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RESUME 
 
 

 
La surexpression de la P-glycoprotéine (P-gp), codée par les gènes mdr1/3, est l’une des 

principales causes de l’établissement de la résistance aux traitements anticancéreux dans de 

nombreux cancers. Ainsi de nombreuses stratégies visant à inhiber l’efflux de drogues médié 

par la P-gp ont été développées. 

Dans ce travail, la réversion de l’activité de la P-gp, a été réalisée par deux approches 

différentes, l’une basée sur la production d’anticorps, l’autre faisant appel à l’utilisation de 

flavonoïdes isolés à partir de la luzerne (Medicago sativa). 

Nous avons montré que des anticorps dirigés spécifiquement contre la P-gp restaurent la 

sensibilité  des cellules leucémiques murines P388 résistantes vis-à-vis de la doxorubicine. 

Ces anticorps sont induits par l’immunisation de souris avec des liposomes présentant des 

peptides synthétiques dérivés de boucles extracellulaires de la P-gp à leur surface grâce à des 

chaînes PEGylées. Ces anticorps, incubés avec des cellules P388 résistantes, potentialisent 

l’effet de la doxorubicine en augmentant son accumulation intracellulaire. De plus, 

l’immunisation avec une telle préparation liposomale permet d’améliorer l’efficacité du 

traitement chimiothérapeutique et d’augmenter la survie des souris ayant reçu l’injection de 

cellules P388 résistantes. 

Au cours d’un screening bioguidé de l’extrait foliaire de luzerne, plusieurs métabolites 

possédant des activités anticancéreuses ont été isolés. La médicarpine et le millepurpan, deux 

isoflavonoïdes, exercent une activité cytotoxique aussi bien dans les cellules P388 sensibles et 

résistantes à la doxorubicine en induisant une apoptose caspase-dépendante. Lorsqu’ils sont 

utilisés à des concentrations non toxiques, les deux composés potentialisent l’effet d’agents 

anticancéreux en inhibant l’activité de la P-gp sans modifier son expression. 

 

Mots clés : P-glycoprotéine, résistance « multidrogue », immunisation, anticorps, luzerne, 

flavonoïdes. 
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La résistance pléïotropique aux agents anticancéreux ou phénomène de 

« Multidrug Resistance » (MDR) 
 

L’utilisation de la chimiothérapie dans le traitement des cancers est limitée par le 

développement de cellules tumorales résistantes. Cette résistance peut survenir à l’égard de 

drogues cytotoxiques utilisées individuellement, la cause de ce phénomène étant attribuée à 

l’altération des cibles intracellulaires de ces drogues. Mais, elle peut également survenir vis-à-

vis de nombreuses drogues différentes auxquelles les cellules n’ont jamais été exposées 

auparavant et qui n’ont aucune relation de structure ou de fonction [Gottesman et Pastan, 

1993]. Cette forme de résistance, appelée « MultiDrug Resistance » (MDR), constitue le 

principal obstacle dans le traitement chimiothérapeutique de nombreux cancers humains 

(carcinomes du colon, du rein et du sein, leucémies, myélomes multiples, etc…). 

La résistance peut exister d’emblée. Un grand nombre de cancers présentent en effet 

une résistance intrinsèque aux drogues cytotoxiques mais elle peut également être induite par 

un traitement chimiothérapeutique : les cellules tumorales acquièrent une résistance multiple 

lors de la mise en place du traitement. 

Les cellules tumorales de phénotype MDR accumulent beaucoup moins de drogues 

cytotoxiques que les cellules sensibles, ce qui, le plus souvent, semble dû à un efflux accru 

des drogues vers le milieu extracellulaire. La concentration intracellulaire en agents 

anticancéreux reste ainsi en dessous d’une concentration létale. 

Les cellules cancéreuses peuvent devenir résistantes par différents mécanismes, mais 

la principale cause de l’apparition de la MDR est liée à la surexpression de la P-glycoprotéine, 

une protéine membranaire glycosylée de 170 kDa, à la surface des cellules. 

 

I. Le phénotype MDR des cellules tumorales 

 

La première lignée devenue résistante in vitro aux drogues anticancéreuses apparaît 

dans les années 1970. Les travaux pionniers de DanØ et de Juliano et Ling ont permis de 

mettre en évidence une altération physiologique (réduction de l’accumulation intracellulaire 

des drogues) corrélée à une modification biochimique (augmentation de l’expression d’une 

protéine membranaire) à partir de cellules résistantes sélectionnées en présence de colchicine 

[DanØ, 1973 ; Juliano et Ling, 1976]. Les cellules de phénotype MDR sont résistantes vis-à-

vis d’agents cytotoxiques couvrant largement l’arsenal thérapeutique anticancéreux. Ces 
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drogues ont en commun une origine naturelle et un caractère lipophile, mais elles ont des 

cibles différentes au niveau de la cellule : les anthracyclines (doxorubicine, daunorubicine) 

agissant au niveau de l’ADN, les vinca alcaloïdes (vincristine, vinblastine) et les alcaloïdes 

(colchicine) au niveau de la formation du fuseau mitotique, ou encore les 

épipodophyllotoxines (étoposide, téniposide) qui inhibent l’ADN topoisomérase II. A ces 

molécules peuvent être ajoutés d’autres agents anticancéreux tels que le paclitaxel ou le 

topotécan, les analogues de peptides hydrophobes toxiques (gramicidine D, valinomycine) et 

des inhibiteurs transcriptionnels (actinomycine D) (tableau I). 

