induction de l'apoptose par la doxorubicine dans des cellules de neuroblastome (Fulda et

al., 1998).

Fulda et al. ont développé des modèles issus d'une lignée de neuroblastomes, transfectée

avec bel-Z ou bel-XI (Fulda et al., 1998). Ces modèles transfectés se sont révélés résistants à

l'induction d'apoptose par la doxorubicine (0,5 ug/ml, pendant 24 h). Par contre Durrieu et

al. ont employé des modèles leucémiques résistants obtenus par sélection après traitement par

la daunorubicine (Durrieu et al., 1999). Leurs résultats convergent vers le même concept,

c'est-à-dire l'existence de mécanismes de résistance à l'apoptose. Ils ont mis en évidence,

après une exposition à l'idarubicine (40 nM pendant 48 h) ou de céramides exogènes, une

surexpression de la protéine Bcl-2 (avec Bax constant) associée à une diminution du

pourcentage de cellules apoptotiques. En outre, cela confirme que l'évolution du ratio

Bax/Bel-Z reflète la capacité des cellules à entrer en apoptose après un traitement par

anthracyeline.
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4.2. Relation(s) entre la résistance à l'apoptose et le phénotype MDR

Différentes équipes se sont intéressées à déterminer le facteur de trancription potentiel

contrôlant le gène mdrl dans les cellules tumorales. Plusieurs candidats semblent se détacher,

telles que les protéines P53, MDM1 et NF-w.

Concernant la P53, sa forme mutée agit comme une oncoprotéine qui immortalise et

transforme les lignées cellulaires primaires. En effet, les altérations au niveau du gène de p53

représentent l'événement mutationnelle plus fréquent dans les cancers humains (Greenblatt et

al., 1994). L'altération des fonctions de P53 pourrait être 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

gènes par affinité au niveau de leur séquence promotrice, et entre autre d'activer la

transcription par voie cis du gène mdrl. Cependant le mécanisme par lequel P53 (sauvage ou

muté) régule l'activité du gène mdrl reste à élucider. L'étude effectuée par Ogretmen et Safa

sur la lignée MCF_7DXR a mis en évidence une déletion de 21 pb au début de l'exon 5 du gène

p53 qui altère son niveau d'expression, sa stabilité et sa localisation. Ces résultats laissaient

suggérer que le statut mutationnel de P53 pourrait être un des facteurs impliqués dans le

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

En outre des lignées cellulaires tumorales présentant le phénotype classique MDR se sont

révélées avoir des altérations du métabolisme lipidique. Les céramides biosynthétisés peuvent

être soit transformés en sphingomyéline, soit en glucosylcéramides. Les glucosylcéramides

servent de précurseurs à la synthèse de nombreux glycosphyngolipides et sont impliqués dans

la régulation de la prolifération cellulaire, alors que les céramides sont des messagers

secondaires de l'apoptose. Effectivement, les travaux de Lavie et al. ont démontré pour la

première fois que différentes lignées cellulaires associaient au phénotype MDR une

accumulation de glucosylcéramide probablement par leur synthèse accélérée (Lavie et al.,

1996). Le caractère multifonctionnel des glucosylcéramides laisse présager un rôle certain

dans l'acquisition et/ou le maintien de la multidrug resistance. D'autant plus qu'il a été

possible de détecter un niveau élevé de glucosylcéramide dans des échantillons de patients

chimiorésistants (Lucci et al., 1998).

Des agents modulateurs du phénotype MDR de structures diverses (Tamoxifène, 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 le

couple MCF-7/MCF-7DXR avec la doxorubicine (0,5 IlM; 24 h en continue) démontrent que

certaines combinaisons de modulateurs, à des concentrations applicables en clinique,

permettent de restaurer le niveau de production de céramide et donc la sensibilité à la

doxorubicine (Lucci et al., 1999 b).
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RESUME DUCHAPITRE ID

La réponse .. cellulaire aux anthracyclines peut se mesurer aussi bien au niveauducycle

cellulaire que du processus de mort cellulaire induit. Quelle que soit l'anthracyclineet/ou le

processus d'induction de mort cellulaire impliqué, la séquence complète des événements

cellulaires n'estpas décrite in vitro.

Lesdifférentes modalités de réponse cellulaire auxanthracyclines sont.initiées à partir des

différentes cibles : l'ADN, les membranes et les mitochondries. Parmi la séquence des

événements, il est possible de distinguer la signalisation et la régulation de l'expression

génique ainsi que les modifications du cycle cellulaire et le processus de mort cellulaire

induit.

Les anthracyclines sont décrites principalement comme source d'arrêt en Gz/M associé en

général à la mort mitotique mais pouvant également provoquer la mort. par apoptose.

Récemment des travaux ont montré que lesanthracyclines pouvaient générerun blocage en

G1/Sassocié classiquement à I'apoptose ou

sénescence.

mais moins fréquemment, la

La résistance à la chimiothérapie se traduit par une inefficacité cytotoxique des agents

utilisés, et qui peut correspondre à une incapacité à induire la mort cellulaire par le processus

dapoptose.

D'une part, il existe des mécanismes spécifiques de résistance à l'apoptose évaluables après

traitement parles anthracycIines, parI'interrrtédiaire de l'expression des protéines Bax/Bel-Z.

D'autre-part, le phénotype classique MDR semble être intimement lié à des facteurs de

transcriptions impliqués également dansla régulationdeI'apoptose comme P53. En outre,

des Iignées.cellulairestumorales sélectionnées; présentant le phénotype classique MDR,se

sont révélées avoir des altérations du métabolismelipidique, qui contrôle entre autre

I'apoptose, et de ce fait laissent présager un rôle certain-dans l'acquisition et/ou le maintien

du phénotypeMDR.
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PARTIE EXPERIMENTALE



Chapitre III : Partie Expérimentale

IüBJECTIFS

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 d'analyse d'images

qualitatives et/ou quantitatives grâce à l'épaisseur réduite des cellules adhérentes. Le caractère

évolutif du poste permet d'envisager des études préliminaires concernant l'impact de la

déconvolution ainsi que des mesures de spectres intracellulaires. Ce travail a été effectué

grâce à des collaborations entre instrumentalistes et biologistes permettant de faire coïncider

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 l'objet des thèses de doctorat de MF

Gramain etJJ Padilla-Ybarra.

La première partie de notre travail a consisté à étudier la distribution de la daunorubicine

(DNR), une anthracycline de référence, son altération et sa modulation dans le phénotype

MDR classique.

Notre étude bibliographique a nus en évidence que la séquestration cytoplasmique des

anthracyclines est plus largement documentée in vitro pour des lignées cellulaires

leucémiques que pour des modèles cellulaires adhérents et principalement avec la multidrug

resistance related prote in (MRP). Sa description reste très limitée pour des prélèvements

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 phénomène de séquestration

cytoplasmique de la DNR au sein de modèles expérimentaux adhérents. Le second consiste à

déterminer son existence si possible en évaluant sa fréquence d'apparition et sa localisation,

puis sa modulation au sein de prélèvements leucémiques.
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1. La caractérisation in-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-7IMCF_7DXR ont été retenues, car nos travaux préliminaires ont mis en évidence la

séquestration de la DNR au sein de la lignée MCF_7DXR
. Pour ce faire nous avons déterminé

plusieurs problématiques biologiques à résoudre:

• Déterminer par analyse d'images la localisation intracellulaire des sites de

séquestration de la DNR.

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

l'intermédiaire de son spectre de fluorescence.

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

2. L'évaluation préliminaire de ce phénomène dans le contexte clinique. Peu de données à

ce sujet existent, et exclusivement pour des prélèvements issus de LAM adultes. C'est

pourquoi, nous avons étudié la distribution de la DNR au sein de prélèvements leucémiques,

en particulier pour des prélèvements de LAL d'enfants.

La seconde partie de notre travail a consisté à évaluer des anthracyclines de seconde

génération, sur différents modèles 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 l'intérêt 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 modèles cellulaires adhérents s'est orienté vers des couples

comprenant des lignées de phénotype MDR associé à la P-gp ou la MRP. La présence de ces

protéines permet d'étudier l'impact de différents mécanismes d'efflux et de séquestration

cytoplasmique. En outre les lignées résistantes sélectionnées reflètent la complexité des

mécanismes multifactoriels pendant une chimiothérapie qui implique des agents d'origine

naturelle. Là 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, l'objectif est de comparer la réponse cellulaire après le traitement des

lignées cellulaires par les anthracyclines sélectionnées.
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1. La caractérisation pharmacologique au niveau cellulaire des anthracyclines comprend

différents paramètres à 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.

• L'étude 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 l'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 critères 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 thèse (Bour-Dill et al., 2000, Merlin et al., 2000).

1. Substances chimiques

1.1. 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&Upjobn, St Quentin Yvelines,

France) sont fournies sous forme de lyophilisats et sont dissoutes dans de l'eau pour

préparation injectable. Les solutions mères sont conservées à -18°C, les aliquots sont

conservés quelques jours à 4°C.

1.2. Les modulateurs

Le S9788 (dérivé de triazinoaminopipéridine ; Servier, Courbevoie, France), la cyclosporine

A (CsA) et son dérivé le PSC-833 (Valspodar®) (Novartis, Bâle, Suisse) sont fournis

généreusement respectivement par Servier et par Novartis. La CsA et le 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 prélèvements cliniques.

2. Lignées cellulaires et prélèvements leucémiques

2.1. Lignées cellulaires

La lignée MCF-7 a été établie à 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 à 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_7DXR a été obtenue par induction à la

doxorubicine (DXR). Cette lignée ainsi que la lignée MCF-7 parentale ont été généreusement

données par le Dr S. Chevillard (Institut Curie, France). La lignée A549 T3 a été établie par

Salis Recendez G. dans le cadre de sa thèse par induction au taxol (TXL, Paclitaxel®, Sigma)

(Solis Recendez, 1999) alors que la lignée A549 V3 a été établie par Trussardi A. dans le

cadre de sa thèse par induction à l' étoposide (ETP, Dakota® Pharm, Sanofi, Gentilly, France)

(Trussardi et al., 1998). Le critère premier de sélection concernait leur phénotype MDR

classique, puis dans un second ordre leur statut p53. Ces critères sont présentés dans le

Tableau 6.

Tableau 6 : Récapitulatif des caractéristiques des lignées.

Lignées MDRclassique P53 c Induction d

P-gp/mdrI" MRP/mrpfb Médicament Modalité IR
MCF-7 1,4/0,01 7,3/1,01 Sauvage 0 0 0
MCF_7DXR 91,8/1,64 9,9/1,41 Mutée DXR Continu 200
A549 0,6/0,03 15,1/2,00 Sauvage 0 0 0
A549 T, 85,1/1,50 19,411,97 Sauvage TXL Continu 62
A549 V, 1,6/0,03 60,3/2,75 Sauvage ETP Continu 22

Les critères en aetb, contrôlés par nossoins, correspondent d'unepart auxpourcentages de cellules marquées par

les anticorps anti- P-gp ou - MRP obtenus en cytométrie de flux (méthodes décrites dans le paragraphe dédié à la

cytométrie en flux), et d'autre part le ratio d'expression d'ARNm mesuré entre le géne cible et le géne de

référence gapdh (méthodes décrites dans le paragraphe dédié à la RT-PCR semi-quantitative). Ils apparaissent en

gras lorsqu'ils sont significativement différents du contrôle parental. Le critére C a été contrôlé par SSCP pour ces

différentes lignées par S. Lizard au centre G.F. Leclerc de Dijon. d Cette colonne contient les informations

relatives à l'induction de la résistance, c'est-à-dire: l'agent naturel initiant la résistance (Médicament), la modalité

d'induction, c'est-à-dire par exposition continue à dose croissante, ainsi quel'indice de résistance obtenu à l'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 à 37°C en atmosphère à 5% de CO2 et 90% d'humidité. L'entretien est effectué en

flacon de culture de 75 crrr' dans du milieu de culture RPMI 1640 (Life Technologies, Cergy

Pontoise, France), sans rouge de phénol, additionné à 9% de sérum de veau fœtal (SVF)

inactivé par la chaleur (Dutscher SA, Brumath, France), 100U-100 ug/ml. de pénicilline

streptomycine (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France), 2 mmollL de L-glutamine (Life

Technologies, Cergy-Pontoise, France), et trypsinées tous les 7 jours. Chaque expérimentation

est réalisée sur cellules en phase exponentielle de croissance. Le temps de doublement de ces
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lignées est entre 24 et 28 heures à l'exception de la lignée MCF_7DXR 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 MCF_7DXR sont cultivées en

continue avec 10 /lM de doxorubicine (DXR, Adriblastine® ; Pharmacia&Upjohn). Une

semaine avant toute expérimentation, les cellules sont cultivées sans DXR. Les A549 T3 sont

cultivées toutes les 2 semaines en présence de 1 /lM de taxol (Paclitaxel®, Sigma, St Quentin

Fallavier, France) durant 5 jours, et les A549 V3 sont cultivées toutes les 2 semames en

présence de 5 /lM d'étoposide (Sanofi) durant 5 jours.

2.2. Prélèvements leucémiques

Les échantillons de moelle sont issus de prélèvements 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 après passage sur

Histopaque® 1077 (Sigma), et centrifugées à 1500 g pendant 10 min à 4°C. Puis elles sont

mises en suspension dans du milieu enrichi: RPMl 10% SVF + 0,1% ITS (Insuline 5 mg/ml.,

Transferrin 5 mg/mL, Sélénium 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-yl)-2,5-diphényltétrazolium (MTT ; Sigma, St Quentin Fallavier,

France). Le principe du test au MIT est basé sur la capacité des cellules vivantes à

métaboliser ce composé, jaune pâle en solution aqueuse, en sel de formazan de coloration

brune qui absorbe la lumière vers 540 nm. Ainsi, seules les cellules, dont l'activité

mitochondriale respiratoire est intacte, sont capables de réduire le MIT par les succinates

déshydrogénases en cristaux de fonnazan. Cette technique, présentant l'avantage d'être

rapide, a été comparée dans la littérature aux essais clonogéniques (essais de référence en

culture cellulaire) et une corrélation significative a été démontrée entre les deux méthodes

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

Cet essai est effectué en plaques 96 puits dans lesquelles ont été ensemencées les cellules aux

concentrations souhaitées (en fonction des lignées et de la durée de culture). Après

incubation, les anticancéreux sont ajoutées dans les puits à 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 permettre la

métabolisation du colorant. L'intégrité cellulaire est détruite par l'ajout de dodécylsulfate de

sodium (SDS) à 25%. L'absorbance est lue à 540 nm sur un lecteur de microplaques (Titertek

Multiskan ® MCC/340, Flow Laboratories, Les Ulis, France).

A 540 nm la linéarité du test colorimétrique au MTT, en fonction du nombre de cellules par

puits, est vérifiée pour chaque lignée cellulaire, à chaque concentration utilisée.

Le blanc a été déterminé à partir de puits contenant du milieu RPMI, de la solution MTT et

du SDS mais sans cellule ni xénobiotique. Les résultats sont exprimés en terme de

prolifération par rapport à 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% (IC50) 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 = IC50 lignée résistante/ IC50 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), l'analyse est effectuée soit

directement après le contact, soit 72 h après le lavage des cellules. Pour une exposition de 24

h, les cellules sont remises en culture après lavage pendant 48 h, et finalement analysées.

L'ensemencement des cellules varie en fonction des lignées afin de faire l'évaluation sur 1 à 3

temps de doublements. Pour 6 jours de culture, les MCF-7 sont ensemencées à 0,4.104

cellules/mL, les MCF_7DXR à 1.104 cellules/mL, les A549 à 0,4.104 cellules/mL, A549 T) à

0,6.104 cellules/mL, A549 V3 à 0,6.104 cellules/mL. Après l'incubation en présence des

anticancéreux, les cellules sont lavées au PBS, puis incubées avec du MTT pendant 3 h et

analysées.

L'effet d'un modulateur seul ou combiné est évalué pour le couple MCF-7/MCF-7DXR en

comparant la cytotoxicité mesurée 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 l'article intégré dans

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

Prélèvements leucémiques

Après récupération, les cellules leucémiques sont ensemencées (3.106 cellules/mL) et la

cytotoxicité est évaluée pour 5 concentrations de DNR (0,02; 0,09; 0,18 ; 0,89 ; et 1,77 JlM).

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 l'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 l'application biologique et par l'objectif en

termes d'analyse. Le microscope inversé est particulièrement requis pour des applications sur

le vivant impliquant une approche dynamique telle que: la réponse cellulaire en fonction des

modifications des conditions expérimentales (pH, oxygène), la cinétique d'incorporation

(médicament, sondes ioniques), 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 à l'inversé, permet une observation de l'échantillon

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

La microscopie de fluorescence conventionnelle 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 l'échantillon, ainsi

que pour les études de fluorochromes peu photostables, ou cytotoxiques sous irradiation, qui

impliquent des irradiations brèves avec une irradiance minimum et un système de détection

suffisamment sensible aux faibles signaux.
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Le microscope droit à épifluorescence PROVIS AX70 (Olympus, Rungis, France) est l'outil

central du poste qui a été caractérisé au cours de la thèse de doctorat de MF Gramain

(Gramain, 2000). Il offre une large gamme de configurations et permet le passage rapide d'un

mode d'observation à un autre (fond clair, fluorescence). Son statif très stable est conçu pour

recevoir différents types de tête en fonction des dispositifs complémentaires à ajouter au

poste (capteur, caméra, ...). Ce microscope est équipé d'une tête (U-MPH) multi-port de sortie

(oculaires, port 1, port2, et deux sorties latérales). Chacune des sorties reçoit 100% de

l'information lumineuse provenant de l'échantillon.

Le poste est équipé de deux sources lumineuses contrôlées par un shutter mécanique. L'une

des sources (lampe halogène) assure les observations traditionnelles en fond clair et la

seconde, une source à 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 à un multi-contrôleur (U-MCB, Olympus), ces motorisations peuvent

être directement pilotées par ordinateur. Sa platine porte-objet comporte une résolution

spatiale en XY de 10 um et axiale Z de 1 um.

4.1.2. Les objectifs

Les objectifs ont été choisis dans une gamme universal inifinite system corrigée à l'infini. Ils

sont plans afin de s'affranchir des problèmes 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 UPLAPO (Universal Plan

Apochromat). Ils 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 particulièrement adaptés aux études cytologiques. L'objectif

100x (WD = 0,1 mm) possède une ouverture numérique variable de 0,5 à 1,35, mais seule la

forte ouverture numérique a été utilisée. De plus, dans le cadre du partenariat établi avec la

société OLYMPUS, nous avons utilisé l'objectif 60x PSF/NA1,2 (WD ~ 0,25 mm). Cet

objectif est corrigé pour les divers types d'aberrations citées précédemment (sphériques,

chromatiques, courbure de champ ... ). Il est particulièrement adapté pour des applications

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

à huile d'un indice de réfraction de 1,516 et l'objectif60x est à immersion à eau.

4.1.3. Les filtres

Les filtres de densité neutre (fdn). Ils sont utilisés pour atténuer la lumière d'excitation afin de

limiter les phénomènes de photoblanchiment des fluorophores et d'éviter la destruction de

l'échantillon biologique par échauffement local. Nous avons choisi trois 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 dichroïques (MD) : 400 nm, 455 nm, 505 nm et 570 nm.

