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INTRODUCTION GENERALE 

La chimiothérapie est l’une des trois médecines communément pratiquées dans la lutte 

contre le cancer. Pour décrire les causes de l’échec de ce traitement curatif chez certains 

patients, le développement d’une résistance cellulaire aux médicaments anticancéreux a été 

proposé. Une surexpression de protéines à efflux, dont la Breast Cancer Resistance Protein 

(BCRP), et une modification du profil lipidique sont couramment décrites comme étant 

responsables de la résistance multiple aux composés anti-néoplasiques (MultiDrug Resistance 

ou MDR) (Garcia-Segura et al., 1990 ; Gottesman, 2002 ; Hendrich et al., 2003 ; Leonard et 

al., 2003). L’efficacité des médicaments implique une optimisation de leur incorporation 

intracellulaire et une limitation de leur efflux au travers de la barrière cellulaire. Par 

conséquent, les détails de l’interaction de ces composés avec la membrane plasmique 

paraissent cruciaux pour la compréhension de leur cinétique de diffusion. Deux modèles de 

transport du médicament au travers de la membrane ont été proposés, à savoir (1) une 

diffusion via des pores transitoires ou des faiblesses au niveau de la bicouche lipidique ou (2) 

une intrusion dans la phase hydrophobe de la matrice membranaire suivi par une diffusion 

vers le cytoplasme (Erukova et al., 2000). 

 Les interactions hydrophobes, la fluidité membranaire et la lipophilicité du 

médicament sont autant d’éléments décisifs pour une incorporation efficace du composé 

anticancéreux (Jedrzejczak et al., 1999 ; Lecompte et al., 2002 ; Przybylska et al., 2003 ; 

Regev et al., 1997 ; Schuldes et al., 2001). L’implication des lipides dans la résistance aux 

médicaments pourrait reposer sur des modifications des propriétés de diffusion de la 

membrane. Callaghan et al. ont montré qu’une diminution ou une augmentation de la fluidité 

membranaire pouvait conduire à une accumulation plus importante des molécules anti-

néoplasiques dans les cellules résistantes (Callaghan et al., 1993 ; Callaghan et al., 1992). 

Une modification de l’interaction des médicaments avec les cellules ne s’explique donc pas 

simplement par des changements de solubilité. Les travaux de Burns permettent d’entrevoir 

que la présence d’acides gras particuliers dans la membrane peut affecter profondément 

l’interaction de la mitoxantrone (MTX) avec les cellules (Burns et al., 1988). 

 Les anthracyclines et MTX sont probablement les exemples les mieux étudiés dans les 

interactions médicament/membrane (Boon et al., 2001 ; Butler et al., 2002 ; Krylova et al., 

2003 ; Wielinga et al., 2000). De nombreux travaux ont porté sur l’incorporation de ces 

composés via des bicouches reconstituées de phospholipides (Boon et al., 2001 ; Butler et al., 

2001 ; Krylova et al., 2004 ; Regev et al., 2005), mais très peu d’entre eux ont eu pour 

support la membrane plasmique de cellules vivantes (Chaloupka et al., 1999 ; Regev et al., 

1997). La relation entre le flux transmembranaire et la liaison du médicament avec la 

bicouche de phospholipides dans un modèle de résistance cellulaire reste donc mal définie. 
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INTRODUCTION GENERALE 

 La concentration intracellulaire du médicament est le résultat d’une compétition entre 

la diffusion passive, le transport actif et les processus métaboliques. La résistance cellulaire 

envers des agents anti-néoplasiques semble impliquer la structure de la membrane plasmique 

qui apparaît alors comme une barrière dynamique régulant les transferts moléculaires. Une 

perméabilité membranaire différente entre les cellules sensibles et résistantes pourrait être 

associée à des modifications d’interaction de MTX avec la membrane plasmique. Dans une 

première partie, nous analyserons l’intégration de MTX sur la membrane de cellules sensibles 

(HCT-116 S) et résistantes de type BCRP/MXR (HCT-116 R) par la spectroscopie SERS, et 

étudierons quelques propriétés physiques de cette interaction particulière. Cette méthode se 

caractérise, entre autre, par sa très grande sensibilité (jusqu’à une concentration de MTX de 

10-10 M). De plus, la spécificité chimique de la spectroscopie SERS permet d’observer les 

bandes Raman correspondant uniquement aux vibrations du chromophores. Cette technique 

est basée sur une amplification de plusieurs ordres de grandeur de l’intensité Raman (avec un 

gain de 105 dans le cas des réseaux de particules d’or) de molécules en contact avec la surface 

métallique « rugueuse » (Félidj et al., 2002). D’autre part, la spectroscopie SERS est une 

technique optique non destructive particulièrement bien adaptée pour l’étude des interactions 

de molécules avec la membrane plasmique de cellules vivantes (Abdulaev et al., 1987).  

 Dans le but de préciser la relation entre l’intégration et la diffusion membranaire de 

MTX chez les cellules sensibles et résistantes, le transfert d’énergie de la fluorescence 

(FRET : Fluorescence Resonance Energy Transfer) entre les molécules de MTX et une sonde 

intégrée dans la membrane déterminera des propriétés de diffusion de MTX au travers de la 

membrane plasmique. Cette méthode rend compte de l’interaction entre un composé 

fluorescent qui transfère son énergie d’excitation vers un autre composé fluorescent 

accepteur, uniquement lorsque ces deux entités sont à une très faible distance moléculaire (10 

à 60 Å). Ce phénomène est un moyen privilégié pour démontrer l’interaction entre deux 

molécules au-delà d’une simple co-localisation optique dont la résolution ne dépasse pas λ/2. 

Une application de cette étude portera sur les modifications de la perméabilité 

membranaire via des fluidifiants et des inhibiteurs de protéines ATP-asiques. Il a été décrit 

que de tels agents modulent la fluidité de la membrane, ce qui pourrait accélérer 

l’incorporation du médicament et perturber l’activité des protéines à efflux (Drori et al.,   

1995 ; Eytan et al., 1996 ; Regev et al., 1999 ; Schuldes et al., 2001). Les deux méthodes 

développées dans cette étude permettront d’apporter de nombreux éléments pour comprendre 

la pharmacocinétique trans-membranaire de MTX. 
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ASPECT BIBLIOGRAPHIQUE 

1. Rappel historique 
Alors que la description des cancers remontent à la plus haute antiquité, les premières 

tentatives de traitement médical des tumeurs malignes remontent à un peu plus de 500 ans 

avec des préparations les plus diverses d’argent, de zinc ou encore de mercure. C’est en 1865 

que Lissauer observe pour la première fois un effet anti-tumoral de l’arsénite de potassium 

(préparation de Fowler) chez un patient atteint de leucémie, mais ce n’est que 80 ans plus tard 

que naît véritablement la chimiothérapie. Cette naissance est liée à la guerre : on connaissait 

les gaz de moutarde comme l’Ypérite dès 1917 qui avait des propriétés irritantes sur les yeux, 

la peau et l’appareil respiratoire. Un peu plus tard, les effets leucopéniant et ulcérant des 

muqueuses digestives furent mis en évidence chez les militaires. Bien que ces gaz n’aient pas 

été utilisés au cours de la seconde guerre mondiale, ils ont été à l’origine d’un accident 

révélateur : le général Eisenhower craignant que les Allemands ne les utilisent avait fait 

stocké ces gaz à bord du Liberty Ship John Harvey dans le port de Bari en Italie en décembre 

1943. Ce bateau fut bombardé par les allemands et les rescapés présentèrent de nombreux 

problèmes infectieux et hémorragiques avec un taux de mortalité de 13 %. C’est ainsi que 

furent découvertes les propriétés des Moutardes. Parallèlement, en 1942, Alfred Gilman 

testait chez un patient porteur de lymphosarcome très étendu et symptomatique la Moutarde à 

l’azote : le résultat obtenu fut spectaculaire avec une aplasie notable et trois cycles de 

traitement furent effectués avec toutefois une résistance lors du troisième cycle. Cette date 

marque le début de la chimiothérapie. 

 

2. Famille des antibiotiques antinéoplasiques 
Les antibiotiques antinéoplasiques sont des substances qui inhibent ou préviennent le 

développement de cancers. C’est à Sidney Farber  (Farber, 1950) que l’on doit la découverte 

des molécules anticancéreuses comme l’Actinomycine D puis la Mitomycine, la Mithracine, 

la Bléomycine et finalement les anthracyclines dont la Daunorubicine, Doxorubicine et 

suivantes très étudiées en Italie où certaines d’entre elles ont acquis des noms de personnages 

d’opéra de Puccini : la Marcellomycine, la Musettamycine, la Rudolfomycine. Le mécanisme 

supposé de ces molécules extraites des fermentations résulte d’une intercalation entre les brins 

de l’ADN du fait de leur structure plane. Parmi les nombreux membres de molécules 

intercalantes, trois sous-familles de molécules non liées à l’ADN comprennent les 
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anthracyclines, les anthracènes bishydrazones, et les anthracènediones, sous-famille d’intérêt 

dans notre étude. 

 

2.1. Les anthracènediones : la mitoxantrone 

La mitoxantrone est un agent antinéoplasique dérivé de l’anthracènedione présentant 

trois cycles aromatiques et deux longues chaînes basiques latérales. Produit par synthèse, les 

cibles intracellulaires de cette molécule sont à rapprocher de ceux des anthracyclines. Tout 

d’abord, la mitoxantrone inhibe la réplication de l’ADN selon vraisemblablement deux 

mécanismes : (i) une intercalation entre les paires de bases azotées de l’ADN et de l’ARN 

double brin (Lown et al., 1984 ; Traganos et al., 1980), et (ii) les chaînes basiques latérales de 

la molécule pourraient se lier de façon électrostatique avec les sites anioniques externes de 

l'hélice d'ADN (Bowden et al., 1985). D’autre part, ce composé pourrait agir sur l'ARN-

polymérase ADN-dépendante bloquant la synthèse de certaines protéines, et ce de façon dose 

dépendante (Perry et al., 1998). Le troisième mécanisme d’action de la mitoxantrone serait de 

provoquer une cassure des acides nucléiques par stabilisation du complexe topo-isomérase 

II/ADN (Nelson et al., 1984 ; Tewey et al., 1984). Enfin, cette molécule semble agir sur 

toutes les phases du cycle cellulaire, y compris la phase G0 (Durr, 1984). 

 

2.2. Posologie et visée chimiothérapeutique de la mitoxantrone 

La mitoxantrone est une molécule connue depuis 25 ans, et commercialisée depuis 20 

ans en temps que médicament anticancéreux sous les noms de Novantrone® ou Elsep®. La 

mitoxantrone s'administre par voie veineuse à la dose de 12 mg par cycle, répétée toutes les 

trois à quatre semaines.  

Les principales indications thérapeutiques sont le traitement des cancers du sein 

(Calais, 2004 ; Fields et al., 1998), de la prostate (Osborne et al., 1983), mais aussi pour des 

leucémies aigues myéloblastiques (Koc et al., 2004 ; Sternberg et al., 2000) et des lymphomes 

non hodgkinien (Armitage et al., 2004 ; Hagemeister et al., 2005). La mitoxantrone peut être 

également recommandée pour lutter contre le cancer du naso-pharynx (Dugan et al., 1993 ; 

Hu et al., 1992). Enfin, l’administration de mitoxantrone (Elsep®), seule ou associée à la 

méthylprednisolone, chez des patients atteints de sclérose en plaque a pu montrer un 

ralentissement de l'évolution de la maladie et un espacement des rechutes (Jeffery et al.,   

2004 ; Weinstock-Guttman et al., 2000).  
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Cependant, il paraît important de rappeler que le profil de sécurité de la mitoxantrone 

est associé à une cardiotoxicité, une hématotoxicité et la survenue de leucémies chimio-

induites (Chaplain et al., 2000 ; Shvidel et al., 2003). De plus, les patients traités souffrent 

pour la plupart de troubles gastriques (nausées et de vomissements) et d’alopécie (commune à 

la majorité des chimiothérapies). 

 

3. La membrane plasmique, un des sièges de la résistance 
aux médicaments anticancéreux 

3.1. Généralités 

Les cellules cancéreuses font véritablement preuve d’une multiplicité de procédés pour 

développer des mécanismes de défense contre les traitements curatifs de la chimiothérapie. 

Elles peuvent ainsi devenir résistantes non pas à un médicament donné, mais parfois à toute 

une famille d’agents antinéoplasiques. Cette résistance est appelée résistance multiple, ou plus 

couramment en anglais multidrug resistance (MDR), et peut être définie comme étant « la 

capacité des cellules exposées à un médicament de développer une résistance à d’autres 

molécules structuralement et fonctionnellement différentes » (Ford et al., 1990). 

La résistance multiple se manifeste souvent par une surexpression de protéines 

membranaires de la famille ABC (ATP-binding cassette) telles que la P-glycoprotéine (Pgp) 

ou la Multidrug Resistance associated Protein (MRP) (Cole et al., 1992 ; Gottesman, 1993 ; 

Scheper et al., 1993), ou plus récemment la Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) (Doyle 

et al., 1998 ; Ross, 2000 ; Ross et al., 2000 ; Ross et al., 1999). De plus, il peut y avoir une 

redistribution intracellulaire des médicaments anticancéreux due à des modifications 

physiologiques comme une acidification de certains organites (Altan et al., 1998 ; Schindler 

et al., 1996). Une détoxification des agents anticancéreux par le système glutathion et son 

enzyme glutathion-S-transférase (Zaman et al., 1995), mais également des modifications 

quantitatives et/ou qualitatives de cibles cellulaires telles que les topo-isomérases (résistance 

atypique) (Beck et al., 1994 ; Fraser et al., 1995) peuvent avoir lieu. Enfin, une altération des 

voies de l’apoptose ou encore des modifications du métabolisme de certains lipides comme 

les sphingolipides peuvent intervenir dans la résistance multiple (Hannun et al., 2000 ; Lavie 

et al., 1996). 
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3.2. La résistance multiple, une origine protéique 

3.2.1. La P-glycoprotéine 

La première protéine identifiée comme étant responsable de la résistance aux 

médicaments anticancéreux fut la P-glycoprotéine (Pgp). Identifiée pour la première fois en 

1976 (Juliano et al., 1976), cette protéine est essentiellement localisée au niveau 

membranaire. Elle est responsable de l’efflux des molécules antinéoplasiques et le transport 

du composé est ATP dépendant puisqu’il s’effectue contre le gradient de concentration des 

agents anticancéreux (Endicott et al., 1989 ; Gottesman et al., 1993). 

La Pgp est une glycoprotéine membranaire de 170 kDa constituée de 1280 acides 

aminés (Ambudkar et al., 1999). Le gène MDR1 localisé sur le chromosome 7 code pour cette 

protéine. Elle est composée de deux sous-unités homologues comportant chacune six 

domaines hydrophobes transmembranaires suivis par un domaine cytoplasmique de fixation 

de l’ATP (Nucleotide-binding domaine ou NBD). Les domaines N- et C-terminaux sont 

cytosoliques (figure 1). 
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Site d’hydrolyse de l’ATP
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Membrane
plasmique
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Milieu extracellulaire

Site d’hydrolyse de l’ATP

Mutation possible

Site d’hydrolyse de l’ATP

Mutation possible  
Figure 1. Structure de la P-glycoprotéine humaine présentée par Gottesman et al. (Gottesman et al., 1993). 
 

Il est à noter que la localisation de la Pgp n’est pas limitée qu’aux cellules tumorales 

résistantes, mais également dans des tissus « normaux » tels que le colon, l’intestin, les 

glandes surrénales, les reins, le foie, la barrière hémato-encéphalique et le placenta. 
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3.2.2. La Multidrug Resistance Protein 1 

Lors de la découverte de la MRP1 en 1992, il avait été observé que les molécules 

antinéoplasiques étaient modifiés au niveau intracellulaire et devenaient solubles dans l’eau 

(Ishikawa, 1992). L’hypothèse d’une conjugaison de ces composés avec le glutathion, le 

sulfate ou encore le glucuronate fut émise. La formation d’un complexe plus hydrophile 

permet ainsi la diffusion de celui-ci hors de la cellule, et a suggéré l’existence d’une pompe 

appelée en premier lieu GS-X puis multidrug-resistance associated protein (MRP1) (Cole et 

al., 1992). Depuis, ce n’est pas moins de 9 MRP qui ont été découvertes (Kool et al., 1997 ; 

Paulusma et al., 1996 ; Tammur et al., 2001).  

La MRP1 mature est une phosphoprotéine glycosylée de 190 kDa codée par le gène 

MRP1 sur le chromosome 16, et dotée d’une activité d’efflux ATP dépendante. Il existe deux 

types de structures pour les MRP, une première possédant 17 segments transmembranaires 

(MRP1, 2, 3, 6) (figure 2) et une seconde avec 12 segments transmembranaires (MRP4, 5, 7, 

8). Ces protéines présentent 15 % d’homologie avec la Pgp. Par conséquent, de nombreux 

substrats de la MRP1 semblent être communs avec la Pgp.  
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Figure 2. Structure de la P-glycoprotéine humaine selon Konno et al. (Konno et al., 2003). 
 

De nombreuses tumeurs expriment la protéine MRP1 comme les leucémies, les 

fibrosarcomes et le carcinome du poumon. Tout comme dans le cas de la Pgp, on retrouve la 

MRP1 dans les tissus sains comme le placenta (Maliepaard et al., 2001). 
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3.2.3. La Breast Cancer Resistance Protein 

Dans le cas de cancer du sein, il a été observé la mise en place d’une résistance aux 

agents anticancéreux au cours du traitement chimio-thérapeutique. En 1990, Chen et al. 

développent chez une lignée cellulaire issue d’un carcinome mammaire humain (MCF 

7/AdrVp) une résistance en présence de doxorubicine et de verapamil, un inhibiteur des 

protéines Pgp et MRP1 (Chen et al., 1990). Il s’est révélé plus tard que ces cellules montrent 

une résistance croisée à la mitoxantrone, la doxorubicine et la daunorubicine sans pour autant 

sur-exprimer ni la  Pgp ni la MRP1 (Lee et al., 1997 ; Ross et al., 1999). Il a été montré que la 

lignée MCF 7/AdrVp sur-exprime une protéine de la famille des ABC appelée Breast Cancer 

Resistance Protein (BCRP) (Doyle et al., 1998).  

Rocchi et al. ont étudié l’expression de la BCRP par Western blot dans des cellules de 

carcinome mammaire MCF 7/MX et des cellules de colon S1-M1-3.2, sélectionnées en 

présence de mitoxantrone, mais également des cellules MCF 7/AdrVp et des cellules MCF 7 

sélectionnées en présence de topotécan ou transfectées par le gène BCRP (Rocchi et al., 

2000). Ainsi, ils ont pu montrer que le gène codant pour la BCRP est situé sur le chromosome 

4q22. Cette protéine est constituée de 655 acides aminées et d’un poids moléculaire de 72,6 

kDa. Contrairement à la Pgp ou la MRP1, la BCRP est constituée d’un seul site de liaison à 

l’ATP, situé du côté N-terminal et de six domaines transmembranaires (Allikmets et al., 

1998 ; Mao et al., 2005 ; Ross, 2000 ; Ross et al., 2000) (figure 3). Des homo- ou des 

hétérodimères semblent devoir se former pour permettre l’efflux des composés anticancéreux. 
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Figure 3. Comparaison des structures de la Breast Cancer Resistant Protein (BCRP), de la P-
glycoprotéine (Pgp) et de la Multidrug-Resistance associated Protein (MRP1) selon Ross (Ross, 2000). 
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La surexpression de la BCRP, appelée également Mitoxantrone Resistance Protein 

(MXR) ou Placenta ABC Protein (ABC-P) est observée dans plusieurs lignées cellulaires 

sélectionnées in vitro en présence de mitoxantrone ou de topotécan comme le colon, 

l’estomac, les fibrosarcomes, les myélome ou encore les ovaires (Maliepaard et al., 2001 ; 

Ross et al., 1999 ; Scheffer et al., 2000). 

 

3.2.4. Substrats et modulateurs des protéines à efflux 

Les trois protéines majeures responsables du phénotype MDR ont en commun de 

pouvoir reconnaître et d’effluer un large spectre de molécules, structuralement et 

fonctionnellement très différentes. De plus, chaque type de protéine a certains substrats 

spécifiques. La Pgp est capable de transporter aussi bien les composés très hydrophobes que 

les molécules non chargées ou très faiblement chargées, tandis que la famille des MRP 

transporte préférentiellement les conjugués anioniques hydrophobes et ne peut qu’expulser 

que les médicaments hydrophobes non chargés (Diah et al., 2001 ; Greenberger et al., 1988 ; 

Lalloo et al., 2004 ; Leier et al., 1994). Par ailleurs, faire une liste exhaustive des substrats 

pris en charge par la BCRP est actuellement très difficile, d’autant plus que de nombreuses 

BCRP mutées ont été observé dans de récentes études (Allen et al., 2002 ; Mao et al., 2005 ; 

Rajendra et al., 2003 ; Robey et al., 2003 ; Shiozawa et al., 2004). La figure 4 compare 

certains substrats pris en charge par les protéines Pgp, MRP1 et BCRP connus à ce jour. 
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Figure 4. Agents antinéoplasiques, substrat des protéines à efflux Pgp, MRP1 et BCRP.  
TAX : taxotère ; TXL : taxol ; CARM : carmustine ; CHLB : chlorambucil ; Cis-Pt : cis-platine ; 
LEUC : leucovorine ; COL : colchicine ; VLB : vinblastine ; VCR : vincristine ; VP16 : étoposide ; 
MXT : mitoxantrone ; SN38 : métabolite actif de l’irrinotécan ; TPT : topotécan ; MX : méthotrexate ; 
ATH : famille des anthracyclines (Aouali et al., 2005). 
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Pour inhiber le transport des agents anticancéreux par ces protéines, des modulateurs 

ont été mis au point. Un des premiers agents à avoir été expérimenté pour inhiber la Pgp est le 

verapamil (Tsuruo et al., 1981). Cependant, la plupart des essais cliniques sur diverses 

leucémies ont échoué à cause d’une trop importante cardiotoxicité (Dalton et al., 1995 ; Ozols 

et al., 1987). L’utilisation du verapamil dans le traitement de tumeurs solides réfractaires n’a 

également jamais montré de réponse positive, probablement parce que les doses administrées 

étaient trop faibles, compte tenu des risques de toxicité cardiaque (Cairo et al., 1989 ; 

Millward et al., 1992). Un autre inhibiteur a été longuement décrit, la cyclosporine A, un 

immunosuppresseur qui, modulerait l’activité de transport de la Pgp en empêchant une 

fixation du médicament sur son site (Garrigues et al., 2002). Mais encore une fois, une 

toxicité trop importante n’a pas permis une libre utilisation de ce modulateur en clinique 

(Dahl et al., 2000 ; Tallman et al., 1999). De nombreuses études décrivent les effets des 

modulateurs verapamil et cyclosporine A à l’échelle de la cellule. Une rigidification de la 

membrane plasmique est observée lorsque ces agents sont ajoutés, ce qui aurait pour 

conséquence de perturber la résistance acquise (Dolderer et al., 2000 ; Germann et al., 1997 ; 

Lo et al., 2001 ; Niebylski et al., 1991 ; Schuldes et al., 2001).  

De plus, il existe deux mécanismes d’inhibition possibles de la MRP1. Tout d’abord, 

une inhibition directe consiste à utiliser des modulateurs qui rentrent en compétition avec le 

médicament. C’est le cas du MK571, un antagoniste du récepteur LTC4, et le probénécide 

(Gekeler et al., 1995 ; Gollapudi et al., 1997). Une inhibition indirecte est également possible. 

Comme la MRP1 transporte les agents anticancéreux complexés au glutathion (GSH), des 

inhibiteurs de la synthèse de GSH sont capables d’inhiber la MRP1. Enfin, le sulfinpyrazone 

inhibe la MRP1 en inhibant la fixation du GSH sur son site (Evers et al., 2000).  

Une deuxième génération de nouvelles molécules ont été testées ou sont en cours de 

test clinique afin d’inhiber l’activité des protéines Pgp et/ou MRP1. Le valsopodar (PSC-833 

commercialisé par Novartis) est très certainement le composé le plus étudié. L’activité 

inhibitrice des cette molécule est dix fois meilleure que son analogue la cyclosporine A. Les 

tests pré-cliniques ont par ailleurs montré une plus faible toxicité rénale (Boesch et al., 1991). 

Le VX-710 (Biricodar) ou encore du GF-120918 sont des inhibiteurs de troisième génération 

toujours en essai clinique pour vérifier leur toxicité (Peck et al., 2001 ; Sparreboom et al., 

1999). 

Plusieurs inhibiteurs de la BCRP ont été identifiés. Les modulateurs de première et 

deuxième génération sont par exemple la fumitrémorgine C (sécrétée par le champignon 

Aspergillus fumigatus) et son analogue le Ko143. Ces agents sont capables de renverser 
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complètement la résistance dirigée par la BCRP dans des concentrations comprises ente 1 et 5 

µM (Rabindran et al., 1998 ; Rabindran et al., 2000). Ces modulateurs ne semblent pas 

inhiber la Pgp ni la MRP1 (Allen et al., 2002 ; Rabindran et al., 1998 ; van Loevezijn et al., 

2001) suggérant une relative spécificité envers la BCRP. Le mécanisme d’action n’est pas 

encore clairement défini, même s’il est soupçonné une interaction directe avec la protéine 

compte tenu de leur structure moléculaire (Bachmeier et al., 2004 ; Rabindran et al., 2000 ; 

Robey et al., 2001). Cependant, ces composés présentent une toxicité neurologique 

incontestable empêchant toutes utilisation en chimiothérapie de routine (Mao et al., 2005). 

Une troisième génération de molécules a vu le jour. Le HER TKI, le mesylate imatinib, la 

novobiocine ou encore le biricodar (VX-710) sont autant d’inhibiteurs potentiels agissant in 

vitro à très faible dose (inférieure à 200 nM) (Houghton et al., 2004 ; Minderman et al., 2004 

; Yang et al., 2003). Il a été suggéré que le mécanisme d’action de ces agents implique soit 

une compétition avec le médicament soit une inhibition de l’activité ATP-asique de la 

protéine. Des essais cliniques restent cependant à être effectué afin de vérifier leur toxicité. 

  

3.3. Profil lipidique dans la résistance multiple 

3.3.1. Modification de la composition lipidiques dans les cancers 

Il parait aujourd’hui évident que la composition en lipides membranaires de cellules 

tumorales est fortement altérée en comparaison de cellules « normales » selon de nombreuses 

études portant sur le sujet (Hendrich et al., 2003 ; Leach, 1996 ; Negendank, 1992). Par 

exemple, Merchant et al. ont suggéré qu’il était possible de discerner les différentes phases de 

différentiation du cancer par la simple analyse du profil lipidique (Merchant et al., 1995). 

Travaillant sur des cellules du cancer du colon, cette équipe a pu mettre en évidence par la 

spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RMN) que le taux de phosphatidylcholine 

(PC) entre des tumeurs en phase 2 et 3 de la cancérisation d’un tissu semble très différent.  

Déterminer les modifications des concentrations membranaires d’espèces lipidiques 

moins « populaires » ont fait l’objet d’un nombre important d’études afin d’identifier des 

marqueurs de cancérisation. Le plus intéressant d’entre eux est probablement le 

phosphatidylinositol (PI), lequel est directement impliqué dans (i) les voies de signalisations 

intracellulaires et (ii) l’ancrage des protéines à la membrane (de l’anglais protein anchoring). 

Une augmentation du taux de PI a été observée par Merchant et al. chez des cellules malignes 

de cancer de l’œsophage et du sein (Merchant et al., 1992 ; Merchant et al., 1993 ; Merchant 
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et al., 1991). Mais la relation entre la composition des acides gras et le métabolisme des PI fut 

la première fois proposée par Awad et al. (Awad et al., 1993 ; Awad et al., 1996). Ils ont pu 

mettre en évidence qu’un milieu de culture enrichi en acides gras insaturés augmentait 

rapidement le turnover de PI chez des cellules issues de cancer du colon. Une augmentation 

du taux d’acides gras de type 18 : 3ω6 perturbe une famille de protéine G, directement 

impliquée dans l’activation de la phospholipase C. Cette enzyme membranaire est par ailleurs 

responsable de la dégradation de certains phospholipides, en particulier les 

phosphatidyléthanolamine (PE). De plus, la composition membrane en phospholipides n’est 

pas la seule à changer dans les cellules cancéreuses. Un certain nombre d’études mettent en 

évidence des modifications du taux en cholestérol (Raffy et al., 1999 ; Subczynski et al., 

2000).  

Il est très important de déterminer les conséquences de tels changements. Kido et al. 

sont les premiers à avoir émis l’hypothèse d’une relation entre la fluidité de la membrane et le 

pouvoir invasif des cellules cancéreuses dans une étude portant sur l’inhibition de la 

croissance de cancer du foie par des analogues de la méthylthiodéoxyadénosine (Kido et al., 

1991). Mais c’est l’équipe de Calderon qui a pu confirmer expérimentalement cette hypothèse 

(Calderon et al., 1991). En comparant deux lignées cellulaires issues de carcinomes de la 

prostate avec différents degrés d’agressivités, ils ont mis en évidence que la lignée avec un 

important pouvoir invasif était caractérisée par un taux élevé en cholestérol et une diminution 

de la fluidité membranaire. Cette souche se démarquait également par un important taux de 

PE et un plus faible taux des entités PS et PI en comparaison de la lignée faiblement invasive. 

 

3.3.2. Les propriétés biophysiques de la membranes  

Des modifications de la composition lipidique de la membrane accompagnent la mise 

en place du phénotype MDR. Par conséquent, ces modifications peuvent avoir d’importantes 

incidences sur les propriétés de la membrane. Dans le cas de cellules leucémique P388, 

l’équipe de Ramu a pu mettre en évidence par Résonance Paramagnétique Electronique et par 

spectroscopie de polarisation de fluorescence que la lignée cellulaire résistante à la 

doxorubicine présentait une modification du rapport des lipides phosphatidylcholine / 

phosphatidylsérine (Ramu et al., 1984 ; Ramu et al., 1989). Leur étude montre que la fluidité 

de la membrane des cellules P388 résistantes diminuait significativement en comparaison de 

la lignée sensible. Des différences du profil lipidique ont également été observées dans des 

membranes de cellules leucémiques de lymphocytes T résistantes à la vincristine (May et al., 
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1988). Cependant, une altération de la fluidité membranaire n’est pas toujours la conséquence 

d’une modification de la composition des lipides. En effet, des profils lipidiques similaires de 

cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) sensibles et résistantes a été déterminé par l’équipe 

de Callaghan par RMN et par chromatographie gaz-liquide : c’est la diminution de la mobilité 

des chaînes acyle qui permet de différencier les cellules résistantes des cellules sensibles 

(Callaghan et al., 1992). 

La plus simple des explications concernant le rôle des lipides dans la résistance aux 

agents antinéoplasiques serait une modification des propriétés de diffusion de la membrane 

plasmique. En dehors de tout efflux médié par les protéine MDR, la diminution de 

l’accumulation de composés cytotoxique pourrait être la conséquence d’une plus faible  

diffusion au travers d’une membrane « moins fluide ». Comme décrit par Blitterswijk et al. 

pour des cellules leucémiques GRSL de souris, la diminution du niveau de cholestérol dans 

les cellules cancéreuses s’accompagne d’une augmentation de la fluidité membranaire (Van 

Blitterswijk et al., 1982). Une relation similaire entre le taux en cholestérol et la fluidité de la 

membrane a également été mise en évidence par Liebes et al. en utilisant la polarisation de 

fluorescence sur des lymphocytes normaux et leucémiques (Liebes et al., 1981). Il semble 

cependant que de telles suppositions simplifient le problème. La sensibilité des cellules à un 

ou plusieurs médicaments n’est pas simplement fonction de la fluidité membranaire. Il a été 

démontré que la diminution ou l’augmentation de la fluidité de la membrane par différents 

agents avaient pour résultats une augmentation de l’incorporation du médicament chez les 

cellules résistantes (Burns et al., 1988 ; Callaghan et al., 1993).  