 

Tableau I. Principales substances anticancéreuses impliquées ou non dans le phénomène 
de MDR 
 

Inhibiteurs des microtubules 
 
Vinca alcaloïdes : Vincristine, Vinblastine, Vindésine, Vinorelbine 
Taxanes: Paclitaxel, Docetaxel 
 

Antimétabolites 
  
 Antifolates : Méthotrexate, Trimetrexate et Ralitrexed 
 Analogues des pyrimidines : 5-Fluorouracile, Capecitabine, Eniluracile, Cytosine-arabinoside, Gemcitabine 
 Analogues des purines : 6-Mercaptopurine, 6-Thioguanine, Fludarabine, Cladribine 
 

Agents alkylants et apparentés 
 
Moutardes azotées : Cyclophosphamide, Ifosfamide, Melphalan, Chlorambucil 
Aziridines : Thiotepa, Mitomycine C  
Alkyls sufonates : Busulphan  
Nitrosourées : Carmustine, lomustine, MéthylCCNU 
Hydrazines et triazines : Procarbazine, Dacarbazine, Temozolomide 
Dérivés du platine : Cisplatine, Carboplatine, Oxaliplatine 
 

Inhibiteurs des topoisomérases 
 
Epipodophyllotoxines : Etoposide, Téniposode 
Camptothecine et analogues : Camptothecine, Irinotecan, Topotecan 
Anthracyclines et composés voisins : Doxorubicine, Epirubicine, Daunorubicine, Mitoxantrone, Actinomycine 
D, Aclarubicine 
 

Autres molécules 
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Ce phénotype, largement étudié in vitro grâce aux lignées cellulaires résistantes, est 

caractérisé par : 

 

- Une résistance croisée des cellules tumorales aux agents anticancéreux : des lignées 

cellulaires sélectionnées avec une drogue développent également une résistance vis-à-

vis d’un large spectre de composés n’ayant aucune relation de structure ou de fonction 

[DanØ, 1972] ; 

- Une diminution de l’accumulation intracellulaire des drogues : les cellules résistantes 

accumulent beaucoup moins de drogues que leurs homologues sensibles [DanØ, 1973]; 

- La surexpression d’une glycoprotéine membranaire impliquée dans le transport des 

drogues, expulsant celles-ci hors de la cellule [Juliano et Ling, 1976].  

  

II. Mécanismes cellulaires responsables de la résistance aux drogues 

 

Les cellules tumorales sont capables de devenir résistantes à un grand nombre de 

composés toxiques ayant des structures ou des modes d’action très différents. Malgré la 

grande diversité des drogues et la variabilité existant entre les types cellulaires, les 

phénomènes de résistance restent invariants [Hayes et Wolf, 1990].  

Les cellules cancéreuses, de par leur capacité à muter, sont génétiquement 

hétérogènes. De plus, l’exposition de ces cellules à des agents toxiques exerce une sélection 

au niveau de leur capacité à survivre en présence de ces drogues. Ainsi, dans une population 

de cellules cancéreuses exposées à des agents chimiothérapeutiques, plusieurs mécanismes 

responsables de la résistance multidrogue seront susceptibles de se mettre en place. Ce 

phénomène est qualifié de résistance multidrogue multifactorielle. 

 

L’action des antinéoplasiques sur leur cible moléculaire peut être modulée à différents 

niveaux (Figure 1) : 
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Figure 1. Principaux mécanismes cellulaires responsables de l’établissement de la 
résistance des cellules tumorales (Charcosset, 1991). 
 

 

(1) Diminution de la pénétration intracellulaire des médicaments. Il s’agit d’un 

mécanisme de résistance très fréquent provoqué par l’altération quantitative ou qualitative des 

systèmes de transporteurs. Par exemple, La résistance au méthotréxate peut survenir en 

conséquence à une mutation affectant les transporteurs des folates [Longo-Sorbello et Bertino, 

2001].  

 

(2) Augmentation de l’efflux des médicaments. L’efflux énergie-dépendant de la drogue 

hors de la cellule représente le moyen principal permettant de diminuer la concentration en 

drogue en dessous d’une concentration efficace. C’est le mécanisme de résistance aux agents 

anticancéreux le plus fréquemment rencontré. La résistance aux drogues résulte généralement 

de la surexpression de pompes à efflux ATP-dépendantes ayant une large spécificité d’action 

[Gottesman, 2002]. Ces pompes font partie de la superfamille des transporteurs ABC (ATP 

Binding Cassette) partageant des homologies de séquence ou de structure entre eux. 