Les blocs filtres peuvent être 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 possède un shutter

pilotable permettant de fixer le temps d'exposition du capteur à la lumière (de 0,1 ms à

quelques minutes). Le signal numérique de sortie est codé sur 12 bits, soit 4096 niveaux de

gris au niveau de l'image. Ces caractéristiques permettent de détecter sur une même image les

faibles et forts signaux de fluorescence. La caméra LH-1600 comprend des pixels de taille

9,Ox9,0 ~m2 La carte d'acquisition est une carte Magic (Matrox, France).

La caméra Sensys (Photometries, Tucson, AZ) associée au système Cellscan™ est une

caméra CCD refroidie 12 bits, refroidie par effet Peltier à +10°C possédant des pixels de

taille 6,8 x 6,8 ~m2

4.1.4.2. Le spectromètre

Un spectromètre CP 200 (Jobin Yvon, France) est adapté sur l'une des sorties du microscope

grâce à la tête, conçue pour recevoir une fibre optique de mesure et une caméra pour

contrôler et visualiser l'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 modèles (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 être adapté soit

directement sur la première sortie du microscope, soit positionné à l'autre extrémité de la

fibre couplée, ou encore sur la seconde sortie du microscope. Pour les mesures de

photoblanchiment de fluorochrome au niveau intracellulaire, la première solution a été

retenue avec une mesure de l'intensité complète du champ d'observation.

4.1.5. L'environnement d'analyse d'images

Le logiciel AnaIySIS 2.11 version Professionnelle (SIS, Münster, Allemagne) offre un

environnement comprenant un grand nombre de fonctions d'analyse et de traitement d'images,

applicables à des images 8, 12, 16 et 24 bits. Il 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 images préalablement traitées. Les éléments comptabilisés

peuvent être répertoriés en différentes classes en fonction de divers critères (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 à l'ensemble des fonctions

d'analySIS et de développer d'autres fonctionnalités. Des modules spécifiques peuvent être

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 l'objectif d'une démarche analytique, différents critères nous ont orienté vers un poste

conventionnel plutôt que confocal.

L'effet confocal est séduisant car il permet de limiter les informations hors focalisation, par

l'intervention de deux diaphragmes (ou pinholesy placés d'une part devant la source

lumineuse, d'autre part devant le détecteur. Cependant il reste différents aspects rédhibitoires

associés à cette technique.
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• L'acquisition des signaux point par point rend incompressible l'existence d'un délais

temporel pour parcourir l'échantillon ou la région d'intérêt. De ce fait, cette teclmique 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 à analyser).

• Les détecteurs utilisés en microscopie confocale sont des photomultiplicateurs. Ces

détecteurs affichent de faibles rendements quantiques de l'ordre de 0,1 à 0,35 contre des

efficacités quantiques de l'ordre de 0,6 à 0,8 pour des détecteurs d'imagerie de type SITs ou

CCDs utilisés en microscopie de fluorescence conventionnelle (Agard et al., 1989).

• L'observation de plusieurs fluorophores au sein d'un même échantillon excitable à des

longueurs d'onde différentes peut être difficile voire impossible avec une source unique. Seule

l'association de deux lasers tels que l'argon et le krypton permet d'exciter de manière optimale

un grand nombre de fluorophores. En outre, toute la gamme des fluorophores excitables dans

IUV implique encore de lourds investissements financiers.

Le problème majeur rencontré en microscopie de fluorescence conventionnelle est posé par la

présence d'un bruit de fond issu des plans hors focalisation qui se superpose à l'image

observée. En effet, si la mise au point se fait bien sur un plan focal précis, par contre

l'information collectée est entachée d'un bruit de fond, résultant de l'excitation par la source

lumineuse de toutes les molécules fluorescentes situées sur le trajet de la lumière. Toutefois,

cet inconvénient peut-être limité par un échantillon de faible épaisseur tel que l'implique des

cellules adhérentes monocouche, ainsi 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, reliées entre elles par un

réseau local sur lesquelles a été installé le logiciel précédemment décrit. La première station

assure le pilotage des diverses motorisations du microscope, ainsi que le pilotage de la

caméra. La seconde permet non seulement l'archivage des images, mais aussi leur analyse et

leur traitement. De cette façon, le poste permet de mener en parallèle 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, tête modulable...) rend ce système

évolutif et donc particulièrement adapté à la recherche afin de répondre aux exigences des

différentes études.

4.1.6.2. Microscopie par coupes optiques sériées

Afm d'effectuer des études sur des volumes d'intérêt plus importants, tels que le volume

cellulaire complet ou des échantillons épais (coupes tissulaires, sphéroïdes), il est nécessaire

d'utiliser des techniques tridimensionnelles. Différentes techniques permettent d'accéder à la

troisième dimensions : la microscopie confocale à balayage, la microscopie bi-photonique, ou

la microscopie par coupes optiques sériées.

• Concernant la microscopie confocale à balayage CLSM, l'intérêt principal de l'effet confocal

consiste à réduire considérablement les informations provenant des plans inférieurs et

supérieurs au plan de focalisation. L'image tridimensionnelle de l'échantillon est construite

point par point par déplacement séquentiel (Mason, 1993). Cependant l'effet de latence

impliqué par le balayage est amplifié avec la troisième dimension, et peut s'avérer

particulièrement limitant dans certaines applications (fluorochrome peu photostable ou

cytotoxique durant l'irradiation, caractère dynamique de la distribution du fluorochrome sous

irradiation).
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• Afin de palier les inconvénients associés à la CLSM, une nouvelle technique fondée sur

l'excitation bi-photonique a été mise au point par Webb. en 1990. La microscopie bi

photonique consiste à irradier un fluorophore par une source de lumière (laser) dans le rouge

ou l'infrarouge. Le principe de la bi-photonie est basé sur l'absorption simultanée de deux

photons de faible énergie et de longueur d'onde élevée, afin d'assurer la transition de la

molécule dans un état excité.

Ce phénomène présente plusieurs avantages. Le caractère peu probable de l'événement

d'absorption bi-photonique implique qu'aucune 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 phénomènes 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 être observées,

puisque la zone de l'échantillon irradiée dans l'infrarouge ne correspond pas en réalité à 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 à évaluer. Les

résultats obtenus sont très prometteurs, mais le principal inconvénient est le coût dû aux

sources lasers.

• La microscopie par coupes optiques sériées ou "optical sectioning microscopy" (OSM) est

une méthode alternative à la microscopie confocale. La technique consiste à illuminer de

manière globale l'échantillon 3D et à enregistrer un ensemble d'images 2D par déplacement

de l'objectif par rapport à l'échantillon. L'échantillon étant transparent, le plan de focalisation

peut alors être déplacé à 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 système

optique, l'image d'un objet fluorescent va subir des altérations dues au phénomène de

diffraction. La façon dont le système optique entraîne des distorsions et dégrade l'image d'un

objet est mise en évidence par la réponse impulsionnelle optique (ou Point Spread Function,

PSF) du système (Figure J4). Cette dernière décrit comment l'image d'une source ponctuelle

idéale est transmise à travers le microscope. Si ce dernier était un système idéal, la PSF serait

un point. Or les limites imposées par l'ouverture numérique de l'objectif 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 scène d'originefpar la réponse impulsionnelle optique du système h

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

La réponse impulsionnelle optique du système complet est introduite dans les algorithmes de

déconvolution d'images. Ces algorithmes reposent sur l'hypothèse que l'image, obtenue à

travers un système linéaire invariant par translation, est le résultat d'un produit de convolution

de l'objet par la PSF du système. Les images d'échantillons biologiques peuvent aussi être

traitées grâce à un algorithme de déconvolution. Cet algorithme permet de détecter la partie

floue d'un plan et de réassigner cette information à son plan d'origine, en tenant compte de

l'information contenue dans la réponse impulsionnelle optique du système.

On peut alors analyser l'échantillon en trois dimensions avec une résolution comparable à la

résolution confocale. Cette technique a bénéficié de l'avènement de nouveaux capteurs. Les

capteurs CCD refroidis présentent des caractéristiques parfaitement adaptées à 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'Angiohématologie-Hémorhéologie de la Faculté de Médecine

de Nancy (Pr J.F. Stoltz). Le système EPRTM System (IPLab-Scanalytics, Fairfax, VA) appelé

aussi Cellscan, est un système qui permet de produire des images de fluorescence

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

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

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

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

- d'une unité de contrôle de l'acquisition des images.

Un logiciel permet de fixer le protocole d'acquisition des images. Des paramètres tels que le

pas entre chaque plan, la course pour couvrir l'ensemble de l'échantillon, le temps

d'intégration de la camèra peuvent être 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 EPRTM a 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 microspectrofluorimétrie 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'intérêt de cette technique consiste à pouvoir évaluer de façon non invasive pour

l'échantillon biologique l'impact de l'environnement sur les caractéristiques spectrales ainsi

que sa concentration.

Pour réaliser des mesures spectrales intracellulaires non invasives, une tête adaptatrice a été

intégrée en sortie l du microscope afin de transmettre, par l'intermédiaire d'une fibre

optique, la lumière de fluorescence vers le spectrographe. Le réglage de la tête sur le

microscope, ainsi que la caractérisation de l'ensemble du dispositif ont fait l'objet de la thèse

de doctorat de JJ Padilla Ybarra (Padilla Ybarra, 1999).

Chacune des sorties reçoit 100% de l'information lumineuse. Donc la tête 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 PALIYC Solid-State CCD COlOT Camera), d'autre

part une fibre optique de mesure. Cette tête permet, en fonction de son positionnement, les

deux modes d'observation suivants :

La première position permet le positionnement précis de la fibre optique et

l'acquisition de l'image de la zone de mesure (distribution 50%/50%).

73



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

l'échantillon. Le dispositif est conçu pour que la fibre (0/ 100 um) associée à l'objectif 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 diamètre cœur de mesure (0zm = 1,8 um), et que la zone de focalisation axiale

est comparable à un pinhole (padilla Ybarra, 1999).

4.2. Méthodes d'expérimentations en microscopie de fluorescence

Concernant les lignées cellulaires, les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture

de 12,5 crrr' à fond amovible, (Slideflask, Nunc'P'. PloyLabo, Strasbourg, France). Ce support

permet une observation sur cellules vivantes (ou fixées) tout en maintenant leur caractère

adhérant (limitation de l'épaisseur de l'échantillon). Concernant les prélèvements

leucémiques, après isolation de la suspension cellulaire, un échantillon est déposé sur une

lamelle puis monté sur une lame porte objet, pour être observé.

Parmi les différents paragraphes, certaines méthodologies ne seront décrites que très

succinctement puisqu'elles apparaîtront 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: billesfluorescentes

Différents lots de billes sont utilisés afin de contrôler les aberrations chromatiques de

l'objectif ainsi que la linéarité 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 contrôlées 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 l'agar à 3%. Elles sont caractérisées par 2 pics d'excitation, dans l'ultra violet et le bleu, et

3 pics d'émission, 515 nm, 560 nm et 610 nm (Gramain, 2000). Chaque combinaison de

filtres et d'objectifs utilisés dans l'application biologique sont testés. La linéarité détectée en

niveaux de gris est contrôlée sur les images 2D obtenues pour les billes Inspeck ™ (2,5 um,
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Molecular Probes, Leiden, Hollande) montées dans du PBS. Ces billes, calibrées en intensité

relative, ont un pic d'excitation à 490 nm et d'émission à 515 nm. Les méthodes d'analyse

d'images et la mise en forme des données sont présentées pour les aberrations chromatiques

dans l'article intégré dans le Chapitre III, paragraphe 2. de la PARTIE 1 des résultats (Bour

Dill et al., 2000) et pour la linéarité en intensité dans les travaux de MF Gramain (Gramain,

2000). Brièvement, les mesures sont réalisées respectivement par le pourcentage de

recouvrement en pixels des images obtenues pour une même 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'étude de séquestration intracellulaire des anthracyclines a été réalisée dans le cadre de

l'analyse de la distribution de la daunorubicine (DNR) pour le couple MCF-7IMCF-7DXR

ensemencées respectivement à 1 et 2.104 cellules/mL pendant 3 jours à 37°C.

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

Cel/scan, 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 été développée à

visée qualitative et quantitative, en fonction de la distribution intracellulaire des

fluorochromes étudiés. Cette technique a été choisie pour déterminer les sites de

séquestration de la DNR mis en évidence pour la lignée MCF_7DXR
. Elle rend impératif au

préalable différents contrôles du système par analyse d'image (aberrations chromatiques,

linéarité) et par dosimétrie (évaluation du photoblanchiment des fluorochromes au niveau

intracellulaire pendant l'acquisition des images), ainsi qu'un travail important d'optimisation

de paramètres instrumentaux et biologiques.

Ces différentes démarches sont présentées dans l'article intégré Chapitre III, 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 contrôle 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 à 2 IlM

75



après des incubations de 15 min à 2 h 30 min à 37°C. L'acquisition des images est effectuée

avec la configuration des filtres suivante (PB 460-490 nmIMD 570 nmlPH 590 mn). Le choix

de l'algoritlune de déconvolution s'est porté sur l' algoritlune du Maximum a posterori. Il a

été sélectionné après expérimentations sur des billes de référence fluorescentes permettant

d'évaluer différents critères (qualité d'image, résistance au bruit, vitesse de convergence) qui

sont présentés 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,

après des mesures effectuées par microspectruorimétrie, pour la lignée MCF-7 et la lignée

MCF_7DXR La sélection de la zone de mesure intracellulaire est réalisée en mode

conventionnel. Le positionnement de la zone de mesure est effectué en fonction de la position

de la fibre, définie lors de la caractèrisation du dispositif instrumental (Padilla Ybarra, 1999).

Les spectres d'autofluorescence des régions cytoplasmiques et nucléaires ont été mesurés afin

de les utiliser comme contrôles. Les lignées ont été incubées en présence de la DNR à 30 ~M

pendant 2 ou 24 h à 37°C. L'observation des cellules, après lavages au PBS, est réalisée sous

une excitation atténuée par unfdn de 25% ainsi qu'avec une zone d'excitation limitée à la

région d'intérêt par le diaphragme d'excitation. Ces conditions permettent de réduire le

phénomène de photoblanchiment localement et de préserver l'ensemble du champ

d'observation. Deux spectres séquentiels sont saisis et moyennés pour améliorer le rapport

signal/bruit. L'acquisition d'un spectre s'effectue avec un temps d'intégration de 4 s. Les

régions intracellulaires d'intérêt sont localisées au niveau cytoplasmique (Golgi! périphérie de

la membrane cytoplasmique) et nucléaire. Pour chaque région d'intérêt, 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_7IMCF_7DXR Les

modulateurs testés sont le S9788 (Servier) et le PSC-833 (Novartis). Ils sont co-incubés avec

la DNR à 2 IlM pendant 2 h à 37°C. Les conditions d'application du S9788 et/ou du PSC-833

sont décrites dans l'article intégré dans le chapitre 111, dans le paragraphe 6.1. de la PARIIE

1 des résultats (Merlin et al., 2000). Après l'incubation, les cellules sont lavées puis
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immédiatement observées. Les Images présentées sont Issues d'au moms 2 essais

indépendants.

Prélèvements leucémiques. Les cellules recueillies à partir des prélèvements cliniques sont

immédiatement incubées pendant 2 h à 37°C en présence de la DNR seule ou co-incubées

avec le PSC-833 à 5 J.lM. Après lavages au PBS de la suspension cellulaire, un volume de 12

J.lL comprenant une concentration de 5.106 cellules/mL est déposé sur une lamelle puis monté

sur une lame porte objet. Puis l'échantillon est observé immédiatement «15 min).

Le critère évalué est le nombre de vésicules par cellule, marquées par la fluorescence de la

DNR. La procédure consiste à 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 même

échantillon incubé avec la DNR seule et co-incubé avec le PSC-833, ainsi que de comparer

les cellules obtenues à partir de différents prélèvements leucémiques.

Pour ces applications, l'acquisition des images (2 ou 4 s d'intégration) obtenues pour la

distribution de la DNR, se fait sous une excitation atténuée par un jdn de 25% et avec la

configuration suivante des filtres (PB 460-490 nmIMD 570 nmlPH 590 nm).

4.2.1.6. Distribution de lafluorescence des anthracyclines

Les anthracyclines étudiées sont l'épirubicine (EPI) et l'idarubicine (IDA). La comparaison

de la distribution intracellulaire de leur fluorescence respective est réalisée pour le couple

MCF_7IMCF_7DXR
, ainsi que pour la lignée parentale A549 et ses dérivées résistantes A549

Tl et A549 V3. Les cellules sont ensemencées pour le couple MCF-7IMCF-7DXR à 1 et 2.104

cellules/mL, alors que la lignée A549 parentale et ses dérivées sont ensemencées à 1.104

cellules/mL. Trois jours après l'ensemencement, l'incubation est effectuée pendant 2 h à

37°C respectivement aux concentrations de 2 et 0,5 J.lM pour l'EPI et l'IDA. Ces conditions

permettent de concilier la détection de fluorescence et la viabilité cellulaire des différentes

lignées. Après leur incubation, les cellules sont lavées au PBS, puis observées immédiatement

avec la configuration des filtres suivante (PB460-490 nmlMD570 nmlPH590 nm).

L'acquisition des images (4 s) se fait sous une excitation atténuée par unfdn de 25%.

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

4.2.1.6. Distribution J, l'observation est effectuée par microscopie en épifluorescence 2D
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conventionnelle. Le temps d'intégration est déterminé par un compromis entre l'obtention

d'image présentant une dynamique de niveaux de gris suffisante pour obtenir un bon rapport

signallbruit, et la limitation des phénomènes de photoblanchiment et d'échauffement 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 même échelle de niveaux de gris.

4.2.2. Détection du processus de mort cellulaire

Le processus de mort cellulaire induite par les anthracyclines est étudié pour le couple MCF

7IMCF_7DJŒ
, ainsi que la lignée parentale A549 et ses dérivées résistantes A549 T3 et A549

V1. 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_7DXR Les cellules sont incubées en

présence d'une IC5o• d'IDA ou d'EPI, déterminée pour chaque lignée parentale et appliquée

également aux lignées résistantes.

L'analyse morphologique est effectuée par un double marquage de l'ADN en microscopie en

épifluorescence 2D conventionnelle. Le principe du double marquage consiste à détecter les

cellules ayant perdu leur intégrité membranaire par l'intermédiaire du marquage à l'iodure de

propidium (IF), à 15 ug/ml, pendant 30 min à température ambiante et de suivre les

modifications nucléaires de l'ensemble des cellules par le marquage vital à l'Hoechst 33342 à

5 ug/ml, pendant 30 min à température ambiante (Molecular Probes, Leiden, Hollande) (Li et

al., 1996, Lizard et al., 1995). Les configurations des filtres utilisées sont respectivement pour

l'IF (PB 460-490 nmIMD 570 nmlPH 590 nrn), et le Hoechst 33342 (PB 330-385 nmIMD 400

nmlPB 420-460 nm).

L'analyse des images est effectuée par comptage de cellules en fonction d'une classification

définie par des critéres morphologiques. Les cellules sont classées "intactes" lorsque leur

chromatine est interphasique ou mitotique. Les cellules apoptotiques sont classées selon

différents aspects de l'ADN : chromatine condensée puis margination et apparition de corps

apoptotiques. Les cellules sont classées "nécrotiques" lorsqu'elles sont marquées par l'IF

associées à une morphologie "floculée" de la chromatine. Les cellules sont classées en "mort

mitotique" lorsqu'elles présentent des aberrations mitotiques comme des cellules géantes

multinucléées.

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 moms 50 cellules provenant de différents champs

d'observation.