De plus, les sphingolipides et le cholestérol jouent un rôle crucial en temps que 

constituants principal des cavéoles et des rafts lipidiques (Masserini et al., 2001 ; Moffett et 

al., 2000 ; Sankaram et al., 1991). Ces entités montrent une tendance à s’isoler des autres 

constituants phospholipidiques de la membrane pour former des microdomaines (Masserini et 

al., 2001). Bien que les cavéoles et les rafts lipidiques soient très largement décrits, leurs 

fonctions au sein de la membrane plasmique restent encore très mal définies (Cai et al., 2004 ; 

Garrigues et al., 2002 ; Lavie et al., 2000 ; Troost et al., 2004). Cependant, de tels 

microdomaines semblent être impliqués dans le trafic lipidique et probablement les voies de 

signalisation (Ikonen, 2001).  
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3.4. Les protéines à efflux et leur environnement lipidique 

Il a été mis en évidence que des protéines Pgp intégrées dans des liposomes de 

phospholipides augmentent la fluidité de la membrane (Rothnie et al., 2001). C’est cependant 

l’ajout de cholestérol qui semble augmenter l’activité ATP-asique de la Pgp. Selon Sharom et 

al., une augmentation de l’activité de la Pgp est observée lorsque la membrane est dans un 

état de gel (Sharom, 1997). Par contre, l’ajout d’alcool benzylique, un fluidifiant 

membranaire, a pour résultat une diminution du transport de la daunorubicine et de la 

vinblastine par la Pgp. Ces résultats mettent en avant le rôle inhabituel de la fluidité 

membranaire sur le maintien de l’activité de la protéine à efflux. 

Les fonctions de la protéine Pgp sont souvent assimilées à un « aspirateur » 

moléculaire. Cette hypothèse est basée sur le fait que la plupart des substrats de cette protéine 

sont des molécules très lipophiles (Castaing et al., 2000 ; Ford et al., 1990). Le médicament 

serait reconnu puis pris en charge par la protéine lorsque celui-ci traverse le feuillet interne de 

la membrane. Eytan a d’ailleurs suggéré qu’une compétition entre la diffusion passive et le 

transport actif pouvait jouer un rôle essentiel dans la résistance multiple (Eytan, 2005). La 

diffusion est une étape limitant l’accumulation d’un certain nombre de molécules. Plus le 

médicament reste longtemps dans la membrane, plus la probabilité de prise en charge par la 

protéine est importante (Epand, 1998 ; Pallares-Trujillo et al., 2000). Par conséquent, une 

modulation de la fluidité membranaire devrait influencer l’activité des protéines à efflux. En 

effet, Regev et al. ont décrit les effets modulateurs de différents fluidifiants, comme l’alcool 

benzylique, le chloroforme ou encore le tween 20, sur l’accumulation intracellulaire de 

doxorubicine chez des cellules CHO (Chinese Hamster Ovarian) résistante (Regev et al.,  

1999 ; Regev et al., 1997). Leurs travaux montrent que la fluidification de la membrane 

augmente la vitesse de diffusion du médicament (le demi temps de basculement étant de 0,7 

min). Ces agents perturbent profondément l’environnement de la Pgp ce qui a pour 

conséquence une inhibition de l’activité ATP-asique de la protéine. Des modifications des 

propriétés de diffusion de la membrane influence directement l’activité des protéines à efflux. 

De plus, riches en sphingolipides et en cholestérol, les rafts lipidiques et les cavéoles 

peuvent séquestrer préférentiellement certaines protéines. La séquence en acides aminés des 

segments transmembranaires confère à la Pgp et autres protéines à efflux une affinité plus 

importante pour ces microdomaines (Bandorowicz-Pikula, 2000 ; Fastenberg et al., 2003 ; 

Sprong et al., 2001). Par ailleurs, les rafts lipidiques ont la propriété de s’assembler ou de 

s’écarter rapidement amenant à une ségrégation dynamique des protéines. Troost et al. ont pu 
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mettre en évidence qu’une modification du taux de cholestérol dans une membrane 

reconstituée inhibe l’activité de la protéine Pgp (Troost et al., 2004). A l’inverse, l’ajout de 

cholestérol rétablit l’efflux de rhodamine 123 et de vincristine par la Pgp. Ces observations 

démontrent que des modifications du taux de cholestérol influencent la localisation et la 

fonction des protéines à efflux. Il semble donc de plus en plus évident que ces microdomaines 

joueraient un rôle important dans la diffusion passive du médicament et le transport actif 

dirigé par les protéines à efflux. 

 

4. La spectroscopie SERS : Surface-Enhanced Raman 
Scattering 

4.1. Rappel sur la spectroscopie Raman 

4.1.1. Historique 

La spectroscopie Raman s’est développée rapidement au milieu des années 1920, 

après sa prédiction (Kramers et al., 1925 ; Smekal, 1923) et sa démonstration (Landsberg et 

al., 1928 ; Raman et al., 1928). Elle devient alors la principale méthode d’analyse non 

destructive avant la seconde guerre mondiale. Les premières recherches entre 1880 et 1920 

indiquent que des empreintes vibrationnelles spécifiques caractérisent chaque molécule 

(Jones, 1887). En 1923, Smekal est l’un des premiers à prédire que les molécules pouvaient 

diffuser la lumière de façon inélastique (Smekal, 1923). Il a aussi suggéré que la polarisabilité 

moléculaire varie lorsque des vibrations particulières se produisent. Ceci le conduit à proposer 

que le déplacement en fréquence entre la lumière incidente et diffusée pourrait caractériser 

des vibrations moléculaires. L’évidence expérimentale de cet effet est rapportée pour la 

première fois par les scientifiques indiens Raman et Krishnan en 1928 (Raman et al., 1928). 

 

Dans ses premières expériences, Raman a utilisé une configuration optique simple. 

Avec un filtre bleu placé sur le trajet d’un faisceau de lumière solaire et un filtre jaune vert sur 

le chemin d’observation (figure 5), il était capable de montrer que la longueur d’onde d’une 

partie de la lumière diffusée du faisceau traversant le liquide est plus grande que la lumière 

incidente. Raman démontra ainsi l’effet prédit par Smekal et la spectroscopie Raman était née. 
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Figure 5. Expérience de Raman et Krishnan (1928). 
 

L’instrumentation nécessaire pour la spectroscopie Raman est simple : une source de 

lumière monochromatique, l’optique de focalisation et de collection, un monochromateur et 

un détecteur. Dans le premier spectromètre Raman, une lampe à vapeur de mercure, un prisme 

ou un monochromateur et une plaque photographique seront utilisés. L’enregistrement des 

spectres avec ce type d’équipement est très long. Ceci est dû à la faible efficacité du processus 

de diffusion Raman et au fait que l’intensité de la lumière sur l’échantillon, fournie par la 

lampe à mercure, est limitée à une valeur de 1,5.104 W/m² (Long, 1977). Raman avait 

remarqué que ce nouveau type de diffusion de la lumière exige une illumination très 

importante pour son observation (Raman et al., 1928).  

Pendant quelques années, aucun progrès significatif n’ayant été fait, l’intérêt de la 

spectroscopie Raman a décliné. Parallèlement, la spectroscopie infrarouge s’imposait, grâce 

entre autre à des développements techniques qui en faisaient une méthode plus facile à 

appliquer. Au milieu des années 1960, l’arrivée des lasers visibles fournit des sources idéales 

pour la spectroscopie Raman (Kogelnik et al., 1963). Il apparaît alors que l’étude 

d’échantillons purs, translucides et incolores reste relativement simple. Cependant, les 

composés colorés et/ou fluorescents causent de réels problèmes : irradiés avec un laser dans le 

domaine du visible, ces composés montrent un niveau de fluorescence trop intense pour 

observer le phénomène Raman, et ce, même après purification. 

Malgré le développement des lasers les années 60, la spectroscopie Raman reste 

largement confinée dans les laboratoires, car nécessitant toujours des scientifiques très 

qualifiés pour obtenir des spectres très simples. Le système nécessitait d'être constamment 

surveillé et calibré du fait que les échelles de longueur d'onde utilisées dépendaient largement 
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des conditions ambiantes, des analyses fiables et des données bibliographiques n'étant pas du 

tout répandues à l'époque. 

 

4.1.2. Principe de diffusion Raman. 

La spectroscopie Raman est une technique qui utilise la diffusion inélastique de la 

lumière résultant de l’interaction électromagnétique avec les électrons du substrat. 

 

ν

ν

ν - ∆ν

ν + ∆ν

Diffusion Rayleigh

Diffusion Raman Stokes

Diffusion Raman anti-Stokes

ν

ν

ν - ∆ν

ν + ∆ν

Diffusion Rayleigh

Diffusion Raman Stokes

Diffusion Raman anti-Stokes

 
Figure 6. Modèle de diffusion de la lumière par une liaison moléculaire dans le phénomène Raman. 
 

Lorsque la lumière monochromatique passe à travers un milieu transparent (solide, 

liquide ou gazeux), une grande partie de cette lumière est transmise dans toutes les directions 

de l’espace sans changement de fréquence (figure 6). Ce processus est appelé diffusion 

élastique ou Rayleigh. Ce processus est caractérisé par l’absence d’échange d’énergie. 

Cependant, une petite fraction de la lumière est diffusée à différentes longueurs d’onde, 

appelée diffusion Raman qui inclut les diffusions Raman Stokes et anti-Stokes. La figure 7 

montre l’intensité de la lumière diffusée en fonction de la fréquence. 
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Figure 7. Conséquences spectrales de la diffusion Raman. 
 

Le spectre contient des raies symétriques par rapport à la raie Rayleigh (fréquence 

relative nulle). Si on considère (ν0 - νvib), cette partie du spectre correspond à la lumière 

diffusée avec une fréquence plus petite que celle de la lumière incidente appelée spectre 

Raman Stokes. Sinon, si on considère (ν0 + νvib), cette autre partie du spectre est appelée 

spectre Raman anti-Stokes. L’intensité de la diffusion Rayleigh est en général beaucoup plus 

intense que la diffusion Raman selon 3 à 6 ordres de grandeurs (Long, 1977 ; Tu, 1982). 

L’intensité de la raie Raman anti-Stokes est plus faible que l’intensité de la raie Raman 

Stokes. En effet, la probabilité de trouver la molécule dans l’état fondamental est plus grande 

que celle de l’état vibrationnel excité (distribution de Boltzmann). 

 

L’origine de ces raies dans le spectre Raman est expliquée par le diagramme des 

niveaux d’énergie (diagramme de Jablonski) dans lequel les processus de diffusion Rayleigh, 

anti-Stokes et Stokes sont représentés (figure 8). La raie Rayleigh résulte de la diffusion 

élastique d’une onde électromagnétique avec la molécule, caractérisée par l’absence 

d’échange d’énergie (absence d’informations sur les vibrations de la molécule). La diffusion 

Raman Stokes place la molécule à un niveau vibrationnel supérieur que celui de l’état 

fondamental. La position de chaque raie dans le spectre Raman de la molécule correspond à 

l’énergie nécessaire pour exciter un mode de vibration. 
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Figure 8. Diagramme de Jablonski. 
 

Lorsque l’énergie des photons incidents est inférieure à celle de la transition 

électronique, on parle de diffusion Raman conventionnel. Si l’énergie des photons incidents 

est proche de l’état excité électronique, on parle de diffusion Raman de pré-résonance. Si 

cette énergie coïncide avec l’énergie de transition électronique, on parle alors de diffusion 

Raman de résonance. Ce phénomène résulte d’un couplage entre les transitions électroniques 

et vibrationnelles de la molécule, ce qui a pour effet d’exalter certaines raies Raman. Ce 

phénomène est lié à la présence d’un chromophore présentant une bande d’absorption dont le 

maximum est proche de l’excitatrice. 

 

4.2. Spectroscopie Raman SERS (Surface-Enhanced Raman 

Scattering). 

La spectroscopie Raman est une technique qui permet l’observation des états 

vibrationnels d’une molécule. L’information traduit non seulement les positions des atomes et 

leurs liaisons chimiques dans la molécule, mais également ses interactions avec son 

environnement le plus proche. L’importante difficulté de mise en œuvre de la spectroscopie 

Raman à l’échelle moléculaire est liée à l’ordre de grandeur de la section efficace de ce 

processus de diffusion. Elle est typiquement de l’ordre de 10-30 à 10-32 cm2 pour une molécule 
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unique, soit 14 ordres de grandeur plus faible que la section efficace de fluorescence. Il est 

donc parfois indispensable pour détecter le signal de recourir à des méthodes d’exaltation. 

Une des voies possibles est d’utiliser l’exaltation du signal Raman des molécules adsorbées 

au voisinage d’une surface « rugueuse », effet plus connu sous son terme anglais « SERS » 

(Surface-Enhanced Raman Scattering). 

 

4.2.1. Principe de l’effet SERS (Surface-Enhanced Raman 
Scattering) 

En 1974, Fleischmann, Hendra et McQuillan sont les premiers à observer une 

exaltation Raman de la pyridine adsorbée sur une électrode d’argent, dans une cellule 

électrochimique (Fleischmann et al., 1974). Ils attribuent alors ce phénomène à une 

augmentation de l’exaltation par effet de surface. En 1977, deux équipes, celle de Jean-Maire 

et Van Duyne (Jean-Maire et al., 1977) d’une part,  et Albrecht et Creighton (Albrecht et al., 

1977) d’autre part, publient indépendamment des résultats mettant en évidence que le signal 

Raman provenant de la pyridine sur l’électrode d’argent est exalté de 4 à 6 ordres de grandeur. 

Les molécules adsorbées sur la surface métallique présentent une augmentation de la 

section efficace de diffusion Raman dans ces conditions. Ce phénomène d’exaltation de la 

diffusion Raman est appelé diffusion Raman exaltée de surface (DRES), ou plus couramment 

surface-enhanced Raman scattering (SERS). L’augmentation de la section efficace de 

diffusion Raman dépend de la nature chimique de la molécule adsorbée, du type de la surface 

métallique et de sa morphologie. L’exaltation la plus importante se produit avec l’argent, l’or 

et le cuivre. De plus, la surface métallique doit être « rugueuse ». 

 

L’effet SERS peut s’observer dans trois types de systèmes métalliques : 

 Electrodes : la surface devient active après un cycle d’oxydoréduction 

 Système de particules métalliques en suspension et colloïdes, qui sont de petites 

tailles comparées à la longueur d’onde de la lumière incidente. 

 Films actifs en SERS avec une homogénéité et une régularité contrôlable, 

préparée par micro lithographie et d’autres techniques. 
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L’effet SERS possède des propriétés qui le distinguent de la diffusion Raman 

conventionnelle (Kneipp et al., 2005) :  

 Les sections efficaces de diffusion Raman pour les molécules adsorbées sont 

plus grandes d’au moins un facteur 10² à 106 (chiffres moyennés) par rapport 

aux molécules non adsorbées. 

 L’exaltation dépend de la fréquence d’excitation, mais aussi de la topologie de 

rugosité. 

 Parfois le spectre SERS diffère remarquablement des molécules à l’état libre. 

Ceci se manifeste par exaltation sélective de certaines bandes ainsi que par 

apparition de nouvelles bandes dans le spectre SERS. 

 

La section efficace de diffusion Raman est déterminée par le moment dipolaire P
ρ

, 

induit par l’interaction du champ électrique E
ρ

 de l’onde électromagnétique avec la 

polarisabilité α de la molécule : 

 

P
ρ

= α. E
ρ

 

 

D’après l’expression ci-dessus, l’exaltation de la section efficace de diffusion Raman 

de la molécule dépend soit de l’augmentation de l’intensité du champ électrique de l’onde 

électromagnétique, soit de la polarisabilité, ou des deux à la fois. Le mécanisme d’exaltation 

du spectre Raman de la molécule localisée près de la surface métallique peut se diviser en 

deux théories : la théorie électromagnétique et la théorie chimique (Creighton, 1982). 

 

 La théorie électromagnétique propose une augmentation de l’exaltation du champ 

électrique par adsorption au voisinage de la surface métallique. Cette théorie classique est 

obtenue à travers la solution des équations de Maxwell. Les propriétés spectroscopiques de la 

molécule au voisinage de la surface sont modifiées de trois façons : (i) le champ 

électromagnétique incident est exalté par le champ produit par la polarisation de la surface ; 

(ii) lorsque la fréquence de la lumière incidente et/ou de la diffusion Raman est en résonance 

avec le plasmon de surface du métal, il se produit une augmentation très importante du champ 

électromagnétique et de la lumière émise. 

Ces deux effets donnent une exaltation de l’intensité Raman qui est proportionnelle au 

carré de l’intensité du champ électrique. Le facteur d’exaltation dépend de plusieurs 
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paramètres tels que les propriétés diélectriques du métal, la distance et l’orientation de la 

molécule par rapport à la surface, de la longueur d’onde d’excitation, de la morphologie de la 

surface, et dans le cas des surfaces rugueuses, de l’échelle et de la géométrie de la rugosité. 

 Cette première théorie est basée sur le fait qu’au voisinage d’une surface métallique, 

les radiations incidentes et diffusées seraient très importantes. Le mécanisme 

électromagnétique s’exerce à longue distance et se caractérise par des distances 

molécule/métal dépassant considérablement la distance inter-atomique. Cette théorie explique 

seulement la petite exaltation du signal pour des molécules au voisinage des surfaces lisses 

(d’un facteur 4 à 30). L’introduction de la rugosité de la surface (électrode, hydrosol ou film) 

permet d’augmenter considérablement l’exaltation (d’un facteur 104 à 106). Ce mécanisme ne 

dépend pas de la nature de l’interaction spécifique molécule/métal et de leurs propriétés 

d’adsorption. En général, les spectres SERS ne sont pas différents des spectres Raman des 

molécules libres. 

 La théorie électromagnétique prédit que seulement les surfaces possédant des 

propriétés diélectriques appropriées donnent une exaltation importante. L’exaltation 

électromagnétique exige une rugosité des agrégats de particules (de l’ordre de 40 – 80 nm) 

pour une augmentation significative de la diffusion Raman pour des molécules adsorbées. 

Comme la théorie électromagnétique repose sur une mécanique à longue distance, l’intensité 

du signal décroît rapidement avec la distance entre la molécule et la surface suivant un 

facteur f :  

 

f = ( r
a ) 12

  

Où a est le rayon de courbure de la surface et r la distance entre la molécule et le centre de la 

surface. 

De plus, une propriété intéressante des métaux à l'échelle nanométrique est la présence 

de résonances plasmons de surface. Ces résonances sont dues à des oscillations collectives des 

électrons de conduction créées par une onde électromagnétique. L’excitation du plasmon de 

surface dans les nanoparticules métalliques est à l’origine d’une augmentation considérable 

du champ électrique local et de la polarisabilité de la particule. Or, l’intensité de l’onde 

diffusée dans un processus Raman dépend précisément des variations de la susceptibilité 

diélectrique du milieu. Le couplage des modes de vibration des nanoparticules avec le 
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plasmon de surface conduit ainsi à l’exaltation du processus de diffusion de la lumière par ces 

mêmes modes. 

La fréquence de la résonance plasmon dépend de plusieurs facteurs, à savoir de la 

nature du matériau (fonction diélectrique), de la taille et de la forme des nanoparticules, de 

leur environnement, mais également de leur état de surface (chimisorption, physisorption). Il 

apparaît donc important de signaler que tous ces facteurs, qui entraînent une modification des 

caractéristiques du plasmon, sont susceptibles alors d’avoir une influence notable sur la 

diffusion Raman. 

 

 D’autre part, la théorie chimique prédit une large exaltation de la polarisabilité 

moléculaire des molécules adsorbées comme résultats de l’interaction avec le métal. Par 

opposition à la théorie électromagnétique, la théorie chimique ou moléculaire repose donc sur 

une mécanique à courte distance. Elle existe lorsque la distance entre la molécule et la surface 

métallique est de l’ordre de la distance inter-atomique. Les propriétés de la surface et la nature 

chimique de la molécule sont les facteurs majeurs déterminant l’exaltation de la diffusion 

Raman. Les spectres SERS peuvent être différents de ceux des molécules non adsorbées. Les 

effets chimiques sont faciles à visualiser mais leurs contributions en exaltation du signal sont 

difficiles à déterminer. 

 Toutes les théories chimiques ne limitent pas leurs effets aux métaux, mais ils exigent 

une interaction spécifique de la molécule avec la surface. L’exaltation par mécanisme 

chimique a pour conséquence un déplacement de fréquence des modes de vibrations qui sont 

impliquées dans la liaison avec la surface du métal. 

 

4.2.2. Electrodes 

 Les premières observations ont été effectuées avec des électrodes d’argent. L’un des 

principaux avantages de l’utilisation des électrodes est qu’il est possible de contrôler le 

potentiel de la surface. Cependant, le prétraitement de l’électrode est crucial pour obtenir un 

maximum d’exaltation du signal. La surface est alors polie mécaniquement en utilisant de 

l’alumine en poudre. Finalement, l’électrode est soumise à un cycle d’oxydoréduction dans 

une cellule électrochimique in situ ou ex situ. Les paramètres d’oxydoréduction et les 

conditions pour lesquelles le maximum d’exaltation du signal est observé dépendent du type 

de métal composant l’électrode, et de l’électrolyte employé (Pockrand, 1984). Des spectres 
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SERS intenses ont été généralement obtenus avec des électrodes métalliques rugueuses en 

présence de biomolécules (Sequaris et al., 1984). 

 

4.2.3. Films métalliques 

La deuxième catégorie des surfaces actives en SERS sont les substrats préparés par 

évaporation sous vide du métal, sur des lames de verre ou de quartz. Ces substrats sont décrits 

plus stables que les colloïdes. Il a été démontré que les contributions des mécanismes 

chimique et électromagnétique dépendent fortement de la nature chimique des molécules 

(Sokolov et al., 1993). Ainsi, le mécanisme chimique contribue principalement à l’exaltation 

de la diffusion Raman pour des molécules possédant un faible coefficient d’extinction dans le 

visible tandis que le mécanisme électromagnétique domine pour des chromophores ayant un 

coefficient d’extinction dans le visible (Sokolov et al., 1993). 

 

4.2.4. Colloïdes 

Le troisième système fréquemment utilisé est l’hydrosol métallique. La réduction 

chimique des sels d’argent, de cuivre et d’or a été utilisée pour produire un état colloïdal en 

pré-aggrégat par un agent réducteur. Différents agents réducteurs peuvent être utilisés tels que 

le citrate, les ions oxalates et le borohydrure de sodium. Ce système est facile à préparer. 

L’avantage le plus important de la spectroscopie SERS avec les colloïdes par rapport aux 

électrodes est la simplicité de préparation de l’hydrosol ainsi que la possibilité de contrôler la 

taille et la forme des particules, en faisant varier les concentrations relatives du sel métallique 

et de l’agent réducteur (Siiman et al., 1983 ; Creighton, 1982). 

L’hydrosol d’or contient des particules de tailles uniformes (de l’ordre de 20-30 nm) et 

possèdent une forme sphérique régulière. L’hydrosol d’argent est préparé par réduction de 

l’AgNO3 par le citrate de sodium (Lee et al., 1982) (figure 9). Il est très stable pour quelques 

semaines et fournit une grande exaltation de la diffusion Raman pour les biomolécules. 
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Figure 9. Micrographie électronique d’agrégat d’argent utilisé en spectroscopie SERS (extrait de l’article 
de Kneipp et al (Kneipp et al., 1999)). 
 

4.3. Les avantages de la spectroscopie SERS 

La spectroscopie SERS est une méthode qui combine la sensibilité de la fluorescence 

et la spécificité moléculaire de la spectroscopie Raman. L’équipe de Kneipp a établi 

récemment que le facteur d’exaltation pourrait atteindre 1011 à 1014 sur les points de contact 

de certains composés analysés avec la surface métallique (Kneipp et al., 2005). Ceci 

permettrait au signal Raman d’une molécule unique d’atteindre une intensité comparable à 

celle de sa fluorescence. La spectroscopie SERS est une méthode optique non destructive 

particulièrement bien adaptée pour l’étude des interactions entre un ligand et sa cible 

(Breuzard et al., 2003 ; Kneipp et al., 2002 ; Nabiev et al., 1995).  

Pour des applications biochimiques et biomédicales en spectroscopie SERS, le 

système de particules colloïdales utilisé pour cette étude présente des avantages importants 

par rapport aux deux substrats précédents comme la simplicité de préparation et ce, dans 

différents solvants et milieux (surtout dans les tampons aqueux de pH fixe). De plus, il est 

possible de faire varier la taille et la forme des particules afin de moduler leur accessibilité à 

des surfaces spécifiques définies par la topologie des systèmes moléculaires, en particulier 

concernant des complexes supramoléculaires biologiques. 
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5. La spectroscopie à fluorescence 

5.1. Principe de l’émission de fluorescence 

Le phénomène de fluorescence a été décrit pour la première fois par Brewster en 1838, 

mais le terme de « fluorescence » n’a été inventé qu’en 1852 par Stokes. Certains composés 

appelés chromophores ou fluorophores (possédant des systèmes aromatiques, double/triple 

liaisons conjuguées carbone-carbone), en solution ou à l’état solide, émettent de la lumière 

lorsqu’ils sont excités par les photons UV ou visibles. L’émission d’un rayonnement 

électromagnétique par un corps après l’absorption d’un photon correspond au transfert d’une 

certaine quantité d’énergie de ce corps vers le milieu extérieur. La fluorescence est un 

phénomène physique très rapide (10-9 à 10-8 sec) dans lequel une molécule absorbe de 

l'énergie provenant d'une source lumineuse (laser, lampe à vapeur de mercure...). L’absorption 

et l’émission de lumière sont couramment illustrées par le diagramme des niveaux d’énergie 

de Jablonski (figure 10).  

 

Lorsque la lumière réagit avec la matière, des photons sont absorbés. La transition 

électronique se déroule du niveau fondamental S0 vers les niveaux d’énergie supérieure S1, S2, 

Sn. Plus l’énergie absorbée est importante, plus les niveaux électroniques supérieurs sont 

atteints. Le retour à l’état S1 se réalisera suivant deux étapes (figure 10), à savoir un retour au 

niveau électronique S1Vn par conversion interne (CI), puis un passage du niveau Vn au niveau 

V0 au sein du niveau S1 sous l’effet d’interactions entre les molécules de fluorophore et les 

molécules de solvant. Il faut noter que la différence d'énergie correspondant à l'émission 

fluorescente d'un composé est toujours plus faible que celle correspondant à l'absorption, à 

cause des phénomènes de relaxation vibrationnelle (RV) dans les états excités et 

fondamentaux. Par conséquent, λfluorescence est toujours supérieure à λabsorption. 
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Figure 10. Diagramme de conversion d’énergie selon Jablonski. 
 

Différents processus compétitifs vont désexciter l’état S1 : 

• il y a émission de photons, c’est la fluorescence ; 

• l’énergie absorbée par la transition est dissipée dans le milieu sous forme d’énergie 

non radiative ; 

• les molécules excitées peuvent céder leur énergie à d’autres molécules situées à 

proximité (inhibition); 

• il y a passage transitoire à un niveau excité triplet T1 situé entre S1 et S0, et cette 

conversion est appelée conversion intersystème (CIS). A partir de cet état triplet, les 

molécules retournent à l’état fondamental soit par une émission de photons (c’est la 

phosphorescence), soit par dissipation non radiative de l’énergie restante, enfin soit 

par transfert d’énergie à distance ou par collision. 

 

La fluorescence est donc l’émission de photons à partir de l’état singulet S1. 

L’intensité du spectre de fluorescence dépend entre autres de la population de molécules se 
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trouvant à l’état excité S1V1. Tous les processus qui entrent en compétition avec la 

fluorescence diminuent la population de molécules à l’état S1, induisant ainsi une chute de 

l’intensité de fluorescence. Pour le phénomène de phosphorescence, le retour à un état 

singulet est un phénomène relativement lent (10-3 sec à 1 sec) de part le fait que la transition 

des électrons de l’état T1 à un état fondamental est impossible. De plus, le maximum de la 

longueur d’onde d’émission est généralement décalée vers des longueurs d’ondes plus 

importante (de moindre énergie) que la fluorescence. 

 

5.2. Spectres d’excitation et d’émission 

Le spectre d’excitation traduit, pour une transition d’émission fixée, la variation de 

l’intensité de rayonnement de fluorescence en fonction de la longueur d’onde du rayonnement 

d’excitation.  

A l’intérieur du domaine d’émission radiative, l’intensité de fluorescence varie en 

fonction de la probabilité des transitions ramenant la particule du niveau excité vers des 

niveaux de plus faible énergie. On détermine le spectre d’émission en enregistrant la variation 

de l’intensité du rayonnement de fluorescence en fonction de la longueur d’onde de 

fluorescence pour une longueur d’onde d’excitation fixée.  

Chaque molécule fluorescente est caractérisée par un domaine spectral d’excitation et 

un domaine spectral d’émission. Un spectre d’émission de fluorescence est défini par une 

longueur d’onde d’intensité maximale et plus précisément par son profil spectral. L’analyse 

du profil d’un spectre permet d’identifier le chromophore dans son environnement 

moléculaire. Cet environnement induit des effets sur l’émission de fluorescence plus 

importants que sur les phénomènes d’absorption en UV et en visible. Le profil et l’intensité 

du spectre d’émission de la plupart des fluorophores sont donc sensibles au(x) solvant(s). 

Un spectre d’émission de fluorescence peut être décrit par différents paramètres tels 

que : 

 l’intensité d’émission totale 

 l’intensité d’émission dans une fenêtre spectrale 

 le rapport d’intensité de deux longueurs d’onde 

 

En raison de sa sensibilité, la fluorimétrie a fait l’objet de nombreuses applications 

biologiques. L’intérêt de cette méthode est la possibilité de détecter et d’étudier in situ les 
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fluorophores (agents anticancéreux, marqueurs fluorescents, etc…) dans une cellule vivante 

isolée. 

 

5.3. Le rendement quantique 

Le rapport φ = nombre de photons absorbés / nombre de photons émis correspond au 

rendement quantique de fluorescence. Ce rapport est compris entre 0,1 et 1. Le rendement 

quantique est la résultante des constantes de temps des processus de désexcitations radiatifs et 

non-radiatifs. Pour des fluorophores les plus efficaces, les processus non radiatifs sont lents et 

φ est proche de 1. Au contraire, les processus accélérant la désexcitation non radiative 

montrent un rendement quantique proche de 0. Le nombre de photons absorbés est 

proportionnel à l’absorbance pour une solution diluée. Dans ces conditions, l’intensité de 

fluorescence varie linéairement avec la concentration en fluorphore. Par contre pour des 

concentrations élevées, l’intensité de fluorescence n’est plus proportionnelle à la 

concentration, car φ décroît en raison de l’auto-absorption (transfert d’énergie 

intermoléculaire) et du quenching. La spectroscopie de fluorescence peut se révéler très 

sensible (jusqu’à 10-6 – 10-7 M) pour des molécules ayant un rendement quantique élevé. 