 

(3) Dégradation d’une enzyme de métabolisation du médicament. Les analogues 

nucléosidiques sont des composés très utilisés en chimiothérapie anticancéreuse. Cependant, 

ces composés ne sont pas actifs en tant que tels, ils doivent être activés à l’intérieur des 

cellules. Ainsi, la résistance à ces composés peut être due à une activité réduite des différentes 
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étapes de l’activation se traduisant par une quantité insuffisante de drogue activée. La 

cytosine arabinoside (Ara-C), un analogue de la désoxycytidine, doit subir plusieurs 

phosphorylations successives pour se trouver sous sa forme active. Le mécanisme majeur de 

résistance est une diminution de l’activité désoxycytidine kinase assurant la première étape de 

phosphorylation. 

 

(4) Inactivation du médicament. La surexpression de la glutathion-S-transférase (GST) joue 

un rôle important dans la détoxification des xénobiotiques, et en particulier dans la 

transformation métabolique de nombreux agents anticancéreux en les convertissant en 

composés faiblement toxiques et excrétables. L’augmentation de l’activité du système GST et 

l’augmentation intracellulaire du glutathion ont été associées à la résistance à différents agents 

anticancéreux [Tew, 1994 ; Meijer et al., 1992]. 

 

(5) Surexpression de la cible du médicament. Certaines cibles cellulaires des drogues 

peuvent être surexprimées de sorte qu’une faible fraction de la cible puisse assumer son rôle 

cellulaire. Par exemple, la dihydrofolate réductase (DHFR), cible des antifolates tels que le 

méthotréxate, peut être surexprimée pour surpasser l’effet cytotoxique des composés 

anticancéreux [Frei et al, 1984]. La thymidylate synthase, cible du 5-fluorouracile peut 

également être surexprimée [Chauffert et al., 1999]. 

 

(6) Altérations qualitatives de la cible du médicament. Les cellules peuvent devenir 

résistantes aux inhibiteurs de l’ADN topoisomérase II tels que la doxorubicine ou l’étoposide 

grâce à des mutations du gène codant pour la topoiomérase II [Drake et al., 1987].  

 

(7) Entrave à la mort cellulaire. Un des principaux mécanismes d’action des drogues 

anticancéreuses consiste à induire la mort cellulaire programmée ou apoptose. Les cellules 

tumorales peuvent devenir résistantes à l’apoptose par l’augmentation des mécanismes de 

réparation de l’ADN ou la surexpression des protéines telles que Bcl-2 impliquées dans la 

survie cellulaire. 

 

III. Les principaux transporteurs responsables de l’établissement de la MDR 

 

L’efflux énergie-dépendant de la drogue hors de la cellule représente le moyen 

principal permettant de diminuer la concentration en drogue en dessous d’une concentration 
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efficace. C’est le mécanisme de résistance aux agents anticancéreux le plus fréquemment 

rencontré. Il peut être spécifique d’une drogue ou d’un type de drogue mais il conduit 

généralement à des phénomènes de résistance croisée pouvant atteindre de forts niveaux. 

Ainsi, les composés inducteurs de ce type de résistance sont variés, sans relation structurale 

ou fonctionnelle entre eux. 

 

La résistance aux drogues résulte généralement de l’expression de pompes à efflux 

ATP-dépendantes ayant une large spécificité d’action [Gottesman, 2002]. Ces pompes font 

partie de la superfamille des transporteurs ABC (ATB Binding Cassette) partageant des 

homologies de séquence ou de structure entre eux. A ce jour, 48 gènes codant pour des 

transporteurs ABC ont été identifiés et divisés en 7 sous-familles (ABCA à ABCG) en 

fonction des homologies de séquence et de l’organisation des différents domaines [Dean et 

al., 2001]. Les données actuelles indiquent qu’au moins 12 transporteurs ABC appartenant à 

trois sous-familles différentes jouent un rôle dans la résistance des cellules cancéreuses en 

culture [Szakacs et al., 2006]. 

 

Parmi les transporteurs ABC impliqués dans la MDR, la P-glycoprotéine a été définie 

comme étant le principal élément responsable de l’induction d’une résistance pléïotropique 

aux agents anticancéreux [Ambudkar et al., 2003]. Cette pompe, encore appelée « multidrug 

transporter », est effectivement surexprimée dans de nombreuses cellules tumorales et est 

responsable de l’efflux des drogues hors de ces cellules, provoquant une diminution de la 

quantité intracellulaire de drogues [Ueda et al., 1987]. D’autres pompes à efflux telles que la 

MRP, la BCRP ou la LRP ont plus récemment été impliquées dans le phénotype MDR. 

 

III.1. La P-glycoprotéine (P-gp) 

 

La plupart des cellules tumorales acquièrent une résistance multiple aux drogues 

cytotoxiques grâce à l’expression de la P-glycoprotéine (P-gp). De ce fait, celle-ci fût le 

premier transporteur responsable de l’efflux de drogues identifié dans des cellules tumorales 

résistantes, et reste aujourd’hui le mécanisme de résistance le mieux caractérisé. 

 

Les premières analyses biochimiques effectuées sur des lignées cellulaires MDR 

suggèrent une altération quantitative d’une ou plusieurs protéines de la membrane plasmique 

[Juliano et Ling, 1976]. Une phosphoglycoprotéine de 170 kDa, la P-gp (nommée ainsi en 
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raison de son rôle dans la perméabilité membranaire aux drogues), fût désignée comme étant 

responsable de la diminution de l’accumulation de drogues dans les cellules résistantes par 

rapport à leurs homologues sensibles. Elle fût ensuite isolée puis purifiée [Riordan et al., 

1979]. 