5. Spectrojluorimétrie

Les mesures d'absorbance (A) en cuve contenant une solution d'anthracycline (350-700 nm)

ont été effectuées en utilisant un spectrophotomètre (Lamda Bio Perkin-Elmer, France). Les

mesures de fluorescence en cuve, positionnée à 45° contenant une solution d'anthracycline

(490-700 nm), ont été effectuées avec un spectrofluorimétre (LS50B, Perkin-Elmer), Les

spectres de fluorescence sont enregistrés dans les mêmes conditions et corrigés pour les bruits

dus aux instruments.

6. Cytométrie enjlux

La cytométrie en flux est une technique que nous avons retenue afin d'obtenir rapidement des

données semi-quantitatives sur de grands échantillons cellulaires. Le cytomètre en flux

Orthocyte® (Ortho Diagnostic Système, Roissy, France) est équipé d'une lampe à Xénon

filtrée à 488 nm. L'analyse en fluorescence peut s'effectuer par l'intermédiaire d'un PB à

l'émission de 530 ±15 nm et/ou d'un PH à 575 nm.

6.1. Immunomarquages

L'expression des protéines P-gp, MRP et LRP a été évaluée par immuno-marquages selon la

méthode décrite pour la P-gp par Merlin et al. (Merlin et al., 1994) alors que la 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 Ill: paragraphe 2. de la PARTIE I des résultats (Bour

Dill et al., 2000). Brièvement, 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 à l'isothiocyanate de fluorescéine

(FITC) (Sigma). Un anticorps isotype IgG de contrôle est utilisé comme contrôle négatif

L'analyse s'effectue en terme de pourcentage de cellules marquées en tenant compte du

contrôle non traité par l'anticorps primaire.

6.2. Accumulation et efflux des anthracyclines

L'évaluation de paramètres de pharmacologie cellulaire permet d'une part de comparer

différentes anthacyclines au sein d'une même lignée, d'autre part pour la même anthracycline
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de comparer la lignée résistante à sa lignée parentale. En outre cela permet également de

quantifier de façon relative l'efficacité inhibitrice des chimiomodulateurs.

Concernant les lignées cellulaires, les cellules sont ensemencées en plaques 6 puits. En phase

exponentielle de croissance, elles sont incubées à 37°C en présence de l' anthracycline

étudiée, associée ou non avec un chimiomodulateur. Après lavages au PBS, les cellules sont,

soit remises en culture dans du milieu RPMI avec 9% SVF pour l'étude de l'efflux, soit

directement trypsinées pour l'étude en accumulation. Après trypsination, les cellules sont

centrifugées et lavées à froid au PBS, puis marquées à froid pendant 10 min par l'IP (50

ug/ml.) afin de discriminer les cellules endommagées ou mortes. Le contrôle en fluorescence

est effectué par la mesure en autofluorescence des cellules sans fluorochrome. Les mesures en

fluorescence sont issues de la valeur médiane obtenue après 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:

IF =IO(MiNxOC JI
M: nombre de module de l'amplificateur (3), N: nombre de canaux de détection (256), LIe : variation entre

valeur médiane de fluorescence (cellules témoins/cellules cibles)

L'accumulation intracellulaire est mesurée pour la DNR et l'EPI à 2 IlM et pour l'IDA à 0,5

IlM. Ces concentrations permettent un bon compromis entre la viabilité cellulaire et le

rapport signal/bruit. La même concentration cellulaire a été utilisée pour les lignées

parentales et leur dérivée résistante afin d'évaluer le caractère fonctionnel des pompes à

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 après une co-incubation avec la DNR. L'analyse peut être

réalisée, après 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 l'accumulation initiale sont décrites dans l'article

intégré dans le chapitre III, dans le paragraphe 6.1. de la PARTIE 1 des résultats (Merlin et

al., 2000).

L'analyse de l'efflux a été effectuée pour l'EPI et l'IDA respectivement à 2 et 0,5 IlM pour les

5 lignées cellulaires. Après 2 h de contact, les cellules sont lavées au PBS, puis remises en
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culture à 37°C afin de révéler l'évolution de la rétention cellulaire au cours du temps (0,5; 2 ;

4 ; 8 ; 15 et 24 h après le lavage). Les valeurs d'intensité de fluorescence sont linéarisées, puis

rapportées à la valeur obtenue après 2 h de contact.

Pour chacun de ces procédés, les mesures ont été 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 phénomène d'apoptose et la distribution dans le cycle cellulaire. Cette méthode consiste à

fixer et perméabiliser les cellules pour en extraire les fragments d'ADN dégradé, puis à

marquer l'ADN restant. Le marquage de l'ADN est effectué par l'intermédiaire d'un

intercalant fluorescent, l'iodure de propidium (lP). La fluorescence étant proportionnelle au

contenu en ADN, celle issue des cellules apoptotiques est plus faible que celle issue des

cellules intactes (apparition du pic sub-GJ. Le protocole employé est inspiré de l'étude

comparative de techniques de détection en fluorescence des cellules apoptotiques de Li et al.

(Li et al., 1996).

Les 5 lignées cellulaires ont été évaluées après un traitement à l'EPI ou l'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 cellules sont exposées à l'lCsû ainsi qu'à Y,

ICso et l'ICsoxlO déterminées pour les cellules parentales, mais qui sont appliquées à leurs

dérivées résistantes. La cinétique d'induction d'apoptose a été évaluée pour les points de

mesures suivants: 8 et 24 h d'exposition à l'anthracycline, puis 24 et 48 h après avoir éliminé

l'anthracycline. A chaque point correspond un contrôle effectué pour des cellules non traitées.

Après incubation à 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 1.106

cellules est fixée par l'éthanol absolu à 4°C. Après 5 min de centrifugation à 1500 rpm (300

g) et lavage à froid, le culot est remis en suspension dans de l'éthanol à 70% (v/v) froid

pendant au moins 30 min Après lavage, le culot est remis en suspension dans du PBS pendant

2 h à température ambiante afin de permettre l'élution des fragments d'ADN. Après lavage,

les cellules sont colorées par un tampon de coloration composé de : Triton 0,1%, lP à 50

ug/ml., RNase à 25 ug/ml, (Boehringer, Manheim, Allemagne), EDTA à 0,1 mM.

Les données sont analysées à l'aide du logiciel MuIti 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-Gi. Les résultats, issus de 3 expérimentations

indépendantes, s'expriment en pourcentage de cellules distribuées dans la région d'intérêt par

rapport à un contrôle cellulaire non traité.

7. Evaluation d'éléments radio marqués

7.1. Incorporation de daunorubicine tritiée

L'accumulation intracellulaire totale et nucléaire de DNR tritiée ([3H]-DNR, Sigma) a été

déterminée pour le couple MCf-7 / MCf_7DXR selon la méthode de Merlin et al. (Merlin et

al., 1994) et adaptée pour les travaux présentés dans l'article intégré Chapitre Ill, paragraphe

2. de la PARTIE 1 des résultats (Bour-Dill et al., 2000). Brièvement, les cellules mises en

suspension sont incubées en présence de 2 flM de eH]-DNR pendant 2 h à 37°C. Les cellules

sont lysées à froid dans une solution contenant 0,01 mol/L Tris-HCI (pH7,6) et centrifugées.

Le cytosol et les noyaux sont récupérés pour être dilués dans un liquide à scintillation (Ready

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

7.2. Métabolisme d'acide palmitique

L'incorporation d'acide palmitique tritié (eH]-Pal) permet après lyse et extraction des lipides

cellulaires de mesurer différents composants lipidiques (DAG, céramides, sphingomyéline)

récupérés après migration en chromatographie sur couche mince (CCM). L'évaluation est

effectuée, après ajout de liquide à scintillation, par comptage radioactif.

L'évaluation a été effectuée sur les deux lignées parentales MCf-7 et A549 pour l'EPI et

l'IDA. Les cellules ont été traitées à l'ICsû pour un contact total de 24 h. La cinétique

comprend les points de contact avec l'anthracycline suivants: 5, 15,40, et 60 min, puis 4,8 et

24 h . Les contrôles de cellules non traitées comprennent les points suivants: 1,4 et 24 h. Ces

travaux ont été réalisés en collaboration avec l'unité INSERM E9910 de l'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 cnr' en présence d'élément eH]-Pal

«9.10(n»)H) Palmitic acid ; Specifie 1,93 TBq/mmol : 53 Ci/mmol, Amersham Life Science)

à raison de 0,5 flCi/mL durant 48 h. Les cellules sont alors lavées, puis incubées en présence

d'anthracycline. A chaque point de mesure les cellules sont décollées à l'aide d'un grattoir à

4"C et 1.106 cellules en suspension sont centrifugées à 10 000 rpm à froid. Le culot est

récupéré, séché et la réaction est stoppée par immersion des échantillons dans de l'azote.
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Brièvement, une première extraction de la phase lipidique est réalisée grâce à 2,5 mL de

solution de chloroforme/méthanol (v/v; 211). Après avoir vortexé et homogénéisé, les cellules

sont centrifugées (2500 rpm) pendant 10 min, puis la phase chloroformée inférieure est

récupérée. Une seconde extraction est effectuée par 0,850 mL de solvant

chloroforme/méthanol/eau (3/48/47). Après avoir vortexé et homogénéisé, les cellules sont

centrifugées, puis la phase chloroformée est récupérée et asséchée.

Le culot est repris par 50 ~L 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 à mesurer sont déposés: DAG (10 mM dilué dans du

chloroforme/méthanol, v/v; 211, Sigma), céramideIII (10 mM dans du chloroforme/méthanol,

v/v ; 2/1, Sigma). Une première migration verticale est rèalisée dans un mélange

chloroforme/méthanol/acide acétique/acide formique/eau ( v/v; 65/30/10/4/2) pendant 40 min

Après 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. Après séchage,

la plaque est colorée par de l'iode sublimé pendant 30 à 60 s. Après avoir mis en évidence les

différents composés, les produits sont grattés et récupérés, puis toute la colonne de migration

est également récupérée pour être quantifiée en radioactivité. Le pourcentage de chaque lipide

radioactif est rapporté par rapport aux lipides radioactifs totaux.

8. Evaluation relative d'ARNm de gènes d'intérêt par RT-PCR semi-quantitative

La détection des gènes d'intérêt est effectuée par l'évaluation relative des produits

d'amplification d'ADNc obtenus par transcription inverse d'ARN extraits par rapport à un

gène de référence.

8.1. Extraction d'ARN

Les 5 lignées cellulaires ensemencées en flacon de 75 cm2 de 0,7 à 1,4.104 cellules/mL, sont

mises en contact avec l'EPI ou l'IDA en phase exponentielle de croissance. L'ICso déterminée

pour les lignées parentales est également appliquée à leurs dérivés résistantes. A chaque

temps de contact 0, 1, 4, 8, 24 h avec l'anthracyc1ine puis 24 h après \' élimination de

l'anthracycline, les cellules sont décollées à l'aide d'un grattoir.

Les ARN totaux (ARNtx) sont extraits selon la méthode de Chomczynski et Sacchi

(Chomczynski et Sacchi, 1987). Brièvement, 106 cellules sont mises en contact avec 1 ml de

TRIzolTM (Life Technologies, Cergy-Pontoise, France) qui est un mélange de phénol et
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d'isothiocyanate de guanidium. La solution est homogénéisée, laissée 5 min à température

ambiante puis centrifugée 15 min à 12 000 g et 4°C pour éliminer les débris dus à la lyse

cellulaire. Au surnageant transféré dans un autre tube, est ajouté 0,2 mL de chloroforme pour

précipiter les protéines. Après 15 min de centrifugation à 12000 g et 4°C, la phase supérieure

contenant les ARN totaux est prélevée sans toucher à l'interface protéique. Ceux-ci sont

ensuite précipités par ajout d'isopropanol en volume équivalent puis laissés 10 min à

température ambiante, et centrifugés 10 min à 12 000 g et 4°C. Le culot récupéré est lavé à

l'éthanol à 70% suivi de 5 min de centrifugation à 7 500 g et 4°e. Le culot d'ARN mis à

sécher dans un bain sec à 37°C est dissous dans 50 ul, d'eau.

La quantité et la qualité des ARNtx extraits 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 l'eau.

La pureté est analysée par migration de 0,5-1 ug d'ARNtx sur un gel d'agarose à 1%. Deux

bandes correspondant aux ARN ribosomiques 18S 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 gènes d'intérêt et du gène de référence, est réalisée par une transcription

inverse non dirigée. La synthèse des ADNc est effectuée avec 1 ug d'ARNtx qui sont

dénaturés en présence de 500 ng d'amorces aléatoires (Life Technologies, Cergy-Pontoise,

France) dans un volume réactionnel de Il ul, pendant 10 min à 70°C puis placés à 4°C. Ce

volume est complété à 20 ul, avec du tampon Tris-HCl 50 mmollL à pH 8,3, KCl 75 mmollL,

MgClz 3 mmollL, désoxynucleotides triphosphate 0,5 mmollL (Pharmacia Biotech, Orsay,

France), dithiothréitol 10 mmollL (Life Technologies) et 200 unités de transcriptase inverse

Superscript II® (Life Technologies). Le mélange est incubé pendant 10 min à température

ambiante puis 50 min à 42°C, suivi par 15 min à 70°C. La superscript II est une enzyme

recombinante qui n'a plus d'activité RNase, donc 2,5 unités de RNase H (Life Technologies)

sont ajoutées dans les échantillons qui sont incubés pendant 20 min à 37°C puis conservés à 

20°C/-80°e.

8.3. peR semi-quantitative

Les amplifications sont réalisées à l'aide d'un thermocycleur Crocodile II (Appligene,

Strasbourg, France). La RT-PCR semi-quantitative fait appel à une co-amplification du gène

d'intérêt et du gène de référence. Les interactions et les compétitions rendent donc nécessaires
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l'optimisation des conditions d'amplification. Cinq paramètres sont à prendre en compte dans

l'ordre suivant: la température d'appariement (51 à 59°C), la concentration en MgCh (0,5 à

2,5 mM), le ratio d'amorces intérêtJréférence (0,5/1, 1,5/1, 2/1, 111, 1/0,5, 111,5, 112), le

nombre de cycles d'amplification (20 à 40 cycles) et la quantité d'ADNc (0,5 à 5 ~L). Les

deux premiers paramètres sont optimisés sans co-amplification, puis les suivants sont évalués

en co-amplification. Les paramètres optimisés pour la co-amplification gène

dintérèt/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 ~L (0,5 ~M) pour toutes les

amplifications. Les produits des gènes p53 (Aguilar-Santelises et al., 1996), mdrl (Noonan et

al., 1990), mrpl (Bordow et al., 1994), des topoisomérases II a et 13 sont analysés en fonction

d'un gène de référence gapdh (glyceraldehyde-3-phosphate déshydrogénase) (Tso et al., 1985)

etJou de f3r/lg (f3rmicroglobuline) (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 à 94°C, 1 min à la température

d'appariement optimisée et 1 min de synthèse à noc, puis les cycles d'amplification,

[dénaturation/appariement/synthèse, 1 min à chaque étape] dont le nombre est optimisé, et se

termine par 7 ou 10 min (p53 ou mdrllmrp1/topoii a et 13) de synthèse à noc.

Tableau 7 : Résumé des paramétres optimisés pour la co-amplification des gènes d'intérêt/référence

Gènes MgCh "fOC app. Cycles amplif. Amorces (Sens 1Anrisens)
p531 1,25mM 56°e 27 5'TCTGTGACTTGCACGTACTC3'

5'CACGGA TCTGAAGGGTGAAA3'
mdrl l .' 1,5mM 5Te 26 5'CCCATCATTGCAATAGCAGG3'

5' GTTCAAACT TCT GCT CCT GA 3'
rnrpl i.z 1,5 mM 57°e 26 5' TCT CTCCCGACA TGACCG AGG 3'

5'CCAGGAATA TGC CCCGAC TTC 3'
gapdh # # # 5' TGGGGAAGGTGA AGG TGG GA 3'

5'GAAGGGGTCATTGATGGCAA3'
Pz-~g # # # 5' ACC CCCACT GAA AAAGAT GA 3'

5' ATCTTC AAA CCT CCATGATG 3'
topoIIa' 1,5 mM 58°C 27 5' TTTAAGGCCCAAGTC CAG TTA AACA 5'

5'ATAAATTCCAGAAAACGATGTCG 5'
topollû' 1,5 mM 58°e 27 5'GAA GTG TTC ATC AGTAAAATA CAGn'

5' CATAATCTTTCCATA GCG TAA CGT T 3'

Ica-amplification du gène d'intérêt avec la gapdh. 'co-amplification du gène d'intérêt avec la f3rjlg. # : les
conditions optimales de co-amplifications sont fonction du gène d'intérêt associé au gène de référence.

Concernant le gène 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 synthèse de
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produits non spécifiques (compétition avec le gène de référence et désappariemment accru).

Cela consiste à effectuer une PCR impliquant 5 cycles précédents les cycles d'amplification à

des températures plus stringentes pour les étapes de dénaturation (1 cycle à 95°C et 4 cycles à

93,5°C) et d'appariement (dégressif par 1°C de 61 à 56°C). La comparaison des produits

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

FeR "c1assiHue"

p53

gapdh

Figure 15 : Comparaison des produits d'amplification sur un même gel de migration et pour les mêmes ADNc

(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, apyrogène exempte de DNase et RNase (Fresenius France Phanna,

Sévres, France). Avant la polymérisation du gel, du bromure d'éthidium à 1 mg/mL est

incorporé au gel afin de permettre la visualisation des acides nucléiques. Un tampon de dépôt

est ajouté aux produits de PCR, puis sont déposés sur le gel. Les produits d'amplification du

gène de référence gapdh (110 pb) ou f3rllg (120 pb) et du gène d'intérêt tel que le gène p53

(680 paires de bases (Pb), sont déposés sur un gel à 1% préparé avec du TBE 0,5x, ou à 2%

pour les topollœ (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 lx. Les produits de PCR sont alors séparés par

électrophorèse 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 système 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 ultra violet à 302

nm. L'analyse densitométrique est réalisée sur l'image du gel acquise par l'intermédiaire d'une

caméra. Pour chaque échantillon, le ratio d'expression relatif (RER) est calculé au moins en

duplicata et représente la densité moyenne du gène d'intérêt par rapport à celle du gène de
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référence. Les résultats présentés sont la moyenne avec l'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'intérêt est réalisée par immuno-blot. Il s'agit de transférer sur une

membrane de fluorure de polyvinylidène (PVDF) les protéines séparées sur un gel de

polyacrylamide. La protéine cible est alors détectée par un anticorps spécifique qui lui-même

est mis en évidence par une réaction immuno-colorimétrique.