 

5.4. Fluorescence Resonance Energy Transfer 

5.4.1. Principe du transfert d’énergie 

Le transfert d’énergie entre deux molécules fluorescentes est un processus physique, 

connu et exploité depuis de nombreuses années (Förster, 1948 ; Herman, 1989 ; Stryer et al., 

1967 ; Uster et al., 1986). Le FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) exploite le 

transfert d'énergie de l'état excité d'un fluorochrome 1 (donneur) vers un autre fluorochrome 2 

(accepteur). L'énergie associée à l'état excité du fluorochrome 1 est en effet transférée par 

résonance sur l’orbitale moléculaire excité du fluorochrome 2 (figure 11).  
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1 Excitation du fluorophore donneur
2 Transfert d’énergie
3 Emission du fluorophore accepteur

Fluorophore 1 Fluorophore 2

1 Excitation du fluorophore donneur
2 Transfert d’énergie
3 Emission du fluorophore accepteur

Fluorophore 1 Fluorophore 2

 
Figure 11. Principe du transfert d’énergie d’après le diagramme de Jablonski. 

 

Considérons un donneur (D) et un accepteur (A) d’énergie séparés par une distance 

fixe R. L’efficacité du transfert d’énergie du donneur vers l’accepteur est donnée par la 

relation proposée par Förster : 

( )66
0

6
0

RR
RE
+

=  

Où R0 est la distance à laquelle l’efficacité est de 50 %, et R la distance actuelle entre le 

donneur et l’accepteur d’énergie. 

 

Sur un plan expérimental, on peut déterminer l'efficacité du transfert d’énergie en 

mesurant l'atténuation de l'émission du donneur en présence ou en absence de l’accepteur à 

partir de la fluorescence f du donneur à sa longueur d’onde d’excitation. Il suffit de mesurer 

également l'aire sous le spectre d'émission en présence (fD,A) ou en absence de l'accepteur (f0).  

 

L'efficacité E du transfert est définie par la relation : 

0

,1
f

f
E AD−=

 

 Le rendement du transfert d’énergie est dépendant du chevauchement du spectre 

d’émission du donneur et du spectre d’absorption de l’accepteur et de l’orientation des 

moments de transition des deux fluorophores. Stryer et Haugland ont montré qu’avec le 

composé Dansyl-(L-prolyl)n-NH-NH-CO-NH-naphtyl dont ils ont fait varier le nombre de 

résidus L-proline (1 < n < 12), l'efficacité du transfert ne dépend que de la distance 

 32



ASPECT BIBLIOGRAPHIQUE 

intramoléculaire entre le donneur (naphtyl) et l’accepteur (dansyl), et non de la concentration 

en donneur et accepteur (Stryer et al., 1967).  

De plus, un important facteur dans l’analyse des efficacités de transfert d’énergie est 

l’orientation des dipôles des deux fluorophores. La relation suivante définit cette orientation : 

 

( )²coscos3cos² ADT θθθκ −=  

Où θT est l’angle entre les dipôles du donneur et de l’accepteur, θD et θA sont les angles entre 

les dipôles et les vecteurs directionnels du donneur et de l’accepteur. Selon l’orientation du 

donneur et de l’accepteur, le facteur κ² prend une valeur comprise entre 0 et 4. Pour des 

dipôles alignés et parallèles, κ²  = 4 ; pour des dipôles de directions opposées mais parallèles, 

κ² = 1. Si κ² varie entre 1 et 4, l’erreur sur le calcul de la distance entre D et A n’est que de 26 

%. Par contre, si les dipôles sont orientés perpendiculairement l’un par rapport à l’autre (κ² = 

0), une importante erreur du calcul de R est possible (> 50 %).  

 

Le transfert d’énergie de fluorescence offre plusieurs avantages à savoir qu’il est 

sensible à de faibles variations de distances entre le donneur et l’accepteur, une importante 

résolution temporelle, une importante sensibilité et une application dans des systèmes 

complexes. Les informations d’ordre spatiales  sont limitées par la taille du donneur et de 

l’accepteur d’énergie mais également par l’orientation des moments de transition des deux 

fluorophores. Des expériences ont pu mettre en évidence qu’en introduisant la notion 

d’orientation, l’erreur sur la distance séparant les deux fluorophores pouvait aller jusqu’à 20 

% (Stryer, 1978). De plus, une deuxième caractéristique du transfert d’énergie est une 

importante résolution temporelle, de l’ordre de la milliseconde, parfois même de la 

microseconde. Il devrait être alors possible de déterminer les modifications des distances 

entre deux fluorophores, par exemple au cours de processus enzymatiques, de la contraction 

musculaires, de la transduction du signal ou encore du transport actifs de soluté. Un avantage 

supplémentaire du transfert d’énergie est une importante sensibilité, de l’ordre de la 

nanomole. La sensibilité des méthodes basées sur la fluorescence peut être encore améliorée 

selon le matériel instrumental utilisé, comme par exemple avec un fluorimètre compteur à 

photons ou avec une radiation très puissante issue d’un synchrotron (Wouters et al., 2001). 
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5.4.2. Applications du transfert d’énergie de fluorescence 
Les applications du FRET sont nombreuses et concernent aussi bien des études des 

interactions intermoléculaires (récepteur/ligand) que des interactions intramoléculaires 

(repliement de l’ADN, structure quaternaire d’une protéine) (Maier et al., 2002 ; Truong et 

al., 2001). De manière générale, il est possible de quantifier le transfert d’énergie à partir de 

mesures de l’intensité de fluorescence du couple donneur/accepteur ou à partir des cinétiques 

de déclin de fluorescence des deux entités (Wouters et al., 2001). Le tableau 1 présente 

quelques approches pour les mesures par transfert d’énergie de fluorescence. 

 
Tableau 1. Différentes approches pour mesurer le FRET§

Mesure d’intensité Bibliographie Cinétiques de déclin de 
fluorescence Bibliographie 

Intensité du donneur 
avec photoblanchiment 
de l’accepteur 
 
Intensité du donneur 
 
Emission « sensibilisé » 
 
 
Rapport d’intensité 
donneur/accepteur 

(Bastiaens et al., 1998 ; Llopis et 
al., 2000 ; Mas et al., 2000 ; 
Siegel et al., 2000 ; Wouters et 
al., 2001 ; Zaccolo et al., 1999) 
 
(Sokol et al., 1998 ; Tung et al., 
2000) 
 
(Kraynov et al., 2000 ; Sorkin et 
al., 2000) 
 
 
(Miyawaki et al., 1999 ; 
Miyawaki et al., 1997) 

Photoblanchiment du 
donneur 
 
 
Demi-vie de la 
fluorescence du donneur 
 
Demi-vie de 
l’augmentation de la 
fluorescence de 
l’accepteur 

(Bastiaens et al., 1999 ; 
Gadella et al., 1995 ; Jovin 
et al., 1989 ; Schmid et al., 
2001) 
 
(Bastiaens et al., 1996 ; 
Gadella et al., 1999 ; Murata 
et al., 2000) 
 
 
 
(Harpur et al., 2001) 

§ Abréviation : FRET pour Fluorescence Resonance Energy Transfer. 
 

En FRET, l’excitation du fluorophore donneur d’énergie conduit à une atténuation de 

l’émission du donneur qui s’accompagne d’une apparition de l’émission du fluorophore 

accepteur d’énergie. Une comparaison des intensités de fluorescence du donneur avant et 

après photoblanchiment du fluorophore accepteur permet de s’affranchir d’une éventuelle 

contamination par une émission de l’accepteur (Bastiaens et al., 1998 ; Wouters et al., 2001). 

La détection de l’atténuation du donneur est relativement simple à mettre en place 

expérimentalement de part la spécificité intrinsèque de la fluorescence du donneur et de la 

photo-destruction de l’accepteur. Cependant, cette méthode a ses limites d’application chez la 

cellule vivante puisque le photoblanchiment requiert une irradiation prolongée pendant 

laquelle la relocalisation des molécules du donneur peut avoir lieu.  

Les mesures de l’émission dite « sensibilisée » de l’accepteur se déterminent de façon 

plus complexe que la quantification de l’intensité de fluorescence uniquement du donneur. En 

effet, une contamination par une émission résiduelle du donneur ou une excitation directe de 

l’accepteur peut se présenter. Le rendement quantique du donneur et/ou de l’accepteur peut 

varier au sein d’un même échantillon à cause de facteurs environnementaux comme le pH. De 

plus, cette approche ne peut s’appliquer dans le cas où la stoechiométrie du couple 
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donneur/accepteur n’est pas respectée, ainsi que pour des constructions chimériques où le 

donneur et l’accepteur sont attachés à la même molécule dans l’étude des changements de 

conformation (ex : protéine caméléon) (Miyawaki et al., 1999). 

 

D’autre part, pour mesurer un transfert d’énergie, les cinétiques de déclin de 

fluorescence du donneur ou de l’accepteur peuvent être déterminées. Cette approche fait 

intervenir la microscopie par imagerie de durée de vie de la fluorescence (de l’anglais 

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy ou FLIM) (Bastiaens et al., 1999 ; Gadella et al., 

1995), permettant par exemple de suivre l’interaction d’une protéine avec sa cible chez la 

cellule vivante. La diminution de la durée de vie de la fluorescence du donneur varie en 

présence de l’accepteur ce qui rend compte d’un transfert d’énergie. Il est à noter qu’en 

chacun des points de l’image enregistrée, l’intensité totale de la fluorescence du donneur est la 

somme des intensités des composantes liées et non liées avec l’accepteur d’énergie. Une 

approche quantitative du transfert d’énergie de fluorescence est cependant rendue possible par 

FLIM puisque le fluorophore donneur a une cinétique de fluorescence différente selon son 

état lié ou non à l’accepteur. Une récente étude déterminant le transfert d’énergie de 

fluorescence via le FLIM a pu montrer qu’il était ainsi possible de déterminer en même temps 

les cinétiques de déclin de fluorescence du donneur et de l’accepteur (Harpur et al., 2001). 

Toutefois, une variation des durées de vie de la fluorescence des deux fluorophores peut avoir 

lieu, et ce en raison de facteurs environnementaux, ce qui nécessite de travailler sur des 

systèmes contrôlés. 

Il est également possible de déterminer les cinétiques de photoblanchiment du donneur 

d’énergie (Jovin et al., 1989). L’intensité constante du donneur décline de façon 

proportionnelle à sa durée de vie de fluorescence. Par contre, cette mesure du transfert 

d’énergie nécessite de travailler sur des échantillons préalablement fixés compte tenu de la 

longue exposition à la source lumineuse.  

Le transfert d’énergie de fluorescence apparaît comme un moyen privilégié pour 

étudier par exemple la protéomique, soit pour identifier des motifs de liaisons soit pour établir 

une interaction entre différentes protéines. Quelque soit l’approche choisie, la principale 

difficulté est le choix des couples de fluorophores puisque les spectres d’émission et 

d’excitation, respectivement des fluorochromes donneurs et accepteurs doivent se superposer. 

Ce choix constitue le plus souvent une limite à l’application expérimentale du FRET. 
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Dans une étude initiatrice à ce travail de thèse, le transfert d’énergie d’une sonde 

NBD-phosphatidyléthanolamine (NBD-PE) vers une molécule anticancéreuse (anthracyclines 

ou MTX) a permis de déterminer la diffusion du xénobiotique au travers d’une membrane 

synthétique (Regev et al., 2005). Dans cette étude, il apparaît que les variations de 

l’atténuation de la fluorescence de la sonde suivent une cinétique biexponentielle après l’ajout 

de composés antinéoplasiques (anthracyclines ou MTX). Ces cinétiques mettent en évidence 

une rapide intégration des anticancéreux dans le feuillet externe des membranes de liposomes, 

suivi d’un basculement plus lent (< 0,7 min pour les anthracyclines mais de 6 min pour MTX) 

vers le feuillet interne avant une libération des composés vers le cytoplasme. A partir de 

l’atténuation d’une sonde membranaire, les mesures de transfert d’énergie de fluorescence ont 

donc permis d’étudier la distribution et les vitesses de diffusion d’un composé anticancéreux 

au travers d’une membrane. Notre travail visera à suivre une approche similaire sur un 

système cellulaire vivant. Afin de répondre à la problématique, l’étude du transfert d’énergie 

sera menée grâce à une sonde membranaire fluorescente (4-(4-(didécylamino)styryl)-N-

méthylpyridinium ou 4Di-10ASP) vers MTX. 

 

5.4.3. Atténuation de fluorescence 

 
Figure 12. Localisation et orientation des sondes fluorescentes membranaires dans la bicouche 
phospholipidique.  
A : DPH ; B : NBD-C6-HPC ; C : bis-pyrene-phosphatidylcholine ; D : DiI ; E : acide cis-parinarique ; 
F : C4-BODIPY 500/510 C9 ; G : N-rhodamine-phosphatidyléthanolamine ; H : DiA ; I : C12-fluorescéine. 
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La nature chimique d’une sonde fluorescente détermine sa localisation dans une 

bicouche lipidique où chaque lipide est une entité amphiphile composée d’une longue chaîne 

acyle hydrophobe et d’une région hydrophile en contact avec les milieux extracellulaires et 

cytosoliques. La figure 12 compare la localisation des sondes fluorescentes les plus 

couramment utilisées dans des études cellulaires. 

 

Le rendement quantique et les propriétés spectrales de fluorescence d’une sonde sont 

donc sensibles à leur environnement. Une des conséquences d’une modification des propriétés 

membranaires peut être une modification du rendement quantique de la sonde qui se traduit 

par une atténuation de la fluorescence. Cette atténuation peut être causée par différents 

mécanismes comme (i) un transfert d’énergie de la sonde vers un composé (lipide(s) 

environnant(s), molécule anticancéreuse…), (ii) une influence d’un facteur exogène (pH…) 

ou (iii) une interaction avec d’autres molécules de la même espèce si la densité du fluorophore 

est trop importante. 
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1. Système biologique 

1.1. Lignées cellulaires 

La souche HCT-116 est issue d’un adénocarcinome de colon humain et a été obtenue 

de l’ATCC (American Type Culture Collection) (n° ATCC : CCL-247, Manassas, VA, USA). 

A partir de la lignée parentale, un premier lot constitue la lignée sensible au composé 

cytotoxique SN-38, référencée par HCT-116 S. Un deuxième lot est traité en continu par des 

concentrations croissantes de SN-38 de 1 nM à 15 nM pendant une période de 8 mois. La 

population cellulaire ayant poussée dans 15 nM SN-38 a généré les clones résistants HCT-116 

R. Les clones résistants sont continuellement cultivés dans 15 nM SN-38 jusqu’à 5 jours 

avant toute manipulation. 

 

Les cellules MCF7 sont issues d’un adénocarcinome mammaire d’une femme 

d’origine caucasienne âgée de 69 ans (Fairchild et al., 1987). La souche sensible est 

référencée par MCF7 S. Les cellules résistantes MCF7 R sont sélectionnées à partir d’une 

exposition continue à des concentrations croissantes de doxorubicine. La figure 13 compare la 

morphologie des lignées cellulaires HCT-116 et MCF 7. 

 

20 µM 20 µM

HCT-116 MCF 7

20 µM20 µM 20 µM20 µM

HCT-116 MCF 7

 
Figure 13. Observation par microscopie à contraste de phase des lignées cellulaires HCT-116 et MCF 7 
(Objectif ¯ 10). 
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1.2. Conditions de culture 

Toutes les cellules sont cultivées in vitro dans du milieu de culture liquide RPMI 1640 

Glutamax-1 (Gibco, UK). Ce milieu nutritif est tamponné par du bicarbonate de sodium à un 

pH 7 et supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) (Gibco, UK) préalablement 

décomplémenté 30 min à 56°C, et 1 % d’un mélange d’antibiotiques/antimycotiques (100 

U/mL de pénicilline, 100 µg/mL streptomycine et 2,5 µg/mL de fungizone) (Gibco, UK). Ce 

milieu constitue un milieu complet. 

Les cellules sont cultivées en monocouche dans une étuve à 37°C, sous atmosphère 

humide contenant 5 % CO2. Chaque lignée est repiquée pendant la phase exponentielle de 

leur croissance (3-4 jours) dans du milieu complet et dans des conditions stériles sous une 

hotte à flux laminaire vertical (ESI Flufrance, France). Après le retrait du milieu de culture 

usagé, les cellules sont lavées dans un volume d’une solution tampon phosphate (Phosphate 

Buffer Solution ou PBS ; Gibco, UK) puis 500 µL de trypsine (Trypsine/EDTA (1×) dans une 

solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni Mg2+ ; Gibco, UK) sont ajoutés. 

Cette enzyme digère l’extrémité des protéines d’adhésion et permet le décollement du tapis 

cellulaire.  Les cellules sont incubées dans l’étuve pendant 5 min afin de favoriser le 

décollement, puis elles sont diluées dans 3 mL de milieu complet. Chaque lignée est 

ensemencée à la densité de 105 cellules / mL dans un volume de 6 mL dans des boîtes de 

culture de 25 cm² (Nunc, Danemark). Les numérations sont réalisées à l’aide de l’hématimètre 

de Malassez. La viabilité des cellules est évaluée par la méthode d’exclusion au bleu trypan 

0,4 % (Sigma, France). Ce colorant vital traverse facilement la membrane plasmique des 

cellules mortes et colore ainsi le cytoplasme en bleu, alors que les cellules vivantes gardent 

leur aspect translucide (Boyse et al., 1964). 

Il faut noter que pour toutes les études, les cellules sont utilisées du passage 6 au 

passage 40 au maximum. Le passage 6 correspond à la sixième dilution après réception des 

cellules de l’ATCC. La limitation du nombre d’entretiens à partir d’une même ampoule de 

cellules congelées permet d’éviter une dérive et une différenciation de la lignée qui pourrait 

nuire à l’homogénéité de la population cellulaire et rendrait difficile l’interprétation et la 

comparaison des résultats dans le temps. 
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2. Effecteurs pharmacologiques 
La mitoxantrone (MTX), la doxorubicine (DOX), les anesthésiants alcool benzylique 

(AB) et chloroforme (CHCl3), et les modulateurs protéiques verapamil (VPL) ou cyclosporine 

A (CsA) sont obtenus chez Sigma (USA ; MMMTX = 517,4 ; MMDOX = 579,98 ; MMAB = 

108 ; MMVPL = 491,06 ; MMCsA = 1202,61). L’inhibiteur fumitrémorgine C (FTC) est obtenu 

chez Alexis Biochemicals (Axxora Platform, UK ; MM = 379,5). La figure 14 illustre leur 

structure chimique semi développée. 
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Figure 14. Structure moléculaire des molécules anticancéreuses (mitoxantrone, doxorubicine) et des 
agents modulateurs de protéines à efflux utilisés (alcool benzylique, fumitrémorgine C, cyclosporine A et 
verapamil). 
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3. Marqueurs fluorescents de membrane cellulaire 
Le marqueur 4-(4-(didécylamino)styryl)-N-méthylpyridinium ou 4Di-10ASP 

(Molecular probe/invitrogen, France, MM = 618,73) est utilisé pour marquer la membrane 

plasmique des cellules HCT-116 R et S (figure 15). Cette sonde ne présente aucune 

fluorescence dans l’eau ou dans un solvant polaire. Le 4Di-10ASP est donc fortement sensible 

à la polarité ambiante. L’émission de fluorescence est décalée vers les faibles longueurs 

d’onde (bleu) dans un environnement polaire, et vers les longueurs d’onde supérieures (rouge) 

pour un environnement moins polaire (Thanos et al., 2000). La sonde est préparée à 5 mM 

dans du DMSO est stockée à -20°C dans le noir.  

 

 
Figure 15. Structure moléculaire de la sonde 4-(4-(didécylamino)styryl)-N-méthylpyridinium. 
 

4. Test de cytotoxicité 
Les concentrations inhibitrices de croissance de MTX pour les souches sensibles 

(HCT-116 S et MCF7 S) et résistantes (HCT-116 R et MCF7 R) sont déterminées par un test 

de prolifération cellulaire. Dans le test MTT, les sels de 3-(4,5-diMéthylThiazol-2-yl)-

2,5diphényl Tétrazolium (MTT) sont réduis en cristaux de formazan insoluble dans l’eau 

uniquement par les cellules viables. Ce test rend compte d’une activité métabolique 

mitochondriale, impliquant l’enzyme succinate-tétrazolium réductase (figure 16). 

Les cellules sont mises en culture dans des plaques 96 puits à la concentration de 

25000 cellules/mL pendant 24 h. Celles-ci sont traitées selon une gamme de concentrations 

croissantes de MTX pour la lignée HCT-116 ou de DOX pour la lignée MCF 7 pendant 72 h. 

Ensuite, 20 µL d’une solution MTT à 5 mg.mL-1 sont ajoutés aux cellules pendant 4 h à 37°C. 

Le milieu usagé est retiré puis les cristaux de formazan formés sont solubilisés avec 200 µL 

de diméthylsulfoxide (DMSO) avant une lecture de l’absorbance à 540 nm de chaque lot 

cellulaire sur un lecteur de microplaques ELISA (Cambridge Technology, USA) (figure 17). 
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Figure 16. Structure moléculaire de 3-(4,5-diMéthylThiazol-2-yl)-2,5diphényl Tétrazolium (MTT) et le 
produit de la réduction de ces sels (formazan) par la succinate-tétrazolium réductase. 
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Figure 17. Mesure par la lecture de l’absorbance de l’activité métabolique selon la réduction des sels 
MTT. 
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Le pourcentage de survie cellulaire est calculé selon la relation suivante : 

 

100×
traitéesnoncellulesdessabsorbancedesMoyenne

traitéescellulesdessabsorbancedesMoyenne  

 

Les concentrations inhibitrices (CI50) de croissance de MTX et DOX pour les souches 

sensibles et résistantes sont déterminées à partir des pourcentage de survie cellulaire, et 

correspondent aux concentrations en médicament induisant 50 % d’inhibition de croissance 

de chaque lignée. L’index de résistance (IR) est évalué comme suit : 

 

sensiblelignéeCI
terésislignéeCIIR

50
tan50

=  

 

5. Mesure de l’accumulation de la mitoxantrone par 
spectrophotométrie 

Les mesures de l’accumulation intracellulaire de MTX sont effectuées chez les deux 

souches cellulaires par la spectrophotométrie utilisant un spectrophotomètre UVIKON 

(Kontron Instruments, Italie). 500 µL d’un lysat cellulaire sont analysés entre 550 nm et 680 

nm avec une vitesse de balayage du spectre d’absorbance de 50 nm/min. Une gamme étalon 

de MTX en solution est mesurée entre les concentrations 10-7 - 10-5 M afin de valider cette 

méthode. Après la soustraction de la ligne de base, la concentration intracellulaire de MTX est 

calculée à partir de la valeur maximale de l’absorbance à 622 nm du spectre du médicament. 

Cette valeur est comparée à la gamme étalon puis ramenée à 106 cellules.  

Une quantification de MTX intracellulaire est effectuée chez les deux types cellulaires 

afin de déterminer l’influence de fluidifiants comme l’alcool benzylique (AB) et le 

chloroforme (CHCl3) sur l’influx de MTX. Les cellules HCT-116 R et S sont pré-incubées ou 

non avec 10 mM AB ou 10 mM CHCl3 pendant 10 min à 37°C, puis traitées par 5 µM MTX 

pendant 1 h à 37°C sous atmosphère humide enrichie en CO2.  

Afin de déterminer les effets des agents AB et CHCl3 sur l’efflux de MTX par la 

protéine BCRP, une seconde partie de l’étude a porté sur les variations de la concentration 

intracellulaire de MTX au cours du temps. Les cellules HCT-116 R sont incubées avec 5 µM 

MTX pendant 1 h à 37°C sous atmosphère humide enrichie en CO2, lavées puis mises en 
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contact avec 10 mM AB ou CHCl3 à 37°C de 0 à 120 min. La souche HCT-116 S est incubée 

à la concentration plus faible de 2 µM MTX.  

Pour les deux points de l’étude, les deux types cellulaires sont trypsinés 

(Trypsine/EDTA (1×) dans une solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni 

Mg2+ ; Gibco, UK) puis lavées deux fois dans du PBS (Gibco, UK). Les cellules traitées sont 

lysées dans une solution aqueuse de Triton X-100 1 % (Sigma, USA) pendant 5 min à 

température ambiante avant la lecture de leur absorbance. 

 

6. La spectroscopie SERS 

6.1. Préparation du colloïde 

L’hydrosol d’argent, ou colloïde, est préparé selon la méthode de Lee et Meisel (Lee et 

al., 1982). 90 mg de nitrate d’argent (AgNO3) (ALFA, MM = 169,87) sont dissous dans    500 

mL d’eau distillée (sur colonne à quartz et sous pression d’azote gazeux). La solution est 

chauffée à 100°C. 10 mL d’une solution de citrate de sodium 1 % (Sigma, USA, MM = 

258,1) sont ajoutés sous agitation vigoureuse à la solution de AgNO3. Le mélange est 

maintenu à 100°C pendant 60 à 90 min, puis conservé à 4°C après préparation. L’absorption 

spectrale de la suspension brunâtre montre un maximum vers 415 nm (figure 18). 
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Figure 18. Spectre d’absorbance du colloïde d’argent préparé selon la méthode de Lee et Meisel (Lee et 
al., 1982). 
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6.2. Instrumentation 

L’instrumentation utilisée pour enregistrer des spectres SERS est la même que pour la 

spectroscopie Raman classique (Figure 19). En général, dans un spectromètre Raman, on 

focalise sur l’échantillon ou à l’intérieur de celui-ci une radiation monochromatique de forte 

densité d’énergie dont la source est un laser. Une partie de la radiation diffusée par un 

condensateur optique vers le système dispersif, habituellement un double monochromateur. 

Dans ce dernier, la lumière diffusée est diffractée en fonction des fréquences avec éjection des 

photons Rayleigh. Il faut noter que la capacité dispersive du monochromateur doit être élevée 

pour mieux résoudre les bandes fines présentes dans le spectre Raman. Par ailleurs, elle peut 

être moins importante pour contenir la totalité d’une bande large du spectre de fluorescence. 

A la sortie du monochromateur se forme l’image du spectre qui est détecté à l’aide d’un 

détecteur multi canal (une barrette de photodiodes ou capteur CCD). 

 

 
Figure 19. Schéma du dispositif expérimental pour la spectroscopie SERS. L : lentille ; M, m : miroirs ; C : 
condensateur. 
 
 Le spectromètre est relié à un ordinateur qui permet l’acquisition et le traitement 

mathématique des spectres (normalisation, juxtaposition…) par l’intermédiaire d’un logiciel 

conçu au laboratoire (Labspec). 
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6.2.1. La micro-spectroscopie SERS 

Les manipulations par micro-spectroscopie SERS (micro-SERS) sont menées avec un 

microspectromètre LabRam (Horiba Jobin Yvon), ayant pour source lumineuse (785 nm) un 

laser Titane/Saphir (Stabilite 2017, Spectra Physics Inc., USA). Le microspectromètre est 

équipé d’un microscope optique (Olympus, Japon) et les mesures sont enregistrés avec un 

objectif ¯ 100 (N.A. = 0,9) compatible avec une source lumineuse dans le proche infrarouge. 

Afin d’irradier un seul grain de colloïde, un filtre d’atténuation d’ordre 104 est inséré sur le 

trajet optique. Dans ces conditions, la puissance du laser sur l’échantillon est de 20 µW, et le 

diamètre de l’impact du laser observé est proche du micron. Comme élément dispersif, le 

microspectromètre LabRam est équipé d’une grille holographique de 950 lignes/mm avec une 

résolution de 4 cm-1. Les spectres SERS sont enregistrés de 200 à 1800 cm-1 avec un temps 

d’acquisition de 10 secondes. 

 

6.2.2. La macro-spectroscopie SERS 

 Les manipulations par macro-spectroscopie SERS (macro-SERS) sont menées grâce à 

un spectromètre OMARS 89 (Dilor, France). Ce spectromètre comprend deux étages 

dispersifs. Le premier est constitué d’un double monochromateur à réseau holographique 

plan. Le système dispersif est un spectrographe stigmatique. La dispersion est assurée par un 

réseau de 1800 traits/mm qui permet l’analyse d’un domaine spectral d’environ 400 cm-1. Le 

système de détection est constituée d’une barrette de photodiodes (512 photodiodes au 

silicium refroidies par effet Peltier) couplée à un amplificateur de lumière. La source 

d’excitation (514,5 nm) est assurée par un laser à Argon ionisé (Beamloc modèle 2020-03, 

Spectra Physics Inc., USA). 

 

6.3. Acquisition des spectres SERS 

Une première série de tests a permis de déterminer les conditions d’agrégation du 

colloïde d’argent. Plusieurs lots de colloïde isotonique (la solution mère est diluée au 1/3 dans 

l’eau distillée) à pH 7,2 sont agrégés par les sels NaClO4, MgSO4, ou NaCl ([sel]final = 0,06 

M) et mélangé à 10-8 M MTX. NaCl permet d’obtenir la meilleure amplification Raman de 

MTX, et montre des conditions d’agrégation du colloïde plus reproductibles. Pour la suite des 

expériences, l’agrégation de l’hydrosol d’argent se fera avec ce sel.   
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6.3.1. Par micro-spectroscopie SERS 

Pour les manipulations en micro-SERS, les souches cellulaire sont incubées avec 2 

µM MTX pendant 1 h à 37°C sous atmosphère humide enrichie avec 5 % CO2, puis lavées 

deux fois par du milieu RPMI 1640 (Gibco, UK) sans MTX et non–fluorescent. Chaque 

lignée est mélangée avec 500 µL de colloïde d’argent isotonique pré-agrégés (pH 7,2) pour 

l’analyse par micro-SERS. Les particules de colloïde agrégées et les cellules sont visualisées 

grâce à une caméra vidéo noir et blanc. Des agrégats stables au niveau de la surface des 

cellules sont irradiés un à un avec le faisceau lumineux. Chaque spectre de MTX est obtenu 

en focalisant l’impact du laser sur un grain de colloïde en contact avec la membrane 

cellulaire. Les spectres présentés sont représentatifs d’une série de cinq spectres 

reproductibles de cellules traitées par MTX. Dans chaque condition expérimentale, les 

cellules seules ne montrent aucune contribution spectrale. Un contrôle avec 10-9 M MTX en 

solution est effectué en focalisant l’impact du laser sur un grain de colloïde en contact avec le 

fond de la boîte de pétri. 

 

6.3.2. Par macro-spectroscopie SERS 

Chaque type cellulaire est traité avec 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C sous atmosphère 

humide enrichie avec 5 % CO2. Puis les cellules sont trypsinées (100 µL de trypsine ; 

Trypsine/EDTA (1×) dans une solution saline équilibrée de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni 

Mg2+ ; Gibco, UK) et lavées deux fois par du milieu RPMI 1640 (Gibco, UK) sans MTX et 

non–fluorescent (3 min à 1000 tours/min). Chaque population de cellules est reprise dans 50 

µL de colloïde isotonique pré-agrégés (pH 7,2) pour l’analyse par macro-SERS. Après chaque 

manipulation, la viabilité des cellules analysées avec l’hydrosol d’argent est évaluée par la 

méthode d’exclusion au bleu trypan 0,4 % (Sigma, France). La mort cellulaire est estimée à 

moins de 0,5 %.  

Pour déterminer l’effet de fluidifiants, chaque type cellulaire est incubé avec 10 mM 

AB ou 10 mM CHCl3 pendant 10 min à 37°C sous atmosphère humide enrichie avec 5 % 

CO2. Puis les cellules sont traitées par 2µM MTX pendant 1 h à 37°C sous atmosphère 

humide enrichie avec 5 % CO2, trypsinées (Trypsine/EDTA (1×) dans une solution saline 

équilibrée de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni Mg2+ ; Gibco, UK) et lavées deux fois dans du 

milieu RPMI 1640 à 4°C (Gibco, UK) sans MTX non fluorescent. Pour chaque étape de 

l’analyse, un contrôle avec 10-9 M MTX permet de vérifier le fonctionnement correct de 
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l’appareillage et la réactivité optimale du colloïde agrégé. Chaque spectre présenté est le 

spectre moyen de 106 cellules traitées par MTX, acquis selon 20 accumulations de 3 secondes 

chacune et chaque spectre est représentatif d’une série de trois spectres reproductibles de trois 

lots cellulaires différents. Pour les figures 35, 36 et 39, chaque valeur reportée (u.a.) 

correspond à l’intensité intégrée des spectres SERS entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1. La 

significativité de chaque résultat est déterminée selon un test t de Student avec p < 0,01. 