 

III.1.1. Structure et fonction de la P-gp 

 

III.1.1.1. Les différentes isoformes de la P-gp 

 

Les travaux de Ueda et al. ont montré que la P-gp était codée par le gène MDR1 [Ueda 

et al., 1986], localisé sur le chromosome 7 humain [Fojo et al., 1986]. D’autres études ont 

permis de mettre en évidence qu’il n’existe pas un gène MDR mais une famille de gènes MDR 

amplifiés dans les cellules résistantes [Roninson et al., 1986]. Malgré l’existence d’une forte 

homologie de séquence (supérieure à 70%) entre les protéines codées par les gènes MDR 

[Devine et al., 1991 ; Van der Bliek et Borst, 1989], Ces protéines sont classées en 3 groupes 

(tableau II) : 

 

- La classe I comprend les P-gp codées par le gène humain MDR1, le gène murin 

mdr1a (ou mdr3) [Gros et al., 1986a] et le gène Pgp1 du hamster [Hsu et al., 1989] ; 

- La classe II comprend les P-gp codées par le gène murin mdr1b (ou mdr1) [Gros et 

al., 1986b] et le gène Pgp2 du hamster [Endicott et al., 1987] ; 

- La classe III comprend les P-gp codées par le gène humain MDR2/3 [Van der Bliek 

et al., 1987], le gène murin mdr2 [Gros et al., 1988] et le gène Pgp3 du hamster [Ng et al., 

1989]. 

 

Tableau II. La famille multigénique MDR 

 

 Classe I Classe II Classe III 

Homme MDR1 - MRD2/3 

Souris mdr1a (mdr3) mdr1b (mdr1) mdr2 

Hamster Pgp1 Pgp2 Pgp3 

 

La surexpression des P-gp des classes I et II est capable de conférer le phénotype 

MDR [Devault et al., 1990 ; Gros et al., 1986c ; Ueda et al., 1987] contrairement aux 
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glycoprotéines de la classe III [Gros et al., 1988 ; Schinkel et al., 1991]. De nombreux 

travaux basés sur l’utilisation de souris knockout pour l’un ou les 2 gènes ont montré que le 

gène mdr1a ne compensait pas d’une manière significative la perte du gène mdr1b, ce qui 

suggère que ce dernier joue un rôle prépondérant dans l’expression de la P-gp chez la souris 

[Schinkel, 1997]. Le gène MDR2/3 code quant à lui pour un transporteur de la 

phosphatidylcholine exprimé dans le foie dont la fonction principale est d’exporter des 

phospholipides dans la bile [Ruetz et Gros, 1994]. Cette fonction est également attribuée au 

gène mdr2 présent chez la souris. 

 

Un autre transporteur apparenté à la P-gp, la glycoprotéine BSEP (Bile Salt Export 

Pump), également appelé SP-gp (Sister Of P-gp) en raison de son homologie avec le produit 

du gène MDR1, a été associé à la MDR. Chez le rat, la transfection du gène Bsep induit une 

résistance modérée au paclitaxel mais pas à d’autres anticancéreux [Hooiveld et al., 2001], ce 

qui suggère que le rôle de ce transporteur dans l’établissement du phénotype MDR est limité. 

Néanmoins, le transporteur BSEP, localisé principalement au niveau du foie, joue un rôle 

prépondérant dans l’excrétion des sels biliaires car l’inactivation du gène Bsep induit le 

développement de cholestases intrahépatiques [Wang et al., 2001]. 

 

III.1.1.2. Structure de la P-gp 

   

En 1986, le séquençage de l’ADN des gènes MDR et l’analyse de ces séquences a 

permis d’établir la structure primaire de la P-gp et de proposer un modèle structural [Chen et 

al., 1986 ; Gerlach et al., 1986 ; Gros et al., 1986b]. L’ADNc humain est transcrit en un 

ARNm de 4,5 kb codant pour une protéine constituée de 1280 acides aminés, de poids 

moléculaire de 140 kDa. 

 

L’analyse de la séquence montre que la P-gp est constituée de deux moitiés fortement 

homologues de 610 acides aminés reliées par une séquence de 60 acides aminés peu 

conservée. Un modèle de la topologie de la P-gp reposant sur l’analyse du profil 

d’hydropathie a été proposé [Gros et al., 1986b ,Chen et al., 1986]. Dans ce modèle, chaque 

moitié de la P-gp est divisée en deux régions (Figure 2) : 

 

- une région N-terminale possédant une faible homologie de séquence avec la région 

N-terminale de l’autre moitié de la P-gp ; 
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- une région C-terminale fortement homologue d’une moitié à l’autre. Ces deux 

régions C-terminales forment chacune une large boucle cytoplasmique. 

 

Chaque moitié comporte : 

 

- six segments transmembranaires formés d’une vingtaine d’acides aminés 

hydrophobes reliés entre par des boucles extracellulaires parfois très courtes et des 

boucles intracellulaires plus longues. 

 

- un domaine ABC (ATP-Binding Cassette) ou NBD (Nucleotide Binding Domain). 