9.2. Extraction et dosage des protéines

L'extraction des protéines est réalisée à 4°C et en présence d'antiprotéases (Sigma, St

Quentin-Fallavier, France) pour éviter leur dégradation. Les 5 lignées cellulaires ensemencées

en flacon de 75 crrr' entre 0,7 à 1,4.104 cellules/mL selon les lignées, sont cultivées pendant 3

jours, puis mises en contact avec l'EPI ou l'IDA en phase exponentielle de croissance. La

durée du contact est de 24 h à l'ICsû déterminée pour les lignées parentales et appliquée à

leurs dérivées résistantes. A chaque temps de la cinétique (0, l, 4, 8, et 24 h durant

l'exposition), les cellules sont lavées avec du PBS froid, puis décollées à l'aide d'un grattoir à

4°C. Environ 106 cellules sont centrifugées 5 min à 1500 rpm (300 g) et 4°C, puis le culot

cellulaire sec est congelé à -20o/-80°C jusqu'à extraction des protéines. Les cellules sont

mises en contact avec 200 ~L de tampon de lyse froid (Tableau 8) additionné de 2 ~L de

Protease Inhibitor Cocktail (PIC) (PMSF 5 mg/mL, Leupeptine, 0,1 mg/mL, Soybean tryp 1 1

mg/mL, Aprotinine 0,1 mg/mL, TPCK 1 mg/mL) (Sigma) et sont régulièrement agitées

pendant 60 min en gardant la solution à 4°C. Après 15 min de centrifugation à 10 000 g à

4°C, le surnageant est prélevé et conservé à -20/-80°C jusqu'à 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 à 1,4 mg/mL. Les échantillons, déposés de façon identique à la

gamme, sont dosés pour une dilution au 1/5 et au 1/10. Après coloration, la lecture des

absorbances est réalisée à 690 nm à l'aide d'un lecteur de microplaques Titertek Multiskan®
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MCC/34Ü (Flow Laboratories). La concentration en protéines est estimée en reportant la

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

Tableau 8: Composition du tampon RIPA.

RIPA équilibré à pR 8 (qsP 100 mL)
NaCI
TRIS
Triton 100x
Na-désoxycholate
SDS
NaEDTA

9.3. Electrophorèse sur gels de polyacrylamide

Concentration
100 mM
20 mM
10/0
0,5%
0,1%
1 mM

Quantité
0,58 g
0,24 g
1 mL
0,5 g
4mL
0,033 g

Les gels sont réalisés à l'aide d'un système Mini-Protean II (Bio Rad, Ivry-sur Seine, France).

La séparation des protéines est effectuée par migration sur gel discontinu dénaturant. La

première 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

acrylamidelbisacrylamide 19:1(Life Technology, Cergy-Pontoise, France) varie en fonction de

la protéine à mettre en évidence. Le Tableau 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 été ajustée en fonction du poids

moléculaire des protéines P53 (53 kDa), Bax (26 kDa) à détecter. Ces concentrations pour les

gels stackinglrun sont respectivement de 5/1ü%(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)
Acrylamide-Bis 19:1 (mL)
H20 (mL)
TRIS-R01,S rH pH 8,8 (mL)

TRIS-HCl 0,75 M pH 6,8 (mL)

Glycérol 50% (mL)
SDS 25% (~L)

Ammonium Persulfate 10% (~L)

TEMED(~L)

9.4. Traitements des échantillons

10%
3

4,6
3

o
1,2
120
100
10

12.S%
3,6
4
3

o
1,2
120
100
10

5%
1

4,8

o
2

0,8
80
100
10

Les aliquots sont décongelés, et 1Üou 20 fig de protéines sont prélevés puis complétés à 10

ul, avec du tampon de lyse RIPA. Un volume (10 ul.) de tampon de Laemli IX avec 5% de 13

mercaptoéthanol (Sigma) est ajouté aux 10 ul. d'échantillon. Les protéines sont dénaturées à
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95°C pendant 5 mm puis les tubes sont immédiatement placés à 4°C pour éviter un

repliement des protéines. Les échantillons sont alors déposés sur le gel, puis mis à migrer à

100 V de 2 h dans un tampon tris-glycine-SDS (TGS : Tris 25 mM, Glycine, 192 mM, SDS,

0,1% ; rn/v) à pH 8,3 (Bio Rad). Dix ~L d'un marqueur de poids moléculaire (Bio Rad) sont

également déposés ainsi qu'un extrait cellulaire constituant un témoin positif exprimant la

protéine à 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 équilibrés dans du tampon de transfert

lx (Tableau la) (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 urn (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

Tris
Glycine
SDS 25 %

Tampon transfert 10x (qsp IL)
Concentration Quantité

480 mM 58,2g
39ümM 29,3 g

0,375% (rn/v) \5 mL

Composants

Tampon \Ox (mL)
Métbanol (mL)
H,O (mL)

Tampon transfert lx (qsp IL)
Quantité

\00
200
700

Le transfert 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 à 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 lavée à l'eau distillée. Cette

coloration n'altère 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 l h à température ambiante dans un

tampon NaCI-Tris-Tween (TBST) à pH 7,5 auquel est ajouté un mélange de protéines. Il s'agit

généralement de BSA (Sigma) ou de lait (Régilait écrémé).
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L'incubation de la membrane avec l'anticorps primaire est effectuée toute la nuit à 4oC dans le

tampon de saturation. La membrane est rincée rapidement dans du TBST, puis lavée 3 fois

pendant 10 min sous agitation à température ambiante. La même procédure est appliquée

pour l'incubation avec l'anticorps secondaire (le marquage est réalisé pendant 1 h à

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 Il.

Tableau Il : Conditions de détection des protéines d'intérêt

Protéine
P53
Bax

Membrane
0,45 um
0,22 um

Satnration
BSA 2% Lait 0,5%
BSA 2% Lait 1%

Ad
DO? (Dako, France)
Bax N-20-G (Tebu, France)

Dilution
115000
1/2000

AdJ
P0260 (Dako)
P0399 (Dako)

Dilution
115000
112000

9.7. Révélation

Un kit de chimiluminescence ECL (Amersham, Les Ulis, France) repose sur l'émission de

lumière à partir du luminol qui est un substrat de la peroxidase (HRP) couplée aux anticorps

secondaires. Après 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 être révélée.

JO. Statistiques

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

Mann-Whitney. Le seuil limite de significativité est de S'llo (p<O,OS).
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illRESULTATS

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 vitro de la distribution intracellulaire de la daunorubicine

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

Notre approche in vitro est réalisée pour le couple de lignées cellulaires MCF-7IMCF_7DXR

L'identification rationnelle de(s) site(s) de séquestration, a été évaluée par une méthode de

double marquage en microscopie conventionnelle 2D à épifluorescence, associée à une

procédure de traitement et d'analyse d'images par des outils classiques d'imagerie. La

microscopie de fluorescence conventionnelle présente comme inconvénient de former des

images contaminées par le bruit issu des plans hors focalisation. C'est pourquoi après avoir

évalué plusieurs algorithmes de déconvolution, l'algorithme sélectionné a été appliqué à 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 cellulaires MCF_7IMCF_7DXR L'inhibition de la

glycoprotéine-P (P-gp) est évaluée pour le S9788 et le PSC-833 incubés, seuls ou combinés,

de façon concomitante avec la DNR. L'effet des modulateurs est mesuré principalement par

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

L'application clinique consiste à évaluer sur des prélèvements leucémiques différents

paramètres mesurés in vitro.

La modulation de l'accumulation intracellulaire de la DNR par le PSC-833 et la CSA a été

mesurée simultanément avec l'immunomarquage de la P-gp par cytométrie en flux, pour des

prélèvements de patients adultes présentant une leucémie aiguë myéloblastique (LAM). La

distribution subcellulaire de la DNR a été évaluée par microscopie de fluorescence pour des

prélèvements de LAM d'adultes et de leucémies aiguës Iymphoblastiques (LAL) d'enfants. La

caractérisation de ces prélèvements est complétée par des caractéristiques cliniques (âge,

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

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

l'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 d'efflux et de

séquestration de la daunorubicine (DNR) pour la lignée MCF_7DXR
, une sous-lignée résistante

de la lignée MCF-7.

RESULTATS: l'expression de la P-gp, MRP et LRP a été évaluée pour la lignée MCF_7DXR
.

Seule la P-gp est surexprimée pour cette lignée. La quantification de DNR tritiée montre

l'activité de la P-gp par la réduction 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_7DXR
, une technique de double marquage en microscopie

2D conventionnelle a été envisagée. Après s'être assuré que les conditions étaient réunies pour

pouvoir effectuer cette approche, des contrôles du dispositif expérimental ont été réalisés. La

phase suivante a consisté à 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, la contribution des vésicules de l'appareil de

Golgi (65%) a été démontrée dans la séquestration cytoplasmique de la DNR pour la lignée

MCF_7DXR
. Ces différents mécanismes de résistance associés au phénotype MDR classique

altèrent l'efficacité cytotoxique de la DNR, expliquant partiellement la résistance à l'induction

d'apoptose.

CONCLUSIONS: associé à l'efflux d'anthracycline par la surexpression exclusive de la P-gp,

le phénotype de résistance à la DNR pour la lignée MCF_7DXR se caractérise par la

séquestration cytoplasmique de la DNR dans des vésicules appartenant à l'appareil de Golgi,

ainsi que par la résistance à 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 l'objet d'une publication

(Gramain et al., 1997), qui est intégrée en Annexes. Ce travail a été effectué en collaboration

avec MP. Gramain, dans le cadre de sa thèse de doctorat (Gramain, 2000), ainsi qu'avec le

laboratoire d'Electronique (LabEL) de l'Université 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 été évalués sur des images 2D de référence obtenues par

l'intermédiaire de billes fluorescentes. Les algorithmes ont été testés et comparés selon les

critères 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 l'ensemble de ces critères de sélection (Gramain et al., 1997). Il a donc été

appliqué sur des images obtenues pour la lignée MCF-7 ayant incorporée la DNR. L'effet de

la déconvolution sur les images a été évalué par des critères 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 après 10 ou 20 itérations, dont le nombre a été déterminé par le caractère convergent

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

Les analyses semi-quantitatives ont pour objectif d'étudier l'impact de la déconvo1ution 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 à

ceux obtenus en cytométrie de flux, une technique de référence en fluorescence.

L'algorithme MAP a été dans un premier temps testé sur des billes calibrées en intensité

(ItrSpeck'>') respectivement à 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 après

déconvolution, sont proches de la courbe théorique (données non présentées).
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Puis l'incorporation de la DNR à 2 l!M pendant 2 h à 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

écarts-types en cytométrie en flux sont réduits du fait de l'analyse d'un échantillon important

(5000 cellules par point de mesure) par rapport à la microscopie de fluorescence (15-30

cellules par point de mesure). Toutefois, les résultats obtenus par cytométrie en flux sont

comparables (Mann-Whitney) à ceux obtenus par analyse d'image avant déconvolution (p =

0,297) ou après déconvolution (p = 0,172), en outre, les courbes obtenues en microscopie par

analyse d'images avant et après déconvolution ne sont pas significativement différentes (p =

0,469) (Figure 16).
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Figure 16 : Evaluation comparative de la cinétiqne d'incorporation de la DNR à 2 f'M pour la lignée MCF-7 par

analyse semi-quantitative : soit par analyse d'images avant et après déconvolution (densités moyennes rapportées

à la valeur obtenue après IS min d'incorporation), soit par cytométrie en flux (intensités de fluorescence

médianes rapportées à la valeur obtenue après IS min d'incorporation) (Grarnain et al., 1997).

3.2. Analyses qualitatives

Les analyses qualitatives ont pour objectif d'évaluer si la déconvolution améliore le caractère

résolutif des images 2D obtenues en fluorescence. Les critères de comparaison entre les

images brutes et déconvoluées sont les suivants : le contraste de l'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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their helpful contribution to the 3D fluorescence micros
capy.
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(Labroille et al., 1998). Nos travaux confirment que la présence de la P-gp au niveau de

l'appareil de Golgi pourrait impliquer la séquestration cytoplasmique de la DNR pour la

lignée MCF_7DXR La méthode développée est rapide et facilement accessible, car elle

comprend des traitements et aoalyses d'images classiques en microscopie de fluorescence

conventionnelle. Le caractère 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.

C'est pourquoi, les techniques paraconfocales sont une alternative séduisante. L'application de

l'algorithme de déconvolution du maximun a posteriori (MA?) sur les images 2D a permis

d'améliorer la qualité des images sans en altérer l'information quantitative des niveaux de gris.

Ces améliorations permettent de faciliter les traitements et analyses d'images dont l'objet

serait la segmentation. Faciliter la segmentation est particulièrement intéressant pour

discriminer le contour cellulaire lorsque le marqueur fluorescent est de faible intensité ou de

faible contraste, ou un élément intracellulaire à condition que le marquage ne soit pas trop

diffus dans l'ensemble de la cellule. Toutefois l'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 MF. Gramain ont permis de caractériser

notre dispositif instrumental en 3 dimensions, puis d'effectuer les premières applications de la

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

5. Microspectrofluorimétrie de la daunorubicine intracellulaire in vitro

Le double marquage et l'analyse d'images ont mis en évidence le compartiment golgien

comme région d'intérêt 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_7DXR

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 les lignées MCF-7 et MCF_7DXR ayant incorporées la DNR à 20 IlM. Cette concentration

permet de conserver des conditions comparables à 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 été analysées : la daunorubicine (DNR), l'épirubicine

(EPI) et l'idarubicine (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

JlM) permettent par l'intermédiaire de l'équation 1. de calculer le coefficient d'extinction

molaire correspondant: 1A =e x c x II (équation 1.)

A : absorbance ; ex : coefficient d'extinction molaire au pic d'absorption (M-lcm-l) c:

concentration molaire (M) et 1: largeur de la cuve (l cm)

Les coefficients obtenus en solution aqueuse respectivement à 476, 475 et 474 nm pour la

DNR, l'EPI et l'IDA sont les suivants : 9300, 11900 et 8900 (M-lcm-l). Ces coefficients

permettent de contrôler les concentrations en solution.

Les spectres d'émission de fluorescence ont été 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 à

comparer les spectres normalisés pour des molécules de structures et de propriétés de

fluorescence très proches.

En solution aqueuse à 20 JlM, l'intensité de fluorescence est proportionnelle à la

concentration. Les spectres de fluorescence des trois anthracyclines ont les caractéristiques

connnunes 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 l'IDA,

par rapport à la DNR et l'EPI, révèle un rendement quantique de fluorescence respectivement

2,5 à 2,2 fois plus important pour l'IDA. L'IDA présente un décalage du pic d'émission de

fluorescence par rapport à la DNR et l'EPI vers le bleu et se caractérise par un ratio de

fluorescence de P545/558 = 0,90. Par contre l'EPI et la DNR ont des caractéristiques proches.

Comme les spectres normalisés à la longueur d'onde d'émission de fluorescence maximale

reflètent les spectres de fluorescence, et qu'il ne s'agit pas de déterminer la concentration de la

DNR, les spectres intracellulaires de fluorescence de la DNR seront normalisés en fonction

de l'intensité relevée à 594 nm.
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Figure 18 : Comparaison de spectres d'émission de fluorescence obtenus dans de l'eau pour la DNR, l'EPI et

l'IDA détenniués à une concentration de 20 ~M ('-~, : 476 nm) : A), spectres brutes (Unité Arbitraire) ; B) Le

ratio de fluorescence (p) correspond à la uonnalisation des intensités de fluorescence par rapport à 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_7DXR
. Après soustraction de l'autofluorescence, la contribution spectrale de la DNR et

le ratio P560/594 ont été calculés. La Figure 19 illustre les spectres, normalisés par rapport à

l'intensité de fluorescence mesurée à 594 nm, obtenus pour les deux lignées au niveau du

compartiment golgien après 2 h ou 24 h d'incubation à 20 /lM.

Après 2 h d'incubation les spectres de fluorescence de la DNR different entre la lignée MCF-7

et la lignée MCF_7DXR (Figure 19). Le spectre de la DNR pour la lignée MCF-7 diffère du

spectre obtenu dans de l'eau principalement par un épaulement quasiment inexistant entre 545

et 560 nm alors qu'apparaît un épaulement entre 620 et 650 nm, Par contre, pour la lignée

MCF_7DXR le spectre de la DNR est proche du spectre obtenu en solution aqueuse.

Après 24 h d'incubation les spectres de fluorescence de la DNR restent relativement

différents entre la lignée MCF-7 et la lignée MCF_7DXR (Figure 19). Pour les deux lignées,

l'épaulement entre 545 et 560 nm est plus résolu et apparaît désormais comme un second pic

de fluorescence à 548 nm. Pour la lignée MCF-7, ce pic est mineur alors qu'il apparaît

prépondérant pour la lignée MCF_7DXR
. En outre, l'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 à 20 f'M obtenus au niveau du compartiment golgien

pour les lignées MCF·7 et MCF_7DXR (PB 460-490 nm). Le ratio de fluorescence (p) correspond à la

normalisation des intensités de fluorescence par rapport à l'intensité du pic de fluorescence de la DNR (594 nm) :

Spectres après 2 h d'incubation (graphe du haut) ; Spectres après 24 h d'incubation (graphe du bas).

Pour la lignée MCF-7, la Figure 20A montre qu'il n'y a pas de modification, en fonction du

compartiment cellulaire, du spectre normalisé de la DNR après 2 h d'incubation à 20 llM.

Pour la lignée MCF_7DXR
, la Figure 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 delà de 600 nm avec l'apparition de deux pICS de

fluorescence supplémentaires respectivement à 622 et 700 nm.

D ili m m a rn m m w m ~ ru "1

Longueurs d'onde (À., nm)

Figure 20 : Spectres normalisés de fluorescence de la DNR (PB 460-490 mn),après 2 h d'incubation à 20 !!M,

obtenus au niveau de différentes régions intracellulaires d'intérêt pour les lignées MCF-7 (A) et MCF_7DXR (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'intérêt se situe dans le compartiment

golgien principalement entre 545 et 594 nm. C'est pourquoi deux ratios ont été calculés pour

les spectres de DNR mesurés dans le compartiment golgien (P548/594 et P560/594), puis confrontés

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

Tableau 12 : Ratio de fluorescence de la DNR (P5601594 et P5'Bl5") obtenus dans de l'eau et au niveau de la région

golgienne pour les deux lignées après 2 ou 24 h d'incubation.

DNR P560/594 P548/594

Golgi
2h
24h

MCF-7
0,43
0,64

MCF_7DXR

0,75
0,83

MCF-7
0,30
0,69

MCF_7DXR

0,65
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 à ceux obtenus en solution aqueuse. Après 24 h

d'incubation avec la DNR les deux ratios calculés augmentent, mais seul le ratio P548/594 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-rXR
, les deux ratios calculés pour le spectre de la DNR, mesurés dans le

compartiment golgien, sont supérieurs à ceux obtenus pour la lignée MCF-7 quel que soit le

temps d'incubation. Après 2 h d'incubation avec la DNR les deux ratios calculés sont proches

des ratios calculés pour les spectres de la DNR en solution aqueuse. Après 24 h d'incubation

avec la DNR, les deux ratios augmentent mais l'apparition du pic de fluorescence à 548 nm se

traduit par une augmentation du ratio P548/594 qui est 1,6 fois supérieur à celui calculé en

solution (0,95 vs 0,60).

5.3. Discussion-Conclusions

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

intracellulaire pour les lignées MCF-7 et MCF_7DXR Les ratios entre pics de fluorescence

d'intérêt reflètent les interactions des molécules fluorescentes entre elles ou avec leur

environnement proche. En solution, le ratio de fluorescence (P560/590) de la DNR est constant

dans l'éthanol et correspond à un état monomère de référence (Laigle et al., 1996). En

solution aqueuse (avec ou sans ADN) existe un équilibre entre espèces monomères et

dimères. Le ratio de fluorescence diminue pour les fortes concentrations d'anthracycline,

traduisant un phénomène croissant d'association entre elles (Laigle et al., 1996). Dans des

systèmes lipidiques tels que les liposomes, le ratio diminue avec l'augmentation du rapport

[phospholipide-anthracycline], reflétant des interactions entre anthracycline et lipide (Gallois

et al., 1996).