 

7. La microscopie confocale à épifluorescence 

7.1. Instrumentation 

Un microscope MRC-1024 (BioRad, Hemel hemsyead, Royaume-Uni) est utilisé pour 

l’acquisition d’images selon des segments optiques donnés. Les détails du trajet optique sont 

présentés sur la figure 20. Le principe de confocalité sur lequel repose le gain en  résolution 

sera plus détaillé avec les spectromètres confocaux.  

 

Le microscope confocal possède de nombreux avantages par rapport à la microscopie 

conventionnelle. Tout d'abord la faible profondeur de champ du microscope permet d'obtenir 

une image d'un plan focal (coupe optique) avec une définition bien supérieure au microscope 

conventionnel et par conséquence le bruit de fluorescence continu est pratiquement éliminé. Il 

en résulte une très bonne sensibilité de détection, une augmentation du contraste et une clarté 

des images. Un autre avantage du microscope confocal est l’obtention de coupes optiques 

dans les plans X, Y mais également suivant un plan parallèle à l'axe optique (plan X, Z) qui 

peuvent faire l'objet de reconstructions tridimensionnelles. Ces coupes optiques n'affectent en 

rien l'intégrité de l'échantillon biologique contrairement aux coupes physiques nécessaires en 

microscopie photonique et électronique. En outre, l'acquisition numérisée des images permet 

d'accroître les possibilités d'analyse et de quantification sur une station de traitement d'images. 
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Figure 20. Détails du trajet optique du microscope MRC-1024 (BioRad, Hemel hemsyead, UK). 
 

 

 

 50



MATERIEL ET METHODES 

7.1.1. Source lumineuse 

L’un des principes de base du microscope confocal est d’illuminer l’échantillon avec 

une source monochromatique fortement convergente, ce qui permet d’avoir une meilleure 

focalisation et une irradiation plus efficace. Le microscope confocal MRC-1024 est équipé de 

deux lasers : un laser Argon ionisé d’une puissance totale de 100 mW générant les raies 488 

nm et 514 nm (36,6 mW et 24,5 mW respectivement) et la raies 457 nm (5,4 mW) ; un laser 

Krypton/Argon d’une puissance totale de 15 mW produisant les raies 488 nm et 568 nm (2,2 

mW chacune) et une raie à 647 nm (3,2 mW). Le faisceau laser est focalisé en un point 

d’environ 0,3 µm de diamètre (en fonction de l’objectif) dans le plan de mise au point.  

 

7.1.2. Le balayage du faisceau laser 

Le déplacement du faisceau laser sur l’échantillon est généré par un système de 

balayage à l’aide de deux miroirs galvanométriques disposés perpendiculairement l’un par 

rapport à l’autre. La conjugaison des oscillations en X et Y amène le faisceau laser à balayer 

l’objet selon une ligne en X puis, après un déplacement d’une certaine valeur en Y, à balayer 

une nouvelle ligne en X. Dans le microscope MRX-1024, une image peut être constituée 

jusqu’à  1024 lignes et de 1024 colonnes. 

 

7.1.3. La détection 

Le détecteur est composé de 3 photomultiplicateurs (PMT). Un PMT transforme un 

flux de photons en courant électrique. Le voltage est fonction de ce flux de photons. Dans ce 

système, les photons sont captés par une cathode dont ils éjectent des électrons lors de leur 

impact. Ces électrons sont ensuite attirés en cascade par plusieurs anodes. Le gain final est de 

106. 

Les photons sont comptés et cumulés durant le temps d’acquisition. Lors de la 

numérisation d’une image, il y a alternance régulière de périodes d’acquisition et de non 

acquisition. La valeur du voltage est numérisée puis classée dans l’un des 256 niveaux de gris 

que peut présenter l’image. Chaque point de l’image caractérisé par son intensité de 

fluorescence est un pixel. La juxtaposition de toutes les valeurs numérisées pour chaque pixel 

permet de reconstituer une image. Ces images seront gérées par le logiciel LaserSharp 

Version 2.1T (BioRad software, UK) puis traitées ensuite par le logiciel Confocal Assistant.  
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7.1.4. Les filtres 

Le choix des filtres est crucial pour obtenir un signal de fluorescence. On conjugue un 

filtre d’excitation et un autre d’émission de façon à visualiser jusqu’à trois fluorescences 

simultanément. Analogues dans leurs propriétés à ceux utilisés en spectroscopie, ces filtres 

peuvent être des passe-bandes, des passe-hauts, des passe-bas, ou des filtres dichroïques 

(figure 21 et tableau 2).  

 

 

 

Lumière 
transmise 

Lumière 
transmise 

 Filtre passe-bande 680 nm  Filtre passe-bas 575 nm
 

<575 nm 664-696 nm 

Lumière 
transmise 

Lumière 
transmise 

Filtre passe-haut 520 nm  Filtre dichroïque 510 LP 

Lumière >510 nm 
>520 nm 

 
Figure 21. Exemple de filtres utilisés en microscopie et spectroscopie de fluorescence. 
 
Tableau 2. Récapitulatif des différents filtres d’excitation et d’émission disponibles pour le microscope 
confocal MRC-1024. 

Filtres d’excitation 
Nom Type Caractéristiques Filtre d’émission 

A1 
T1 

VHS 
B1 

527 LP 
Trichroïques 

510 LP 

Réfléchit 488 et 514 nm 
Réfléchit 488, 568 et 647 nm 

Réfléchit 457 et 488 nm 
Réfléchit tout à 20 % 

A2 
T2 
A2 
B2 
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Lors de marquages multiples, les filtres d’émission ne permettent pas toujours de bien 

séparer des fluorescences proches, aussi chaque PMT est précédé de filtres dont les bandes 

passantes sont également plus restreintes (tableau 3). 

 

Tableau 3. Filtres caractéristiques de chaque photomultiplicateur. 
Filtres caractéristiques de chaque photomultiplicateur 

Photomultiplicateurs Type Bandes passantes 
PMT 1 
PMT 2 
PMT 3 

680 DF 32 
522 DF 35 

OG 515 ou 515 LP 
525 EFLP 
605 DF 32 

664 – 696 nm 
505 – 539 nm 
664 – 696 nm 
525 – 640 nm 
599 – 621 nm 

 

7.1.5. La résolution des images 

La résolution théorique d’un microscope confocal est supérieure à celle d’un 

microscope conventionnel, soit r = 0,46 λ / N.A au lieu de r = 0,61 λ / N.A. Ceci représente 

un gain de 25 % (pour λ = 550 nm et N.A = 1,4 ; la résolution théorique passe de 0,23 µm à 

0,18 µm). De même, la résolution axiale selon l’axe z est améliorée. 

 

7.1.6. Le rôle de l’iris 

Un microscope confocal utilise un détecteur ponctuel. Devant ce détecteur se trouve 

un diaphragme (iris) de diamètre ajustable (7 à 0,6 mm). Son degré d’ouverture permet 

d’optimiser : 

 La profondeur de champ : 0,7 µm, 0,35 µm et 0,3 µm pour les diamètres d’iris 

respectifs de 3 mm, 1 mm et 0,6 mm 

 L’intensité du signal : plus l’iris est petit, plus la quantité de lumière parvenant 

au détecteur est faible 

 Le rapport signal/bruit : le bruit de fond lié à la diffusion de la lumière diminue 

plus le diaphragme est fermé. 

 

 

 

 53



MATERIEL ET METHODES 

7.2. Localisation de l’émission de fluorescence de la 

mitoxantrone 

Pour la localisation des grains de colloïde, les expériences sont effectuées avec un 

laser Kr+/Ar+ dont la longueur d’onde d’excitation est soit 568 nm pour les images de MTX 

en fluorescence soit 488 nm pour les images du colloïde en réflexion. L’émission de la 

fluorescence de MTX est enregistrée au travers d’un filtre passe-bande à 680 nm, et la 

réflexion des grains de colloïde au travers d’un filtre bleu en position réflexion. Chaque image 

de 512 × 512 pixels de 0,1 µm² chacun est acquise selon un filtrage de type Kalman afin de 

réduire le bruit de fond (3 accumulations). Une première image est enregistrée en mode 

fluorescence pour localiser l’émission de fluorescence de MTX (les grains de colloïde sont 

également visibles en raison d’une diffusion importante du rayonnement du laser sur les 

particules). Une seconde image est enregistrée en mode réflexion pour localiser 

exclusivement les grains de colloïde. La superposition de ces deux images est réalisée grâce 

au logiciel Confocal Assistant. 

 

Pour observer l’effet de fluidifiants sur la distribution de MTX, les cellules HCT-116 

R et S sont pré-incubées avec 10 mM AB ou 10 mM CHCl3 pendant 10 min à 37°C, puis 

traitées par 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C sous atmosphère humide enrichie de 5 % CO2. 

Pour les modulateurs des ABC transporteurs VPL et CsA, les lignées cellulaires sont traitées 

par 5 µM MTX et 3 µM VPL ou CsA pendant 1 h à 37°C sous atmosphère humide enrichie 

de 5 % CO2. Pour l’inhibiteur FTC, les cellules sont incubées avec 5 µM FTC pendant 2 h à 

37°C sous atmosphère humide enrichie de 5 % CO2 et 5 µM MTX sont ajoutés la dernière 

heure d’incubation. Les cellules sont observées après leur lavage dans un milieu RPMI 

(Gibco, UK) à 4°C sans MTX et non fluorescent. Pour chaque expérience, la longueur d’onde 

de la source lumineuse (laser Kr+/Ar+) est de 568 nm. L’émission de la fluorescence de MTX 

est enregistrée au travers d’un filtre passe-bande à 680 nm. Chaque image de 512 × 512 pixels 

de 0,1 µm² chacun est acquise selon un filtrage de type Kalman afin de réduire le bruit de 

fond (3 balayages laser). 
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7.3. Transfert d’énergie de la sonde vers la mitoxantrone 

La diffusion de MTX au travers de la membrane plasmique est observée indirectement 

par l’atténuation de la fluorescence de la sonde 4Di-10ASP. La longueur d’onde d’excitation 

de la sonde (laser Ar+) est de 488 nm et l’émission de la fluorescence est enregistrée au 

travers d’un filtre passe-haut à 515 nm. Chaque type cellulaire est incubée avec 4 µM 4Di-

10ASP pendant 30 min à 37°C sous atmosphère humide enrichie de 5 % CO2, puis lavé deux 

fois dans du milieu RPMI 1640 (Sigma, USA) avant leur observation dans une chambre 

thermostatée à 37°C. Une première image est enregistrée au temps initial permettant de 

localiser l’émission de fluorescence de la sonde. 10 µM MTX sont ajoutés et une seconde 

image est enregistrée après 15 secondes.  

Il est possible de mesurer le transfert d’énergie de 4Di-10ASP (donneur d’énergie) 

vers MTX (accepteur d’énergie) en comparant l’atténuation de la fluorescence avec 

l’émission initiale de la sonde. Grâce au logiciel LabSpec, l’efficacité d’atténuation de la 

fluorescence de la sonde par MTX (EA) est calculée en chacun des points de l’image, et 

correspond à l’équation suivante : 

 

Equation :     ( )
( )iF
iFEA
′

−=1  

 

Où F(i) correspond à l’intensité de fluorescence de la sonde au point i de l’image avant l’ajout 

de MTX, et F’(i) l’intensité de fluorescence de la sonde après le transfert d’énergie vers MTX 

au point i correspondant. Cette équation suppose que la sonde est distribuée de manière 

homogène et que cette distribution reste identique après l’ajout de MTX. De plus, la 

localisation du transfert d’énergie de la sonde vers le médicament suppose également que les 

cellules soient parfaitement immobiles avant et après l’ajout de MTX. Plusieurs ajouts d’un 

volume de tampon phosphate (PBS) ont montré d’une part un photoblanchiment négligeable 

et d’autre part aucun changement de position des cellules entre t = 0 et 15 sec.  
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8. La spectrofluorimétrie 

8.1. Instrumentation 

Un spectrofluorimètre Shimadzu RF5000 (Shimadzu, Japon) a permis de réaliser des 

études macroscopiques (solution et cellules en suspension marquées par une sonde 

fluorescente). Le principe du Shimadzu RF5000 est détaillé sur la figure 22. 

 

 

Fentes 
d’excitation

Fentes 
d’émission

Suspension cellulaire marquée 
avec la sonde 4Di-10ASP

Monochromateur et détecteur

90°

Analyse de spectres
Issus de la sonde

Faisceau 
d’excitation

(470 nm)

Fentes 
d’excitation

Fentes 
d’émission

Suspension cellulaire marquée 
avec la sonde 4Di-10ASP

Monochromateur et détecteur

90°90°

Analyse de spectres
Issus de la sonde

Faisceau 
d’excitation

(470 nm)

 
Figure 22. Principe du spectrofluorimètre Shimadzu RF5000. 

 

Les échantillons (500 µL) sont placés dans une cuve profilée en quartz sur le trajet 

d’un faisceau d’excitation (lampe au Xénon). L’émission de fluorescence est collectée à 90° 

du faisceau incident. La résolution spectrale dépend alors de l’ouverture des fentes d’entrée 

(excitation) et de sortie (émission) : celle-ci varient de 1,5 à 20 nm. Si les fentes sont moins 

ouvertes, la résolution spectrale sera meilleure mais l’intensité de la fluorescence collectée 

sera faible. Il convient donc de trouver un compromis en tenant compte du rendement 

quantique de la sonde et du photoblanchiment. 
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8.2. Mesure de l’intégration membranaire de la mitoxantrone par 

transfert d’énergie 

8.2.1. Protocole expérimental 

La diffusion de MTX (accepteur d’énergie) au travers de la membrane plasmique des 

cellules HCT-116 R et S est mesurée à partir de l’atténuation de la fluorescence de la sonde 

membranaire 4Di-10ASP (donneur d’énergie). Une première série de manipulations a 

déterminé un marquage optimal des cellules par 4 µM 4Di-10ASP afin d’observer une 

intensité constante de la fluorescence de la sonde au cours du temps. 

Chaque type cellulaire est incubé avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min à 37°C sous 

atmosphère humide enrichie avec 5 % CO2. Pour déterminer l’effet de fluidifiants, les lignées 

sont pré-incubées avec 10 mM AB pendant 10 min à 37°C, puis les cellules sont incubées 

avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min à 37°C sous atmosphère humide enrichie avec 5 % 

CO2. Les cellules sont trypsinées (100 µL de trypsine, Trypsine/EDTA (1×) dans une solution 

saline équilibrées de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni Mg2+ ; Gibco, UK) et lavées deux fois dans 

du PBS (Gibco, UK) à 37°C. La longueur d’onde d’excitation de 4Di-10ASP est de 470 nm et 

l’émission de la fluorescence est continuellement enregistrée à 550 nm à 37°C avec un 

échantillonnage de la fluorescence émise toutes les 0,5 secondes. 10 µM MTX sont ajoutés 

aux cellules en suspension dans du PBS (Gibco, UK) (temps t = 0) pendant l’enregistrement 

de l’intensité de fluorescence de la sonde. Pour évaluer l’influence de la température, les 

cellules sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min à 37°C sous atmosphère 

humide enrichie avec 5 % CO2, puis les cellules sont trypsinées (100 µL trypsine, 

Trypsine/EDTA (1×) dans une solution saline équilibrées de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni 

Mg2+ ; Gibco, UK), lavées deux fois dans du PBS (Gibco, UK). L’émission de la fluorescence 

est continuellement enregistrée à 550 nm à 4°C dans les mêmes conditions expérimentales. 

 

Pour déterminer l’effet de modulateurs protéiques, les deux souches cellulaires sont 

incubées avec 3 µM VPL ou 3 µM CsA pendant 1 h, ou 5 µM FTC pendant 2 h à 37°C, et      

4 µM 4Di-10ASP sont ajoutés pendant la dernière demi-heure d’incubation à 37°C sous 

atmosphère humide enrichie avec 5 % CO2. Les cellules sont trypsinées (100 µL de trypsine, 

Trypsine/EDTA (1×) dans une solution saline équilibrées de Hanks (HBSS) sans Ca2+ ni 

Mg2+ ; Gibco, UK) et lavées deux fois dans du PBS (Gibco, UK) à 37°C. L’émission de la 

fluorescence est continuellement enregistrée à 550 nm à 37°C dans les mêmes conditions 
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expérimentales. 10 µM MTX sont ajoutés aux cellules en suspension dans du PBS (Gibco, 

UK) au temps 0 pendant l’enregistrement de l’intensité de fluorescence de la sonde. 

 

8.2.2. Calcul des efficacités d’atténuation de la fluorescence de la 
sonde par la mitoxantrone 

Si on considère un donneur (D) et un accepteur (A) d’énergie, séparés par une distance 

fixe R, le taux de transfert d’énergie entre les deux composés respecte l’équation suivante : 

 

ν
ν

νεν
τπ
φκ dF

NRn
k AD

D

D
T ∫

∞
=

0 4645

)()(
128

²)10(ln9000  

soit  (sec2346 1071,8)²..( ××= −−
DT nJRk λκ -1) 

Où φD est le rendement quantique du donneur en absence d’accepteur, n est la viscosité du 

milieu, N est le nombre d’Avogadro, R la distance entre le donneur et l’accepteur, τD est la 

durée de vie du donneur en absence de l’accepteur, FD (ν ) est l’intensité de fluorescence 

corrigée du donneur en nombre d’onde entre ν  et ν  + dν  avec FD qui a une intensité totale 

normalisée à une unité, εA(ν ) est le coefficient d’extinction de l’accepteur à υ, et λD le taux 

d’émission du donneur. κ² est le facteur décrivant l’orientation relative des dipôles de 

transition du donneur et de l’accepteur, et on assume généralement que la valeur de κ² vaut 

2/3.  

J est l’intégrale de recouvrement entre le spectre d’émission du donneur et le spectre 

d’absorption l’accepteur, et défini par l’équation (1.1) : 

Equation 1.1 :         [M∫
∞

=
0

4)()( λλλελ dFJ AD
-1.cm3] 

L’efficacité du transfert d’énergie du donneur vers l’accepteur est donnée par la 

relation proposée par Förster : 

( )66
0

6
0

RR
RE
+

=  

Où R0 est la distance à laquelle l’efficacité est de 50 %, et R la distance actuelle entre le 

donneur et l’accepteur d’énergie. 

La distance R0 est définie par l’équation suivante (1.2) : 

Equation 1.2 :             [Å] 6/143
0 )²(1079,9 JnR Dφκ −×=

Avec : n = 1,33 et φD = 0,22 
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L’émission de fluorescence de la sonde 4Di-10ASP incorporée dans la membrane 

plasmique est atténuée par l’ajout de MTX de manière dose dépendante. Le calcul de 

l’efficacité totale de transfert d’énergie de la sonde vers MTX par spectrofluorimétrie est 

obtenu selon l’équation (2) :  

Equation (2)     
0

1
F
FE −=  

Où F0 correspond à l’intensité de fluorescence de la sonde avant l’ajout de MTX, et F 

l’intensité de fluorescence de la sonde après le transfert d’énergie vers MTX. 

 

La diffusion de MTX au travers de la membrane plasmique peut être décrit comme 

une phase rapide de l’atténuation de fluorescence de la sonde correspondant à une intégration 

instantanée de la molécule anticancéreuse dans le feuillet externe, suivie par une phase lente 

correspondant à un basculement de MTX dans le feuillet interne de la membrane plasmique. 

Une phase stationnaire montre qu’un équilibre des échanges avec le cytoplasme est atteint.   

Une cinétique biexponentielle décrit les étapes de la diffusion de MTX au travers de la 

membrane plasmique selon l’équation suivante : 

 

Equation (3.1)    F(t) = Fa.e-at + Fb.e-bt + Fc 

 

Où t est le temps, F(t) l’intensité de fluorescence de 4Di-10ASP au temps t, Fa, Fb et Fc 

l’intensité de fluorescence de 4Di-10ASP à l’instant initial des phases rapides, lentes et 

stationnaire, et (a, b) des constantes respectivement pour les phases rapides et lentes de 

l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP. 

 

Si t tend vers l’infini : 

Equation (3.2)          F(t) = Fc 

 

Si t élevé, le membre Fa.e-at tend vers 0. On a alors : 

Equation (3.3)                                               (F(t) – Fc) = Fb.e-bt
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La fonction logarithmique permet de déterminer graphiquement Fb : 

 

Equation (3.4)     ln (F(t) – Fc) = ln (Fb.e-bt) 

     ⇒ ln (F(t) – Fc) = – bt + ln Fb  

Où b représente la pente de la droite de régression au cours de la phase lente de l’atténuation 

et ln Fb l’ordonné à l’origine de la droite de régression. Fb est alors déterminé graphiquement. 

 

Une décomposition du transport de MTX a permis de calculer les variations des atténuations 

de fluorescence de la sonde au cours des phases rapides et lentes : 

 

Equation (4) :     ∆IFT = ∆IFR + ∆IFL  

avec  ∆IFT = F0 – Fc  et ∆IFL = Fb – Fc

Où ∆IFT représente la variation totale de l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP après 

l’ajout de MTX, ∆IFR et ∆IFL la variation de l’intensité de fluorescence respectivement au 

cours des cinétiques rapides et lentes, et F0 correspond à l’intensité initiale de la sonde avant 

l’ajout de MTX. A partir de l’équation (3.4), la variation de l’intensité de fluorescence de la 

sonde au cours de la cinétique rapide est calculée : 

 

Equation (5) :    ∆IFR = ∆IFT − ∆IFL  

 

D’où les efficacités d’atténuation respectives des cinétiques rapides et lentes : 

 

Equation (6) :   
0F

IFE R
R

∆
=    et  

0F
IFE L

L
∆

=  
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8.2.3. Calcul des temps de décroissance de la fluorescence de la 
sonde 

A partir de l’équation (4), les temps de décroissance de la fluorescence de la sonde au 

cours des cinétiques rapides et lentes ont été déterminés selon l’équation suivante :  

 

Equation (8) :     
k

t 2ln
2/1 =  

 

Où le temps de décroissance t1/2 correspond au temps nécessaire pour atteindre la moitié de 

l’intensité de fluorescence de référence de la sonde, et k la pente de la droite de régression de 

l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP au cours des phases rapides (dans ce cas k = a) 

et lentes (dans ce cas k = b) de l’atténuation. 

 

9. La microspectrofluorimétrie confocale par balayage laser 

9.1. Instrumentation 

Les techniques de spectroscopies optiques permettent d’obtenir des informations 

spectrochimiques sur des échantillons à l’état solide, liquide ou gazeux. Elles reposent sur 

l’étude des interactions photons/matières. Lors d’études sur la cellule vivante, les méthodes 

d’analyses et d’imageries dynamiques font toutes appel à des techniques de visualisation qui 

mettent en œuvre le phénomène d’émission de fluorescence. 

Le microspectrofluorimètre M51 (Dilor/Jobin-Yvon/Horriba, Lille, France) est basé sur 

le couplage optique entre un microscope et un spectromètre dont le principe est détaillé dans 

la figure 23.  
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Filtre
passe-haut
Filtre

passe-haut

 
Figure 23. Principe du microspectrofluorimètre. 
 

Ce système permet d’obtenir des spectres d’émission de fluorescence issus de micro 

volumes (solutions, cellules vivantes). L’objectif focalise le faisceau laser sur l’échantillon et 

collecte la fluorescence émise. Une optique de couplage permet de projeter l’émission de 

fluorescence sur la fente d’entrée du spectrographe stigmatique. Puis la lumière émise est 

dispersée par le réseau de 300 traits/mm suivi de l’analyse du signal par un détecteur CCD. 

Remarquons qu’avant toute utilisation, on vérifie le bon étalonnage et le fonctionnement du 

microspectrofluorimètre à partir d’une solution de fluorescéine 1 mM de référence. 

 

9.1.1. Confocalité 

Un des avantages de cet appareillage réside dans sa confocalité, permettant ainsi la 

mesure sélective de signaux de fluorescence émanant de micro-volumes dans un plan XY. La 

discrimination entre les sections optiques est assurée par un diaphragme à ouverture variable 

(ou trou focal) de 50 à 1000 µm, placé dans le plan focal image de l’objet (figure 24). 
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Figure 24. Principe de la confocalité. 
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9.1.2. Excitation laser 

Un laser argon ionisé (Series 2000, Spectra-Physics, UK) génère une principale raie 

monochromatique vers 514 nm (3 W en sortie laser). Bien que la radiation de sortie du laser 

soit monochromatique, il persiste des petites raies parasites proches de l’excitatrice, c’est 

pourquoi on ajoute un filtre interférentiel avant l’entrée du faisceau dans le 

spectrofluorimètre. 

 

9.1.3. Elimination de la raie excitatrice 

La superposition des trajets optiques du rayon excitateur et de l’émission de 

fluorescence a pour conséquence de collecter une quantité très importante de lumière réfléchie 

et diffusée par l’échantillon (diffusion Rayleigh). C’est pourquoi un filtre passe-haut (λ/2 = 

525 nm) est positionné sur le trajet de l’émission de fluorescence pour diminuer l’intensité du 

rayonnement de l’excitatrice d’un facteur de 1012. 

 

9.1.4. Le système dispersif 

Le système dispersif est un spectrographe stigmatique. La dispersion est assurée par 

un réseau de 300 traits/mm qui permet l’analyse d’un domaine spectral de 250 nm. 

 

9.1.5. Le détecteur 

L’émission de fluorescence est analysée par un détecteur CCD bi-dimentionnel 

(Wright, Stonehouse, Royaume-Uni) de 1200 × 300 pixels. Il est refroidit par effet Peltier. 

L’acquisition des spectres de fluorescence s’effectue de la façon suivante : le signal mesuré en 

absence de l’excitation laser est déduit du signal mesuré pendant l’irradiation de l’échantillon. 

Afin d’augmenter le rapport signal/bruit d’un facteur √n, la séquence d’excitation/absence 

d’excitation est répétée n fois.  
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9.1.6. Mode d’acquisition par point des spectres d’émission de 
fluorescence 

Le mode d’acquisition effectué dans cette étude est l’acquisition ponctuelle qui 

consiste à analyser un ou plusieurs points d’une solution, d’une même cellule ou de plusieurs 

cellules de façon manuelle ou automatisée. Pour ce dernier cas, une platine micrométrique 

(Märzhäuser, modèle MCL-2, pas de 0,1 µm) contrôlée par ordinateur, assure le déplacement 

de l’échantillon selon les points préprogrammés dans le champs optique de l’objectif, 

permettant ainsi une acquisition rapide. Lorsque chaque point sélectionné a été analysé, le 

système a effectué un cycle d’acquisition et peut recommencer ce cycle automatiquement le 

nombre de fois désiré. Cette répétition d’acquisition en chaque point permet aussi de réaliser 

des cinétiques temporelles. 

 

9.2. Acquisition des spectres de fluorescence de la 

mitoxantrone cellulaire 

Chaque type cellulaire est incubé avec 10 µM MTX de 10 sec à 60 min à 37°C sous 

atmosphère humide enrichie en CO2. Pour déterminer l’effet de fluidifiants, les cellules sont 

pré-incubées avec 10 mM AB pendant 10 min à 37°C puis traitées par 10 µM MTX de 10 sec 

à 60 min à 37°C. Pour déterminer l’effet de la température, chaque type cellulaire est traité 

par 10 µM MTX de 10 sec à 60 min à 4°C. Les cellules sont ensuite lavées deux fois par du 

PBS (Gibco, UK) à 4°C avant leur observation. Pour chaque préparation, 15 différents 

spectres de MTX sont enregistrés au niveau de jonctions membranaires selon un mode 

d’acquisition par point (1 accumulation d’une seconde, 150 mW sur l’échantillon). Pour la 

figure 51, chaque valeur reportée correspond à la surface intégrée entre 665 nm et 725 nm de 

l’intensité des 15 spectres de fluorescence. Les profils des spectres de MTX cellulaire ont 

également été comparés à des spectres de 10 µM MTX dans un solvant aqueux (eau distillée) 

ou dans le méthanol (Sigma, USA, MMCH3OH = 32,04). 
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1. Mise en évidence de l’intégration membranaire de la 
mitoxantrone 

La spectroscopie SERS et le transfert d’énergie permettront une étude des modes 

d’intégration de la mitoxantrone (MTX) dans la membrane plasmique de cellules sensibles 

(HCT-116 S) et résistantes de type BCRP/MXR (HCT-116 R). Le développement d’une 

résistance cellulaire envers des molécules anticancéreuses semble impliquer une perméabilité 

membranaire différente entre les cellules sensibles et résistantes, suggérant des modifications 

de la structure de la membrane. Une des conséquences pourrait être une interaction différente 

de MTX avec la membrane plasmique qui apparaît comme une barrière dynamique régulant 

les transferts moléculaires.  

On peut rappeler que la spectroscopie SERS permet une analyse d’un composé avec 

une sélectivité spatiale restreinte à la surface de la membrane plasmique. En effet, l’exaltation 

de l’effet Raman de la molécule analysée n’est possible qu’au contact de particules 

colloïdales. Par conséquent, la spectroscopie SERS semble bien adaptée pour étudier le(s) 

mode(s) d’interaction mais également l’accessibilité de MTX au niveau du 

microenvironnement membranaire. 

D’autre part, les détails de l’interaction de MTX avec la membrane plasmique sont 

cruciaux pour la compréhension de sa cinétique de diffusion. Le transfert d’énergie constitue 

une méthode privilégiée pour étudier la diffusion de MTX au travers de la membrane 

plasmique. Les cinétiques de diffusion de MTX au travers de la membrane plasmique seront 

déterminées selon l’atténuation de la fluorescence de la sonde 4Di-10ASP (donneur 

d’énergie) par la molécule anticancéreuse. 
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Figure 25. Spectres SERS de la mitoxantrone (MTX) en solution.  
(1) agrégation du colloïde avec NaCl ; (2) agrégation du colloïde avec NaClO4.  
Conditions expérimentales : [MTX] = 10-9 M ; la suspension mère du colloïde est diluée à 70 % dans de 
l’eau distillée puis agrégé par un sel ([sel]final = 0,1 M) ; puissance laser (785 nm) P  = 20 mW ; moyenne de 
3 spectres d’1 seconde chacun. 
 
 
Tableau 4. Positions des principales bandes de MTX et leur attribution au type de liaisons caractérisé par 
leur mode de vibration. ν : élongation ; δ : déformation ; θ : rotation. 
 

Position des bandes (cm-1) Attribution du type de liaison 

350 
431 
475 
517 
815 
992 
1102 
1177 
1306 
1350 
1444 
1492 

1645 

δ (C-C) 
Dilatation C-C-C 

δ (C-C) 
δ (C-C) 

« respiration » du noyau 
« respiration » du noyau 

ν (C-C) 
θ (CH2) 

ν (C-C) et θ (CH2) 
δ (C-H) 

étirement du noyau 
étirement du noyau 

ν (C=C) 
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Figure 26. Analyse de MTX en solution par spectroscopie SERS.  
Insert : gamme étalon de 10-10 M à 10-7 M  MTX révélant une saturation des sites d’adsorption du colloïde 
pour une concentration de MTX supérieure à 10-8 M.  
Conditions expérimentales : [MTX] = de 10-10 M à 10-8 M ; colloïde agrégé par NaCl (0,1 M) ;                     
λExc = 514 nm ; P  = 180 mW ; chaque valeur reportée correspond à l’intensité SERS intégrée entre 1250 
cm-1 et 1350cm-1 de 3 spectres de 20 accumulations d’1 seconde chacune.  
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1.1. Caractérisation de la mitoxantrone membranaire par la 

spectroscopie SERS  

1.1.1. Signature spectrale de la mitoxantrone 

Une première série de manipulations a été de mettre au point les conditions 

d’agrégation du colloïde. MTX est analysée à la concentration finale de  10-9 M en présence 

d’hydrosol d’argent isotonique (la solution mère est diluée au 1/3 dans l’eau distillée) à pH 

7,2. Le colloïde est agrégé soit par NaCl soit par NaClO4 ou soit MgSO4 tel que la 

concentration finale du sel soit de 0,1 M. La figure 25 présente le profil spectral de MTX. 