Chaque domaine NBD renferme un site consensus contenant des motifs conservés 

caractéristiques des transporteurs ABC intervenant dans la fixation de l’ATP : les 

motifs Walker A et B, la région C (également appelée signature ou motif LSGGQ) et 

les boucles D, H et Q. Un nouveau motif commun à tous les transporteurs ABC, la 

boucle A contenant un acide aminé aromatique conservé, a été identifié comme étant 

essentiel à la fixation de l’ATP [Ambudkar et al., 2006a]. 

 

 

 

 

Figure 2. Modèle structural de la P-gp humaine (Ambudkar et al., 2003). Les 3 sites de N-

glycosylation sont indiqués par des flêches. 
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Ce modèle structural a été confirmé par des expériences de mutagénèse dirigée menées 

par Loo et Clarke [Loo et Clarke, 1995a ; Loo et Clarke, 1999a]. 

 

Une image tridimensionnelle obtenue par microscopie électronique avec une 

résolution de 2,5 nm montre un cylindre d’environ 10 nm de diamètre et d’une hauteur de 8 

nm (figures 3 et 4) [Rosenberg et al., 1997]. Vue du côté extracellulaire, la P-gp est circulaire 

avec un large pore d’un diamètre de 5 nm. Ce pore est nettement plus petit du côté 

cytoplasmique. Ainsi, les différents domaines transmembranaires sont agencés de manière à 

former un entonnoir, avec une extrémité élargie du côté extracellulaire permettant de 

transporter les drogues vers le milieu extracellulaire [Loo et Clarke, 2001a]. 

 

 

 

Figure 3.  Structure de la P-gp en microscopie électronique (Rosenberg et al., 1997).  
A : vue perpendiculaire à la surface de la membrane ; B vue de profil (P : pore, TMD : 
domaines transmembranaires, NBD : sites de liaison aux nucléotides. Les lignes pointillées 
blanches représentent la position approximative de la membrane lipidique). 
 
 

 
 

Figure 4. Représentation schématique 
de la P-gp (Ambudkar et al., 2006b). 
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III.1.1.3. Modification post-traductionnelles de la P-gp 

 

Une large variété de masses moléculaires (130 – 200 kDa) a tout d’abord été rapportée 

par les premières études basées sur la migration de la P-gp, mais il a été démontré qu’une telle 

hétérogénéité était due aux conditions expérimentales [Endicott et Ling, 1989]. Les séquences 

d’ADNc isolées chez la souris indiquent une masse moléculaire pour la P-gp d’environ 140 

kDa [Chen et al., 1986 ; Gros et al., 1986b]. Les masses moléculaires les plus élevées de la P-

gp résultent de modifications post-traductionnelles, les principales étant la glycosylation et la 

phosphorylation. 

 

III.1.1.3.1. Glycolysation 

 

La P-gp est synthétisée sous la forme d’un précurseur non glycosylé d’une masse 

moléculaire de 120 – 140 kDa qui subit ensuite une maturation. La forme glycosylée de la P-

gp a une masse moléculaire variant de 130 à 180 kDa selon le type cellulaire et l’espèce 

considérés. Chez l’homme, il a été démontré que la P-gp était N-glycosylée sur des résidus 

asparagine présents dans la première boucle extracellulaire [Schinkel et al., 1993a]. Bien que 

la structure primaire de la P-gp prédise plusieurs sites de glycosylations, il semble que seule 

la moitié N-terminale soit glycosylée [Germann, 1996 ; Loo et Clarke, 1995b]. 

 

Si l’absence de glycosylation de la P-gp ne semble altérer ni son activité [Germann 

1996 ; Robert, 1994], ni le profil de résistance des cellules, elle diminue la fréquence 

d’obtention des lignées résistantes, ce qui suggère que cette glycosylation est indispensable à 

la maturation et l’acheminement de la P-gp vers la membrane plasmique [Loo et Clarke, 

1999b]. 

 

III.1.1.3.2. Phosphorylation 

 

La phosphorylation de la P-gp a été observée dans de nombreuses lignées cellulaires et 

murines. Contrairement à la P-gp mature, le précurseur de 140 kDa n’est pas phosphorylé. 

Ceci indique que la phosphorylation de la P-gp est accomplie par des kinases associées à la 

membrane plasmique [Germann, 1996]. La phosphorylation de la P-gp par la PKC a été 
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démontrée sur plusieurs lignées cellulaires résistantes [Aftab et al. 1994 ; Chambers et al. 

1990]. 

La localisation des sites de phosphorylation a été étudiée [Chambers et al., 1994 ; 

Chambers et al., 1993]. Malgré la présence de nombreux sites potentiels de phosphorylation, 

quatre résidus sérine sont phosphorylés [Germann, 1996]. Ces quatre sites sont situés dans le 

domaine « linker » reliant les deux moitiés homologues de la P-gp. 

Après avoir longtemps pensé que la phosphorylation de la P-gp pouvait jouer un rôle 

dans la régulation de son activité de pompe à efflux, il a été démontré que la phosphorylation 

médiée par la PKC ne régule pas le transport des drogues [Goodfellow et al., 1996]. 