Les ratios obtenus en solution aqueuse à 20 ).lM (P560/594) sont cohérents avec les travaux de

Gallois et al. (Gallois et al., 1996) puisque pour la DNR et l'IDA les ratios (P560/590) sont

respectivement de 0,79 et 0,85 à des concentrations inférieures à 100 !lM. Pour la lignée

MCF-7 dans le compartiment golgien, et quel que soit le temps d'incubation, les spectres

d'émission de fluorescence de la DNR sont caractérisés par des ratios P560/594 inférieurs à ceux

obtenus pour la lignée MCF_7DXR (2 h: 0,43 vs 0,75 et 24 h: 0,64 vs 0,83). Belhoussine et al.

ont obtenu la même tendance pour la IBP-DXR après 1 h d'incubation pour différents

couples de lignées cellulaires (LR73 : 0,5 et LR73R : 0,85 pour P550/600) (Belhoussine et al.,

1998). Les ratios P560/594 obtenus au niveau intracellulaire peuvent être comparés aux ratios

obtenus dans des systèmes 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 sphingomyéline) (Lavie et al., 1999). Pour la lignée MCF-7, le ratio

107



PS60lS94 de la DNR après 24 h d'incubation augmente (0,64) pour devenir proche du ratio de la

DNR obtenu pour les liposomes avec une forte concentration de phospholipide mais sans

cholestérol (0,66) (Gallois et al., 1996). Alors que pour la lignée MCF_7DXR les ratios PS60/594

de la DNR obtenus au niveau du compartiment golgien après 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 Be/houssine et al. confirment la particularité des interactions entre

anthracycline (THP-DXR) et composant lipidique. Le ratio PSSO/600 mesuré pour un modèle

constitué de complexes [THP-DXR-sphingomyéline] (0,90) est comparable à celui obtenu au

niveau de la région golgienne de la lignée cellulaire de phénotype MDR (0,85) (Belhoussine

et al., 1998). Les résultats par dichroisme circulaire dans les liposomes montrent lm état

monomère pour la DNR quelle que soit la concentration de lipide (Gallois et aL, 1998). Par

contre, la nature des interactions varie en fonction de la concentration lipidique, elles sont

électrostatiques pour les fortes concentrations, comme pour des lignées sensibles, et

(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 modèle cellulaire adhérant résistant suggère 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 traduire la formation de

complexes DNR-lipide dans le compartiment golgien.

6. Réversion du phénotype MDR par chimiomoduùuion 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 été évalués pour leur propriété d'inhibition de la P-gp. Le S9788 et le PSC-833

sont des inhibiteurs de P-gp qui se sont révélés actifs au niveau de la distribution subcellulaire

de la DNR, impliquant différentes cibles potentielles. De ce fait, des combinaisons de S9788

et de PSC-833 ont été appliquées pour la lignée MCF_7DXR Cette lignée correspond à un

modèle cellulaire aussi bien d'efflux que de séquestration cytoplasmique de la DNR.
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La modulation de la résistance a été étudiée pour des combinaisons des fractions

complémentaires de concentrations équitoxiques permettant 90% (IEC90) ou 50% (IEC50) de

réversion de la résistance à la DNR pour la lignée MCF_7DXR L'évaluation de l'effet de ces

applications de modulateurs a été réalisée par : i) des tests de réversion de résistance

cytotoxicité à la DNR, ii) la détermination de l'incorporation intracellulaire de la DNR par

cytométrie en flux, iii) la distribution subcellulaire de la DNR par microscopie de

fluorescence et enfin par iv) l'évaluation de l'expression de gènes 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 l'IEC90, respectivement à 5 et 15 flM, et l'IEC50 respectivement

à 0,1 et 0,2 flM . Lorsque les deux composés sont combinés, ils restaurent la cytotoxicité de la

DNR selon un procédé synergique, que ce soit à l'IEC90 ou à l'IEC50. Toutefois, seules les

combinaisons des modulateurs permettant d'obtenir l'IEC90 augmentent la fluorescence

intracellulaire de la DNR selon une modalité synergique. Concernant les combinaisons

permettant d'obtenir l'IEC50, aucune augmentation de la fluorescence intracellulaire de la

DNR n'a été détectée, pourtant les images de distribution de la fluorescence intracellulaire de

la DNR suggèrent 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, la LRP ou l'ARA ont montré qu'elles n'étaient pas impliquées dans

le phénotype de résistance à la DNR pour la lignée MCF_7DXR

CONCLUSIONS: l'intérêt de ces combinaisons synergiques du S9788 et du PSC-833 pourrait

se traduire à terme par la réduction de la toxicité souvent induite par les fortes doses

appliquées pour inhiber la P-gp, sans toutefois altérer l'efficacité de la modulation de la

résistance aux anthracyclines.
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7. Evaluation de la modulation de la résistance à la daunorubicine sur prélèvements

leucémiques

Parmi les différents critères biologiques retenus pour mesurer le phénotype MDR en clinique,

on retrouve en général la diminution de l'accumulation d'anthracycline, le niveau

d'expression du gène 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 l'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 cyc!osporine A (CSA) a été effectuée sur

45 prélèvements de moelle osseuse de patients avec une LAM au diagnostic. Les critères

évalués étaient l'expression de la P-gp et la fluorescence intracellulaire de la daunorubicine

(DNR). Les résultats pré-cliniques obtenus pour un modèle cellulaire, la lignée cellulaire

leucémique multidrug resistant (MDR) K562, ont permis d'établir les concentrations

équitoxiques de restauration complète d'accumulation de la DNR de 5 et 10 ~M,

respectivement pour le PSC-833 et la CSA.

RESULTATS-DISCUSSION: le PSC-833 s'est révélé un agent modulateur plus efficace à 5

~M que la CSA à 10 ~M aussi bien par l'augmentation de la fluorescence intracellulaire de la

DNR induit, que par le nombre de prélèvements de patients pour lesquelles la fluorescence de

la DNR était accrue. En outre le PSC-833 est également actif en terme de modulation de

l'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 l'accumulation

intracellulaire de la DNR dans le contexte clinique par le PSC-833. Cette expérience clinique

commune mise à profit, a permis ainsi d'aller plus en avant dans cette problématique, et

considérer l'implication du phénomène de séquestration de la DNR dans le contexte clinique.
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7.2. Modulation de la distribution intracellulaire de la daunorubicine

Si les critères d'accumulation (et/ou d'efflux) des anthracyclines, associès ou non à leur

modulation ont fait leurs preuves en tant que critères prédictifs du phénotype MDR dans les

leucémies, les indications concernant l'impact de la distribution intracellulaire restent rares.

Une étude préliminaire par microscopie de fluorescence a été réalisée afin de déterminer si le

phénomène de séquestration de la daunorubicine (DNR) existe en clinique, puis d'évaluer

l'effet du PSC-833 sur sa distribution.

L'étude est effectuée sur des prélèvements leucémiques, principalement au diagnostic, de

patients adultes (LAM) et d'enfants (LAL). En outre, différents paramètres sont également

inclus pour l'analyse des prélèvements comme les caractéristiques cliniques (âge, réponse

clinique, caractère cytopathologique) et les critères biologiques.

7.2.1. Caractérisation des prélèvements

Dans cette étude la caractérisation clinique comprend l'âge du patient, la nature

cytopathologique du prélèvement, le suivi et l'indication thérapeutique (Tableau 13). Les

critères biologiques comprennent la cytotoxicité de la DNR ainsi que différents ratios

d'expression relative de gènes d'intérêt (mdr1, mrp1, et topoisomérases II) (Tableau 13).

L'effectif comportant des données complètes étant réduit, il n'est pas possible de réaliser une

étude de comparaison afin de déterminer le caractère prédictif des différents facteurs évalués.

Toutefois, il est possible d'analyser les critères biologiques en comparant les résultats entre

les différents prélèvements.

Concernant l'expression des gènes des prélèvements d'enfants (LAL), le ratio moyen

d'expression relative indique une faible expression moyenne du gène mdrl (0,12 ± 0,08). Le

gène mrpl est exprimé de façon constitutive (1,05 ± 0,19). Quelle que soit la topoisomérase II

évaluée (a. ou (3), son expression moyenne reste faible (respectivement 0,II ± 0,05 ou 0,04 ±

0,03). Les rcsü déterminées principalement pour les enfants font état d'une variabilité

importante de la sensibilité à la daunorubicine de 0,02 à 0,38 IlM.

Pour les prélèvements d'adultes (LAM), les moyennes d'expression des gènes sont

comparables à celles obtenues pour les enfants pour mrpl (respectivement 1,02 ± 0,07 et 1,05

± 0,19), topollœ (respectivement 0,14 ± 0,07 et 0,Il ± 0,05) et topollû (respectivement 0,03 ±

D,DI et 0,04 ± 0,03), alors qu'elle semble supérieure pour le gène mdrl (respectivement 0,17

± 0,0get 0,12 ± 0,08).
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Tableau 13 : Critères de référence d'analyse des prélèvements de leucémies de LAL d'enfants (1 à 8) et de LAM

d'adultes (9 à 12).

N° Age p' Sb I C ICso
d mdrl C mrpl C topolla e topoII(3 C

(ans) (/lM)

1 14 Diagn. Rec. LAL 0,38 0,08 ±0,02 1,02 ± 0,07 0,03 ± 0,01 0,01 ± 0,01

2 11 Diagn, Rem. LAL 0,38 0,09 ± 0,01 0,74 ±0,02 0,12 ±0,04 0,09 ±0,02

3 12 Diagn. Rem. LAL 0,06 0,08 ±O,Ol 1,13 ± 0,06 0,11 ± 0,04 0,04 ±0,01

4 14 Diagn. Rec. LAL 0,12 0,12±0,03 1,15 ± 0,07 0,17 ±0,06 0,05 ±O,OO

5 3 Diagn. Rec. LAL 0,02 0,27 ± 0,05 0,96 ±0,09 0,12 ±0,03 0,02 ± 0,00

6 3 Diagn. Rem. LAL 0 0,07 ±0,01 1,29 ± 0,04 0,08 ± 0,02 0,06 ±0,01

7 nd Diagn. Rem. LAL 0,08 nd nd nd nd

8 JI Rechute t LAL
<1> <1> <1> <1> <1>

9 42 Diagn, nd LAM nd 0,07 ± 0,01 1,12 ± 0,08 0,07 ±0,02 0,06 ± 0,01

10 nd Diagn. nd LAM nd 0,18 ±0,06 0,99 ±0,02 0,19 ± 0,07 0,05 ± 0,01

11 15 Diagn. Rem LAM 0,56 0,28 ±0,02 1,03 ± 0,03 0,21 ± 0,05 0,04 ±o,oo

12 nd Diagn. nd LAM nd 0,14 ±0,01 1,11 ± 0,10 0,05 ± 0,01 0,03 ± 0,01

nd : Données non déterminées

4> : Critère non mesuré par manque de cellules

a (P), Nature cytopathologique du prélèvement: Diagn.. (diagnostic) ou Rechute. b (S), Patient dont le suivi
thérapeutique est connu: Rec. (Rechute), Rém, (Rémission), t (décédé). '(1), Indication thérapeutique: leucémie
aiguë lymphocytaire (LAL) ou leucémie aiguë myéloïde (LAM). d IC,. obtenues pour la DNR par le test
colorimétrique MTT, réalisé pour un contact de 72 h continu avec la DNR. ' ratio d'expression entre le gène
d'intérêt et le gène de référence (j32-microglobuline) ; contrôles réalisés pour le couple MCF-7IMCF_7DX

'R

7.2.2, Distribution intracellulaire de la daunorubicine

Différentes expérimentations de microscopie de fluorescence ont été réalisées pour évaluer la

distribution de la fluorescence intracellulaire de la DNR des prélèvements disponibles. Elles

ont consisté dans un premier temps à caractériser morphologiquement différents organites

intracellulaires, Puis, les prélèvements 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 prélèvements au

diagnostic et du prélèvement en rechute, et d'autre part entre les prélèvements incubés avec la

DNR seule et co-incubés avec le PSC-833,
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Figure 23 : Pourcentage de cellules en fonction du nombre de vésicules par cellule pour chaque prélèvement au

diagnostic.

L'ensemble des prélèvements 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 l'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 à 5 vésicules, 6 à

10 vésicules, et plus de 10 vésicules par cellule. La répartition des pourcentages reflète

fidèlement la distribution des courbes originales en conservant le caractère hétérogène des

populations cellulaires (Tableau 14). L'exploitation des données moyennes confmne

l'existence d'une population cellulaire prépondérante (58 et 48%) sans vésicule cytoplasmique

(Tableau 14). Parmi les sous populations, les cellules à faible densité de vésicules sont

majoritaires (40 et 35%), alors que les populations à moyenne et forte densité de vésicules

sont minoritaires (Tableau 14).

Pour les prélèvements d'adultes, un décalage apparaît vers des populations à forte densité de

vésicules par cellule. Cependant quelle que soit l'origine du prélèvement, la variabilité de la

distribution en fonction du prélèvement est importante (Tableau 14).
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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 prélèvements au diagnostic.

Nombre de vésicules
par cellule

o
1-5

6-10
>10

58 a [30-86] b 48 c [37-82] d

40 [65-14] 35 [47-12]
2 [5-0] 14 [13-5]
o [0-0] 3 [3-1]

a Pourcentages moyens pour les enfants au diagnostic. b Valeurs extrêmes. C Pourcentages moyens pour les
adultes au diagnostic. d Valeurs extrêmes

7.2.2.2. Effet du PSC-833 sur la distribution cytoplasmique de la DNR

Afm d'évaluer l'effet du PSC-833 sur le taux de vésicules marquées par la DNR, les cellules

sont co-incubées en présence de DNR à 2 ~M avec le PSC-833 à 5 ~M. Puis les cellules sont

observées par microscopie à épifluorescence. Les images sont obtenues selon des conditions

d'acquisitions identiques à celles utilisées pour les échantillons incubés avec la DNR seule.

La comparaison entre les prélèvements d'enfants au diagnostic et le prélèvement d'enfant issu

d'une rechute suggère l'existence de l'altération de la distribution intracellulaire de la DNR.

Cette altération se traduit par un décalage du pourcentage de cellules, par rapport à la

distribution moyenne des prélèvements au diagnostic, des catégories sans vésicule

cytoplasmique (6% vs 58%) vers des catégories à faible (64% vs 40%), moyen (27% vs 2%),

et fort taux de vésicules (3% vs 0%). Ce phénomène peut être comparable au phénomène de

séquestration cytoplasmique de la DNR rencontré in vitro.

La distribution de l'échantillon en rechute implique que certains prélèvements au diagnostic,

puissent présenter des altérations de distribution intracellulaire de la DNR. Parmi les

prélèvements au diagnostic, 4 prélèvements d'enfants (LAL) sur 7 (No 1, 3, 4 et 7) et 3

prélèvements d'adultes (LAM) sur 4 (No 9, 11 et 12) ont un pourcentage de cellules sans

vésicule strictement inférieur à la moyenne obtenue pour les prélèvements au diagnostic. Pour

les prélèvements d'enfants, 3 prélèvements sur 4 ont été évalués au niveau de l'expression

relative des gènes mdrI et rnrpl (Tableau 13). Les valeurs obtenues, pour les enfants et les

adultes présentant ce phénotype, indiquent que 2 échantillons sur 3 présentent pour le gène

rnrpl un taux également au-dessus de la moyenne.

Le PSC-833 augmente le pourcentage cellulaire sans vésicule pour les prélèvements d'enfants

issu d'une rechute ou au diagnostic (x3,2 vs xl,15), en diminuant principalement le
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pourcentage de cellules contenant plus de 5 vésicules. Cependant la restauration de la

distribution cytoplasmique du prélèvement en rechute reste partielle, puisque le différentiel

avec les valeurs moyennes des prélèvements 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 prélèvements 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).

90,

80 +
:l
:; 70-"-

=~ 60 ~

<Il"0 50 ~

<Il
~ 40 ~.a=30 ~
<Il

'"; 20-'"

Q
~ 10·,

enfants LAL
(diagnostic)

,DNR

.DNR + PSC-833

enfaotLAL
(rechute)

n=]

adultes LAM
(diagnostic)

n=4

Figure 24 : Pourcentage de celluies ne présentant pas de vésicuies cytoplasmiques marquées par la fluorescence

de la DNR : comparaison entre prélèvements d'enfants (n = 7) et d'adultes (n = 4) incubés pendant 2 h avec la

DNR seule à 2 ~M ou avec la DNR co-incubée avec le PSC·833 à 5 ~M.

Le PSC-833 agit plus efficacement sur la distribution cytoplasmique de la DNR pour des

prélèvements au diagnostic présentant un ratio relatif au gène mdr 1 au-dessus de la moyenne,

comme pour le prélèvement N°5 d'enfant (0,27 vs 0,12) et N° Il 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 à la résistance aux anthracyclines, les travaux in vitro

ont permis de déterminer différents paramètres biologiques à mesurer en clinique comme
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l'expression du gène ou de sa protéine d'efflux correspondante, ainsi que des tests

fonctionnels comme l'incorporation ou la rétention intracellulaire des anthracyclines.

L'accumulation de la DNR (2 h à 2 /-lM) est le critère d'évaluation de la modulation du

phénotype MDR sur des prélèvements leucémiques. La comparaison de dérivés de

cyclosporine comme la CSA et le PSC-833 met en évidence une efficacité accrue du PSC-833

à 5 /-lM par rapport à la CSA à 10 /-lM. 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 prélèvements leucémiques d'enfants (LAL ; n = 7) et d'adultes (LAM; n = 4) au

diagnostic. Les valeurs moyennes obtenues indiquent une expression relative du gène mdrl

faible. Cependant le faible effectif de LAM évalué peut biaiser l'expression moyenne du gène

mdrl. Pour les LAL d'enfants, les études récentes semblent converger plutôt 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 /-lM, 2 h) de

façon diffuse dans le compartiment nucléaire et cytoplasmique, mais également au niveau de

vésicules cytoplasmiques. Les prélèvements 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 prélèvements d'adultes

incluent plus fréquemment des cellules comprenant une densité importante de vésicules

dispersées dans le cytoplasme probablement au niveau des lysosomes. L'analyse d'un

prélèvement en rechute suggère un phénomène de séquestration de la DNR et une altération

de la distribution de la DNR pour certains prélèvements au diagnostic. Lautier et al.

discernent également deux alternatives pour la distribution intracellulaire de la fluorescence

de la DNR (1 /-lM, 1 h) qui se caractérisent soit par un marquage nucléaire et cytoplasmique

diffus, soit par un faible marquage nucléaire associé à des vésicules intenses périnucléaires

(appareil de Golgi) (Lautier et al., 1997). Leurs résultats montrent que ces alternatives ne sont

pas liées à l'expression de la P-gp, mais plutôt au caractère 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 l'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 l'incorporation intracellulaire (0,5 IlM, 75 min) mais également en terme du

ratio nuclée/cytoplasmique (16 IlM, 1 h) pour des prélèvements de LAM adultes en rechute

par rapport aux prélèvements au diagnostic (n = 32) (Schuurhuis et al., 1995). Cependant,

leurs observations n'indiquent pas l'apparition de vésicules cytoplasmiques marquées par la

fluorescence de la DXR. La combinaison des deux paramètres fonctionnels du phénotype

MDR était corrélée avec la surexpression de la P-gp et/ou de l'ARNm de la MRP pour 94%

des échantillons étudiés dans cet article.