L’obtention des spectres est réalisée à 785 nm avec un laser titane/saphir. La meilleure 

exaltation de la diffusion SERS de MTX est observée avec NaCl. Pour la suite des 

expériences, l’agrégation de l’hydrosol d’argent se fera avec ce sel. Notons qu’aucune 

diffusion SERS de MTX n’a été obtenue avec un colloïde agrégé par le sel MgSO4.  

L’analyse du spectre SERS de MTX révèle que les principales bandes correspondent 

essentiellement au noyau 9,10-anthracènedione de la molécule en raison de ses propriétés de 

résonance. Les attributions des bandes de la molécule sont illustrées par le tableau 4. Il 

apparaît que la bande principale à 1306 cm-1 correspond à des élongations des liaisons C-C et 

des rotations des groupements H2C-CH2. 

 

1.1.2. Analyse semi-quantitative 

Une gamme de concentrations de MTX en solution aqueuse de 10-10 M à 10-7 M a été 

analysée afin d’établir une relation entre l’intensité SERS et la concentration de la molécule. 

Chaque mesure reportée correspond à l’intensité SERS intégrée (u.a.) entre 1250 cm-1 et 1350 

cm-1 (figure 26). Une forte corrélation entre l’intensité SERS et la concentration de MTX 

entre 10-10 M et 10-8 M a été calculée (r = 0,91). Cependant, des écarts importants ont été 

remarqués entre la droite de régression théorique et les données expérimentales. Pour 

exemple, l’intensité SERS intégrée expérimentale est de 11,2 u.a. pour 6.10-10 M MTX ; or 

selon la droite de régression, cette intensité SERS correspond à une concentration théorique 

de   4,2.10-10 M MTX, soit une erreur de 30 %. 

Par conséquent, la spectroscopie SERS peut être considérée comme une méthode 

semi-quantitative. Notons que pour des concentrations supérieures à 10-8 M MTX, la linéarité 

de la relation intensité SERS/concentration n’est plus respectée, ce qui est interprété comme 
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une saturation des sites d’adsorption des particules d’argent par MTX (insert dans la figure 

26). 

 

1.1.3. Localisation des grains de colloïde 

La localisation des grains de colloïde par rapport au contour membranaire a été 

réalisée par la microscopie confocale. Des cellules HCT-116 sont incubées avec 5 µM MTX 

pendant 1 h à 37°C puis lavées par du milieu RPMI non fluorescent. Le colloïde d’argent pré-

agrégé isotonique est ajouté aux cellules avant leur observation. Une première image est 

enregistrée en mode fluorescence sur laquelle une importante émission de fluorescence de 

MTX permet de localiser le contour membranaire (figure 27 A). Notons que les grains de 

colloïde sont également visibles en raison d’une diffusion importante du rayonnement du laser 

par les particules (figure 27 A, flèches blanches). Une seconde image est enregistrée en mode 

réflexion sur laquelle la diffusion de la lumière permet de localiser les grains de colloïde 

(figure 27 B). La superposition de ces deux images permet de montrer que les grains d’argent 

sont exclusivement localisés à une très grande proximité de la membrane plasmique (figure 

27 C). Cette proximité des particules colloïdales avec la bicouche phospholipidique pourrait 

permettre une amplification de la diffusion SERS de MTX au niveau des zones de contact 

entre les grains d’argent et la membrane plasmique des cellules. 

 

1.1.4. Signature spectrale de la mitoxantrone cellulaire 

Une analyse membranaire de MTX a été réalisée par micro-spectroscopie SERS 

(micro-SERS) en focalisant le faisceau laser sur un grain de colloïde en contact avec la 

membrane plasmique de cellules traitées. Les cellules HCT-116 S sont incubées avec 2 µM de 

MTX pendant 1 h à 37°C, lavées deux fois par du milieu RPMI à 4°C dépourvu de MTX. Le 

colloïde d’argent isotonique pré-agrégé est ajouté aux cellules avant leur analyse. Les spectres 

ont été normalisés sur la bande à 431 cm-1. Cette bande a été choisie puisque son profil reste 

invariable. 
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Figure 27. Imagerie confocale de cellules traitées par MTX en présence de grains de colloïde.  
L’image (C) est le résultat de deux images superposées : (A) émission de fluorescence de MTX ; (B) 
réflexion des grains de colloïde.  
Conditions expérimentales : les cellules HCT-116 sont traitées avec 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C avant 
l’ajout du colloïde isotonique pré-agrégé ; λExc = 568 nm et 488 nm respectivement pour les images (A) et 
(B). 
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Figure 28. Signature spectrale spécifique de MTX cellulaire.  
(A) et (B) présentent les deux zones du spectre SERS montrant des différences. Les spectres SERS de 
MTX adsorbé à la membrane (ligne continue) et de MTX en solution (ligne pointillée) sont normalisés sur 
la bande 431 cm-1.  
Conditions expérimentales : les cellules HCT-116 sensibles sont traitées par 2 µM MTX pendant 1 h à 
37°C ; λExc = 785 nm ; P = 20 µW ; moyenne de 3 spectres d’1 accumulation d’1 seconde ; pour les cellules, 
le rayonnement laser est focalisé sur un grain de colloïde en contact avec la membrane plasmique. 
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Des modifications significatives des bandes 467 cm-1, 475 cm-1 et 517 cm-1 sont 

remarquées sur le spectre de cellules incubées avec MTX (figure 28 A, ligne continue) en 

comparaison avec celui de MTX en solution (figure 28 A, ligne pointillée). De plus, un 

décalage spectral significatif de la bande 1306 cm-1 vers 1303 cm-1 a été déterminé pour le 

spectre membranaire de MTX (figure 28 B). Il est à noter que le profil spectral de cellules non 

traitées par MTX ne montre aucune contribution SERS des cellules (spectre non présenté). 

Cette méthode a permis de caractériser une signature spectrale différente de MTX 

membranaire par rapport à MTX en solution.  

L’analyse SERS d’une molécule repose sur un contact du composé avec la surface 

métallique « rugueuse ». La spectroscopie SERS rend alors compte d’une accessibilité de 

MTX par le colloïde d’argent. Une signature spectrale spécifique de MTX au contact de la 

membrane est interprétée comme une adsorption, ou une intégration partielle, du médicament 

avec la membrane plasmique. 

 

1.1.5. Origine cellulaire du signal 

L’analyse d’un système cellulaire par micro-SERS a révélé une importante variabilité 

des intensités SERS de MTX. Les profils des spectres sont très reproductibles. De plus, il a 

été observé que l’intensité SERS de MTX est d’autant plus importante que la taille des grains 

d’argent irradiés est grande. Dans le but d’éviter cette variabilité d’intensité, les expériences 

suivantes ont été réalisées par macro-spectroscopie SERS (macro-SERS) sur 106 cellules dans 

un micro-volume final de 50 µL de colloïde pré-agrégé. Ce spectromètre Raman est équipé 

d’un laser argon émettant à 514, 9 nm. Les profils des spectres de HCT-116 S traitées par 

MTX obtenus par macro- et micro-SERS ont été comparés. Les positions des principales 

bandes sont identiques. Cependant, un changement de la longueur d’onde d’excitation induit 

une modification des rapports d’intensité de certaines bandes, ce qui est interprété par des 

conditions de résonance différentes selon la longueur d’onde d’excitation. 

Afin d’identifier l’origine intracellulaire ou membranaire du signal SERS issue d’un 

système cellulaire, un micro-volume d’ADN double brin a été ajouté au milieu extracellulaire 

pour déplacer MTX de son environnement. Il a été décrit que la grande affinité de MTX pour 

l’ADN double brin aboutit à la formation d’un complexe. Dans ce complexe, la perte 

d’accessibilité de MTX par le colloïde a pour conséquence une atténuation (ou quenching) 

immédiate et total de la diffusion SERS du médicament (Nabiev et al., 1995). 
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Figure 29. Analyse SERS de MTX adsorbée à la membrane cellulaire. Spectres SERS de :  
(1) 5 nM MTX en solution ;  
(2) cellules traitées par 0,5 µM MTX ;  
(3) 5 nM MTX / 1 µM ADN double brin ;  
(4) cellules traitées par 0,5 µM MTX et ajout de 1 µM ADN extracellulaire.  
Conditions expérimentales : 106 cellules sont traitées par 0,5 µM MTX pendant 1 h à 37°C ; 1 µM du 
duplex ADN est ajouté avant le contact des cellules ou de MTX en solution avec le colloïde d’argent pré-
agrégé par NaCl (0,1 M) ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; moyenne de 3 spectres de 20 accumulations de 3 
secondes chacune. 
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Une première étape a été de vérifier cette extinction. 1 µM ADN double brin est ajouté 

à 5 nM MTX avant le contact avec le colloïde pré-agrégé (figure 29, spectres 1 et 3). Dans ces 

conditions, aucune diffusion SERS du complexe MTX/ADN est observée, caractéristique 

d’une intercalation de MTX dans la double hélice. Ces résultats permettent de valider que la 

perte de l’accessibilité du médicament par le colloïde a pour conséquence directe une 

extinction SERS de MTX.  

Pour l’analyse SERS de MTX cellulaire, 106 cellules HCT-116 S sont incubées avec 2 

µM MTX pendant 1 h à 37°C, lavées deux fois dans du milieu RPMI à 4°C. 1 µM d’ADN 

double brin est ajouté aux cellules avant le contact avec le colloïde pré-agrégé (figure 29, 

spectres 2 et 4). Une totale extinction de la diffusion SERS est observée lorsque l’ADN est 

ajouté aux cellules traitées par MTX. Ce résultat montre que le duplex ADN extracellulaire a 

déplacé MTX qui était partiellement intégrée sur la membrane. En conclusion, dans un 

système cellulaire, l’ensemble du signal SERS de MTX est d’origine exclusivement 

membranaire. 

 

En conclusion, la spectroscopie SERS se caractérise par sa très haute sensibilité 

d’analyse (jusqu’à 10-10 M en MTX) et sa très grande spécificité ce qui permet l’observation 

de bandes spectrales correspondant uniquement aux vibrations du chromophore. Basée sur 

une accessibilité de la molécule par le colloïde d’argent, cette technique apparaît comme une 

méthode sélective et bien adaptée à l’étude du médicament à l’échelle cellulaire. La 

remarquable exaltation SERS de MTX font de cette molécule un excellent modèle d’étude des 

interactions possibles entre le ligand et la membrane plasmique.  

 

1.2. Etude comparée du devenir de la mitoxantrone chez les 

cellules résistantes 

1.2.1. Résistance cellulaire à la mitoxantrone 

Effet cytostatique de la mitoxantrone chez les cellules HCT-116 

Les concentrations inhibitrices (CI50) de croissance de MTX pour les souches 

sensibles (HCT-116 S) et résistantes BCRP/MXR (HCT-116 R) ont été déterminées par un 

test de prolifération cellulaire. Basé sur la réduction des sels 3-(4,5-diMéthylThiazol-2-yl)-

2,5diphényl Tétrazolium (MTT) en cristaux de formazan, ce test rend compte d’une activité 

métabolique mitochondriale.  
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Figure 30. Activité cytostatique de MTX sur les cellules HCT-116 résistante R (courbe ■) et sensible S 
(courbe ▲).  
CI50 = 37 nM et 195 nM MTX respectivement pour HCT-116 S et R, soit un indice de résistance des HCT-
116 R de 5,3.  
Conditions expérimentales : 72 h de traitement par des concentrations croissantes de MTX ; réduction 
pendant 4 h à 37°C des sels MTT en cristaux de formazan ; solubilisation des cristaux de formazan dans 
du DMSO et lecture de l’absorbance à 540 nm ; moyenne de 8 mesures reproductibles. 
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Figure 31. Microscopie confocale de MTX chez HCT-116 S (A) et HCT-116 R (B).  
Une émission de MTX exclusivement autour de la membrane plasmique est observée chez les cellules 
résistantes (flèches blanches) tandis qu’une localisation cytoplasmique et nucléaire du médicament est 
observée chez les cellules sensibles.  
Conditions expérimentales : chaque type cellulaire est incubé avec 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C ;       
λExc = 568 nm. 
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Les deux souches ont été traitées selon une gamme de concentrations de MTX pendant 

72 h, puis 20 µL d’une solution MTT à 5 mg.mL-1 sont ajoutés aux cellules pendant 4 h à 

37°C. Les cristaux de formazan formés sont solubilisés avec du diméthylsulfoxide (DMSO) 

avant une lecture de l’absorbance à 540 nm de chaque lot cellulaire. Le pourcentage de survie 

cellulaire est calculé pour chaque dose de MTX ce qui permet de construire une courbe de 

réponse pour chaque souche (figure 30). Chaque valeur reportée est la moyenne de 8 mesures 

indépendantes. Les résultats montrent des CI50 de 37 nM et 195 nM respectivement pour 

HCT-116 S et R. Ce test de prolifération a permis de mettre en évidence un indice de 

résistance des HCT-116 R de 5,3 par rapport aux HCT-116 S. 

 

Fluorescence intracellulaire de la mitoxantrone 

La localisation intracellulaire de l’émission de la fluorescence de MTX a été réalisée 

par microscopie confocale à épifluorescence. HCT-116 S et R sont incubées avec 5 µM MTX 

pendant 1 h à 37°C puis lavées deux fois par du milieu RPMI à 4°C non fluorescent avant leur 

observation (figure 31). Une forte émission de fluorescence de MTX est observée au niveau 

du cytoplasme et du/des nucléole(s) chez HCT-116 S. Par contre, la distribution de la 

fluorescence de MTX chez HCT-116 R est essentiellement localisée au niveau de la 

membrane plasmique (flèches blanches). De plus, quelques organites intracellulaires montrent 

également une accumulation intracellulaire du médicament. Les cellules résistantes se 

caractérisent par une distribution intracellulaire très différente de MTX et par une plus faible 

accumulation du médicament. 

 

Analyse intracellulaire de la mitoxantrone 

Une quantification de MTX intracellulaire a été menée par la lecture de l’absorbance 

de la molécule issue de lysats cellulaires afin de caractériser des différences d’accumulation 

de MTX entre les deux lignées. Les cellules HCT-116 S et R sont traitées par 5 µM MTX 

pendant 1 h à 37°C, lavées dans du milieu RPMI à 4°C puis lysées dans un tampon Triton    

X-100 1 %. Le lysat est ensuite analysé par lecture d’absorbance à 622 nm et les 

concentrations intracellulaires de MTX déduites à partir d’une gamme étalon (figure 32). Les 

cellules HCT-116 S traitées se caractérisent par une accumulation intracellulaire de MTX plus 

importante d’un facteur 2,5 (soit 447 ± 67 pmol / 106 cellules) comparée à HCT-116 R (soit 

191 ± 28 pmol / 106 cellules).  
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Figure 32. Quantification de MTX intracellulaire chez HCT-116 R et S à 37°C ou à 4°C par la lecture de 
l’absorbance.  
Conditions expérimentales : chaque lignée est incubée avec 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C ou à 4°C puis 
lysée dans un tampon Triton X-100 1 % ; λAbs = 622 nm ; la concentration intracellulaire de MTX est 
calculée à partir d’une gamme étalon. 
(§, *) p < 0,01 par rapport à HCT-116 traitées à 37°C.  
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Une incubation des deux souches cellulaires avec MTX dans les mêmes conditions a 

été menée à 4°C afin d’inhiber les protéines à efflux BCRP et de rigidifier la bicouche 

phospholipidique. A 4°C, un même facteur de 2,5 de l’accumulation intracellulaire de MTX a 

été calculée entre les cellules résistantes (42 ± 6 pmol / 106 cellules) et sensibles (115 ± 17 

pmol / 106 cellules). Ces résultats suggèrent que la différence d’accumulation de MTX entre 

ces deux lignées cellulaires n’est pas exclusivement dépendante de la surexpression des 

protéines à efflux. 

 

1.2.2. Intensité SERS de la mitoxantrone chez la souche résistante 

La signature spectrale de MTX est caractéristique d’une intégration du médicament 

avec la membrane plasmique de cellules vivantes. L’étude comparative de souches cellulaires 

sensibles et résistantes par spectroscopie SERS pourrait apporter des éléments de réponse 

concernant le mode d’interaction du médicament avec la membrane plasmique de ces cellules. 

 

Mise en évidence 

Les intensités des spectres SERS de cellules HCT-116 S et R incubées avec MTX ont 

été comparées. Environ 106 cellules de chaque lignée ont été incubées avec 2 µM MTX 

pendant 1 h à 37°C, puis lavées deux fois dans du milieu RPMI à 4°C avant leur analyse 

(figure 33, spectres 1 et 2). Lorsque les profils spectraux sont comparés, aucune différence 

spectrale n’est observée. Par contre, les résultats révèlent une intensité SERS membranaire de 

MTX trois fois plus importante chez HCT-116 R en comparaison avec HCT-116 S. Le 

coefficient de variabilité de l’intensité SERS de la bande 1250-1350 cm-1 est de 30 % pour la 

souche sensible et de 17 % pour la souche résistante (n = 3). Ce résultat permet de conclure 

que la différence de diffusion SERS de MTX entre les cellules résistantes et sensibles est 

significative (test t de Student, p < 0,01). De plus, des mesures réalisées avec d’autres lots de 

colloïdes ont également montré des résultats équivalents entre les deux lignées cellulaires. 
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Figure 33. Analyse SERS de MTX adsorbé à la membrane plasmique de HCT-116 R et S.  
Spectres SERS de : (1) HCT-116 R traitées par MTX ;  
(2) HCT-116 S traitées par MTX ;  
(3) HCT-116 R traitées par MTX puis ajout d’ADN double brin extracellulaire. 
Conditions expérimentales : 106 cellules sont traitées par 0,5 µM MTX pendant 1 h à 37°C ; 1 µM du 
duplex ADN est ajouté avant le contact des cellules avec le colloïde d’argent isotonique pré-agrégé ;       
λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; moyenne de 3 spectres de 20 accumulations de 3 secondes chacune. 
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Figure 34. Analyse SERS de MTX adsorbé à la membrane plasmique de MCF7 R et S.  
Spectres SERS de : (1) MCF7 R traitées par MTX ;  
(2) MCF7 S traitées par MTX.  
Conditions expérimentales : 106 cellules sont traitées par 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C avant leur 
contact avec le colloïde isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; moyenne de 3 spectres de 20 
accumulations de 3 secondes chacune. 
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Un micro-volume d’ADN double brin a été ajouté au milieu extracellulaire des cellules HCT-

116 R traitées afin de vérifier que l’analyse SERS de MTX dans ces cellules est 

exclusivement d’origine membranaire (figure 33, spectre 3). De même que pour les cellules 

HCT-116 S, une extinction complète de la diffusion SERS a été observée lors de l’ajout 

d’ADN aux HCT-116 R. Ces résultats montrent que l’intensité SERS de MTX chez HCT-116 

R correspond également à une adsorption de MTX sur la membrane plasmique. 

 

Les mêmes expériences ont été réalisées avec d’autres souches cellulaires résistantes 

et sensibles (MCF 7) afin de déterminer si les différences d’adsorption de MTX à la 

membrane sont liées à la résistance cellulaire. Après un traitement par 2 µM MTX pendant 1 

h à 37°C, les cellules sont mises en contact du colloïde pré-agrégé (figure 34). Aucune 

modification spectrale n’est observée lorsque les profils spectraux sont comparés. De plus, les 

résultats montrent que MCF7 R présentent une intensité SERS de MTX quatre fois plus 

importante en comparaison avec les MCF7 S. Ces résultats confirment une différence en 

terme d’adsorption de MTX sur la membrane plasmique des souches résistantes. 

 

Modulation de l’intensité SERS du médicament 

Différentes conditions ont été testées afin de préciser la nature de l’interaction de 

MTX sur la membrane plasmique de cellules. Chaque valeur reportée correspond à l’intensité 

SERS intégrée (u.a.) entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1 de la moyenne de trois spectres 

reproductibles. L’influence du temps d’incubation des cellules avec MTX a été testée. Les 

deux types cellulaires sont incubés à 37°C avec 2 µM MTX pendant des temps de contact 

différents (de 0 à 60 min) (figure 35). Après 15 min d’incubation, l’intensité de la diffusion 

SERS de MTX adsorbé à la membrane des HCT-116 R (courbe ■) est 2 fois plus importante 

en comparaison avec HCT-116 S traitées (courbe ▲). Cette intensité SERS plus importante de 

MTX chez les cellules résistantes persiste au cours du temps de contact et atteint un facteur 3 

après 60 min d’incubation. La différence d’adsorption de MTX sur la membrane des cellules 

résistantes apparaît à partir de brefs temps de contact. 
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Figure 35. Effet du temps d’incubation sur les intensités SERS de HCT-116 R (courbe ■) et HCT-116 S 
(courbe ▲) traitées par MTX.  
Conditions expérimentales : 106 cellules des deux lignées sont incubées avec 2 µM MTX de 0 à 60 min à 
37°C avant leur contact avec le colloïde isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; chaque 
valeur reportée (u.a.) correspond à l’intensité intégrée des spectres SERS entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1. 
 
 
 
 
 

0

100

200

300

400

0 0,5 1 1,5 2

[MTX] (µM)

In
te

ns
ité

 R
am

an
 in

té
gr

ée
 (u

.a
.)

0

100

200

300

400

0 0,5 1 1,5 2
0

100

200

300

400

0 0,5 1 1,5 2

[MTX] (µM)

In
te

ns
ité

 R
am

an
 in

té
gr

ée
 (u

.a
.)

 
Figure 36. Effet de la concentration de MTX sur les intensités SERS de HCT-116 R (courbe ■) et S 
(courbe ▲) traitées par MTX.  
Conditions expérimentales : 106 cellules des deux lignées sont incubées avec 0,1 à 2 µM MTX pendant 1 h 
à 37°C avant leur contact avec le colloïde isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; chaque 
valeur reportée (u.a.) correspond à l’intensité intégrée des spectres SERS entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1. 
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Différentes concentrations de MTX ont également été testées. Plusieurs lots de chaque 

type cellulaire sont traités selon une gamme de concentrations de MTX (de 0,1 à 2 µM) 

pendant 1 h à 37°C (figure 36). Une intensité SERS de MTX 3 à 4 fois plus importante a été 

observée à partir de faibles concentrations en MTX pour les cellules HCT-116 R traitées 

(courbe ■) en comparaison avec la souche sensible (courbe ▲).  

 

Une comparaison des spectres SERS de cellules traitées par MTX à 37°C ou à 4°C a 

permis de vérifier si la température influence l’intégration membranaire du médicament. Deux 

lots de HCT-116 S et R sont incubés avec 2 µM MTX à 37°C ou à 4°C pendant 1 h. Puis les 

cellules sont lavées deux fois dans du milieu RPMI à 4°C avant leur analyse par macro-SERS. 

Comparé au spectre de HCT-116 R incubées à 37°C (figure 37, spectre 1), le spectre SERS 

des cellules résistantes traitées à 4°C présente une intensité 6 à 7 fois plus faible (figure 37, 

spectre 2). Plus intéressant, l’intensité du spectre SERS de HCT-116 S incubée à 4°C est plus 

faible d’un facteur 3 comparée à celle des HCT-116 R dans les mêmes conditions (figure 37, 

spectre 3). Cette différence d’intensité SERS de MTX est donc comparable à celle obtenue à 

37°C. Lors de l’incubation des cellules avec le médicament, la température module 

l’adsorption de MTX à la membrane plasmique dans les mêmes proportions chez les deux 

lignées cellulaires.  

 

Une étude de la libération de MTX membranaire a permis de déterminer la stabilité de 

l’interaction membranaire du médicament. Les cellules HCT-116 R sont incubées avec 2 µM 

MTX pendant 1 h à 37°C, lavées deux fois dans du milieu RPMI à 4°C et analysées par 

macro-SERS. Les cellules sont ensuite récupérées et incubées pendant 1 h à 4°C afin de 

bloquer la protéine BCRP (figure 38). Comparé au spectre des HCT-116 R après 1 h 

d’incubation à 37°C (figure 38, spectre 1), une intensité SERS trois fois moins importante de 

MTX est observée après 1 h à 4°C (figure 38, spectre 2). Ces résultats mettent en évidence 

une libération partielle de MTX membranaire dans le milieu extracellulaire. Une fraction de 

l’adsorption membranaire du composé cytotoxique est donc réversible chez HCT-116 R. 
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Figure 37. Effet de la température lors de l’incubation des cellules avec MTX.  
Spectres SERS de : (1) HCT-116 R traitées par MTX à 37°C ;  
(2) HCT-116 R traitées par MTX à 4°C ;  
(3) HCT-116 S traitées par MTX à 4°C.  
Conditions expérimentales : 106 cellules des deux lignées sont incubées avec 2 µM MTX pendant 1 h avant 
leur contact avec le colloïde isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; moyenne de 3 spectres 
de 20 accumulations de 3 secondes chacune. 
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Figure 38. Stabilité de l’adsorption de MTX à la membrane plasmique de HCT-116 R.  
Spectres SERS de : (1) HCT-116 R traitées par MTX à 37°C ;  
(2) HCT-116 R traitées par MTX à 37°C puis incubées dans milieu à 4°C.  
Conditions expérimentales : 106 cellules sont incubées avec 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C avant leur 
contact avec le colloïde isotonique pré-agrégé (1) puis incubées dans milieu RPMI à 4°C pendant 1 h (2) ; 
λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; moyenne de 3 spectres de 20 accumulations de 3 secondes chacune. 
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La libération de MTX intégrée à la membrane a été suivie au cours du temps à 4°C. 

Les deux types cellulaires ont été incubés avec 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C, puis incubées 

dans du milieu RPMI sans la molécule à 4°C de 0 à 240 min avant leur analyse (figure 39). 

Pour les HCT-116 S, de faibles modifications de l’intensité SERS sont observées de 15 à 240 

min en comparaison des spectres obtenus à t = 0 min (courbe ▲). Par contre, pour HCT-116 

R, une diminution rapide de l’intensité SERS de MTX adsorbé est observée après 15 min à 

4°C (courbe ■) jusqu’à atteindre une diffusion SERS résiduelle similaire à celle observée 

pour HCT-116 S. La faible diffusion de MTX observée après 1 h à 4°C révèle une fraction de 

MTX résiduelle qui pourrait être adsorbée de façon plus stable à la membrane des HCT-116 

R, et ce comme pour les cellules sensibles. Une diminution de l’intensité SERS de MTX chez 

les cellules résistantes correspond à une libération de la molécule du microenvironnement 

membranaire. La fraction de MTX libérée semble relativement instable et caractérise 

uniquement les cellules résistantes. 

 

Pour confirmer cette conclusion, la microscopie confocale a permis de vérifier la 

stabilité de l’émission membranaire de la fluorescence de MTX. Une première image de 

HCT-116 R et S traitées par 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C est enregistrée. Après 1 h à 4°C, 

la seconde image correspond aux mêmes cellules (figure 40). Après 60 min à 4°C, aucune 

modification significative de la localisation de MTX n’a été observée HCT-116 S. L’émission 

de fluorescence de MTX reste essentiellement localisée au niveau du cytoplasme et des 

nucléoles, et pas ou peu d’émission du médicament est localisée au niveau de la membrane 

plasmique. Pour les cellules HCT-116 R, des liserés membranaires moins marqués par MTX 

sont observés après 60 min à 4°C, voire parfois complètement atténués comparés à leur 

contrôle (figure 40, flèches blanches). Ces résultats mettent en évidence une diminution 

importante de l’émission membranaire de la fluorescence de MTX chez HCT-116 R et vont 

dans le sens des résultats obtenus par spectroscopie SERS. 
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Figure 39. Libération de MTX adsorbé à la membrane de HCT-116 R (courbe ■) et S (courbe ▲).  
Conditions expérimentales : 106 cellules des deux lignées sont incubées avec 2 µM MTX pendant 1 h à 
37°C, lavées puis incubées à 4°C dans du milieu RPMI sans médicament de 0 à 240 min avant leur contact 
avec le colloïde isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; chaque valeur reportée (u.a.) 
correspond à l’intensité intégrée des spectres SERS entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1. 
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Figure 40. Microscopie confocale de la stabilité de l’émission membranaire de MTX chez HCT-116 S (A, 
B) et HCT-116 R (C, D).  
Conditions expérimentales : chaque type cellulaire est incubé avec 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C (A, C) 
puis incubées dans le milieu RPMI à 4°C pendant 60 min (B, D) (flèches blanches) ; λExc = 568 nm. 
 

 86



RESULTATS 

Conclusions 

Les résultats montrent une différence significative de l’intensité des spectres SERS de 

MTX entre les types HCT-116 R et S. Cependant, aucune modification spectrale du profil 

n’est remarquée. Le signal SERS pourrait correspondre à des différences d’accessibilité de 

MTX par le colloïde entre les deux lignées. Cette adsorption plus importante chez les cellules 

résistantes ne semble pas être exclusivement réservée à ce type cellulaire puisque les résultats 

obtenus avec les souches MCF7 R et S montrent la même différence d’un facteur 4 de 

l’exaltation de MTX.  

La différence d’intégration partielle de MTX dans la membrane des cellules HCT-116 

R et S apparaît pour de courtes incubations et avec des concentrations très faibles en 

médicament, et ce même à basse température. Ces résultats pourraient dépendre d’une 

différence de structure et/ou de la nature de la bicouche de phospholipides entre les deux 

souches. Afin de mettre en évidence des différences d’affinité du médicament avec la 

membrane plasmique, une étude de stabilité de l’intégration de  MTX a été menée à 4°C. La 

rapide diminution de la diffusion SERS chez les cellules résistantes correspond à une 

libération de la MTX à partir du microenvironnement membranaire. Par contre, la fraction de 

MTX exaltée après 1 h à 4°C pourrait avoir pour origine une adsorption résiduelle 

correspondant à une adsorption plus stable, et commune aux HCT-116 S. 

Au terme de ces résultats, deux hypothèses peuvent être évoquées. Tout d’abord, les 

cellules HCT-116 S comporteraient moins de molécules de MTX intégrées à la surface de la 

membrane plasmique en comparaison des HCT-116 R. La deuxième hypothèse serait que 

l’accessibilité de MTX pour le colloïde serait plus réduite chez HCT-116 S, ce qui pourrait 

correspondre à un degré d’enfouissement dans la membrane plus important. De plus, la 

répartition de la molécule dans les deux feuillets de la membrane pourrait être différente chez 

les deux types cellulaires. La figure 41 illustre ces deux hypothèses. 