 

III.1.1.4. Transport et substrats de la P-gp 

 

La P-gp est capable de transporter des drogues ayant des structures très diverses 

électriquement neutres ou portant une charge positive tels que la doxorubicine, la vinblastine 

ou le taxol, mais également d’autres substances (tableau III). 

 

Tableau III. Quelques substrats transportés par la P-gp (Ambudkar et al. 1999 ; Litman et 

al., 2001). 

Substances anticancéreuses 

Vinca alcaloïdes (Vinblastine, Vincristine) ; Anthracyclines (Doxorubicine, Daunorubicine, 

Epirubicine) ; Epipodophyllotoxines (Etoposide, Teniposide) ; Paclitaxel ; Actinomycine D ;  

Topotécan ; Mitomycine C, Mitoxantrone 

Autres agents cytotoxiques 

Colchicine ; Bromure d’éthidium ; Puromycine 

Peptides 

Valinomycine ; Gramicidine D ; N-Acetyl-leucyl-leucyl-norleucine 

Inhibiteurs de la protéase du VIH 

Ritonavir ; Indinavir ; Saquinavir 

Fluorophores 

Rhodamine ; Hoechst 33342 ; Calcéïne-AM 

Antihistaminiques 

Féxofénadine, Cétirizine 
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De nombreux travaux s’appuyant sur des expériences de mutagenèse dirigée et de 

marquage de photo-affinité ont permis d’identifier différents domaines de la P-gp 

interagissant avec ses substrats. Les deux moitiés N- et C-terminales de la P-gp contribuent à 

la formation du site de liaison du substrat. Celui-ci fait effectivement intervenir des acides 

aminés de plusieurs domaines transmembranaires, notamment les domaines TM1, 4, 6, 7, 1, 

11, et 12 ainsi que les boucles extracellulaires 3 et 6 [Loo et Clarke, 2001b ; Loo et al., 2006, 

Sharom, 1997, Greenberger, 1993 ; Greenberger et al., 1991]. 

 

Le transport des substrats par la P-gp fait intervenir des modifications 

conformationnelles (détectables par l’utilisation d’anticorps monoclonaux sensibles à la 

conformation [Nagy et al., 2001 ; Nagy et al., 2004]) induites par l’hydrolyse de l’ATPase et 

la liaison du substrat. Ce couplage entre les activités de transport et ATPase nécessite une 

interaction entre les 2 parties homologues de la P-gp [Loo et Clarke, 1994]. Hrycyna et al. ont 

démontré que la délétion du domaine linker reliant ces deux domaines aboutit à la production 

d’une protéine membranaire exprimée à un niveau similaire à celui de la protéine sauvage, 

mais n’est fonctionnelle ni pour le transport, ni pour l’activité ATPase [Hrycyna et al., 

1998a]. Ceci indique qu’une interaction entre les deux parties de la P-gp ainsi que la présence 

des deux domaines de liaison aux nucléotides sont nécessaires à son fonctionnement. 

 

III.1.1.5. Couplage entre l’activité ATPase, la liaison et le 

transport du substrat 

 

Des études réalisées à l’aide d’analogues non hydrolysables de l’ATP ainsi que des 

inhibiteurs de la fonction ATPase tels que le vanadate ont permis de mettre en évidence que 

l’activité de transport de la P-gp est indissociable de son activité ATPase [Germann et 

Chambers, 1998 ; Hamada et Tsuruo, 1988 ; Horio et al., 1988]. 

 

La P-gp possède deux sites de liaisons à l’ATP situés du côté C-terminal de chaque 

moitié homologue. La substitution d’acides aminés dans l’un ou l’autre de ces sites entraîne 

une inactivation du transporteur, montrant que la présence des deux sites de liaison à l’ATP 

est essentielle pour l’activité de transport de la P-gp [Azzaria et al., 1989 ; Loo et Clarke, 

1995]. Bien qu’ils soient tous deux capables d’hydolyser l’ATP, les deux sites n’hydrolysent 

pas l’ATP de façon simultanée [Hrycyna et al., 1998b]. Il est également important de noter 
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que l’activité ATPase de la P-gp est augmentée lors de la liaison à son substrat [Senior et al.,  

1995, Sauna et Ambudkar, 2001]. 

 

Sur la base de ces résultats, plusieurs modèles décrivant le cycle catalytique de la P-gp 

ont été proposés. Le modèle décrit par Ambudkar et al. basé sur un ensemble de données 

[Sauna et Ambudkar, 2000 ; Sauna et Ambudkar, 2001 ; Sauna et al., 2002] propose qu’il 

existe deux sites de liaison du substrat ayant des affinités différentes, et que le transport de ce 

substrat nécessite l’hydrolyse de deux molécules d’ATP (Figure 5) : 

 

1- Le substrat se lie à la P-gp au niveau du site à forte affinité et une première 

molécule d’ATP se lie au niveau d’un des deux sites de liaison des nucléotides ; 

2- L’hydrolyse de l’ATP permet le déplacement du substrat vers le site à faible 

affinité ; 

3- Le phosphate inorganigue provenant de l’hydrolyse de l’ATP est libéré, ce qui 

libère le substrat de la P-gp ; 