Nos résultats montrent que le PSC-833 à 5 IlM restaure plus efficacement la distribution de la

DNR des échantillons d'enfants qui présentent un taux d'expression du gène mdrl supérieur à

la moyenne. La concentration de 5 IlM du PSC-833, légèrement supra-pharmacologique, a été

évaluée afin de rester cohérent avec les études effectuées in vitro (Merlin et al., 2000) et sur

prélèvements de LAM adultes (Merlin et al., 1998). La faible expression moyenne du gène

mdr1, la localisation des vésicules marquées par la fluorescence de la DNR ainsi que

l'efficacité modeste du PSC-833 semblent indiquer, pour ces prélèvements, un rôle mineur de

la P-gp dans la redistribution cytoplasmique de la DNR. Par contre l'expression basal du gène

mrp1 dans tous les prélèvements évalués pourrait expliquer le caractère 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 à 2 IlM concernant la restauration de la

distribution de la DNR, pour des prélèvements de LAM adultes présentant une séquestration

cytoplasmique de la DNR. Cependant, ils ne présentent ni de résultats quantitatifs concernant

l'effet du PSC-833 sur la distribution de la DNR, ni d'évaluation de l'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,

l'idarubicine (IDA) et l'épirubicine (EPI). Les modèles cellulaires sont des cellules

adhérentes comprenant des lignées cellulaires parentales (MCF-7 et A549) et leurs dérivées

résistantes sélectionnées (MCF-i'XR, A549 T3 et A549 V3) . La première partie expérimentale

a souligné l'intérêt des protéines P-gp et MRP. Ces deux protéines sont impliquées dans les

mécanismes d'efflux et de séquestration cytoplasmique d'anthracyclines,

Dans un premier temps, les anthracyclines ont été caractérisées en fonction de paramètres de

pharmacologie cellulaire. Pour chaque lignée cellulaire, des études d'accumulation et de

rétention intracellulaire, puis de distribution intracellulaire, ont été réalisées pour l'IDA et

l'EPI.

Dans un second temps, la réponse cellulaire des différentes lignées a été analysée pour

chaque anthracycline. La cytotoxicité de l'EPI et de l'IDA a été mesurée après différentes

durées d'incubation (2 ou 24 h). Le processus de mort cellulaire induite (nécrose, apoptose,

mort mitotique) a été déterminé selon l'anthracycline. Puis, différentes voies participant à

l'induction et/ou d'altération de l'induction de la mort cellulaire par les anthracyclines ont été

évaluées.

2. Evaluation de critères de pharmacologie cellulaire

Les expérimentations suivantes comparent les propriétés de l'idarubicine (IDA), par rapport à

l'épirubicine (EPI), en fonction du phénotype MDR associé à la 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 modèles cellulaires par

cytométrie en flux. L'optimisation des concentrations et de la durée de contact a permis

d'obtenir un bon rapportlbruit (> 3) au niveau du signal de fluorescence tout en assurant le

maintien d'un état de viabilité cellulaire satisfaisant (> 80%).
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2.1.1. Accumulation intracellulaire des anthracyclines

Après 2 h d'incubation en présence d'EPI (2 IlM) ou d'IDA (0,5 IlM), 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 à la

valeur obtenue pour la lignée parentale correspondante. Les analyses statistiques ont été

réalisées en utilisant le test Mann-Whitney.

Tableau 15 : Accumulation après 2 h d'incubation d'épirubicine (EPI) ou d'idarubicine (IDA) évaluée par

l'intensité de fluorescence relative (IFR), mesurée en cytornétrie en flux.

Accumulation (IFR)

EPI IDA

MCF-7 100 a 1,00 a,

MCF_7DXR 0,45 (0,04) b 0,12 (0,04)

A549 100 a 1,00 a,

A549 T3 0,58 (0,02) 0,53 (0,04)

A549V3 0,68 (0,05) 0,96 (0,07)

a Les résultats représentent des rapports moyens d'intensité de fluorescence entre (résistant/sensible) après 2 h

d'incubation d'épirubicine (EPI) ou d'idarubicine (IDA) pour les lignées parentales MCF-7, A549, et leurs sous

lignées résistantes respectives MCF_7DXR
, A549 T3 et A549 V,. b Ecart type.

Les cinétiques d'incorporation effectuées pour les lignées parentales ont mis en évidence que

l'IDA atteint son plateau d'accumulation intracellulaire plus rapidement que l'EPI (données

non présentées). En outre, après 2 h d'accumulation, l'IDA est incorporée de façon èquivalente

pour les lignées A549 et MCF-7, alors que l'EPI s'incorpore en moyenne 2 fois moins pour la

lignée A549 par rapport à la lignée MCF-7 (p < 0,05)(données non présentées).

La lignée cellulaire MCF_7DXR est un modèle de référence concernant l'aspect fonctionnel du

phénotype MDR associé à la P-gp. Pour la lignée MCF_7DXR la diminution très importante de

la fluorescence intracellulaire est mise en évidence aussi bien pour l'EPI que l'IDA. L'activité

de la P-gp pour les deux anthracyclines est confirmée en comparant le couple A549/A549 T3.

Par contre les rapports de fluorescence de l'EPI et de l'IDA sont différents pour le couple de

lignées cellulaires A549/A549 V3. Concernant l'EPI, la surexpression de la MRP au niveau de

la lignée A549 V3 est associée à une diminution signjficative de la fluorescence intracellulaire
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par rapport à la lignée parentale (p < O,OS). Alors que pour l'IDA, la MRP ne reproduit pas

cet effet.

2.1.2. Cinétique de rétention intracellulaire des anthracyclines

Après 2 h d'incubation en présence d'EPI (2 /lM) ou d'IDA (O,S /lM), les cellules sont lavées

mises en suspension et analysées par cytométrie en flux après différents temps de rétention

(de O,S à 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 nonnalisées par rapport à la valeur obtenue pour la

lignée parentale après 2 h de contact.
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Figure 25 : Cinétique d'effiux après 2 h d'incubation en présence d'épirubicine (EPI) ou d'idarubicine (IDA)

représentée par les intensités de fluorescence relatives (lFR) mesurées par cytométrie en flux pour les lignées

A549, A549 T3, A549 V3, MCF-7 et MCF_7DXR
.

Pour les lignées parentales (AS49 et MCF-7), les cinétiques de rétention de l'EPI (Figure 25)

et de l'IDA (Figure 25) indiquent une diminution progressive de la fluorescence mesurée au

cours des 8 premières heures de rétention, puis une stabilisation.
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Pour les lignées surexprimant la P-gp (MCF_7DXR
, A549 T3) , les cinétiques de rétention

confirment, pour l'EPI et l'IDA (Figure 25), le caractère fonctionnel de la P-gp. La

diminution initiale rapide de la rétention de fluorescence de l'EPI ou de l'IDA pour les

lignées MCF_7DXR et A549 T3 par rapport à leurs lignées cellulaires parentales respectives,

traduit un efflux actif. Puis l'IDAet l'EPI atteignent une valeur d'IFR stable. Toutefois, pour la

lignée A549 T3, comme pour les lignées parentales, 15 h après l'élimination d'anthracycline

la fluorescence intracellulaire induite semble augmenter (Figure 25).

Pour la lignée surexprimant la MRP (A549 V3) , la cinétique de rétention de l'EPI est

biphasique. Elle comprend une diminution précoce et rapide de la fluorescence intracellulaire

au cours des 8 premières heures, traduisant l'efflux actif de l'EPI, puis une diminution plus

lente jusqu'à sa stabilisation (Figure 25). Par contre la rétention de la fluorescence

intracellulaire de l'IDA pour la lignée A549 V3 est dans un premier temps équivalente à sa

lignée parentale. Quatre heures après son élimination du milieu, les IFR de l'IDA

commencent à diminuer (p < 0,\ 0) puis se stabilisent à un taux inférieur à celui 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 l'EPI et de l'IDA a été étudiée pour tous

les modèles cellulaires par microscopie de fluorescence 2D conventionnelle.

2.2.1. Distribution comparative pour le couple MCF-7/MCF7DXR

Pour la lignée MCF-7, la fluorescence de l'EPI se distribue de façon diffuse dans le

compartiment nucléaire. Le cytoplasme est faiblement marqué et sans vésicules

cytoplasmiques (Figure 26a). La fluorescence de l'IDA se distribue également de façon

diffuse dans le compartiment nucléaire et cytoplasmique, mais elle est associée à un

marquage de vésicules cytoplasmiques. La densité des vésicules marquées est importante à

proximité du noyau, et éparse en périphérie du cytoplasme (Figure 26b). Pour la lignée MCf

7DXR
, la fluorescence de l'EPI (Figure 26c) et de l'IDA (Figure 26d) se distribue

exclusivement dans le compartiment cytoplasmique au niveau de vésicules. Toutefois, la

localisation des vésicules marquées par la fluorescence de l'IDA semble plus éparse et plus

dense que les vésicules marquées par l'EPI.
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2.3. Discussion-Conclusions

Pour les lignées parentales, l'EPI s'incorpore moins rapidement que l'IDA. Pour les lignées

résistantes surexprimant soit la P-gp soit la MRP, les cinétiques de rétention de l'EPI

confirment les mesures en accumulation, avec une diminution importante et rapide des IFR

par rapport aux lignées parentales. En présence de P-gp, l'IDA présente des cinétiques de

rétention similaires à celles de l'EPI. Le caractère lipophile de l'IDA, évalué par d'autres

équipes, s'est déjà traduit par une incorporation intracellulaire plus rapide et plus importante

pour les couples MCF-7fMCF-7DXR et/ou K562/K562DXR (Bennis et al., 1997, Praet et al.,

1996). Pour la lignée surexprimant la MRP, la diminution des !FR par rapport à la lignée

parentale apparaît tardivement pour l'IDA.

Notre démarche en microscopie de fluorescence consiste à évaluer après 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 l'IDA comprend le noyau

et le cytoplasme, associé à un marquage de vésicules. Pour ces mêmes lignées cellulaires,

l'EPI se distribue exclusivement dans le compartiment nucléaire. Ces résultats confirment que

le caractère 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 l'EPI et de l'IDA se détecte

exclusivement au nîveau de vésicules appartenant probablement au compartiment golgien. De

ce fait, ces résultats confortent nos précédents travaux concernant le rôle du compartiment

golgien dans la séquestration des anthracyclines associée à la P-gp (Bour-Dill et al., 2000).

Par contre, la distribution de l'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 l'EPI, sa distribution est

homogène 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

l'EPI refléterait un phénotype résistant associé à un phénomène de séquestration. Alors que

pour l'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, l'efflux

rapide pourrait indiquer une prise en charge prépondérante au niveau de la membrane
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cytoplasmique, alors qu'un efflux retardé pourrait signifier une prise en charge cytoplasmique

(Gottesman, 1993).

3. Réponse cellulaire aux anthracyclines

La réponse cellulaire des différents modèles cellulaires après traitement par l'EPI ou l'IDA

est évaluée en déterminant l'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

évaluation différée dans le temps (72 h), et correspondant au moins à un temps de

doublement pour chaque lignée (Tableau 16). Les analyses statistiques sont effectuées en

utilisant le test Mann-Whitney.

Tableau 16 : Cytotoxicité évaluée aprés un traitement de 2 h avec l'EPI ou l'IDA, mais mesurée 72 h plus tard.

tc; (pM)
EPI IDA

MCF-7 19 a (0,5) 0,27 (0,06),

MCF_7DXR 787 (165) 8,1 (0,4)

IR 406 h 30

A549 2,7 (0,5) 0,29 (0,02)

A549 T3 69 (13) 1,1 (0,1)

IR 25 4

A549V3 44 (12) 2,8 (0,2)

IR 16 10

'Les résultats représentent l'IC,o moyenne (écart type) issue au moins de 3 expériences indépendantes.

b L'indice de résistance (IR) est calculé à partir du rapport moyen des IC,o entre la lignée résistante et la lignée

parentale.

Pour les lignées parentales, MCf-7 et A549, les ICsû obtenues pour l'EPI sont 10 fois

supérieures à celles obtenues pour l'IDA. Pour les lignées cellulaires surexprimant la P-gp, les

ICsû obtenues pour l'EPI sont en moyenne 70 fois supérieures à celles obtenues pour l'IDA.

Cette cytotoxicité accrue de l'IDA se traduit par des indices de résistance (IR) moyens 6 à 13

fois inférieurs à ceux obtenus avec l'EPI. Pour la lignée cellulaire A549 V3 surexprimant la
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MRP, rrcso obtenue pour l'EPI est 15 fois supérieure à celle obtenue pour l'IDA. Cependant

l'IR obtenu pour l'EPI est seulement 1,5 fois supérieur à celui obtenu pour l'IDA.

3.1.2. Exposition longue: 24 heures

L'exposition longue consiste à incuber les lignées cellulaires pendant 24 h avec les

anthracyc1ines, puis à effectuer l'évaluation de façon différée dans le temps (48 h) et

correspondant au moins à un temps de doublement pour chaque lignée (Tableau 17). Pour les

lignées parentales, MCF-7 et A549, les ICso obtenues pour l'EPI sont supérieures à celles

obtenues pour l'IDA (p = 0,018). Pour les lignées cellulaires surexprimant la P-gp, l'EPI est

également moins cytotoxique que l'IDA, ce qui se traduit aussi bien par les ICso que les IR.

D'ailleurs, la lignée A549 T3 ne présente plus de résistance à l'IDA après une durée

d'exposition de 24 h (p = 0,10). Pour la lignée cellulaire A549 V3 surexprimant la MRP, l'IR

obtenu pour l'IDA est 1,5 fois inférieur à celui obtenu pour l'EPI avec une IC50 7 fois

supérieure à celle de l'IDA.

Tableau 17 : Cytotoxicité évaluée après un traitement de 24 h avec l'EPI ou l'IDA, mais mesurée 48 h plus tard.

EPI
tc.; (/-lM)

IDA
MCF-7

MCF_7DXR

fR

A549

A549 T3

fR

A549 V 3

fR

0,20 a (0,07)

152 (32)

0,51 (0,26)

7,5 (0,3)

15

3,3 (l)

6.4

0,11 (0,04)

3,1 (0,7)

27

0,11 (0,02)

0,14 (0,03)

0,49 (0,1)

4.5

'Les résultats représentent l'lC" moyenne (écart type) issue au moins de 3 expériences indépendantes.

b L'indice de résistance (IR) est calculé à partir du ratio moyen des ICso entre la lignée résistante et la lignée

parentale.

3.1.3. Effet de la durée d'incubation

Pour les lignées parentales l'EPI est en moyenne 10 fois plus cytotoxique pour un traitement

de 24 h qu'aprés 2 h de contact (p = 0,025). Pour l'IDA, les lC50 sont réduites aprés 24 h

d'incubation mais restent du même ordre de grandeur qu'aprés 2 h de contact (p = 0,0006).

Pour les lignées cellulaires surexprimant la P-gp ou la MRP, les IC50 de l'EPI sont en
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moyenne 5 à 10 fois plus faibles après une incubation de 24 h (p = 0,025). Pour l'IDA, quel

que soit le phénotype, les ICsD sont réduites en moyenne d'un facteur 6 (p = 0,006). La faible

variation des IR obtenus après 2 ou 24 h d'incubation traduit l'impact modéré des longues

durées d'incubation pour l'IDA sur sa cytotoxicité contrairement à l'EPI.

3.2. Evaluation de l'impact sur le cycle cellulaire associé au processus de mort cellulaire

Les endommagements cellulaires induits par l'EPI ou l'IDA sont étudiés indirectement par

leurs effets sur le cycle cellulaire, évalués en cytométrie en flux. Par ailleurs, la microscopie

de fluorescence permet d'évaluer les altérations de l'ADN induites par l'EPI et l'IDA en

fonction de critères 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 l'ICsD déterminée pour la lignée parentale et

appliquée pour les lignées parentales et leurs dérivées résistantes. Après chaque point de

mesure, les cellules sont lavées, mises en suspension et colorées par l'!P, puis leur

distribution dans le cycle cellulaire est analysée par cytométrie en flux.

Les lignées cellulaires A549/A549 T]/A549 V]

Pour la lignée A549 après 24 h d'incubation, l'effet de l'EPI se traduit au niveau du cycle

cellulaire par un blocage en phase G2/M avec une fraction cellulaire 4 fois supérieure à celle

du témoin (46% des cellules). Le blocage est stable pendant 24 h, puis disparaît 48 h après la

fin du contact avec l'EPI (Figure 28). Une population en sub-Gj est détectable avant la fin de

l'incubation (5% des cellules). La fraction cellulaire en sub-G, augmente après 24 h

d'incubation et se stabilise pendant 24 h à un taux 9 fois supérieur au témoin, et décroît 48 h

après l'élimination de l'EPI du milieu de culture (14% des cellules) (Figure 28). Après 24 h

d'incubation, l'effet de l'IDA se traduit au niveau du cycle cellulaire par un blocage des

cellules en G2/M avec une fraction cellulaire 3 fois supérieure à celle du témoin (32% des

cellules). Le blocage est stable pendant 48 h après la fin du contact des cellules avec l'IDA

(Figure 28). Une population cellulaire en sub-G, est détectable dès 8 h d'incubation avec

l'IDA (5%). La fraction cellulaire en sub-G, augmente après 24 h d'incubation et se stabilise
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pendant 48 h en moyenne à un taux 15 fois supérieur à 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 G2/M (courbes)

et en sub-G, (histogrammes). Evaluation réalisée pendant et après une exposition de 24 h à l'épirubicine (graphe

du haut; EPI) ou à l'idarubicine (graphe du bas; IDA) pour les lignées cellulaires A549, A549 T3 et A549 V3.

La Figure 28 illustre pour la lignée A549 T3, le profil de la cinétique d'induction du blocage

en Gz/M par l'EPI qui est analogue à celui obtenu pour la lignée A549, si ce n'est une

détection précoce dès 8 h d'incubation. Par contre, la variation de la fraction cellulaire en

Gz/M est inférieure à celle obtenue pour la lignée parentale. L'induction de cellules en sub-G1

par l'EPI pour la lignée A549 T3 est détectable 24 h après la fin de l'incubation, mais avec un

taux maximal 2 fois supérieur au témoin (5% des cellules) (Figure 28). L'effet cellulaire de

l'IDA après 24 h d'incubation se traduit au niveau du cycle cellulaire par un blocage en phase

Gz/M avec une fraction cellulaire 4 fois supérieure à celle du témoin (67% des cellules). Le

blocage se poursuit pendant 24 h (50% des cellules) pour disparaître 24 h plus tard (Figure

28). Les cellules détectées en sub-G1 augmentent progressivement à partir de 24 h
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d'incubation avec l'IDA pour rejoindre 24 h plus tard le taux obtenu pour la lignée A549, et

comprendre 45% des cellules en sub-G, 48 h après l'élimination de l'IDA du milieu de culture

(Figure 28).

Pour la lignée A549 V3, l'effet de l'EPI se traduit au niveau du cycle cellulaire par un blocage

des cellules en phase GziM dès 8 h d'incubation, correspondant à un taux 2 fois supérieur à

celui du témoin (18% des cellules) pour atteindre à la fin de l'incubation un taux 4 fois

supérieur à celui du témoin (40% des cellules) comparable à celle obtenue pour la lignée

A549, puis disparaître progressivement après l'élimination de l'EPI du milieu de culture

(Figure 28). La population en sub-G, est inexistante pendant toute la durée de l'analyse

(Figure 28). L'IDA induit dès 8 h d'incubation également un blocage des cellules en GziM au

niveau du cycle cellulaire. La fraction cellulaire en GziM est 4 fois supérieure à celle du

témoin (43% des cellules) après 24 h d'incubation et se stabilise à ce niveau pendant les 48 h

qui suivent son élimination du milieu de culture (Figure 28). La population en sub-G, est

détectable seulement en fin d'analyse « 10% des cellules) (Figure 28).