La spectroscopie SERS a donc permis de mettre en évidence une différence en terme 

de caractéristiques d’adsorption entre les cellules sensibles et résistantes. L’intégration 

membranaire du médicament pourrait être étroitement liée à des modifications de la 

perméabilité de la membrane plasmique entre les deux lignées. 
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Figure 41. Deux hypothèses d’intégration de MTX dans la membrane plasmique des cellules résistantes et 
sensibles. Les étapes de la diffusion de la molécule au travers de la bicouche de phospholipide restent mal 
définies (notées par le symbole « ? »). 
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1.2.3. Diffusion transmembranaire de la mitoxantrone par l’analyse 
de l’atténuation de fluorescence de la sonde 

Caractéristiques donneur/accepteur d’énergie 

Les spectres d’excitation et d’émission de fluorescence de 0,5 µM 4Di-10ASP et de 10 

µM MTX ont été obtenus par spectrofluorimétrie. Le rendement quantique de fluorescence de 

MTX est près de 100 fois inférieur à celui de 4Di-10ASP. Par conséquent, les intensités des 

spectres des deux entités ont été normalisées afin de mieux apprécier les différences spectrales 

(figure 42). L’émission de fluorescence de 4Di-10ASP a un maximum vers 550 nm tandis que 

MTX présente un large spectre d’excitation dont les maxima sont à 612 nm et 656 nm. Le 

calcul du recouvrement spectral entre le spectre d’émission de fluorescence de 4Di-10ASP et 

le spectre d’excitation de MTX a été déterminé (J = 1,22×10-13 M-1.cm3) (figure 42, zone 

hachurée, et tableau 8 en Annexe 1). De plus, R0 a également été déterminé (R0 = 41,3 Å), et 

correspond à la distance entre les deux fluorophores permettant un transfert d’énergie avec 

une efficacité de 50 %. Ces données numériques indiquent un transfert d’énergie possible 

entre les deux fluorophores. 

 

Mise en évidence de l’atténuation de fluorescence de la sonde 4Di-10ASP 

La diffusion de MTX au travers de la membrane plasmique est déterminée uniquement 

par l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP par les molécules de MTX. Après un 

transfert d’énergie de la sonde fluorescente vers MTX, la restitution d’énergie par la molécule 

anticancéreuse sera essentiellement sous forme d’énergie non radiative (chaleur).  

La microscopie confocale permet de localiser l’atténuation de la fluorescence de 4Di-

10ASP par MTX. En effet, les cellules HCT-116 S sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP 

pendant 30 min à 37°C et lavées deux fois par PBS. Une première image des cellules est 

enregistrée au temps 0 localisant l’émission de fluorescence du donneur d’énergie. Une 

émission de fluorescence de 4Di-10ASP au niveau de la membrane plasmique est clairement 

observée mais également dans des vésicules intracellulaires (figure 43 A). Une diffusion de la 

sonde vers le cytoplasme subsiste compte tenu de ses propriétés lipophiles. Une seconde 

image 15 secondes après l’ajout de 10 µM MTX est enregistrée. L’observation directe des 

images d’émission de fluorescence de 4Di-10ASP permet très difficilement de localiser 

l’atténuation de la sonde après l’ajout de MTX (figure 43 B). 
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Figure 42. Spectres normalisés d’excitation et d’émission de fluorescence de 4Di-10ASP et de MTX.  
Conditions expérimentales : [4Di-10ASP] = 0,5 µM dans Triton X-100 1 % à pH 7,2 ; [MTX] = 10 µM 
dans un tampon phosphate (pH 7,2) ; (zone hachurée) : recouvrement spectral entre le spectre d’émission 
de 4Di-10ASP et le spectre d’excitation de MTX.  
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Figure 43. Microscopie confocale de l’atténuation de fluorescence de 4Di-10ASP par MTX chez HCT-116.  
(A) distribution de 4Di-10ASP ; 
(B) ajout de MTX ; 
(1) efficacité d’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP par MTX. 
Conditions expérimentales : les cellules HCT-116 S sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP  pendant 30 min à 
37°C puis incubées dans un tampon phosphate (A) ; 10 µM MTX sont ajoutés aux cellules et une deuxième 
image est enregistrée après 15 sec ; λExc = 488 nm.  
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Un traitement des images a permis de déterminer la répartition de l’efficacité 

d’atténuation du donneur (voir la section MATERIEL ET METHODES pour plus 

d’informations). Les images en fausses couleurs montrent une importante diminution de la 

fluorescence de 4Di-10ASP exclusivement au niveau de la membrane plasmique des cellules 

(figure 43, images 1). Ces résultats confirment une rapide atténuation de 4Di-10ASP par 

MTX. De plus, il existe une importante variabilité de l’amplitude d’atténuation entre les zones 

de la membrane plasmique d’une même cellule. Il faut noter qu’un contrôle avec uniquement 

l’ajout de PBS n’a révélé aucune variation de la fluorescence de 4Di-10ASP. 

 

Comparaison des atténuations de fluorescence entre les cellules sensibles et résistantes 

L’analyse des cellules par la microscopie confocale a révélé une importante variabilité 

de l’efficacité d’atténuation de 4Di-10ASP au niveau de différents sites de la membrane 

plasmique. L’étude suivante a donc été menée sur une population cellulaire par 

spectrofluorimétrie avec 3 millions de cellules dans un micro volume final de 500 µL de 

tampon PBS. 

Les étapes de l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP sont définies après l’ajout 

de MTX aux cellules marquées. Les cellules HCT-116 S sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP 

pendant 30 min à 37°C. Après deux lavages dans le tampon phosphate PBS à 37°C, 

l’excitation de 4Di-10ASP est fixée à 470 nm et l’émission de fluorescence de la sonde est 

continuellement enregistrée à 550 nm. L’ajout de 10 µM MTX a pour conséquence une 

atténuation instantanée de l’émission de fluorescence de 4Di-10ASP membranaire (figure 44, 

tracé a). Après cette phase rapide, une faible atténuation supplémentaire de la fluorescence est 

observée pendant 90 sec, suivie par une phase stationnaire. Un contrôle négatif a permis de 

vérifier que cette atténuation a pour origine l’ajout de MTX. La rapide atténuation de la 

fluorescence de 4Di-10ASP (phase 1) révèle un important transfert d’énergie du donneur vers 

MTX qui est interprété comme une intégration de MTX dans le feuillet externe de la 

membrane plasmique (Eytan, 2005). L’atténuation supplémentaire (phase 2) est interprété 

comme un basculement (ou flip-flop) de MTX du feuillet externe vers le feuillet interne de la 

membrane, ce qui provoquerait une atténuation plus progressive des molécules de 4Di-10ASP 

intégrées dans le feuillet interne de la membrane.  
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Figure 44. Atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP membranaire par MTX chez HCT-116 S.  
tracé a : cinétique d’atténuation enregistrée à 37°C ;  
tracé b : cinétique d’atténuation enregistrée à 4°C.  
Conditions expérimentales : 3 millions de cellules sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min ; 
λExc = 470 nm ; les variations de l’émission de fluorescence de la sonde sont continuellement enregistrées à 
550 nm ; 10 µM MTX (50 µL) sont ajoutés ( ) ; les photons sont collectés toutes les 0,5 sec. 
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Figure 45. Efficacité d’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP par MTX chez HCT-116 R (■) et 
HCT-116 S (▲). 
Conditions expérimentales : plusieurs lots de 3 millions de cellules sont incubés avec 4 µM 4Di-10ASP 
pendant 30 min ; λExc = 470 nm ; les variations de l’émission de fluorescence de la sonde sont 
continuellement enregistrées à 550 nm ; de 1 à 20 µM MTX (50 µL) sont ajoutées ; les photons sont 
collectés toutes les 0,5 sec. 
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Pour vérifier cette hypothèse, l’influence de basses températures sur l’atténuation de 

4Di-10ASP a été déterminée. Les cellules HCT-116 S sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP 

pendant 30 min à 37°C. Ensuite, l’émission de fluorescence du donneur est continuellement 

collectée à 4°C (figure 44, tracé b). L’ajout de 10 µM MTX a pour conséquence une 

atténuation instantanée de la fluorescence de 4Di-10ASP membranaire. Cette atténuation est 

immédiatement suivie par la phase stationnaire. La phase 2 n’existe plus. Ces résultats sont en 

accord avec un modèle où l’atténuation progressive correspondrait à un basculement de MTX 

dans le feuillet interne de la membrane. 

 

Une comparaison de l’efficacité d’atténuation entre les deux types cellulaires a été 

réalisée après l’ajout de concentrations croissantes de MTX. Les cellules HCT-116 S et R 

sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min à 37°C. De 1 µM à 20 µM MTX sont 

ajoutées aux cellules en suspension (figure 45). Les résultats montrent que pour des 

concentrations de MTX supérieures à 5 µM, une efficacité d’atténuation plus importante 

(jusqu’à 30 %) est mesurée pour les cellules sensibles par rapport aux HCT-116 R. Cette 

meilleure efficacité d’atténuation de la sonde par MTX chez les cellules sensibles est 

interprétée comme la conséquence d’une intégration plus importante de molécules de MTX 

dans la membrane plasmique. 
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Figure 46. Modélisation de l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP par MTX suivant une cinétique 
biexponentielle chez les cellules HCT-116.  
(—) cinétique de l’atténuation de fluorescence ;  
(—) droite de régression de l’atténuation pendant la phase 1 ;  
(—) droite de régression de l’atténuation pendant la phase 2.  
Conditions expérimentales : 3 millions de cellules HCT-116 S sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 
30 min ; λExc = 470 nm ; les variations de l’émission de fluorescence de la sonde sont continuellement 
enregistrées à 550 nm ; 10 µM MTX (50 µL) sont ajoutées ; les photons sont collectés toutes les 0,5 sec. 

 

 

 

 
Tableau 5. Paramètres de l’atténuation de fluorescence de 4Di-10ASP par MTX chez les HCT-116.  
 
 HCT-116 S HCT-116 R 

Etotal
Ephase 1
Ephase 2

27,6 ± 1,2 % (§) 

20,6 ± 1,6 % (*) 

7,0 ± 1,7 % 

23,4 ± 1,7 % (§)

16,6 ± 1,8 % (*)

6,8 ± 1,2 % 
t1/2 de phase 1 
t1/2 de phase 2 

0,5 ± 0,1 sec 
32 ± 8 sec 

0,4 ± 0,1 sec 
28 ± 6 sec 

 
E : efficacité d’atténuation de fluorescence de la sonde par MTX ; phase 1 : phase rapide de l’atténuation de 
fluorescence de la sonde ; phase 2 : phase lente de l’atténuation de fluorescence de la sonde ; t1/2 : temps de 
décroissance correspond au temps nécessaire pour atteindre la moitié de l’intensité de fluorescence de référence 
de la sonde. 
(§, *) p<0,01. 
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Paramètre de l’atténuation de fluorescence de la sonde par la mitoxantrone 

Une décomposition du transfert de MTX au travers de la membrane plasmique a 

permis de déterminer les efficacités d’atténuation de la sonde pendant les phases successives 

de diffusion rapide (phase 1) et lente (phase 2) (voir la section MATERIELS ET METHODES 

pour plus d’informations) selon l’équation suivante : 

 

Equation :    ∆IFT = ∆IFR + ∆IFL    

⇒ Etotal = ∆IFT / IF0

        Ephase 1 = ∆IFR / IF0 

        Ephase 2 = ∆IFL / IF0 

 

Où ∆IFT représente la variation totale de l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP après 

l’ajout de MTX, ∆IFR et ∆IFL les variations des atténuations respectivement des phases 1 et 

2 ; Etotal, Ephase 1, et Ephase 2 correspondent aux efficacités d’atténuation totale, de la phase 1 et 

de la phase 2 respectivement. Les cellules HCT-116 S sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP 

pendant 30 min à 37°C. Après deux lavages dans le tampon phosphate PBS à 37°C, 

l’excitation de 4Di-10ASP est fixée à 470 nm et l’émission de fluorescence de la sonde est 

continuellement enregistrée à 550 nm. 10 µM MTX sont ajoutés aux cellules en suspension au 

cours de l’enregistrement. La figure 46 modélise la cinétique biexponentielle de l’atténuation 

de la fluorescence de 4Di-10ASP par MTX chez les cellules HCT-116 S. 

Les efficacités d’atténuation de 4Di-10ASP des phases 1 et 2 pour les deux types 

cellulaires ont été comparées (tableau 5). Les cellules HCT-116 S et R présentent des 

efficacités totales d’atténuation respectivement de 27,6 % et 23,4 %. L’efficacité 

d’atténuation de la sonde est plus importante pendant la phase 1 chez HCT-116 S par rapport 

aux cellules résistantes (respectivement Ephase 1 = 20.6 % et 16.6 %). Une atténuation rapide 

de la sonde révèle une intégration instantanée de MTX dans le feuillet externe. Ces 

différences sont statistiquement significatives et pourraient suggérer une intégration plus 

importante de MTX dans le feuillet externe des cellules sensibles. Cependant, ces efficacités 

d’atténuation de la sonde sont relativement proches. 
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Les temps de décroissance de la fluorescence de la sonde ont été déterminés pour les 

phases rapides et lentes de l’atténuation de fluorescence de la sonde à partir de l’équation 

suivante :  

k
t 2ln

2/1 =  

Où le temps de décroissance t1/2 correspond au temps nécessaire pour atteindre la moitié de 

l’intensité de fluorescence de référence de la sonde, et k la pente de la dérivée de l’atténuation 

de la fluorescence de 4Di-10ASP pour chaque phase. Les résultats sont résumés dans le 

tableau 5. 

Au cours de la phase rapide, la faible résolution de l’appareillage ne permet pas de 

déterminer des temps de décroissance différents entre les deux types cellulaires. De plus, au 

cours de la phase lente, le temps de décroissance de fluorescence de la sonde est équivalente 

chez les cellules sensibles et résistantes (respectivement t1/2 phase 2 = 32 sec et 28 sec). Ces 

résultats suggèrent que la vitesse de basculement de MTX du feuillet externe vers le feuillet 

interne de la membrane semble être identique chez les deux souches cellulaires. 

 

1.3. Conclusions 

L’ajout de MTX à des cellules HCT-116 S marquées par la sonde membranaire 4Di-

10ASP a pour résultat une atténuation partielle de la fluorescence du fluorophore selon une 

cinétique en deux étapes. Une rapide atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP (phase 1) 

révèle un important transfert d’énergie du donneur vers MTX qui est interprété comme une 

intégration de MTX dans le feuillet externe de la membrane plasmique (Eytan, 2005). 

L’atténuation supplémentaire (phase 2) pourrait correspondre à un basculement de MTX du 

feuillet externe vers le feuillet interne de la membrane, ce qui provoquerait une atténuation 

plus progressive des molécules de 4Di-10ASP intégrées dans le feuillet interne de la 

membrane. Ensuite, la phase stationnaire montre un équilibre des échanges feuillet 

interne/cytoplasme de MTX. 

La comparaison des efficacités d’atténuation de la sonde membranaire par MTX a 

révélé une atténuation plus importante de 4Di-10ASP pour le feuillet externe des cellules 

HCT-116 S par rapport aux cellules résistantes. Cependant, même si cette différence est 

statistiquement significative, ces efficacités d’atténuation de la sonde sont relativement 

proches. Ces derniers résultats ne permettent pas d’expliquer que chez les cellules résistantes, 

l’intensité SERS de MTX trois fois plus importante a pour origine une quantité plus 
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importante de MTX intégrée à la surface de la membrane. De plus, le temps de décroissance 

de fluorescence de la sonde est équivalent chez les deux types cellulaires suggérant une 

vitesse identique de basculement de MTX du feuillet externe vers le feuillet interne de la 

membrane. L’hypothèse d’un turn-over plus lent de MTX membranaire vers le cytoplasme 

des cellules résistantes ne peut donc être retenue. D’après ces observations, des accessibilités 

différentes de MTX par le colloïde semble être l’hypothèse interprétant le mieux les 

différences d’intensité SERS de MTX. Une affinité moins importante de MTX pour la 

membrane des cellules résistantes pourrait être à l’origine des différences d’intégration et 

d’accumulation de MTX entre les deux types cellulaires. 

 

2. Modulation de l’intégration membranaire de la 
mitoxantrone 

Il a été décrit que des fluidifiants membranaires comme l’alcool benzylique ou le 

chloroforme abolissent l’activité ATP-asique de la protéine à efflux (Pgp) selon un 

mécanisme d’inhibition peu classique (Regev et al., 1999). En effet, il a été suggéré que ces 

agents pourraient accélérer l’incorporation du médicament et inhibe l’activité de la protéine 

en perturbant son environnement moléculaire. Il est vraisemblable que de tels agents puissent 

inhiber d’autres protéines à efflux puisque le mode d’inhibition de la protéine par un 

fluidifiant membranaire est non spécifique. Une modulation de l’homéostasie membranaire 

devrait préciser la relation entre l’intégration partielle de MTX et une diminution possible de 

la perméabilité membranaire chez HCT-116 R.  

 

2.1. Action de fluidifiants sur l’accumulation du médicament 

2.1.1. Imagerie cellulaire par microscopie confocale à fluorescence 

L’effet de fluidifiants synthétiques sur la distribution de MTX a été mis en évidence 

par la microscopie confocale. Les cellules HCT-116 S et R sont pré-incubées avec 10 mM 

alcool benzylique (AB) ou chloroforme (CHCl3) pendant 10 min puis traitées par 5 µM MTX 

pendant 1 h à 37°C. Les cellules sont observées après deux lavages dans du milieu RPMI à 

4°C non fluorescent. Les cellules HCT-116 S, pré-incubées avec AB ou CHCl3 (figure 47A, 

C, D), montrent une émission de fluorescence de MTX plus importante au niveau du noyau.  
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Figure 47. Microscopie confocale de MTX chez les cellules HCT-116 traitées par un fluidifiant.  
Une émission de MTX exclusivement autour de la membrane plasmique est observée chez les cellules 
résistantes (flèches blanches) tandis qu’une importante augmentation de l’accumulation intracellulaire de 
MTX est remarquée chez les deux types cellulaires traités par les fluidifiants. 
Conditions expérimentales : HCT-116 S (A, C, D) et HCT-116 R (B, E, F) sont pré-incubées avec 10 mM 
alcool benzylique (C, E) ou chloroforme (D, F) pendant 10 min à 37°C puis incubée avec 5 µM MTX 
pendant 1 h à 37°C ; λExc = 568 nm.  
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D’autre part, les cellules résistantes traitées par AB ou CHCl3 montrent clairement une 

accumulation de MTX extrêmement plus importante au niveau du cytoplasme et du noyau en 

comparaison de cellules non traitées (figure 47B, E, F). D’après ces observations, un 

traitement des cellules par AB ou CHCl3 augmente de manière très significative 

l’accumulation intracellulaire de MTX. 

 

2.1.2. Analyse quantitative du médicament intracellulaire 

Les modifications de l’accumulation de MTX par AB ou CHCl3 ont été déterminées 

par une quantification de MTX intracellulaire. Les deux souches sont pré-incubées avec 10 

mM AB ou CHCl3 pendant 10 min à 37°C puis incubées avec 5 µM MTX pendant 1 h à 

37°C. Les cellules sont lavées dans du milieu RPMI à 4°C puis lysées par un tampon Triton 

X-100 1 %. Les lysats sont ensuite analysés par la lecture de l’absorbance à 622 nm et les 

concentrations intracellulaires de MTX sont déduites à partir d’une gamme étalon (figure 48 

A). Une incubation des cellules HCT-116 S avec AB ou CHCl3 montre une importante 

augmentation de la concentration intracellulaire de MTX selon un facteur 1,9 (831 ± 124 

pmol / 106 cellules traitées par AB) et d’un facteur 1,6 (712 ± 106 pmol / 106 cellules traitées 

par CHCl3) par rapport à leur contrôle. Pour les HCT-116 R, un traitement par AB ou CHCl3 

induit une augmentation très significative de la concentration de MTX selon respectivement 

un facteur 4,3 (823 ± 123 pmol / 106 cellules) et d’un facteur 2,6 (501 ± 75 pmol / 106 

cellules). D’après ces mesures, des incubations des cellules avec AB ou CHCl3 ont pour 

conséquence une importante augmentation de l’accumulation intracellulaire de MTX. 

 

L’efficacité des agents AB et CHCl3 pour augmenter l’accumulation de MTX a été 

déterminée à 4°C. HCT-116 S et R sont pré-incubées avec 10 mM AB ou CHCl3 pendant 10 

min à 37°C puis traitées par 5 µM MTX pendant 1 h à 4°C avant l’analyse des lysats (figure 

48 B). Les cellules HCT-116 S traitées par AB présentent une augmentation d’un facteur 5,2 

de la concentration intracellulaire de MTX par rapport aux cellules non traitées à 4°C. De 

même, un traitement des cellules sensibles avec CHCl3 a pour conséquence une augmentation 

d’un facteur 4,9 de l’accumulation de la molécule. Pour les cellules HCT-116 R traitées par 

AB ou CHCl3, une augmentation significative de l’accumulation de MTX est observée, 

respectivement selon un facteur 8,1 (342,5 ± 51,4 pmol / 106 cellules) et 9 (377,0 ± 56,6   

pmol / 106 cellules). 
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Figure 48. Effets de fluidifiants sur l’accumulation de MTX intracellulaire chez HCT-116 R et S. 
(A) effets de fluidifiants déterminés à 37°C ; (§, *) p < 0,01 par rapport à leur contrôle non traités ; 
(B) effets de fluidifiants déterminés à 4°C ; (‡, £) p < 0,01 par rapport à leur contrôle non traités.  
Conditions expérimentales : chaque type cellulaire est pré-incubé avec 10 mM alcool benzylique (AB) ou 
chloroforme (CHCL3) pendant 10 min à 37°C, traité par 5 µM MTX pendant 1 h, puis lysée dans un 
tampon Triton X-100 1 % ; λAbs = 622 nm ; moyennes de 3 expériences indépendantes (calcul significatif 
selon un test t de Student avec p<0,01) ; la concentration intracellulaire de MTX est calculée à partir 
d’une gamme étalon.  
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D’après ces résultats, une plus faible accumulation de MTX est observée à 4°C pour 

les deux souches cellulaires, mettant en évidence qu’une rigidification de la bicouche 

phospholipidique diminue fortement l’incorporation de la molécule. D’autre part, un 

traitement des cellules avec les agents AB ou CHCl3 améliore efficacement l’accumulation de 

MTX. L’effet de ces fluidifiants persiste à 4°C chez les deux lignées. En augmentant la 

fluidité membranaire, ces agents augmentent également la perméabilité de la membrane 

plasmique pour MTX. 

 

Les cinétiques des concentrations intracellulaires de MTX de cellules traitées par AB 

ou CHCl3 ont été réalisées afin de déterminer les effets de tels agents sur l’efflux de la 

molécule. Les cellules HCT-116 R sont incubées avec 5 µM MTX pendant 1 h à 37°C, lavées 

puis mises en contact avec 10 mM AB ou CHCl3 à 37°C de 0 à 120 min avant leurs lyses. Par 

contre, la souche HCT-116 S est incubée à la concentration plus faible de 2 µM MTX afin 

d’obtenir une quantité de MTX intracellulaire équivalente pour les deux souches (figure 49).  

Pour le contrôle HCT-116 S, peu de variations de la quantité de MTX intracellulaire 

sont observées au cours du temps. L’ajout de AB ou CHCl3 n'a pas d’effet sur cette vitesse de 

libération de MTX intracellulaire. Contrairement à l’incorporation de MTX, ces fluidifiants 

ne modulent pas l’efflux du composé par diffusion passive au travers de la membrane. Pour le 

contrôle HCT-116 R, une diminution de 52 % de la concentration intracellulaire de MTX est 

observée après 15 min dans le milieu (soit 165 ± 25 pmol / 106 cellules à t = 0 min puis 86 ± 

13 pmol / 106 cellules à t = 15 min). Chez HCT-116 R, l’activité de la protéine BCRP est 

responsable de la rapide diminution de la concentration intracellulaire de MTX. L’ajout d’un 

fluidifiant a pour résultat une inhibition de ces protéines à efflux puisque dans ces conditions, 

aucune variation de la concentration de MTX n’est observée. Une modulation des propriétés 

biophysiques de la membrane plasmique semble donc avoir des conséquences directes sur les 

flux trans-membranaires de MTX chez les deux souches cellulaires. 
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Figure 49. Effet de fluidifiants sur l’efflux de MTX chez HCT-116. 
(A) chez les cellules HCT-116 R ;  
(B) chez les cellules HCT-116 S. 
Conditions expérimentales : HCT-116 R et S sont traitées respectivement avec 5 µM et 2 µM MTX 
pendant 1 h à 37°C, incubées avec 10 mM AB ou CHCL3 à 37°C de 0 à 120 min, puis lysées dans un 
tampon Triton X-100 1 % ; λAbs = 622 nm ; la concentration intracellulaire de MTX est calculée à partir 
d’une gamme étalon.  
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2.1.3. Spectres d’émission de la mitoxantrone dans un 
environnement membranaire 

Une étude spectrale de MTX à l’échelle cellulaire a été dirigée par la 

microspectrofluorimétrie confocale à laser (514 nm). Cette technique permet de collecter 

l’émission de fluorescence et de générer des spectres d’émission de fluorescence issus des 

cellules vivantes. Chaque spectre est obtenu après la focalisation du faisceau laser sur une 

jonction membranaire (figure 50). Ces mesures seront comparées à la quantification de MTX 

intracellulaire par la lecture d’absorbance. 

 

Les cellules HCT-116 R et S sont incubées avec 10 µM MTX à 37°C pendant des 

durées de 10 sec à 60 min, et lavées par une solution tampon phosphate (PBS) non fluorescent 

à 4°C avant leur observation. Une quantification de l’intensité de fluorescence des spectres 

cellulaires de la molécule a été réalisée. Les valeurs reportées correspondent à l’intensité de 

fluorescence intégrée entre 665 nm et 725 nm (n = 15) (figure 51 A). Jusqu’à 15 min de 

contact, les intensités de fluorescence sont équivalentes pour les deux lignées cellulaires. 

Après 60 min, une intensité de fluorescence 2,5 fois moins importante est observée pour 

HCT-116 R (soit 490 u.a. et 1260 u.a. respectivement pour HCT-116 R et S). Un efflux de 

MTX dirigé par la protéine BCRP chez HCT-116 R pourrait être responsable de la plus faible 

intensité de fluorescence du composé anticancéreux. D’autre part, à 4°C, une très faible 

augmentation de l’intensité de fluorescence de MTX est observée (soit 42 u.a. à t = 10 sec et 

120 u.a. à t = 60 min) (figure 51 A, courbe z). Ces observations vont dans le même sens que 

les résultats obtenus par la lecture de l’absorbance de MTX intracellulaire.  

L’effet de AB sur l’accumulation de MTX chez les cellules HCT-116 S et R est 

déterminé à partir de cellules traitées par 10 mM AB pendant 10 min avant une incubation 

avec 10 µM MTX (figure 51 B). De 10 sec à 60 min de contact avec MTX, une intensité de 

fluorescence 2 à 3 fois plus importante de la molécule est observée chez les deux types 

cellulaires par rapport à leurs contrôles non traités. L’ajout de AB augmente donc de façon 

très significative l’accumulation de MTX à partir de temps de contact très courts. 

En conclusion, après 60 min de contact des cellules avec MTX, les résultats obtenus 

par microspectrofluorimétrie confirment les mesures de quantification du composé 

anticancéreux réalisées par la mesure de son absorbance. 
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Figure 50. Exemples de focalisation du rayonnement laser sur des jonctions membranaires.  
Conditions expérimentales : (Ð) : points de focalisation sur les cellules HCT-116 S ; λExc = 514 nm ;           
P = 1,5 mW. 
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Figure 51. Quantification par la microspectrofluorimétrie de l’intensité de fluorescence de MTX chez les  
cellules HCT-116 R et S. Les cellules sont incubées avec MTX de 10 sec à 60 min :  
(A) : (■) HCT-116 R traitées par 10 µM MTX à 37°C ;  
        (▲) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX à 37°C ;  
        (z) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX à 4°C ; 
(B) : (�) HCT-116 R pré-incubées avec 10 mM AB puis traitées par 10 µM MTX à 37°C ;  
        ( ) HCT-116 S pré-incubées avec 10 mM AB puis traitées par 10 µM MTX à 37°C. 
Conditions expérimentales : λExc = 514 nm ; P = 1,5 mW ; le faisceau laser est focalisé sur des jonctions 
membranaires ; chaque valeur reportée (u.a.) correspond à l’intensité intégrée entre 665 nm et 725 nm des 
spectres de fluorescence de MTX (n = 15). 
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Figure 52. Comparaison des profils des spectres de MTX des cellules HCT-116 R et S à 37°C.  
(—) HCT-116 R traitées par 10 µM MTX pendant 10 sec ;  
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 10 sec ; 
(—) HCT-116 R traitées par 10 µM MTX pendant 15 min ;  
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 15 min.  
Conditions expérimentales : λExc = 514 nm ; P = 1,5 mW ; le faisceau laser est focalisé sur des jonctions 
membranaires ; chaque spectre de fluorescence de MTX présenté est un spectre moyen (n = 15). 
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Figure 53. Profils de spectres de MTX dans différents solvants.  
(—) 10 µM MTX en solution aqueuse ;    
(—) 10 µM MTX dans CH3OH.  
Conditions expérimentales : λExc = 514 nm ; P = 1,5 mW ; chaque spectre de fluorescence de MTX 
présenté est un spectre moyen (n = 5).  
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Figure 54. Effet de la température sur les profils des spectres de MTX des cellules HCT-116 S.  
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 10 sec à 37°C ;   
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 15 min à 37°C ; 
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 10 à 4°C ;  
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 15 min à 4°C.  
Conditions expérimentales : λExc = 514 nm ; P = 1,5 mW ; le faisceau laser est focalisé sur des jonctions 
membranaires ; chaque spectre de fluorescence de MTX présenté est un spectre moyen (n = 15). 
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Figure 55. Effet de AB sur les profils des spectres de MTX des cellules HCT-116 S à 37°C.  
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 10 sec ;   
(—) HCT-116 S traitées par 10 µM MTX pendant 15 min ; 
(—) HCT-116 S pré-incubées avec 10 mM AB puis traitées par 10 µM MTX pendant 10 sec ;  
(—) HCT-116 S pré-incubées avec 10 mM AB puis traitées par 10 µM MTX pendant 15 min.  
Conditions expérimentales : λExc = 514 nm ; P = 1,5 mW ; le faisceau laser est focalisé sur des jonctions 
membranaires ; chaque spectre de fluorescence de MTX présenté est un spectre moyen (n = 15). 
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Les profils de ces différents spectres issus du microenvironnement membranaires ont 

été ensuite comparés entre eux pour identifier l’influence éventuelle (i) de la lignée cellulaire, 

(ii) du temps d’incubation, (iii) de la température ou (iv) du fluidifiant. 

 
Les profils des spectres de HCT-116 S et R traitées par MTX sont comparés afin de 

déterminer d’éventuelles modifications spectrales entre les deux souches (figure 52). Les 

résultats montrent que de 10 sec à 5 min de contact, HCT-116 S et R présentent un maximum 

de l’émission de fluorescence (EmMax) de MTX à 681 nm. A partir de 15 min de contact, un 

décalage spectral de 12 nm est remarqué (EmMax = 693 nm) pour les deux lignées cellulaires. 

Pour chaque temps d’incubation, les spectres des cellules résistantes et sensibles sont toujours 

équivalents. 

Les profils de ces spectres cellulaires ont été comparés à des spectres de MTX dans 

différents solvants afin de mieux comprendre l’origine de ce décalage spectral (figure 53). Le 

spectre de 10 µM MTX en solution aqueuse présente un maximum d’émission de 

fluorescence vers 681 nm tandis qu’un décalage spectral du maximum d’émission vers 690 

nm caractérise le spectre de MTX dans CH3OH, un milieu moins polaire. Ces résultats 

révèlent que les profils des spectres cellulaires pourraient être fonction de la polarité de 

l’environnement de la molécule. Lors des temps de contact brefs, le maximum à 681 nm de 

MTX est interprété selon une intégration de la molécule dans le feuillet externe de la 

membrane et demeurerait en contact avec le milieu extracellulaire. Par contre, après 15 min 

d’incubation, le maximum à 693 nm est interprété selon une intégration de MTX dans un 

environnement moins polaire, par exemple le feuillet interne et en contact du milieu 

cytoplasmique. 

 

Pour valider cette hypothèse, l’influence de la température d’incubation sur les profils 

des spectres de HCT-116 S a été déterminée (figure 54). Après une incubation à 4°C, les 

spectres de MTX des deux types cellulaires présentent  aux différents temps de contact un 

maximum de leur émission vers 681 nm. Ce spectre de MTX suggère que le chromophore de 

la molécule reste dans un environnement polaire en contact avec le milieu extracellulaire. 