4- L’ADP se dissocie du complexe et l’affinité de la P-gp pour le substrat reste faible ; 

5- Une seconde molécule d’ATP se lie à l’autre site de liaison ; 

6- L’ATP est hydrolysé, mais l’affinité pour le substrat reste faible ; 

7- Le phosphate inorganique est libéré ; 

8- La dissociation de l’ADP permet le retour de la P-gp à sa conformation initiale, 

présentant une forte affinité pour le substrat. 
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Figure 5. Modèle proposé pour le cycle catalytique de la P-gp (Ambudkar et al., 2003). 
Les sites « ON » et « OFF » représentent respectivement les sites à forte et à faible affinité 
pour le substrat. Le site hexagonal décrit le site « ON » avec une affinité réduite pour le 
substrat. Les cercles représentent les sites de liaison pour l’ATP, les carrés montrent les sites 
ATP ayant une faible affinité. 

 

 

III.1.1.6. Mécanisme d’action de la P-gp 

 

Le mécanisme moléculaire par lequel la P-gp diminue la concentration intracellulaire 

des agents anticancéreux dans les cellules MDR a été largement étudié, mais il n’a jamais été 

clairement élucidé à ce jour. Ainsi, plusieurs hypothèses ont été avancées. 

La majorité des drogues transportées par la P-gp étant hydrophobes, elles seraient 

donc détectées par la P-gp lors de leur diffusion à travers la membrane plasmique, avant 

même qu’elles n’atteignent le cytoplasme. La P-gp jouerait un rôle « d’aspirateur 

hydrophobe » dont la fonction primaire serait de détecter et expulser les composés 

hydrophobes directement dans la bicouche lipidique [Ambudkar et al., 1999]. Cependant, 

toutes les drogues transportées par la P-gp ne sont pas hydrophobes ; les composés 

hydrosolubles seraient donc captés dans l’environnement cytoplasmique de la P-gp (Figure 6). 

D’autres modes d’action de la P-gp ont été suggérés. Elle pourrait fonctionner comme une 

« flippase », en déplaçant les drogues du feuillet interne de la bicouche lipidique vers le 
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feuillet externe, leur permettant de diffuser dans le milieu extracellulaire [Higgins et 

Gottesman, 1992]. La P-gp pourrait également être responsable de l’altération du potentiel 

électrique membranaire et du pH intracellulaire pouvant aboutir à la perturbation du niveau 

intracellulaire de drogues [Wadkins et Roepe, 1997]. Cependant, la variation de ces 

paramètres n’a pas été constatée dans toutes les lignées cellulaires MDR surexprimant la P-

gp. 

 

 

 

Figure 6. Modèles proposés pour le mécanisme d’action de la P-gp 

 

 

III.2. Autres transporteurs impliqués dans l’établissement du phénotype 

MDR 

 

III.2.1. MRP (Multidrug Resistance associated Protein) 

 

Après la découverte de la P-gp et la preuve de son expression dans de nombreux 

cancers humains, de nombreux travaux ont montré qu’un grand nombre de cancers MDR 

exprimait rarement la P-gp. Plusieurs lignées cellulaires sélectionnées avec différentes 

drogues présentaient un phénotype de résistance similaire à celui conféré par la P-gp en 

l’absence de sa surexpression [Cole et al., 1991]. 
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En 1992, Cole et al. ont découvert un second type de protéine capable de transporter 

des drogues à partir des cellules H69AR, une lignée cellulaire humaine « multidrug 

résistante » sélectionnée pour sa résistance à la doxorubicine, isolée à partir d’un cancer de 

poumon à petites cellules [Cole et al., 1992]. Cette protéine a été appelée MRP (Multidrug 

Resistance associated  Protein). L’analyse de la séquence protéique de la MRP a permis de la 

classer parmi les transporteurs ABC. Neuf isoformes différentes ont été identifiées (MRP1 à 

MRP9), mais la plupart des études menées à ce jour ont été réalisées sur la MRP1. Cette 

glycoprotéine de 190 kDa est, du point de vue structural, similaire à la P-gp. Elle est 

constituée d’une partie qualifiée de « P-gp– like » (contenant 12 domaines transmembranaires 

et 2 domaines NBD) présentant à son extrêmité N-terminale, une extension formant 5 

domaines transmembranaires. Même si la topologie de la MRP1 est semblable à celle de la P-

gp, les 2 protéines ne présentent que 15% d’homologie entre elles [Keppler et al., 1998]. 

D’autres membres de la famille des MRP possèdent une structure similaire à celle de la 

MRP1, notamment MRP2, MRP3, MRP6 et MRP7, alors que MRP4 et MRP5 sont amputées 

de l’extension N-terminale (Figure 7).  

 

Contrairement à la P-gp, MRP1 transporte des composés chargés négativement 

incluant des drogues anticancéreuses hydrophobes, mais elle transporte préférentiellement  

ces drogues lorsqu’elles sont conjuguées au glutathion ou lorsqu’elles sont modifiées par 

glycosylation, sulfatation ou glucuronylation [Jedlitschky et al., 1994]. Elle peut également 

transporter ces drogues par un mécanisme de co-transport avec le glutathion réduit [Loe et al., 

1998]. 