Les lignées cellulaires MCF-7/ MCF_7DXR incubées en présence d'une fCSD

Pour la lignée parentale MCF-7 après 24 h d'incubation, l'effet de l'EPI se traduit au niveau

du cycle cellulaire par un blocage en phase Gz/M avec un taux 3 fois supérieur à celui du

témoin (56% des cellules) (Figure 29). Le blocage est stable pendant 24 h pour s'atténuer 48 h

après la fin du contact. La population cellulaire en sub-G, n'est détectable que 48 h après

l'élimination de l'EPI du milieu de culture et correspond à un taux 3 fois supérieur au témoin

pour 10% de cellules (Figure 29). L'IDA induit également un blocage en G2/M détectable

après 24 h d'incubation, stable pendant 48 h, atteignant un taux maximal de 3,5 correspondant

à 50% de cellules (Figure 29). La détection d'une population en sub-G, augmente lentement

et progressivement pendant les 48 h qui suivent l'élimination de l'IDA du milieu de culture,

pour atteindre un taux 4 fois supérieur à celui obtenu pour le témoin représentant 15% de la

population cellulaire totale (Figure 29).

Pour la lignée parentale MCF_7DXR
, ni l'EPI ni l'IDA n'induisent d'effet cellulaire en terme

d'induction de blocage du cycle cellulaire ou de population en sub-G, (Figure 29).
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Figure 29 : Evaluation de la variation de la fraction cellulaire (cellules traitées/cellules témoins) en G2/M (courbes)

et en sub-G1 (histogrammes). Evaluation réalisée pendant et après une exposition de 24 h à ('épirubicine (graphe

du haut; EPI) ou à l'idarubicine (graphe du bas; IDA) pour les lignées cellulaires MCF-7 et MCF_7D)Œ.

Concernant les dtfférentes concentrations testées

L'analyse des populations cellulaires a été également effectuée pour des concentrations

correspondant à Yz ICso et à l'ICsoxIü. Ces concentrations ont été détenninées pour les lignées

cellulaires parentales et appliquées aux lignées cellulaires parentales et dérivées MDR.

Les résultats obtenus pour les concentrations correspondant à Yz ICso n'ont pas induit

d'augmentation de variation de fraction cellulaire en G2/M ou sub-G J• Seuls seront commentés

les résultats obtenus pour les lignées réfractaires à l'induction de blocage en G2/M et/ou sub

G1 en présence de l'ICsoxlO

Pour la lignée A549 V3, et pour les concentrations correspondantes à l'ICsoxlO, l'EPI et l'IDA

induisent tardivement le blocage en G2/M et progressivement une fraction cellulaire en sub

G1. Pour la lignée MCF_7DXR
, seule la concentration équivalente à l'ICsoxlü avec l'IDA

provoque un blocage en G2/M du cycle à la fin de l'incubation et stable pendant 48 h.
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apoptotiques (Figure 32). Les images obtenues 48 h après l'élimination de l'EPI ou de l'IDA

suggèrent l'induction de différents endonnnagements cellulaires, avec des figures d'apoptose

précoces, des cellules avec des micronoyaux, et des cellules nécrotiques (Figure 32). Pour la

lignée MCF_7DXR
, ni l'EPI, ni l'IDA n'induit d'endommagement cellulaire après l'incubation

avec l'anthracycline, ou 48 h après son élimination (Tableau 18).

L'analyse des cellules en microscopie de fluorescence, après 24 h d'incubation en présence

d'une ICso d'EPI ou d'IDA, met en évidence l'induction de dommages de l'ADN. Les

altérations de l'ADN se traduisent au niveau cellulaire par l'apparition de figures apoptotiques

(précoces et/ou tardives), dont la proportion varie en fonction des lignées cellulaires et de

l'anthracycline. La correspondance des pourcentages cellulaires présentant un défaut en

contenu d'ADN mesurés en cytométrie en flux après élution (sub-Gi), 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) (Tableau 18). Pour la lignée MCF-7, des figures précoces d'apoptose sont

détectées après 24 h d'incubation avec l'EPI ou l'IDA, et ne sont donc pas détectées en

cytométrie en flux (Tableau 18). Plus tardivement, l'endommagement des cellules en

microscopie se traduit par l'apparition de cellules avec des micronoyaux, de figures précoces

d'apoptose, ou de nécrose (Figure 32).

Tableau 18 : Modification du marquage de l'ADN induit après 24 h de contact avec l'épirubicine ou l'idarubicine ;

quantification soit par la morphologie en microscopie soit par la région du sub-G, en cytométrie en flux

IDA EPI

MCF-7 MCF_7DXR A549 A549 T3 A549 V3 MCF-7 MCF_7DXR A549 A549 T3 A549 V3

Nec 12 (1) 0,5 (0) 3 (4) 2 (1) 2 (1) 1 (0) 2,5 (2) 3 (1) 2 (1) 2 (1)

Norm 89 (6) 97 (0) 75 (4) 79 (1) 90 (6) 93 (2) 93 (0) 85 (0) 85 (1) 94 (4)

MN 0(0) 1 (1) 0,5 (1) 4 (2) 1 (1) 0(0) 4 (1) 1 (1) 6 (1) 1 (2)

Mar 8 (5) 1 (1) 2,5 (3) 2 (2) 4 (3) 4 (3) 0,5 (0) 3 (2) 1 (1) 1 (2)

CA 1 (2) 0,5 (1) 19 (8) 13 (3) 3 (6) 2 (3) 0(1) 8 (0) 6 (2) 2 (2)

Sub-G1 22 (1) 3 (2) 15 (4) 17 (4) 5 (2) 2 (1) 2 (1) 8 (3) 5 (3) 2 (1)

1 Pourcentage (écart type) de cellules nécrotiques (Nec), normales (Norm), multi-nucléées (MN), marginées

(Mar) ou de cellules incluant des corps apoptotiques (CA) après double marquage HoechstllP en microscopie de

fluorescence. 2 Pourcentage de cellules (écart type) mis en évidence dans la région du sub-G, (sub-Gj) en

cytométrie en flux parle marquage à l'IP (cf matériels et méthodes).
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3.3. Discussion-Conclusions

Pour les lignées parentales et après 2 ou 24 h d'incubation, l'IDA est plus cytotoxique que

l'EPI. Pour les lignées surexprimant la P-gp l'IDA est également plus cytotoxique que l'EPI

après 2 ou 24 h (en moyenne 70 fois). Par ailleurs, les cellules sont en moyenne 10 fois moins

résistantes à l'IDA qu'à l'EPI. La vitesse d'incorporation peut expliquer la cytotoxicité accrue

de l'IDA, par augmentation de la durée d'exposition à nne concentration intracellulaire

cytotoxique. Cette interprétation concorde avec les travaux de Garnier-Sutllerot qui montrent

qu'en présence de surexpression de P-gp, le coefficient d'incorporation est le plus puissant

critère prédictif de l'efficacité cytotoxique des anthracyclines (Garnier-Suillerot, 1995). Pour

la lignée surexprimant la MRP, l'IDA est plus cytotoxique que l'EPI après 2 ou 24 h (en

moyenne 12 fois). En outre, les cellules sont en moyenne 1,5 fois moins résistantes à l'IDA

qu'à l'EPI. Par contre, l'accumulation ou la rétention n'ont pas de relation directe avec les ICso

ou les indices de résistance. La distribution intracellulaire semble indiquer que l'IDA

implique des sites potentiels d'actions cytoplasmiques contrairement à l'EPI. De ce fait,

l'impact de la séquestration cytoplasmique serait moindre pour celle-ci. Cette hypothèse de

travail a également déjà été proposée par Du.fJ5; et al. qui ont également comparé cytotoxicité

et distribution pour l'IDA et l'EPI entre une lignée sensible et résistante de cancer de vessie

par surexpression la P-gp (Duffy et al., 1996).

La réponse cellulaire à l'EPI et l'IDA est évaluée pour une durée de contact de 24 h

correspondant à une cytotoxicité optimale pour les deux anthracyclines. Pour les lignées

résistantes dérivées de la lignée A549 présentant un indice de résistance modéré, l'IDA se

caractérise par une augmentation des indices de résistances (IR) avec l'augmentation de la

fraction cellulaire bloquée en G2/M, et cette relation est opposée à celle de l'EPI. Pour la

lignée MCF_7DXR
, l'application de l'ICso de la lignée MCF-7 de l'EPI ou de l'IDA, ne permet

pas d'obtenir de blocage en G2/M, probablement en relation avec son niveau de résistance

élevé. L'induction d'arrêt en G2/M par les anthracyclines à déjà été décrit pour des modèles

cellulaires leucémiques en présence de DXR (Ling et al., 1996), de DNR (Come et al., 1999

a) et/ou d'IDA (Vial et al., 1997), ainsi que pour des modèles cellulaires adhérents en

présence d'EPI (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

G1 correspondait aux figures tardives d'apoptose caractérisées par les corps apoptotiques. Les

lignées A549, A549 Tl et A549 V3 indiquent une diminution de la fraction cellulaire
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apoptotique en parallèle avec l'augmentation de l'IR. Par contre les lignées MCF-7 et MCF

7DXR se sont révélées réfractaires à l'induction de l'apoptose par l'EPI ou l'IDA. La lignée

MCF-7, en dépit de sa sensibilité équivalente à celle de la lignée A549, ne présente pas

d'induction prépondérante d'apoptose mais une combinaison de différents processus

(apoptose, micronoyaux, nécrose). Les données de la littérature concernant le caractère

réfractaire à l'apoptose de cette lignée sont contradictoires. Pour les anthracyclines, Gewirtz

ont montré que la DXR ou l'IDA n'induisent pas l'apoptose des cellules pour des

concentrations inférieures à 1 ~M et une courte durée d'incubation (Fornari et al., 1996,

Gewirtz et al., 1998). Alors que Lucci et al. ont montré l'induction de l'apoptose pour des

concentrations inférieures à 1 ~M mais pour une durée de contact de 24 h (Lucci et al., 1999

b). Différentes explications ont été proposées pour la lignée MCF-7, à savoir la surexpression

de bcl-2 (Sumantran et al., 1995) ou une délétion de la caspase-3 (Kurokawa et al., 1999),des

protéines impliquées dans la régulation de l'apoptose. Pour la lignée MCF_7DXR
, la

surexpression de la P-gp s'ajoute à 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 modèle cellulaire. Les

travaux de Come et al. sur des lignées leucémiques montrent qu'à des doses modérées (ICso)

de DNR pour les lignées sensibles HL-60 (0,1 ~M, 1 h) ou dérivées MDR (10 ~M, 1 hl, la

réponse cellulaire se caractérise par un arrêt en GziM associée à la mort mitotique (Come et

al., 1999 a). Par contre, l'application de l'IC9o pour les lignées sensibles (1 ~M, 1 h) ou

résistantes (100 ~M, 1 h) implique un arrêt en Gj/S et associée à une apoptose rapide (Come

et al., 1999 a). Les travaux de Petak et al., sur modèles 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 ~M, 72 hl, les cellules sont bloquées de façon

prolongée en G2/M et sont associées à une apoptose retardée (initialement pas d'apoptose),

alors qu'à de fortes concentrations (0,3 à 3 ~M) la DXR induit au niveau cellulaire un arrêt en

G2/M associé à une importante et rapide apoptose. En outre quel que soit le mécanisme

induisant l'apoptose, elle est indépendante de la voie Fas mais associée à l'activation des

caspases (petak et al., 2000). Les résultats de nos expérimentations, effectuées à doses

modérées (0,1 à 0,5 ~ pendant 24 h selon l'anthracycline) pour des lignées adhérentes

semblent coïncider avec les travaux de Petak et al. (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 l'arrêt en G2/M ne suffit pas à assurer l'induction de l'apoptose. Par contre
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l'apoptose majeure induite par l'EPI ou l'IDA est retardée mais systématiquement associée à

l'arrêt en G2/M. Pour les lignées parentales (MCF-7 et A549), l'IDA induit un blocage en

G2/M plus long que l'EPI traduisant probablement des lésions de l'ADN accentuées et

favorisant l'entrée des cellules dans un processus de mort cellulaire. Pour la lignée A549,

traitées par l'EPI ou l'IDA, la détection de cellules apoptotiques précède l'arrêt en G2/M et

leurs évolutions respectives sont parallèles suggérant au moins deux voies possibles

d'induction de l'apoptose. Pour les lignées A549 dérivées résistantes, lorsque les

antbracyclines induisent un arrêt 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 A549 par l'IDA associe une augmentation de l'IR et de la fraction cellulaire en G2/M

correspondant à une diminution de la fraction cellulaire en sub-Gi. Les constatations issues

des expérimentations pour les cellules résistantes suggèrent que l'induction de l'apoptose par

l'EPI est plus liée à l'arrêt en G2/M que l'IDA.

L'ensemble de ces données semblent indiquer que le processus de mort cellulaire induit par

ces anthracyclines tend, en fonction d'une cytotoxicité accrue et de la dose croissante

appliquée, vers la mort mitotique, puis l'apoptose retardée et I'apoptose immédiate. Et le

processus de mort cellulaire est associé pour les doses faibles ou modérées à un blocage des

cellules en G2/M.

3.4. Rôle de P53 dans le processus d'induction de mort cellulaire par les anthracyclines

3.4.1. Cinétique d'expression des ARNm

La Figure 33 illustre la cinétique de l'expression relative de l'ARNm de p53 pour les lignées

parentales traitées par l'EPI ou l'IDA à leurs ICso respectives. L'induction de p53 après

exposition à l'EPI ou l'IDA a été détectée pour les deux lignées cellulaires parentales.

Toutefois le pic d'induction différent en fonction de l'anthracycline, avec pour l'IDA, une

induction majeure avant la fin de l'incubation et qui précède systématiquement celle de l'EPI.
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Figure 33 : Cinétique de l'expression relative de l'ARNm de p53 par RT-PCR pendant et après l'exposition à

l'épirubicine (EPI) ou à 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-7DXR
, 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 T3, l'IDA induit l'expression de p53 comme pour sa lignée

parentale à 8 h d'incubation pour disparaître à la fin de l'incubation (Figure 34). Pour l'EPI, un

décalage semble se produire avec une induction précoce (8 h d'incubation) sans se poursuivre

à la fin de l'incubation (Figure 34). Pour la lignée A549 V3, l'EPI et l'IDA induisent p53 à la

fin de leur incubation (Figure 34).

L'expression des gènes mdrl et mrp1 a également été évaluée au cours de cette cinétique dans

les mêmes conditions d'application de l'IDA et de l'EPI que précédemment. Ni l'EPI, ni l'IDA

n'induit l'expression de ces gènes 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 l'expression relative de p53, à 8 h et 24 h d'incubation en présence d'EPI

ou d'IDA pour les lignées A549, A549 T3 et A549 V3. 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 l'expression de la protéine P53 pour les lignées cellulaires traitées par

l'EPI ou l'IDA, dans les mêmes conditions que celles décrites dans le paragraphe précédent.

Pour la lignée A549, L'EPI et l'IDA induisent la protéine P53 selon un profil similaire avec

une induction majeure pendant l'incubation (de 4 à 24 h) qui se poursuit au moins pendant 24

h après l'incubation (Figure 35 A). Pour la lignée A549 T3, l'IDA et l'EPI induisent P53 selon

un profil similaire à celui obtenu pour A549. Toutefois, l'intensité de l'induction de P53

semble atténuée pour l'EPI par rapport à l'IDA (Figure 35B). Pour la lignée A549 V3, l'IDA et

l'EPI induisent P53 selon un profil similaire à celui obtenu pour A549, mais l'intensité de

l'induction semble également atténuée pour l'EPI par rapport à l'IDA (Figure 35C).
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Figure 37 : Cinétique de production des céramides pour les lignées parentales MCF-7 et A549 : évaluation de la

variation de la fraction de céramide lorsque les cellules sont exposées à une ICso d'EPI ou d'IDA. Les donoées

sont exprimées par rapport au% de céramide mesuré surdes cellulesnontraitées.

3.6. Discussion-Conclusions

Le rôle de p53 a déjà été montré dans l'induction d'apoptose dépendante d'arrêts en 0 1

(Liebermann et al., 1995). Par contre son rôle dans les arrêts en OliM associé à l'apoptose

reste controversé. En outre, différents travaux ont montré que la protéine P53 pouvait induire

l'expression du gène mdrl, mais sans toutefois indiquer son rôle pour le gène mrpl

(Ogretmen et Safa, 1997). C'est pourquoi, l'expression du gène p53 et de sa protéine a été

évaluée pour l'EPI et l'IDA. Pour les lignées parentales, l'induction du gène p53 a été mise en

évidence pour l'IDA avant la fin de l'incubation et qui précède systématiquement celle de

l'EPI. Aucun produit d'amplification de p53 n'a été détecté pour la lignée MCF_7DJŒ
• Ce

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

l'exon 5 (Ogretmen et Safa, 1997). Cet exon est inclu partiellement dans la région amplifiée

au cours de nos expériroentations par RT-PCR. L'IDA et l'EPI induisent, par rapport à la

150



lignée A549, l'expression du gène p53 plus précocement pour la lignée A549 Tl et plus

tardivement pour la lignée A549 V3. Pour la lignée A549, l'IDA et l'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 A549, présentent un profil d'induction de P53 par

l'EPI ou l'IDA analogue à la lignée A549, mais avec une intensité accrue pour l'IDA Pour la

lignée MCF-7, l'induction par l'EPI et l'IDA est constante dans le temps. Pour la lignée MCF·

7DXR, seule l'IDA induit la protéine P53 selon le même schéma que la lignée parentale mais

moins intensément.

L'induction de P53 traduit bien le caractère endommageant des anthracyclines au niveau de

l'ADN, mais par contre aucune expression ou surexpression des gènes mdrl ou mrpl n'a été

mesurée par RT-PCR par le traitement de l'EPI ou l'IDA, et ne reflète donc pas un rôle

d'activateur d'expression de ces gènes. L'évaluation de la protéine Bax révèle que seule les

lignées parentales présentent une induction tardive et plus intense avec l'IDA. Ce résultat

pourrait impliquer une altération de l'activation de Bax par la voie P53. D'autre part,

l'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 l'EPI et l'IDA, sont issus d'une

cinétique d'évaluation en présence de l'lCso respective des lignées parentales. Les deux

anthracyclines induisent la production de céramide. Toutefois, pour la lignée MCF-7,

l'induction serait retardée (24 h) alors que la lignée A549 semble présenter une production

précoce « 1 h) et tardive (> 8 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

paraît plus intense après l'exposition à l'IDA dans les deux lignées cellulaires. Cette dernière

indication corrobore deux points d'intérêt. Pour la lignée MCF-7, le 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 l'EPI ou l'IDA. L'ensemble de ces

données confirme l'hypothèse d'une l'altération de la voie effectrice du processus d'apoptose

pour cette souche de MCF-7. Par ailleurs, l'IDA semble activer plus efficacement la

production de céramides, en particulier en phase précoce. Cette dernière indication

compléterait les différentes mécanismes proposés concernant la cytotoxicité accrue de l'IDA.

L'hypothèse de travail, suggérée par différentes équipes, repose sur l'originalité des sites

d'actions de l'IDA par rapport aux anthracyclines de référence (nucléaires, sites
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cytoplasmiques et membranaires accentués). Cette hypothèse est issue d'études comparatives

entre cytotoxicité et distribution (Duffy et al., 1996), cytotoxicité et lésions 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

Première partie: distribution intracellulaire de la daunorubicine

La caractérisation in vitro de la séquestration de la DNR liée à la surexpression de la P-gp a

montré par analyse d'images, que l'appareil de Golgi était le site majeur de séquestration pour

la lignée MCF_7DXR Le spectre normalisé d'émission de fluorescence de la DNR, caractérisé

au niveau du compartiment golgien de ce modèle 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 à de faibles concentrations, semble suffisante

pour restaurer sa cytotoxicité.