Dans ces conditions à 4°C, MTX serait incapables de s’intégrer plus profondément vers le 

feuillet interne de la membrane plasmique. 

  

L’effet de AB a été déterminé à partir des profils des spectres cellulaires de MTX 

(figure 55). Un même maximum à 681 nm est observé après 10 sec d’incubation avec MTX 
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chez les deux souches, et un même décalage vers 693 nm est remarqué après 15 min de 

contact. En conclusion, une incubation des cellules avec un fluidifiant a pour conséquence 

une augmentation de l’accumulation intracellulaire de MTX, mais ne semble pas perturber 

l’environnement moléculaire de MTX membranaire.  

 

2.2. Intensité SERS de la mitoxantrone - conséquence de la 

fluidité membranaire 

La relation entre l’intégration membranaire de MTX et son incorporation 

intracellulaire reste mal définie. Nous avons vu qu’une augmentation de la fluidité de la 

membrane a pour conséquence l’incorporation plus importante de la molécule et l’inhibition 

partielle de l’activité d’efflux. L’ajout des agents AB ou CHCl3 pourrait permettre de moduler 

l’intégration de MTX sur la membrane chez les cellules résistantes et sensibles. Nous verrons 

dans quelles mesures les spectres SERS de MTX membranaires sont sensibles à la fluidité de 

la bicouche lipidique.  

Les spectres SERS de cellules HCT-116 S et R traitées par AB ou CHCl3 ont été 

comparés afin de déterminer le rôle de la fluidité sur l’intégration de MTX à la membrane 

plasmique. 106 cellules HCT-116 S et R sont pré-incubées avec 10 mM AB ou CHCl3 pendant 

10 min à 37°C puis traitées par 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C avant leur contact avec le 

colloïde pré-agrégé. Les spectres de HCT-116 R traitées par AB ou CHCl3 montrent une 

diminution d’un facteur 3 de l’intensité SERS de MTX  par rapport au contrôle (figure 56 A). 

Aucune modification du profil des spectres n’est remarquée. Pour les cellules HCT-116 S 

traitées par AB ou CHCL3, aucune différence de l’intensité SERS ou du profil des spectres de 

MTX n’est notée (figure 56 B). Une augmentation de la fluidité membranaire par les agents 

AB ou CHCl3 affecte uniquement l’intégration partielle membranaire de MTX des          

HCT-116 R.  

L’effet de AB et CHCl3 sur l’intégration de MTX chez HCT-116 R  a été déterminé 

avec de plus faibles concentrations du composé cytotoxique. Plusieurs lots de chaque type 

cellulaire sont pré-incubés avec 10 mM AB ou CHCl3 pendant 10 min puis traités selon une 

gamme de concentrations de MTX (de 0,1 à 2 µM) pendant 1 h à 37°C. Les cellules sont 

analysées après deux lavages dans du milieu RPMI à 4°C. Chaque valeur reportée correspond 

à l’intensité SERS intégrée (u.a.) entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1 issue de la moyenne de trois 

spectres reproductibles (figure 57).  
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Figure 56. Effet de AB ou CHCl3 sur les intensités SERS de MTX chez les cellules HCT-116 R (A) et HCT-
116 S (B).  
Spectres SERS de : (1) cellules traitées par MTX ;  
(2) cellules pré-incubées avec AB puis traitées par MTX ;  
(3) cellules pré-incubées avec CHCL3 puis traitées par MTX.  
Conditions expérimentales : 106 cellules des deux lignées sont pré-incubées avec 10 mM AB ou CHCL3 
pendant 10 min puis traitées par 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C avant leur contact avec le colloïde 
isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; moyenne de 3 spectres de 20 accumulations de 3 
secondes chacune. 
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Figure 57. Effet de la concentration de MTX sur les intensités SERS de HCT-116 R (A) et HCT-116 S (B) 
pré-incubées avec AB ou CHCl3.  
Conditions expérimentales : 106 cellules sont pré-incubées avec 10 mM AB ou CHCl3 pendant 10 min puis 
traitées par 0,1 à 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C avant leur contact avec le colloïde isotonique pré-
agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; chaque valeur reportée (u.a.) correspond à l’intensité intégrée des 
spectres SERS entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1. 
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Figure 58. Libération de MTX adsorbé à la membrane de HCT-116 R (A) et S (B) pré-incubées avec AB 
ou CHCl3.  
Conditions expérimentales : 106 cellules sont incubées avec 2 µM MTX pendant 1 h à 37°C, lavées puis 
incubées à 4°C dans du milieu RPMI sans médicament de 0 à 60 min avant leur contact avec le colloïde 
isotonique pré-agrégé ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; chaque valeur reportée (u.a.) correspond à 
l’intensité intégrée des spectres SERS entre 1250 cm-1 et 1350 cm-1. 
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Les résultats montrent une diminution significative (un facteur 3) de la diffusion SERS de 

MTX uniquement chez HCT-116 R traitées avec AB ou CHCl3 (figure 57 A, spectres ). De 

plus, la diffusion SERS résiduelle de MTX observée chez HCT-116 R est de même intensité 

que celle chez HCT-116 S traitées ou non par un fluidifiant (figure 57 B). Une fraction de 

l’intégration partielle membranaire de MTX reste accessible par le colloïde. 

 

Une étude de la libération à 37°C de MTX membranaire en présence de AB ou CHCl3 

a permis de préciser la stabilité de l’intégration partielle de MTX. Chaque lignée est pré-

incubée avec 10 mM AB ou CHCl3 pendant 10 min à 37°C, puis avec 2 µM MTX pendant 1 h 

à 37°C. Les cellules sont lavées et incubées dans du milieu RPMI pendant des durées de 0 à 

60 min avant leur analyse. Pour HCT-116 R pré-incubées avec AB ou CHCl3 (figure 58 A, 

spectres ), peu ou pas de modification de la faible intensité SERS de MTX est observée au 

cours du temps en comparaison de leur contrôle non traité  qui montre une rapide libération de 

MTX membranaire après 10 min d’incubation dans le milieu RPMI (figure 58 A, spectre  ). 

De plus, aucun changement spectral n’est remarqué pour HCT-116 S pré-incubées ou non 

avec ces agents (figure 58, spectres  et ). En présence de fluidifiants, une fraction de 

l’intégration partielle de MTX reste stable. 

En conclusion, les agents AB ou CHCl3 perturbent les propriétés biophysiques de la 

membrane plasmique. Une plus faible diffusion SERS de MTX est observée chez les cellules 

résistantes traitées par ces agents. 

 

2.3. Atténuation de fluorescence par la mitoxantrone – 

conséquence de la fluidité membranaire 

2.3.1. Mise en évidence 

L’amplitude d’atténuation de la sonde 4Di-10ASP est dépendante de la quantité de 

MTX qui s’intègre dans la matrice membranaire. Il serait intéressant de déterminer les effets 

de AB sur l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP afin de préciser le rôle de la fluidité 

membranaire dans l’intégration de MTX. Les cellules HCT-116 S sont pré-incubées avec 10 

mM AB pendant 10 min puis incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min à 37°C. 10 µM 

MTX sont ajoutés aux cellules en suspension et l’émission de fluorescence de 4Di-10ASP est 

continuellement suivie à 37°C (figure 59).  
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Figure 59. Effet de AB sur l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP par MTX chez HCT-116 S.  
tracé a : contrôle HCT-116 S ;  
tracé b : HCT-116 S pré-incubées avec AB. 
Conditions expérimentales : 3 millions de cellules sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min ; 
λExc = 470 nm ; les variations de l’émission de fluorescence de la sonde sont continuellement enregistrées à 
550 nm ; 10 µM MTX (50 µL) sont ajoutés ( ) ; les photons sont collectés toutes les 0,5 sec. 
 
 

 

 

Tableau 6. Comparaison des efficacités d’atténuation de 4Di-10ASP avec la quantification de l’intensité de 
fluorescence de MTX chez les cellules HCT-116. 

 Efficacité 
d’atténuation (%)§

Quantification de l’intensité de 
fluorescence de MTX 

(après 1 min de traitement en u.a.) #

HCT-116 S 
HCT-116 R 

 
HCT-116 S + 10 mM AB 
HCT-116 R + 10 mM AB 

 
HCT-116 S à 4°C 

27,6 ± 1,2 
23,4 ± 1,7 

 
44,4 ± 1,0 (*) 

41,2 ± 1,7 (*)

 
20,3 ± 0,9 

135 ± 18 
111 ± 14 

 
546 ± 46 (*)

392 ± 49 (*)

 
52 ± 7 

 

Conditions expérimentales : 
§ 3 millions de cellules sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min ; λExc = 470 nm ; les variations de 
l’émission de fluorescence de la sonde sont continuellement enregistrées à 550 nm ; 10 µM MTX (50 µL) sont 
ajoutés.  
# Les deux lignées cellulaires sont incubées avec 10 µM MTX pendant 1 min à 37°C ; le rayonnement laser est 
focalisé sur des jonctions membranaires ; λExc = 514 nm ; P = 180 mW ; chaque valeur figurée (u.a.) correspond 
à l’intensité intégrée entre 665 nm et 725 nm des spectres de fluorescence de MTX (n = 15).  
(*) différence significative par rapport à leur contrôle non traité par AB (p<0,001) 
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Pour les cellules HCT-116 S traitées avec AB (tracé b), une atténuation plus 

importante de la fluorescence du donneur est observée par rapport aux cellules contrôles 

(tracé a). L’amplitude de l’atténuation de la fluorescence pendant la phase 1 est plus 

importante. Par contre, la phase 2 de l’atténuation reste équivalente. 

 

Les efficacités totales d’atténuation de 4Di-10ASP par MTX et les intensités de 

fluorescence de la molécule anticancéreuse ont été comparées (tableau 6). Après un traitement 

par AB, les efficacités d’atténuation de HCT-116 S et R sont respectivement 44,4 ± 1,0 % et 

de 41,2 ± 1,7 % par rapport à leurs contrôles non traités (respectivement 27,6 ± 1,2 % et 23,4 

± 1,7 %). De plus, après 1 minute de contact, une augmentation quatre fois plus importante de 

l’intensité de fluorescence de MTX est observée pour les deux souches cellulaires par rapport 

aux contrôles HCT-116 S et R (respectivement 135 u.a. et 111 u.a.). Ces résultats montrent 

que AB augmente clairement l’incorporation intra-membranaire de MTX. D’autre part, une 

incubation des cellules à 4°C a révélé une efficacité d’atténuation de 20,3 %. Une 

quantification de l’intensité de fluorescence de MTX montre également une plus faible 

accumulation de la molécule après 1 min de contact (soit 52 u.a. pour HCT-116 S). 

L’incorporation de MTX dans la membrane plasmique semble être ralentie. 

En conclusion, pour chaque condition expérimentale, les efficacités d’atténuation de la 

sonde par MTX sont relativement bien corrélées aux intensités de fluorescence de la molécule 

anticancéreuse chez les deux lignées cellulaires. L’ajout de AB a pour conséquence une 

importante augmentation à la fois de l’efficacité d’atténuation de la sonde et de l’intensité de 

fluorescence de MTX chez les cellules résistantes et sensibles.  

Après l’ajout de AB, l’intégration plus importante de MTX dans la membrane 

plasmique pourrait alors correspondre à une augmentation de la perméabilité membranaire 

pour le composé anticancéreux. Ces observations suggèrent l’hypothèse suivante. L’agent AB 

pourrait induire des modifications au sein de la matrice membranaire, ce qui aurait pour 

conséquence une modulation de la diffusion de MTX au travers de la membrane plasmique 

(figure 60). 
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Figure 60. Hypothétique effet de AB sur l’intégration de MTX dans la membrane des cellules HCT-116. 
Les étapes de la diffusion de la molécule au travers de la bicouche de phospholipide traitée par l’alcool 
benzylique restent mal définies (notées par le symbole « ? »). 
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Pour valider cette hypothèse, une décomposition de la diffusion de MTX au travers de 

la membrane plasmique a permis de déterminer les efficacités d’atténuation de la sonde 

pendant les phases successives de diffusion rapide (phase 1) et lente (phase 2) après un 

traitement des deux lignées cellulaires par AB. Les efficacités d’atténuation de 4Di-10ASP 

pendant les phases 1 et 2 des deux types cellulaires ont été comparées (figure 61).  

Après un traitement des cellules par le fluidifiants AB, les rapports ∆IFR/IF0 pour les 

cellules HCT-116 S et R montrent clairement une importante augmentation de l’efficacité 

d’atténuation de 36,3 ± 1,5 % et 31,8 ± 3,3 % au cours de la phase 1 en comparaison des 

cellules contrôles sensibles et résistantes (respectivement de 20,6 ± 1,6 % et 16,6 ± 1,8 %). 

Par contre, peu de modifications de l’efficacité d’atténuation sont observées pendant la phase 

2 chez les deux souches cellulaires. Ces résultats suggèrent que le fluidifiant AB augmente 

nettement l’incorporation de MTX dans le feuillet externe de la membrane plasmique. 

De plus, l’effet de AB sur le temps de décroissance de la fluorescence de la sonde a été 

déterminé pour les phases rapides et lentes de l’atténuation de fluorescence de la sonde. La 

faible résolution de l’appareillage ne permet pas de déterminer au cours de la phase rapide un 

effet d’un traitement préalable des cellules par AB sur le temps de décroissance chez les deux 

types cellulaires. De même, au cours de la phase lente, le temps de décroissance de 

fluorescence de la sonde est également équivalent chez les cellules sensibles et résistantes en 

comparaison de leurs contrôles non traités (données non montrées). Ces résultats suggèrent 

qu’une augmentation de la fluidité membranaire par l’agent AB ne modifie pas la vitesse de 

basculement de MTX du feuillet externe vers le feuillet interne de la membrane. Le turn-over 

membranaire de MTX n’est pas perturbé par cet agent. 

 

En conclusion, une efficacité d’atténuation plus importante de la fluorescence de 4Di-

10ASP pendant la phase 1 a été attribuée à une incorporation massive de MTX dans le feuillet 

externe de la membrane plasmique. En effet, une perturbation de la perméabilité membranaire 

par un fluidifiant augmente significativement l’intégration de MTX dans le feuillet externe de 

la membrane uniquement. Ces résultats suggèrent des modifications fondamentales au sein de 

la matrice membranaire entre les cellules sensibles et résistantes. Chez les cellules sensibles, 

l’affinité plus importante de MTX pour la bicouche phospholipidique pourrait indirectement 

rendre compte d’une structure différente de la membrane entre les deux types cellulaires. 
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Figure 61. Effet de AB sur l’efficacités d’atténuation de 4Di-10ASP des phases 1 et 2 chez HCT-116.  
Conditions expérimentales : 3 millions de cellules HCT-116 R et S sont pré-incubées avec 10 mM AB 
pendant 10 min puis incubés avec 4 µM 4Di-10ASP pendant 30 min à 37°C ; λExc = 470 nm ; les variations 
de l’émission de fluorescence de la sonde sont continuellement enregistrées à 550 nm ; 10 µM MTX        
(50 µL) sont ajoutés. 
#, § p < 0,01. 
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Figure 62. Effet de la fumitrémorgine C (FTC), du verapamil (VPL) et de la cyclosporine A (CsA) sur les 
efficacités d’atténuation de 4Di-10ASP des phases 1 et 2 chez HCT-116. 
Conditions expérimentales : [FTC] = 5 µM pendant 2 h, et [VPL] = 3 µM ou [CsA] = 3 µM pendant 1 h à 
37°C et les cellules sont incubées avec 4 µM 4Di-10ASP pendant les 30 dernières minutes à 37°C ;          
λExc = 470 nm ; les variations de l’émission de fluorescence de la sonde sont continuellement enregistrées à 
550 nm ; 10 µM MTX (50 µL) sont ajoutés.  
*,  # p < 0,01. 
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2.3.2. Application du FRET à l’étude d’inhibiteurs de l’activité à 
efflux 

Le mode d’action de certains inhibiteurs de protéines à efflux comme la 

fumitrémorgine C reste relativement mal décrit. Une des hypothèses avancée est que de tels 

agents pourraient perturber l’homéostasie de la membrane plasmique ce qui favoriserait 

l’incorporation des composés anticancéreux. Le FRET pourrait apporter des informations 

complémentaires concernant les effets de tels agents sur l’interaction de MTX avec la 

membrane plasmique des cellules résistantes. 

Cette étude porte sur les inhibiteurs fumitrémorgine C (FTC), verapamil (VPL), et 

cyclosporine A (CsA). Les effets de ces différents agents sur le transfert de MTX au travers 

de la membrane plasmique ont été comparés. A partir de protocoles déjà établis (Qadir et al., 

2005 ; Rabindran et al., 2000 ; Schuldes et al., 2001), les cellules HCT-116 S et R sont 

incubées avec 5 µM FTC (2 h), ou 3 µM VPL (1 h) ou 3 µM CsA (1 h). 4 µM 4Di-10ASP 

sont ajoutés pendant la dernière demi-heure d’incubation. Après deux lavages, 10 µM MTX 

sont ajoutés aux cellules en suspension et l’émission de fluorescence de la sonde est 

enregistrée à 37°C de façon concomitante. 

Après un traitement par FTC, les cellules HCT-116 R présentent une efficacité totale 

d’atténuation de 31,1 ± 1,2 % (figure 62). Une efficacité d’atténuation plus importante 

pendant la phase 2 contribue à cette augmentation (∆IFR/IF0 = 14,1 ± 1,5 %). De plus, les 

cellules HCT-116 S traitées par FTC ne présentent aucune modification significative des 

efficacités d’atténuation des phases 1 ou 2. Ces résultats suggèrent un basculement plus 

important de MTX dans le feuillet interne des cellules résistantes après l’ajout de FTC.  

D’autre part, après une incubation avec CsA, une efficacité totale d’atténuation de 

27,1 ± 1,6 % est calculée pour les cellules HCT-116 R (figure 62). Contrairement à FTC, une 

efficacité d’atténuation plus importante de la phase 1 est à l’origine de cette augmentation 

(∆IFR/IF0 = 20,9 ± 1,5 %). Aucune modification du rapport ∆IFL/IF0 n’est observée ce qui 

suggère que CsA semble augmenter uniquement l’intégration de MTX avec le feuillet externe 

des HCT-116 R. 

Concernant les résultats obtenus avec un traitement par VPL, aucune modification de 

l’efficacité pendant les phases 1 et 2 n’a été observée pour les deux souches cellulaires dans 

ces conditions expérimentales (figure 62).  
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Figure 63. Microscopie confocale de MTX chez les cellules HCT-116 R (A, C, E, G) et S (B, D, F, H) 
traitées par FTC (C, D), CsA (E, F) ou VPL (G, H). 
Conditions expérimentales : Les deux souches cellulaires sont traitées par 5 µM FTC (2 h) ou par 3 µM 
CsA (1 h) ou par 3 µM VPL (1 h) à 37°C, et 5 µM MTX sont ajoutés pendant les 60 dernières minutes ; 
λExc = 568 nm. 
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De plus, l’effet des modulateurs FTC, CsA et VPL sur le temps de décroissance de la 

fluorescence de la sonde a été déterminé pour les phases rapides et lentes de l’atténuation de 

fluorescence de la sonde. Les temps de décroissance de fluorescence de la sonde sont 

équivalents chez les cellules sensibles et résistantes en comparaison de leurs contrôles non 

traités au cours des phases rapides et lentes de l’atténuation (données non montrées). Ces 

résultats suggèrent que de tels agents ne modifie pas la vitesse de basculement de MTX du 

feuillet externe vers le feuillet interne de la membrane.  

D’après ces résultats, les agents FTC et CsA augmentent l’incorporation de MTX dans 

la membrane plasmique. Cependant, les effets de CsA sont différents de ceux de FTC. Après 

un traitement par CsA des cellules résistantes, l’intégration de MTX dans le feuillet externe 

augmente. En revanche, il apparaît que FTC accroît l’amplitude de basculement du composé 

anticancéreux vers le feuillet interne de la membrane plasmique.  

 

Une augmentation de la perméabilité membranaire par de tels agents pourrait avoir 

comme conséquence une augmentation de l’accumulation intracellulaire de MTX. La 

microscopie confocale a permis de localiser l’émission de fluorescence de MTX chez HCT-

116 R et S après un traitement par les inhibiteurs FTC, VPL ou CsA (figure 63). Les deux 

souches cellulaires sont traitées par 5 µM FTC (2 h) ou par 3 µM VPL (1 h) ou 3 µM CsA (1 

h). 5 µM MTX sont ajoutés pendant les 60 dernières minutes à 37°C puis observées. Pour les 

cellules HCT-116 R traitées par FTC et CsA, une importante augmentation de l’émission de 

MTX est remarquée au niveau du cytoplasme et du noyau par rapport au contrôle (figure 63 

A, C, E). Par contre, peu ou pas de modifications de la localisation ou de l’intensité de 

l’émission de fluorescence sont observées chez HCT-116 S traitées par ces mêmes agents 

(figure 63 B, D, F). D’autre part, un traitement par VPL des cellules sensibles et résistantes ne 

semble pas modifier la localisation de l’émission de fluorescence de MTX dans ces conditions 

expérimentales (figure 63 G et H). Ces résultats révèlent que FTC et CsA augmentent 

l’accumulation intracellulaire de MTX. 

 

2.4. Conclusion 

Il est décrit que des molécules telles que les agents AB ou CHCl3 augmentent 

significativement la fluidité de la membrane (Regev et al., 1999). Dans notre étude, après une 

incubation avec ces agents, une diminution importante de la diffusion SERS de MTX est 
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observée chez HCT-116 R. Ces observations suggèrent que la diminution SERS de MTX chez 

HCT-116 R pourrait être attribuée à une intégration plus profonde dans la bicouche 

phospholipidique. Le FRET a pu mettre en évidence que l’ajout de AB augmente clairement 

l’incorporation de MTX dans le feuillet externe de la membrane plasmique. Par conséquent, 

une augmentation de la perméabilité membranaire par ces agents serait à l’origine de 

l’accumulation plus importante de MTX vers le cytoplasme. 

Une perturbation de l’homéostasie de la membrane plasmique ne semble pas être 

réservée aux agents fluidifiants. En effet, le FRET a pu mettre en évidence que les inhibiteurs 

FTC et CsA augmentent l’incorporation de MTX dans la membrane plasmique. Après un 

traitement par CsA des cellules HCT-116 R, l’incorporation de MTX dans le feuillet externe 

augmente tandis que FTC pourrait accroître l’amplitude de basculement du MTX vers le 

feuillet interne de la membrane plasmique. 
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1. Origine membranaire de la diffusion SERS 
Sensibilité de la spectroscopie SERS 

La spectroscopie SERS est une méthode qui combine la sensibilité de la fluorescence 

et la spécificité moléculaire de la spectroscopie Raman. Il a été récemment suggéré avec une 

forte probabilité que le facteur d’exaltation pourrait atteindre 1011 à 1014 sur les points de 

contact de certains composés analysés avec la surface métallique (Kneipp et al., 1999 ; 

Kneipp et al., 1996). Alors, ceci permettrait au signal Raman d’une molécule unique 

d’atteindre une intensité comparable à celle de sa fluorescence. D’après nos résultats, l’étude 

de MTX en solution a révélé une importante sensibilité de détection jusqu’à 10-10 M. Il a été 

également observé que les principales bandes du spectres SERS de MTX correspondent 

essentiellement aux vibrations inter-atomiques du chromophore. La spectroscopie SERS rend 

donc accessible une analyse chimique de MTX à l’échelle moléculaire. Comme il a été décrit, 

les spectres SERS de MTX montrent à différentes longueurs d’onde d’excitation des profils 

similaires (McLaughlin et al., 2002 ; Nabiev et al., 1995). Cependant, des modifications du 

rapport d’intensité de certaines bandes sont observées et sont assimilées à des conditions de 

résonance différentes selon la longueur d’onde d’excitation. 

 

Rôle de l’accessibilité moléculaire 

La spectroscopie SERS rend compte d’une accessibilité de la molécule analysée par la 

surface métallique. A partir de cette propriété, de nombreuses études présentent la 

spectroscopie SERS comme une méthode d’analyse très informative concernant les 

interactions de ligands avec leurs cibles (Breuzard et al., 2003 ; Graham et al., 2002 ; Kneipp 

et al., 2002 ; Murza et al., 2000 ; Nabiev et al., 1995). En 1987, Abdulaev et al. ont pu 

déterminer par cette méthode l’organisation structurale de la rhodopsine, molécule photo-

réactive, au contact de la membrane plasmique de cellules rétiniennes (Abdulaev et al., 1987). 

Une analyse membranaire de MTX a été réalisée par la micro-spectroscopie SERS en 

focalisant le faisceau laser sur un grain de colloïde en contact avec la membrane plasmique de 

cellules traitées. Comparé au spectre de MTX en solution, des modifications significatives de 

certaines bandes ont permis de caractériser une signature spectrale spécifique de MTX au 

niveau de la membrane. De plus, l’ajout d’ADN double brin dans le milieu extracellulaire a 

montré une extinction totale de l’intensité SERS de MTX chez les cellules traitées. Il a été 

démontré par différentes techniques spectroscopiques et biochimiques que la forte affinité de 

MTX pour l’ADN conduit à une intercalation de la molécule anti-néoplasique dans la double 
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hélice (Fox et al., 1986 ; Lown et al., 1985 ; Lown et al., 1984). La formation d’un complexe 

MTX/ADN double brin a pour conséquence une diminution de l’accessibilité du xénobiotique 

par le colloïde. Cette diminution d’accessibilité se traduit par une extinction totale de la 

diffusion SERS de la molécule (Nabiev et al., 1995 ; Breuzard et al., 2003). La totale 

extinction SERS du signal de MTX révèle un déplacement de MTX du microenvironnement 

membranaire vers la double hélice extracellulaire.  

La spectroscopie SERS permet une analyse de MTX sur la membrane puisque 

l’amplification Raman de la molécule n’est possible qu’au contact d’une surface métallique 

rugueuse. Cette méthode rend compte d’une accessibilité de la molécule au niveau du 

microenvironnement membranaire. Ces observations confirment alors une origine 

exclusivement membranaire du signal SERS de MTX chez les cellules. La spectroscopie 

SERS apparaît comme une technique optique non destructive particulièrement bien adaptée 

pour l’étude de interactions de médicaments avec la membrane plasmique. Il serait intéressant 

de compléter cette étude par spectroscopie SERS avec des films actifs (Félidj et al., 2002 ; 

Félidj et al., 2003). En effet, l’équipe de Félidj a réussi à mettre au point des réseaux 

organisés de particules d’or dont elle contrôle la résonance localisée du plasmon. Ces réseaux 

ont montré un effet SERS très prometteur, avec un gain par molécule analysée de l’ordre de 

105. Ce gain semble être entre autre dépendant de la surface de contact entre la molécule 

analysée et le réseau de particule, et de la bande Raman considérée. L’utilisation de tels 

surfaces métalliques permettrait d’une part de limiter la variabilité des intensité SERS de 

MTX provenant du colloïde même. D’autre part, une cartographie de la distribution de MTX 

à la surface de la membrane pourrait être réalisé. 

 

2. Une intégration partielle de la mitoxantrone dans la 
membrane 

Les interactions d’un composé anticancéreux comme la doxorubicine (DOX) ou MTX 

avec la membrane plasmique ont été considérablement étudiées, entre autre par des techniques 

spectroscopiques (Eytan et al., 1997 ; Gallois et al., 1998 ; Heywang et al., 1998 ; Marczak et 

al., 2003 ; Regev et al., 2005). Mieux comprendre ces interactions paraît fondamental pour 

discerner les mécanismes de diffusion des médicaments.  

Dans notre étude, une comparaison des spectres SERS de cellules HCT-116 R et S 

traitées par MTX a montré une intensité SERS de la molécule anticancéreuse trois plus 
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importante chez les cellules résistantes. Aucune modification des profils spectraux n’a été 

remarquée. De plus, la différence d’intensité SERS de MTX entre les cellules résistantes et 

sensibles apparaît après de brèves incubations et pour des concentrations très faibles en 

médicaments, et ce même à faible température. D’autre part, une étude de la stabilité de 

l’adsorption de MTX sur la membrane a mis en évidence chez les cellules HCT-116 R une 

rapide diminution de la diffusion SERS, suivie d’une diminution plus lente et équivalente aux 

cellules sensibles (figure 39). La diminution du signal SERS est interprétée comme une 

libération de MTX de la membrane vers le milieu extracellulaire, et suggère des différences 

d’affinité de MTX avec la membrane plasmique chez cette lignée. Cette différence de 

diffusion SERS entre les deux lignées suscite alors deux hypothèses.  

 

Adsorption membranaire plus importante de la mitoxantrone ? 

L’intensité SERS de MTX membranaire trois fois supérieure chez les cellules HCT-

116 R suggère en premier lieu un nombre plus important de molécule de MTX sur la 

membrane des cellules résistantes en comparaison des cellules HCT-116 S. De plus, chez les 

cellules résistantes, une libération du médicament selon deux phases suggère deux sites 

d’adsorption de MTX, à savoir (i) un site relativement instable à l’origine de la libération 

rapide du médicament dans le milieu extracellulaire, et (ii) un site plus stable responsable de 

la libération prolongée de MTX, et commun aux cellules sensibles. 

 

Accessibilité plus importante de la mitoxantrone par le colloïde ? 

Une seconde hypothèse serait que l’intensité SERS de MTX plus importante chez les 

cellules HCT-116 R pourrait avoir pour origine une accessibilité différente de la molécule par 

le colloïde extracellulaire. Ainsi, la libération du médicament selon deux phases pourrait 

mettre en évidence un premier site d’adsorption  de MTX sur la membrane très accessible par 

le colloïde (à l’origine de la diffusion SERS trois fois plus importante), et un second site 

d’adsorption moins accessible par le colloïde et commun avec les cellules sensibles. 

 

Modifications de la structure membranaire 

Un certain nombre de travaux ont montré l’incidence d’une résistance de type MDR 

sur la morphologie de la membrane plasmique (Arsenault et al., 1988 ; Garcia-Segura et al., 

1990 ; Garcia-Segura et al., 1992 ; Wright et al., 1985). L’équipe de Dietel a pu comparer par 

microscopie électronique et immunocytochimie le phénotype de cellules EPG85-257P (cancer 

gastrique) sensibles et résistantes à MTX (Dietel et al., 1990). Leurs observations suggèrent 
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un mécanisme cellulaire complexe à l’origine de la résistance cellulaire à MTX, lequel 

inclurait la formation de vésicules membranaires en surface, une liaison des molécules de 

MTX avec ces vésicules et une compartimentation du médicament. Par ailleurs, certains types 

cellulaires montreraient des structures membranaires particulières, appelées cavéoles, se 

présentant comme de petites invaginations de la membrane plasmique de 50 à 100 nm de 

diamètres (Parton, 1996 ; Rothberg et al., 1992 ; Severs, 1988). Les cavéoles sont une variété 

de microdomaine caractérisée par la présence d’une protéine particulière, la cavéoline (22 

kDa), et qui interviennent dans la transcytose et l’endocytose. Plus récemment, il a été mis en 

évidence que des cellules de type MDR pouvaient présenter d’abondantes structures 

cavéolaires, tandis que leur lignée sensible respective en était parfaitement dépourvue (Lavie 

et al., 1998 ; Yang et al., 1998). 