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_7DJŒ
, il serait nécessaire pour étabir l'implication de

l'interaction entre la DNR et les lipides dans le compartiment golgien: i) de déterminer le

composant lipidique en cause, ii) de contrôler l'impact des modulateurs permettant une

restauration de la distribution de la DNR ainsi que sa cytotoxicité.

Au niveau clinique, le PSC-833 module l'accumulation de la DNR de cellules provenant de

prélèvements leucémiques présentant initialement un défaut d'accumulation, et confirme

l'intérêt de l'évaluation du phénotype MDR dans la résistance aux anthracyclines. Par contre,

l'effet du PSC-833 sur la distribution subcellulaire de la DNR semble partiel, et suggererait un

rôle mineur de la P-gp pour la séquestration de la DNR en clinique.

Perspectives:

Ces résultats préliminaires demandent à être confirmés sur un grand nombre de prélèvements

leucémiques. Toutefois concernant l'évaluation de la modulation de la distribution
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subcellulaire de la DNR au niveau de prélèvements 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 : la réponse cellulaire aux anthracyclines

L'impact du caractère lipophile accru de l'IDA vs l'EPI sur l'incorporation intracellulaire et la

réponse cellulaire 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 l'EPI dans les cellules. Néanmoins, l'IDA et

l'EPI sont des substrats de la P-gp, alors que contrairement à l'EPI, l'IDA se caractérise par un

efflux retardé des cellules surexprimant la MRP. En outre, le marquage de vésicules

cytoplasmiques par l'IDA ne correspond pas à un phénotype de résistance, contrairement à

l'EPI, mais suggère des sites d'actions cellulaires plus étendus.

Perspectives:

Concernant l'efllux de l'EPI ou de l'IDA, l'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 caractère spécifique de l'efflux mesuré.

Le caractère sensible à ces anthracyclines n'est pas exclusivement associé à l'induction de

l'apoptose. Pour les lignées étudiées, l'induction de l'apoptose nécessite l'arrêt en G2/M ainsi

qu'une induction de P53 fonctionnelle. Ces paramètres, indicateurs d'endommagement de

l'ADN, ne sont cependant ni suffisant, ni spécifiques à l'induction de l'apoptose par ces

anthracyclines. Il semblerait que deux voies d'induction de l'apoptose co-existent, et que l'EPI

soit plus dépendante de la voie associée à l'endommagement de l'ADN. Les résultats

préliminaires concernant l'activation de la production de céramide obtenus pour les lignées

sensibles semblent converger vers cette hypothèse.

Perspectives:

L'implication de sites d'action "extra-nucléaire" de l'IDA restent à démontrer. Afin de

déterminer la relation entre les sites d'action et son activité cytotoxique, une approche
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consisterait à 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, ii)

la production de céramide , iii) la production d'ERO. En outre, le rôle et le mécanisme

d'activation des céramides sont nécessaires à la compréhension du processus de mort

cellulaire induit pour les lignées sensibles. Pour les modèles cellulaires résistants, la

caractérisation de spectres d'émission de fluorescence de l'IDA, au niveau de différents

compartiments cytoplasmiques, permettrait de contrôler les propriétés d'interactions

particulières de l'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 modèles

cellulaire surexprimant la P-gp, il n'y a pas de données concernant les modèles cellulaires

MDR associés à la MRP.
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ABSTRACT

Video epifluorcscence micrcscopy and image analysis are used fOI stud ying anrhracycline resistance in breasr cancer cclls.
ln order ta pcrforrn a semi-quanritative image analysis. severa! deconvclution algorithms are tested and validcted on model
beads. 111e most performant algornhm is applicd tc fluorescent biological specimens. Wc show thar decouvclurion rnakes
image segmentation easier. Senti-quantitative rneasurernents on resulting images arc correlmed vvith resuits obraiued bv
cytometry.

Keywords ~ Epifluoresccnce rnicroscopy. deconvolurion. semi-quanuflcation. image analysis. anthracvc linc resistance.
breasr cancer.

1. INTRODUCTIOi\'

Epif1uorescence microscopy is a powerful tcol for noninvasive exarniuation of living biological samplcs. But its major
drawback is the blurring of images by out-of-focus informations 1. ln our case. this phenomenon can be lowered by reducing
as much as possible the biological specimen thickness : living: L'eU~ dircctly cultured on slides spread out on the support.
Image resolution can be irnproved by applying tWO dimcnsional I)D) deconvolution. These procedure implies the
measurernent of the Point Spread Function (PSF) of the enure imag ing system. The PSf churacterizes the optical instrument
and the acquired image may be regarded as the result of a convolution of the abject with the PSF. The inverse process
caI1'5iSlS in rcstoring the original abject and is cafled deconvolution. We use four iterative rcstoraticn algorithms ta generate
estirnates of the abject :. 111e algorithrus are tcsted and compared in tenns of image qualiry, noise robustness and
convergence speed. \Ve select the best Iltted algorithm to our biological study : the distribution of daunorubicin. a fluorescent
anthracyclin used in chemiorherapy.

2,l\IATERLli.S Ai'lD METHODS

2.1 Microscope

In our experiment. we use an ~'{ 70 PROVIS epiûuorescence J1IiCffjSCOpe rOlympus. France). cquipped with a 100 \\~

mercury vapor larnp. Two filter sets are employed : a 46U--f9ü Hm band-pass excitation filter, 505 nrn dichroic mirror and a
510-550 nm band-pass barrier filter are used for beads inspection. and :J. 400-440 nm band-pass excuatiou filter, 570 nrn
dichroïc mirror and a 590 nm long-pass barrier filter for daunorubicin detection. A high numertcal aperture (NA= 1.35). 100:'\
oil immersion objective lens is used for cll experimcnts (oil refractive index > J ::; Hi). This high qualiry objective is correcred
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-Ccupled Deviee (CCD) camera (Biorad, France),
which allows live fluorescence observation and frame averaging. Ils pixel size is 8.6(H)x8.3(V) ~lm~ and the total image size
is 768x574 pixels. 111e images are encoded over 8 bits (256 grey Ievcls].
\Ve also use a LH 1600 Peltier cooled CCD camera (LHESA, France). This irnaging deviee has man)" advantagcs in
biolcgical microscopy where law Ievel images must be recorded. This detecter combines high sensitiv.ry, high photometrie
linearity and a wide dynamic range J. The pixel size is 9x9 uni' and the total image size is 1536x 1024 pixels. Images are 12
bits encoded (4096 grey leveis).

2.3 Point spread function measurernents

AU de.convoluti~n al?orithms w; us~d need ~he kno\\"led~e of the Point. Spread Fu~ction (PSF). which describes t1:e optic~!

behavior of the rmagmg system . It 15 essennally detcrmined by the optical properues of the sarnple and the objective ". It IS

therefore necessary to record it carefully. Ta do 50, one must acquire the image of a point light source, A fluorescent bead
can be considered as a point source if ils diarneter is smaller than the resolution of the microscope given by

9\ :::;: 0,612 / NA; À is the wavelength of observation and NA is the numerical aperture of the microscope objective. Thus.

ar }.=515 nm, maximum of emission of fluorescein isothiocyanate (FITC), and NA = 1.35, the resolution is 91 = ü.23Illl1.

\Ve choose O.16±O.003 um diameter latex beads loaded with FITC (Polysciences. France). An apprcpriate concentration of
beads is placed between coverslip and slide into a Phosphate Buffered Saline (PBS) solution in order to mensure the PSF with
the same refractive index than in a biologicaI environment. The PSF is measured at the two wavelengths (3 I5 nru and
590 nm) needed for beads images and biological specimen images dcconvolution.

t

t

2.4 Deccnvolution algorithms

The image given by the acquisition system can be mode lied by a convolution operation:

g=h@[+11 (1)

where g is the recorded image. Il is the point spread function, fis the object. the ® operator represents the convolution
operation and n represents aIl noise sources.
Ta obtain an estimate of the object from the image, one has to proceed to a deconvolution. Many different deconvolution
techniques are available, among them we choose four iterative aIgorithms &. 1, The Janssen-Van Cittert (JVC) algorithm
derives from a deterministic image formation mode!. Its iterative solution is given by:

(2 )

TIIe coefficient Jl is a constant relaxation factor which permits te control the convergence speed. When using an adaptative
relaxation factor, one obtains the Gold-Meinel (GM) algorithrn given by:

(3)
g

h 1.9["
[""' =f" -"'--.,..

111e Lucy-Richardson (LR) algorithm derives from a Bayesian image formation model, in which the noise follows a Poisson
distribution. It involves rwo convolution operations and gives the r- I estimate from the I" on es by:

[0+' = [" [( g ) 1.9 h]
h 1.9 ["

(4)
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The Maximum a posteriori method (MAP) results from another solution of the same Bayesian model and is given by:

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 Î by h:

~I[g-h @ fnr
QE = . (6)

Nb

Nb represents the total number of pixels in the image. Deconvolution algoritluns have been implemented and tested under
MATLAB using the Toolbox Images (The MATH WORKS Inc.). Matlab offers a very convenient environment for matrix
processing, tht drawback being a large computing time, as Matlab is an ùlterpreted language.

2.5 Model beads

The deconvolution algorithms are fust tested on calibrated fluorescent beads with a 2±0.04 ~lm diameter. Calibrated relative
intensities beads with respectiveiy 0.5%, 1%,3%,10%,30% and 100% fluorescence intensity and \vith a 2.51101 diameter
(InSpeceM Green, Mo1ecular Probes, USA) are also used to venfy that deconvolution has no influence on intensity
measurements (maximum excitation at ],,=490 nm and emission maximum at À=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] atrnosphere, and are tested after 3 days of
growing. Conditions of culture are defmed by studying the growing and time-doubling of cells. Cells are cultured on 75 cm2

plastic flasks for flow cytome~ and on slideflasks (Polylabo, France) for microscopy. We work with a concentration of
104 cells/ml for both techniques .
CeIls are incubating with 2 /lM 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 lime, cells are washed with 2 ml of PBS (GibcoBRL, France).
Sideflasks are immediately observed in rnicroscopy. This support maintains living cells in their biological environment and
allows them to stay adherent during observation. This method reduces considerably the thickness of the samples and
therefore out of focus information in epifluorescent observations.
For flow cytometry, we work with a concentration of 106 cells/ml and cells are resuspended in 100 ,.d of PBS. The
measurements are perfonned using an Ofthocyte flow cytometer (Ortho Diagnostic Systems), with 488 nrn excitation and a
590 nm long-pass fùter for DNR detection 9.

2.7 Image processing procedure

Images are processed with the AnalySIS Pro software (SIS, Germany). For each type of relative intensity fluorescence beads,
raw and restored images are segmented to highlight Regions of Interes! (RI). Pixel grey levels of each RI are summed. The
result is divided by the area of the region of interest and gives the average intensity for each RI. A mean result is calculated
hy averaging the values obtained for each RI of the same sample. A semi-quantitative result is then gained by dividing the
illean resuits by the maximum mean result measured for the sample containing the 100% relative intensity beads 1.

\
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3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Deconvolurion algorithm evaluation

Voise robustlless and image qua/ity : deconvolution algorithms arc evaluatet! using 2::0.04 ~1l11 diameter nuorescent beads.
[wo cameras are fixed onto t\vo ports of the microscope. Images of the saille field are recordet! by each camera. 111c ra\\'
mages are deconvolved using the four algorithms presented in section 2.4 (sec figure 1).
'le observed that the GM deterministic algorithm has a tendency to diverge: this is due to the presence of noise in the
cquired images, parricularly in those from the COlm camera. \Ve therefore had ta stop after only two iterations for these
19orithms. For stochastic algorithms, such a divergence has not been observcd. Note that images of biological specimen
ontaminated by large out-of-focus blur can be considered as noisy images. This explains that detenninistic algoritbms often
lil to properly deconvolve this kind of images .
.rtefacts appear as the number of iterations increases. For instance, the use of the LR algorithm imlllces side alld wave
ffects on the restored image. These effects are less important when using the MAP algorithm. Furthennore. our quasi·binaI}·
nages imply the îpparition of rings along the object edges. When deconvolution is sllccessfuI. tl'c background is removed
ld fIne image details appear with great contras!.

i

Jill'ergellce speed : at each iteration , the quadratic error is calculated bet\veen the object image and the estimated image
Jllvolved by the measured PSF, On Figure 2, we can see that stochastic algorithms (LR and MAP) converge much more
)wly than deterministic ones (Ne and GM), except for the GM algorithm which rapidIy diverges when using COHU
lages. Note that the quadratic error is smaller for the LHESA camera. This indicates that ùlÎs type of camera presents a
tter signal to noise ratio. For the sarne number of iterations, stoehastic algorithms are more time cOllsuming than
terministic algorithms. ln faet, stochastic algorithms involve two convolution operations al each iteration versus one for
termi.!1istic algoritlliî1S.

)HU Camera:

ESA Camera:

:re 1 : Raw images (a and b) of fluorescent beads recorded by the COHU and LHESA cameras and deconvolved by four
rithms. Jansson-Van Cittert (NC) and Gold-Meinel (GM) algorithms were stopped after 2 iterations because of
rgenee probiems. TI1e Lucy-Richardson (LR) and Maximun a posteriori (MAP) algorithms were run for 20 iterations .
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Algorithm choice

alogieal results

31gorithms lead to ringing artefacts 011 beads images. Futhcnnorc, sicle efrccts appear \Vith the LR algoridun. The image
iry is similar USLllg the T'lC and the tvlAP algorithms. hen if stochastic aigorithms are time consuming. they are much
~ robust with respect ta noise. We therefore select the !vlAP algorithm as being a bit faster than the LR method when
s LHESA camera images. Deconvolution is an efficient tool to enhance our images and facilita te segmentation
edures.
g the relative intensity fluorescence beads, we then verified the iincarity of our acquisition system, which allows us to
,rm not only specimen observation but also semi-quantitalivc studies. We aiso verified on bead images that the serni-

intensity measurements are \veakly (less than 5%) affected-by the number of iterations used in the decom'olution
We stop it when the quadratic error no more changes meaningfully, typicaily after 20 iterations for our samples of

·7 human breast adenocarcinoma cells.

rubicin is incorporated Ul MCf-7 ceIls for different times of incubation. ln microscopy slutlies. thrce fields of vie\\' per
lsk are recorded using the LHESA camera which appeared to be the besl filted detector. TIlis procedure is repeated

fmally 15-30 ceUs are processed per samp!es.
distribution for increasing incubation durations is shown on raw images (a), (b). (c) of figure 3. Images (a'),

(c ') show the results after deconvolution. Deconvoiution impro\'es the image contrast. enhance the object contours
faeilitate the image segmentation.
the ratio of fluorescence measured with cytometry and optical microscopy, for increasing incubation durations.

is calculated on raw and deconvolved images. Resulting curves are presented on Figure 4. Data are nanllu!ized ta
value at 15 mn of incubation time. Increasing of fluorescence intensity reveals daullorubicin accumulation. We

::l by eytometry that the intracellular distribution increases up ta 60 min. and rcmains constant al'ter this duration.
roeessing results present higher standard deviations than data obtained from eytometry. To improve the results. one
:fore to process a larger number of cells and to improve the biologica! homogeneity of the samples.
le noted that the 3 hours incubation time measurement seams to be meaningless in Illicroscopy. Membranes ceUs are
cl as predieted by cylotoxic tests. Thus intracellular DNR accumulation is promoted. ln flow cytometry. this
:non is not observed since the selected ana!ysis area allows to eiiminate dead ceUs by granulomerric criteria. TIlis cel!
iation was not implemented in our microscopie analisys. Ncvertheless. Ihis image analysis method brings us a

curve for DNR accumulation in sensitive MCF·7 cells if cellular viability is respected. TIlerefore. similar
Ols ma)' be performed on the MCF·7DXR resistant ccll linc in which DN'R incorporation is significantly different.
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4. COE"CLlJSrON

Four 2D drconvolution algoritluns have been used on 2D images fmm a nuorescencc optical microscopc. The acquisition
system has been characterized by PSFs measuremcnts. ln order to (ktermine the best fitted algorithm, we performed
deconvolution on test specimens (2!lm diamcter fluorescent beatls). Il appeared that the Maximum a posteriori algorithm is
the most appropriaced in temlS of noise robustness and image quality.
\Ve have shown by comparison \vith flow cytometry that semî-qnantltative analysis can be performed by image processing.
Furthermore, deconvolution makes segmentation easier. espccially 011 complcx biological images.
We applied optical microscopy to folIo\\' the daunorubicin incorporation kinctic in sensiti\'c î\'lCF· Î cells. 'nle prol11isiJ~s!

results we obtained allow us to consider the same study 011 the MCF_7 DXR resistant celI lille. 
At the moment, we limited the semi-quantitative study to nuorescence întcnsity in the \'."hole celi in ntder to compare this
method with knO\Yll cytometric resu1ts 9. Thc next step will consist in applying this proloeollo :,ubèellular analysis \\'hich can
only be performed by flow cytometry using tritiated daunombicin 1".
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DISTRIBUTION INTRACELLULAIRE DES ANTHRACYCLINES: Implication dans

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 à
la multidrug résistance (MDR) classique. En première partie, les expérimentations in vitro ont monté
par analyse d'images que l'appareil de Golgi est le principal site de séquestration de la daunorubicine
(DNR) pour notre modèle 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 à 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
accumulation intracellulaire, En clinique, le PSC-833 module l'accumulation de la DNR, ainsi que
partiellement sa distribution subcellulaire. En seconde partie l'idarubicine (IDA) a été comparée à
l'épirubicine (EPI) in vitro par l'intermédiaire de l'incorporation 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, l'IDA se distingue de l'EPI par une accumulation
intracellulaire plus rapide, un effiux retardé en présence de MRP, ainsi qu'un profil de distribution plus
large que l'EPI suggérant des sites d'action cytoplasmiques diffèrents. Ces propriétés se traduisent pour
l'IDA par une cytotoxicité accrue pour toutes les lignées. En outre, le blocage en G2IM et/ou l'induction
de P53, qui traduisent l'endommagement de l'ADN, ne suffisent pas à assurer l'entrée des cellules en
apoptose. L'activation précoce de la voie des céraruides est plus prononcée en présence d'IDA pour les
lignées sensibles, et semble spécifique à l'induction d'apoptose. L'ensemble des données collectées
suggèrent qu'en plus de son site d'action nucléaire, l'IDA 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 c1assical phenotype of multidrug
resistance (MDR). The first part ofthis study characterized cytoplasmic sequestration of daunorubicin
(DNR) mediated by P-glycoprotein (P-gp) and its role in DNR cytotoxicity. In vitro experiments with
sensitive and resistant cell lines using image analysis, demonstrated that Golgi apparatus is the main
target ofDNR sequestration. The fluorescence spectra ofDNR in both celllines inside Golgi suggested
specifie interactions between DNR and lipids in resistant cell line. P-gp inhibtion by combinations of
suboptimal concentrations of modulators including PSC-833 knowu 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 multidrug
resistance related protein (MRP) overexpression. IDA incorporation is faster, but as EPI, IDA is a
substrate for P-gp. IDA is distinguished by delayed effiux 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. 02IM 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 ceraruides 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, GzfM, apoptose, céramide
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