 

Modifications de la composition membranaire 

De nombreux travaux décrivent de profondes modifications au sein de la membrane de 

cellules cancéreuses (Aouali et al., 2005 ; Burns et al., 1988 ; Callaghan et al., 1993 ; 

Dolderer et al., 2000 ; Lavie et al., 2000 ; Romsicki et al., 1999 ; Vrignaud et al., 1986). Par 

exemple, l’équipe de Merchant a pu montré par la spectroscopie à Résonance Magnétique 

Nucléaire (RMN) que la membrane de cellules cancéreuses du colon humain présente une 

diminution des entités phosphatidyléthanolamine (PE) et des sphingomyélines (SM), mais une 

augmentation des phosphatidylcholine (PC) en comparaison des cellules normales (Merchant 

et al., 1991). Aujourd’hui, ces changements sont associés en majeure partie à un phénotype 

MDR. Les lipides peuvent avoir des fonctions variées et complexes dans la résistance 

multiple comme influencer le transport du médicament au travers de la membrane plasmique 

ou encore moduler l’activité des protéines à efflux. Par exemple, l’activité de la protéine Pgp 

est d’autant meilleure que l’environnement lipidique l’entourant comporte les entités PC, PE 

et phosphatidylsérine (PS) (Doige et al., 1992 ; Doige et al., 1993). 

 

Vers une quantification de la mitoxantrone membranaire 

Afin de valider une des deux hypothèses émises précédemment, le FRET a permis de 

comparer les efficacités de transfert d’énergie de fluorescence d’une sonde membranaire vers 

MTX. En effet, l’amplitude d’atténuation de fluorescence de la sonde est fonction de la 

quantité de MTX co-localisé. Dans notre étude, l’addition de MTX à des cellules marquée par 

le fluorophore 4Di-10ASP au niveau de la membrane plasmique a pour résultat une 

atténuation partielle de la fluorescence de la sonde en deux étapes. Une phase rapide 
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d’atténuation de l’ordre de la seconde correspondrait à une intégration massive de MTX dans 

le feuillet externe de la membrane. Une atténuation supplémentaire et plus lente (environ 90 

secondes) suit cette première phase et est attribuée à un basculement de MTX dans le feuillet 

interne de la membrane.  

Une plus faible atténuation de 18 % de 4Di-10ASP dans le feuillet externe pour les 

cellules HCT-116 R a été déterminée en comparaison des cellules sensibles. Cette différence 

d’efficacité d’atténuation du donneur est statistiquement significative, et suggère un nombre 

plus important de molécules de MTX dans le feuillet externe de la membrane sensible. Ces 

observations ne permettent pas de valider la première hypothèse selon laquelle l’intensité 

SERS de MTX trois fois supérieure chez les cellules HCT-116 R interprètent une quantité de 

MTX plus importante au niveau du feuillet externe de la membrane. Pour expliquer ces 

différences d’intensité SERS entre les deux lignées, les cellules sensibles pourraient présenter 

un enfouissement de MTX plus important dans la membrane plasmique en comparaison des 

cellules résistantes. Ceci aurait pour conséquence une perte d’accessibilité de la molécule par 

le colloïde.  

L’équipe de Regev ont étudié l’incorporation de MTX et d’autres anthracyclines dans 

des membranes synthétiques enrichies en 1, 2 – dioléoyl – sn – glycéro – 3 - 

phosphatidylcholine, 1, 2 – dioléoyl – sn – glycéro – 3 – phosphoglycérol et cholestérol 

(DOPC : DOPG : cholesterol) (Regev et al., 2005). Ils ont estimé que le temps du 

basculement de DOX et MTX dans la lumière du liposome est respectivement de 0,1 et 6 min. 

Le coefficient de partage de ces composés entre la membrane et le milieu aqueux serait de 

8600 pour DOX mais de 230000 pour MTX. Ces résultats suggèrent une très grande affinité 

de MTX pour la membrane mais aussi une très faible diffusion trans-membranaire de ce 

composé. 

 

3. Effet de la modulation de la fluidité membranaire 
Fluidité membranaire et intégration membranaire de la mitoxantrone 

Dans notre étude, nous avons vu qu’une pré-incubation des cellules avec les 

fluidifiants alcool benzylique (AB) et chloroforme (CHCl3) a pour résultat une importante 

diminution de l’intensité SERS de MTX, uniquement chez les cellules résistantes. Après 

l’ajout de ces agents, une augmentation de la fluidité membranaire pourrait avoir pour 

conséquence une perte d’accessibilité par le colloïde de MTX adsorbée sur le site propre aux 

cellules résistantes. De plus, une intensité SERS de MTX équivalente subsiste chez les deux 
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souches cellulaires. Seul le site d’adsorption de MTX commun aux deux lignées resterait 

accessible par le colloïde. 

D’après nos observations par FRET, l’ajout de AB augmente significativement 

l’efficacité d’atténuation de la sonde par MTX dans le feuillet externe de la membrane, ce qui 

peut être interprété comme une augmentation de l’intégration de MTX dans ce feuillet. Une 

augmentation de la fluidité semble améliorer la perméabilité de la membrane. Seule 

l’intégration partielle de MTX chez les cellules résistantes est perturbée par AB et CHCl3. Il 

est donc probable que ces agents déstabilisent des structures membranaires particulières, et 

permettrait un enfouissement plus important de MTX dans le feuillet externe. L’intégration 

partielle de MTX chez les cellules résistantes pourrait alors avoir pour origine un plus faible 

turn-over du médicament au niveau d’ultrastructures membranaires. 

Une des hypothèses qui peut être évoquée serait un turn-over plus rapide de MTX chez 

les cellules résistantes traitées par ces agents. Regev et al. ont décrit les effets modulateurs de 

différents fluidifiants, comme AB et CHCl3, sur l’accumulation intracellulaire de DOX 

(Regev et al., 1999). Leurs travaux montrent que le basculement intracellulaire du 

médicament augmente significativement en présence de tels agents. 

 

Fluidité membranaire et accumulation de MTX 

La plupart des composés cytotoxiques ont une cible intracellulaire. Par conséquent, la 

diminution de leur accumulation pourrait être la conséquence d’une plus lente diffusion au 

travers d’une membrane « moins fluide » (Hendrich et al., 2003). Dans notre étude, une 

diminution de la fluidité de la membrane à 4°C a pour conséquence une importante réduction 

de l’accumulation intracellulaire de MTX. De plus, un traitement des cellules avec les agents 

AB ou CHCl3 améliore efficacement l’accumulation de MTX, et il a été observé que l’effet de 

ces fluidifiants persiste à 4°C chez les deux lignées. Une étude par la microspectrofluorimétrie 

a pu mettre en évidence qu’un traitement par AB des cellules sensibles et résistantes 

augmente significativement l’accumulation de MTX au niveau de la bicouche 

phospholipidique et du microenvironnement sous-membranaire. Ces observations suggèrent 

que l’accumulation intracellulaire de MTX pourrait être directement affectée par les 

propriétés biophysiques de la membrane plasmique. L’implication des lipides dans la 

résistance aux médicaments semble reposer sur des modifications des propriétés de diffusion 

de la membrane. 
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Tableau 7. Effet de la modulation de la fluidité membranaire par AB sur la localisation de MTX chez les 
cellules HCT-116 R et S. 

 Intensité SERS 
Intégration partielle(§)

Atténuation FRET 
Intégration totale($)

Accumulation 
Intracellulaire(#)

HCT-116 R 
HCT-116 R + AB 

 
HCT-116 S 

HCT-116 S + AB 

+ + + 
+ 
 

+ 
+ 

+ 
+ + + 

 
+ 

+ + + 

+ 
+ + +  

 
+ +  

+ + + 
Le nombre de (+) correspond à : (§) l’intensité SERS de MTX, ($) l’efficacité d’atténuation de la  fluorescence 
de la sonde par MTX, (#) l’intensité de fluorescence de MTX. 
 

Il a été très souvent décrit que le développement de la résistance cellulaire aux 

composés anticancéreux s’accompagne d’une altération de la composition lipidique et/ou des 

propriétés de la membrane (Jedrzejczak et al., 1999 ; Lavie et al., 2000 ; Veldman et al., 

2004). La bicouche phospholipidique de la membrane plasmique ne compte pas moins d’une 

douzaine d’espèces lipidiques différentes dont des sphingolipides qui s’organisent 

spontanément avec le cholestérol en microdomaine, comme par exemple les rafts lipidiques 

(Simons et al., 2002 ; Sprong et al., 2001). Le feuillet externe de la membrane plasmique peut 

être alors considéré comme une mosaïque de microdomaines indépendants (Gruenberg, 

2001), impliquant des différences localisées de la lipophilicité et de la fluidité membranaire. 

Par la présence de cholestérol, ces microdomaines se caractérisent entre autre par une rigidité 

relative en comparaison de la membrane environnante (London et al., 2000). De plus, les rafts 

lipidiques ont la particularité de pouvoir séquestrer des protéines, comme la Pgp, qui 

présentent une affinité pour ces structures lipidiques (Lavie et al., 1998 ; Liscovitch et al., 

2000 ; Troost et al., 2004).  

Il est probable que la propriété qu’ont ces microdomaines à retenir la Pgp ne soit pas 

exclusive à cette protéine. Veldman et al. ont pu montré qu’un enrichissement de la 

membrane plasmique de cellules BAEC (bovine aortic endothelial cell) sur-exprimant MRP1 

par des sphingomyélines (SM) comportant des chaînes acyles plus courtes (N-hexanoyl-SM) 

augmentait l’accumulation intracellulaire de DOX et potentialisait in vitro la cytotoxicité du 

médicament (Veldman et al., 2004). Il est vraisemblable que l’ajout de N-hexanoyl-SM 

induise la formation de rafts lipidiques « plus fluide » sur le feuillet externe de la membrane 

permettant une meilleure diffusion du médicament anticancéreux, et/ou une inhibition de la 

protéine à efflux.  

Nos observations suggèrent des modifications fondamentales de la structure 

membranaire entre les cellules sensibles et résistantes. La nature des phospholipides semble 

jouer un rôle important dans l’intégration et la diffusion trans-membranaire de MTX (Ferrer-
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Montiel et al., 1992 ; Frezard et al., 1991 ; Lecompte et al., 2002 ; Przybylska et al., 2003). 

Burns et al. ont pu montrer qu’un enrichissement de la membrane des cellules L1210 avec 

l’acide docosahexaénoïque (22 : 6) augmentait significativement l’interaction de MTX avec la 

membrane (Burns et al., 1988). Par ailleurs, MTX pourrait perturber la fluidité de la 

membrane et finalement perturber sa propre diffusion trans-membranaire (Jedrzejczak et al., 

1999 ; Marczak et al., 2003 ; Regev et al., 2005). La quantité de médicament qui traverse la 

membrane plasmique semble être dépendante à la fois de l’état d’intégration de MTX dans la 

membrane et du turn-over de la molécule vers le cytoplasme. Une affinité particulière de 

MTX avec un ou plusieurs composants de la membrane reste donc hypothétique. 

 

Fluidité membranaire et activité des protéines de transport 

Le rôle de la fluidité membranaire est certainement plus complexe, et les effets d’une 

modification de la fluidité membranaire sur l’incorporation du médicament dans les cellules 

résistantes restent très controversés (Burns et al., 1988 ; Callaghan et al., 1993 ; Jedrzejczak 

et al., 1999 ; Regev et al., 1997). L’effet d’une fluidification de la membrane par des agents 

AB ou CHCl3 sur l’efflux de la molécule par la protéine BCRP a été déterminé. Il en résulte 

que ces agents provoquent une inhibition de l’efflux de MTX chez les cellules HCT-116 R 

traitées. L’hypothèse la plus vraisemblable serait une inhibition de la protéine par une 

fluidification de son microenvironnement membranaire. Une fluidification de la membrane a 

montré une inhibition de la protéine Pgp dans des membranes d’hépatocytes de rat (Sinicrope 

et al., 1992). De plus, Regev et al. ont pu mettre en évidence que la fluidification de la 

membrane de cellules CHO par de tels agents inhibe indirectement l’activité ATP-asique de la 

Pgp selon un mécanisme d’inhibition aspécifique (Regev et al., 1999). Il est alors possible 

que de tels agents puissent inhiber d’autres protéines à efflux. La compétition entre la 

diffusion passive et le transport actif du médicament pourrait donc jouer un rôle essentiel dans 

la résistance multiple et sa modulation (Eytan, 2005 ; Wielinga et al., 2000). Une autre 

hypothèse peut être évoquée. Une compétition entre AB et MTX sur la protéine BCRP 

pourrait avoir lieu puisque cet agent possède un cycle aromatique comme la plupart des 

inhibiteurs des protéines à efflux (Regev et al., 1999).  
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4. Influence d’inhibiteurs MDR sur les propriétés 
biophysiques de la membrane 

Conséquence sur l’intégration membranaire et l’accumulation de la mitoxantrone 

Le développement d’agents pharmacologiques capable d’inhiber l’activité des 

protéines à efflux est devenu l’un des principaux objectifs depuis 20 ans (Avendano et al., 

2002 ; Ford et al., 1990 ; Gottesman, 2002 ; Robert, 1999 ; Sikic et al., 1997 ; Wiese et al., 

2001). La fumitrémorgine C (FTC) a été identifiée comme un nouvel agent qui inhibe la 

résistance aux médicaments MTX ou SN38 chez des cellules surexprimant la protéine à efflux 

BCRP (Garimella et al., 2005 ; Rabindran et al., 2000 ; Sugimoto et al., 2003). Bien que le 

modulateur FTC semble inhiber cette protéine, des éléments manquent pour conclure à une 

interaction directe avec la protéine. D’après notre étude, FTC augmente de près de 107 % 

l’atténuation de la fluorescence de 4Di-10ASP par MTX dans le feuillet interne de la 

membrane des cellules résistantes. Ces observations suggèrent que l’ajout de FTC pourrait 

augmenter la perméabilité de la membrane et conduire à une accumulation intracellulaire plus 

importante de MTX. Les résultats obtenus par la microscopie confocale sur des cellules 

traitées par FTC ont révélé une augmentation de la rétention de MTX uniquement chez les 

cellules HCT-116 R. 

La cyclosporine A (CsA) est connue pour ses activité modulatrices des protéines à 

efflux MRP-1 et Pgp, même si ses mécanismes d’action restent controversés (Aouali et al., 

2005 ; Dolderer et al., 2000 ; Marian et al., 2005 ; Marian et al., 2005 ; Niebylski et al., 

1991). D’après nos résultats, CsA augmente l’intégration de MTX dans le feuillet externe des 

cellules HCT-116 R. Nos observations pourraient aller dans le sens de Lambros et al. qui ont 

pu montré par diffraction aux rayons X et par la calorimétrie que CsA perturbe la mobilité des 

chaînes acyles des phospholipides dimyristoyl-PC (DMPC) dans des membranes 

reconstituées (Lambros et al., 2004). De plus, la microscopie confocale a permis de 

caractériser une augmentation de l’accumulation intracellulaire de MTX chez des cellules 

résistantes traitées par CsA. L’équipe de Qadir a pu mettre en évidence que CsA augmente la 

cytotoxicité de MTX selon un facteur 3 chez des cellules sur-exprimant la protéine BCRP 

(Qadir et al., 2005). CsA semble donc un inhibiteur aspécifique.  
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Conséquence sur l’activité des protéines de transport 

Les modulateurs FTC et CsA présentent des structures chimiques très différentes. Une 

des hypothèses évoquées serait une compétition de ces modulateurs avec MTX sur la protéine 

BCRP. En effet, l’équipe de Pascaud a pu caractériser deux sites de liaison sur la protéine, le 

premier attribué pour CsA et le second pour le médicament vinblastine (Pascaud et al., 1998). 

Cependant, ces deux agents semblent avoir en commun une lipophilicité leur permettant de 

traverser facilement la bicouche lipidique. Un autre mécanisme d’inhibition pourrait 

également intervenir, à savoir une modification des propriétés biophysiques de la membrane 

(Hendrich et al., 2003 ; Robert et al., 2003).  

La diffusion passive du médicament au travers de la membrane chez les cellules de 

phénotype MDR est directement en compétition avec le transport actif dirigé par les protéines 

à efflux. Il a été suggéré que la protéine Pgp, localisée dans la membrane plasmique, prend en 

charge le composé anticancéreux du feuillet interne de la membrane et le transporte soit vers 

le feuillet externe soit vers le milieu extracellulaire (Ambudkar et al., 1999 ; Higgins et al., 

1992). Les résultats de Shapiro et al. semblent confirmer ce modèle à partir de Pgp intégrées 

dans des liposomes (Shapiro et al., 1997 ; Shapiro et al., 1998). De ce fait, la protéine Pgp 

pourrait être assimilée à une « flippase » effluant les phospholipides de la bile par un 

basculement au travers de la membrane plasmique (Schinkel, 1999). Il est alors possible que 

la protéine BCRP puisse avoir le même mécanisme d’efflux que la Pgp L’ajout de 

modulateurs comme FTC ou CsA perturberait l’homéostasie de la membrane ce qui aurait 

indirectement pour conséquence d’inhiber les fonctions de la protéine BCRP. 
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La spectroscopie SERS a permis de mettre en évidence une intensité SERS de MTX 

trois fois plus importante chez les cellules résistantes par rapport aux cellules sensibles. Parmi 

les hypothèses, il avait été proposé une meilleure accessibilité de MTX par le colloïde chez 

les cellules HCT-116 R par rapport aux cellules sensibles. Par transfert d’énergie de 

fluorescence, la comparaison des efficacités d’atténuation de la sonde membranaire par MTX 

a permis de mettre en évidence une quantité équivalente de molécules de MTX intégrées dans 

la membrane entre les deux types cellulaires. Des accessibilités différentes de MTX par le 

colloïde semble être l’hypothèse interprétant le mieux les différences d’intensité SERS de 

MTX entre les deux lignées.  

Il serait intéressant de compléter cette étude par une approche SERS avec des films 

actifs afin de réaliser une cartographie de la répartition de MTX sur la surface membranaire. 

De plus, l’utilisation de tels surfaces métalliques permettrait de diminuer la variabilité des 

intensités SERS de MTX, ayant pour origine le calibre et la forme des grains de colloïde. Il 

serait également intéressant d’étendre ces analyses membranaires à d’autres molécules 

antitumorales par spectroscopie SERS et par transfert d’énergie de fluorescence afin de 

comparer les mécanismes de diffusion de ces différentes molécules avec ceux de MTX. De 

plus, la spectroscopie par corrélation de fluorescence (FCS) pourrait offrir la possibilité 

d'analyser en temps réel les interactions moléculaires de MTX et sa mobilité au sein de la 

membrane. Cette méthode utilise un montage de microscopie confocale collectant la 

luminescence de fluorophores se déplaçant dans un volume d'analyse très faible (± 1 µm3). 

L’analyse de ces fluctuations de l’intensité de fluorescence de MTX permettra d’extraire des 

informations sur la vitesse de diffusion, la concentration et d'éventuelles associations 

moléculaires. 

 

Une affinité moins importante de MTX pour la membrane des cellules résistantes 

pourrait être à l’origine des différences d’intégration et d’accumulation de MTX entre les 

deux types cellulaires. La bicouche lipidique de la membrane cellulaire joue un rôle important 

dans les phénomènes de résistance aux médicaments anticancéreux. Des modifications de la 

nature et/ou de la structure de la membrane peuvent influencer les propriétés de transport de la 

membrane et l’activité des protéines ABC.  

Dans cette étude, il a été montré que l’ajout de fluidifiants avait pour conséquence une 

diminution importante de la diffusion SERS de MTX uniquement chez les cellules HCT-116 

R. Le transfert d’énergie a pu mettre en évidence qu’un traitement des cellules avec de tels 

agents augmente clairement l’incorporation de MTX dans le feuillet externe de la membrane 
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Figure 64. Modèles d’intégration et de diffusion de MTX au travers de la membrane plasmique. 
(A) comparaison des modèles cellulaires résistants de type BCRP/MXR et sensibles ;  
(B) comparaison des modèles cellulaires résistants traités ou non par le fluidifiant alcool benzylique.  
(1 intégration partielle de MTX dans le feuillet externe de la membrane ; 2 flux trans-membranaire de 
MTX ; 3 concentration intracellulaire de MTX) 

 134



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

plasmique des deux types cellulaires. Une augmentation de la fluidité membranaire a pour 

conséquence directe une intégration plus importante de MTX dans la bicouche 

phospholipidique, ce qui pourrait être à l’origine de l’accumulation plus importante de MTX 

vers le cytoplasme, mais également de l’inhibition de l’efflux médié par BCRP. La figure 64 

propose d’une part un modèle d’intégration et de diffusion de MTX au travers de la 

membrane plasmique, et d’autre part l’effet de fluidifiant sur cette intégration membranaire.  

La polarisation de fluorescence permettrait de déterminer également des paramètres 

importants concernant les effets de molécules anticancéreuses sur la dynamique des chaînes 

acyles. Basée sur l’analyse de déplacement de plus faibles amplitudes d’entités fluorescentes, 

cette méthode permettrait d’apporter des éléments complémentaires à la FCS concernant les 

interactions entre les molécules anti-néoplasiques intégrées et les lipides membranaires.  

 

En conclusion, la spectroscopie SERS et le transfert d’énergie de fluorescence sont 

deux méthodes permettant une analyse de la molécule anticancéreuse avec une sélectivité 

spatiale restreinte à la membrane plasmique. Des applications biologiques innovantes ont été 

développées afin d’aborder l’étude de l’intégration du médicament dans le compartiment 

membranaire. La connaissance du comportement des médicaments et de leur transport 

transmembranaires reste un enjeu essentiel pour comprendre la pharmacodynamique à 

l’échelle de la cellule vivante. 
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ANNEXE 1 

Tableau 8. Valeurs numériques pour le calcul de l’intégrale J de recouvrement spectral entre le donneur 
(sonde 4Di-10ASP) et l’accepteur d’énergie (MTX). 

λ  
(nm) 

Iexp (sonde) (unité 
arbitraire) 

Icorr (sonde)  
(unité normalisée) 

ε (MTX) 
(M-1. cm-1) 

λ4  
(cm4) 

J 
(M-1. cm3) 

500 
501 
502 
503 
504 
505 
506 
507 
508 
509 
510 
511 
512 
513 
514 
515 
516 
517 
518 
519 
520 
521 
522 
523 
524 
525 
526 
527 
528 
529 
530 
531 
532 
533 
534 
535 
536 
537 
538 
539 
540 
541 
542 
543 
544 
545 
546 
547 
548 
549 
550 
551 
552 
553 
554 
555 
556 
557 
558 
559 
560 

0 
-0,2 
-0,1 

0 
0,9 
2,3 
3,1 
4,6 
5,7 
7,2 
8,1 
9,6 

10,6 
12,1 
13 

14,4 
15,4 
17,4 
18,6 
20,6 
22,2 
24,8 
26,3 
28,2 
29,6 
31,5 
32,6 
33,9 
35 

36,4 
37,3 
38,8 
40 

42,3 
43,7 
45,8 
47,2 
49,6 
50,7 
52,4 
53,3 
54,9 
56 

57,3 
57,9 
58,8 
59,6 
61,3 
62,7 
64,2 
65 

66,1 
66,7 
68,1 
69,2 
70,1 
70,1 
70 

69,9 
70 

70,1 

0 
-4,47477E-05 
-2,23739E-05 

0 
0,000201365 
0,000514599 
0,00069359 
0,001029198 
0,00127531 
0,001610918 
0,001812283 
0,002147891 
0,00237163 
0,002707238 
0,002908603 
0,003221837 
0,003445576 
0,003893053 
0,004161539 
0,004609017 
0,004966999 
0,005548719 
0,005884327 
0,006309431 
0,006622665 
0,007047768 
0,007293881 
0,007584741 
0,007830854 
0,008144088 
0,008345453 
0,008681061 
0,008949547 
0,009464146 
0,00977738 
0,010247231 
0,010560465 
0,011097438 
0,011343551 
0,011723906 
0,011925271 
0,012283253 
0,012529366 
0,012820226 
0,012954469 
0,013155834 
0,013334825 
0,013715181 
0,014028415 
0,014364023 
0,014543014 
0,014789126 
0,01492337 
0,015236604 
0,015482716 
0,015684081 
0,015684081 
0,015661707 
0,015639333 
0,015661707 
0,015684081 

2100 
1880 
2940 
1940 
1740 
2360 
2980 
3440 
3020 
3260 
2760 
2420 
2480 
3140 
4220 
2100 
2080 
3140 
3920 
3700 
4140 
4200 
3820 
4520 
3760 
5320 
5580 
4700 
3120 
4920 
4300 
4240 
5580 
3500 
6000 
5380 
6000 
7000 
4680 
6920 
8620 
5740 
7000 
6000 
7600 
7500 
7740 
7980 
7780 
7420 
9900 
8760 

10080 
11280 
9980 

10540 
11240 
11840 
10480 
11560 
11220 

6,25E-18 
6,30015E-18 
6,3506E-18 
6,40136E-18 
6,45241E-18 
6,50378E-18 
6,55544E-18 
6,60742E-18 
6,6597E-18 
6,7123E-18 
6,7652E-18 
6,81842E-18 
6,87195E-18 
6,92579E-18 
6,97995E-18 
7,03443E-18 
7,08923E-18 
7,14434E-18 
7,19978E-18 
7,25553E-18 
7,31162E-18 
7,36802E-18 
7,42475E-18 
7,48181E-18 
7,5392E-18 
7,59691E-18 
7,65496E-18 
7,71334E-18 
7,77205E-18 
7,8311E-18 
7,89048E-18 
7,9502E-18 
8,01026E-18 
8,07066E-18 
8,13139E-18 
8,19248E-18 
8,2539E-18 
8,31567E-18 
8,37778E-18 
8,44025E-18 
8,50306E-18 
8,56622E-18 
8,62973E-18 
8,69359E-18 
8,75781E-18 
8,82239E-18 
8,88731E-18 
8,9526E-18 
9,01825E-18 
9,08426E-18 
9,15063E-18 
9,21736E-18 
9,28445E-18 
9,35191E-18 
9,41974E-18 
9,48794E-18 
9,55651E-18 
9,62544E-18 
9,69475E-18 
9,76444E-18 
9,8345E-18 

0 
-5,30005E-19 
-4,17737E-19 

0 
2,26076E-18 
7,89853E-18 
1,35494E-17 
2,33932E-17 
2,56494E-17 
3,52503E-17 
3,38389E-17 
3,54414E-17 
4,04183E-17 
5,88743E-17 
8,56741E-17 
4,7594E-17 
5,0807E-17 

8,73338E-17 
1,17452E-16 
1,23731E-16 
1,50351E-16 
1,71709E-16 
1,66895E-16 
2,13371E-16 
1,87735E-16 
2,8484E-16 

3,11556E-16 
2,74967E-16 
1,89889E-16 
3,13784E-16 
2,83153E-16 
2,92629E-16 
4,0002E-16 

2,67337E-16 
4,77022E-16 
4,51652E-16 
5,2299E-16 

6,45978E-16 
4,44758E-16 
6,84752E-16 
8,74079E-16 
6,03969E-16 
7,56875E-16 
6,68723E-16 
8,62241E-16 
8,70494E-16 
9,17274E-16 
9,79837E-16 
9,84261E-16 
9,6821E-16 

1,31747E-15 
1,19413E-15 
1,39664E-15 
1,6073E-15 

1,45552E-15 
1,56845E-15 
1,68471E-15 
1,78489E-15 
1,58897E-15 
1,76784E-15 
1,73063E-15 
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561 
562 
563 
564 
565 
566 
567 
568 
569 
570 
571 
572 
573 
574 
575 
576 
577 
578 
579 
580 
581 
582 
583 
584 
585 
586 
587 
588 
589 
590 
591 
592 
593 
594 
595 
596 
597 
598 
599 
600 
601 
602 
603 
604 
605 
606 
607 
608 
609 
610 
611 
612 
613 
614 
615 
616 
617 
618 
619 
620 

69,9 
69,7 
69,6 
69,2 
69,1 
69,1 
68,8 
68,6 
68,3 
67,9 
66,4 
65 

63,2 
62 

60,2 
59 

57,4 
56,6 
55,2 
54,4 
53,4 
52,5 
50,9 
49,6 
47 

45,4 
43,3 
41,7 
39,6 
38,4 
36,8 
35,7 
33,9 
32,6 
30,9 
29,7 
27,3 
25,4 
23,3 
21,7 
19,1 
18 

16,5 
15,6 
17,2 
13,2 
11,7 
11 
9,5 
8,4 
6,6 
5,7 
4,4 
3,6 
2,6 
2,1 
1,3 
1 

0,4 
0 

0,015639333 
0,015594586 
0,015572212 
0,015482716 
0,015460342 
0,015460342 
0,015393221 
0,015348473 
0,015281351 
0,015191856 
0,014856248 
0,014543014 
0,014140284 
0,013871798 
0,013469068 
0,013200582 
0,0128426 

0,012663609 
0,012350375 
0,012171384 
0,011947645 
0,01174628 
0,011388298 
0,011097438 
0,010515718 
0,010157736 
0,009687885 
0,009329903 
0,008860051 
0,008591565 
0,008233583 
0,007987471 
0,007584741 
0,007293881 
0,006913525 
0,006645039 
0,006108066 
0,005682962 
0,005213111 
0,004855129 
0,004273409 
0,004027296 
0,003691688 
0,003490323 
0,003848305 
0,00295335 
0,002617742 
0,002461125 
0,002125517 
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RESUME 
La résistance cellulaire aux agents anticancéreux se caractérise par une diminution de la concentration 

intracellulaire du médicament. Il est très largement décrit que cette résistance cellulaire se définit par des 
modifications du profil lipidique et une surexpression de protéines responsables de l’efflux de xénobiotiques. 
Cependant, la relation entre l’intégration membranaire et le transfert du médicament au travers de la bicouche de 
phospholipides reste mal définie. L’objectif de ce travail a été de mettre en évidence le mode d’intégration de la 
mitoxantrone (MTX) à la surface de la membrane plasmique dans un modèle cellulaire de résistance multiple de 
type BCRP/MXR.  

Des méthodes biophysiques ont été développées pour étudier l’intégration du médicament. D’une part, 
la spectroscopie SERS (Surface-Enhanced Resonance Scattering) implique un colloïde d’argent extracellulaire 
permettant une exaltation Raman de molécules en situation membranaire. D’autre part, le transfert d’énergie 
d’une sonde membranaire fluorescente vers MTX permet de déterminer des paramètres d’intégration du 
médicament dans les deux feuillets de la membrane. 

Une exaltation SERS de MTX est observée lorsque le rayonnement laser est focalisé sur un grain de 
colloïde en contact avec la membrane de cellules traitées par le médicament. Ces résultats sont interprétés 
comme une intégration partielle de MTX sur la membrane plasmique. De plus, une intensité SERS de MTX trois 
fois plus importante est observée chez les cellules résistantes. Cette différence d’intensité SERS de MTX entre 
les deux lignées est assimilée à une accessibilité différente de MTX par le colloïde. Par transfert d’énergie de 
fluorescence, la comparaison des vitesses d’intégration de l’agent anticancéreux met en évidence une quantité 
équivalente de molécules de MTX intégrées dans la membrane entre les deux types cellulaires. D’autre part, des 
agents fluidifiants induisent une diminution importante de la diffusion SERS de MTX uniquement chez les 
cellules résistantes. Le transfert d’énergie de fluorescence montre qu’un traitement des cellules avec de tels 
agents augmente l’intégration de MTX dans le feuillet externe de la membrane plasmique des deux types 
cellulaires. Une augmentation de la fluidité membranaire a pour conséquence directe une intégration plus 
importante de MTX dans la bicouche phospholipidique, ce qui pourraient être à l’origine de l’accumulation plus 
importante de MTX vers le cytoplasme. 

En conclusion, la spectroscopie SERS et le transfert d’énergie de fluorescence permettent une analyse 
sélective de molécules anticancéreuses à l’échelle de la membrane plasmique. Des modifications de la structure 
membranaire pourraient être à l’origine des différences d’intégration de MTX et de perméabilité membranaire 
entre les deux types cellulaires. 
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