 

Les MRP sont exprimées dans de nombreux cancers, leur conférant ainsi une 

protection contre des drogues cytotoxiques, mais elles le sont également dans la plupart des 

tissus normaux humains, ce qui suggère qu’elles jouent un rôle physiologique, notamment 

dans l’excrétion des leucotriènes C4, [Leier et al., 1994] médiateurs de l’inflammation, de 

conjugués entrant dans la composition des sels biliaires, des métabolites naturels (17 beta-

estradiol 17-(beta-D-glucuronide)) [Loe et al., 1996] ou dans la diffusion de toxines telles que 

l’aflatoxine B1 [Loe et al., 1997]. 
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III.2.2. BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) 

 

Un troisième transporteur ABC capable de transporter des drogues anticancéreuses, 

appelé BCRP (Breast Cancer Resistance Protein), MXR (Mitoxantrone-Resistance Protein) ou 

encore ABC-P (ABC Placentaire), a été identifié en 1998 par Doyle et al. dans des cellules 

d’adénocarcinome mammaire sélectionnées pour leur résistance à la doxorubicine (MCF-

7/Adr/Vp) et qui présentaient une résistance croisée pour la mitoxantrone [Doyle et al., 1998]. 

Contrairement à la P-gp et à la MRP1, BCRP est un demi transporteur de 72 kDa  qui ne 

possède qu’un seul domaine NBD suivi par un domaine comprenant 6 segments 

transmembranaires, mais elle fonctionne sous forme d’homodimères  ou d’homotétramères 

[Xu et al., 2004] (Figure 7). 

 

La surexpression de BCRP est associée à de hauts niveaux de résistance à l’égard de 

nombreux agents anticancéreux incluant les anthracyclines, la mitoxantrone et les 

camptothécines [Doyle et Ross, 2003 ; Kubawata et al. 2001], mais elle est également capable 

de transporter diverses molécules organiques sous forme ou non de conjugués [Chen et al., 

2003]. 

 

La BCRP est naturellement exprimée dans plusieurs organes, en particulier, le 

placenta, les intestins, le foie ou le cerveau où elle joue un rôle important dans l’absorption, la 

distribution et l’élimination de drogues toxiques ou de substances endogènes. 

 

III.2.3. LRP (Lung Resistance-related Protein) 

 

Bien qu’elle ne fasse pas partie de la famille des transporteurs, LRP (Lung Resistance-

related  Protein), une protéine de 110 kDa, est souvent associée à la résistance aux drogues. 

Elle est exprimée dans différents cancers et de nombreuses lignées cellulaires, et sa 

surexpression prédit généralement une mauvaise réponse à la chimiothérapie [Scheper et al., 

1993 ; Izquierdo et al., 1996]. LRP a été identifiée comme étant une protéine de voûte 

majeure des cellules, présente dans des structures ribonucléoprotéiques qui seraient 

impliquées dans le transport nucléo-cytoplasmique [Scheffer et al., 1995]. Bien que leur rôle 

physiologique reste mal compris, les protéines de voûte pourraient conférer aux cellules, une 

résistance aux drogues en redistribuant ces drogues à distance de leurs cibles. 
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Figure 7. Structure des principaux transporteurs ABC (Scotto, 2003). 

 

 

IV. Expression et rôle physiologique de la P-gp dans les tissus normaux 

 

L’utilisation d’anticorps monoclonaux (MRK16, C219…) ou la détection des ARNm 

spécifiques de la P-gp  a permis de mettre en évidence, l’expression de cette pompe à efflux 

dans de nombreux tissus sains humains, lui suggérant un rôle physiologique encore mal 

compris à l’heure actuelle [Fojo et al, 1987 ; Thiebaut et al., 1987 ; Cordon-Cardo et al, 

1990]. Des expériences de knock-out des gènes mdr chez la souris permettent néanmoins 

d’avancer de nombreuses hypothèses quant au rôle naturel de la P-gp [Borst et Schinkel, 

1996 ; Schinkel et al., 1994]. 

 

Des hauts niveaux d’expression de la P-gp sont détectés dans la muqueuse du tractus 

gastro-intestinal, où elle permettrait de limiter l’absorption de composés toxiques. Dans les 
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reins et le foie, la P-gp serait responsable de l’excrétion de xénobiotiques et de métabolites 

naturels dans la bile et l’urine, alors que dans la corticosurrénale, elle participerait à 

l’excrétion d’hormones stéroïdes. L’expression de la P-gp au niveau du placenta, de testicules 

et des ovaires a également été rapportée et pourrait intervenir dans la protection du fœtus et 

des gonades contre les xénobiotiques. Elle jouerait, en outre, un rôle particulièrement 

important au niveau du cerveau : son expression à la surface luminale des cellules 

endothéliales des capillaires cérébraux permet de limiter l’accumulation de substances 

pharmacologiques dans le cerveau, et participe ainsi au rôle de la barrière hémato-

encéphalique (BHE) [de Boer et al., 2003 ; Löscher et Potschka, 2005]. La P-gp participe 

également à l’élimination des peptides d’amyloïde β qui s’accumulent dans les espaces 

extracellulaires du cerveau chez les personnes atteintes de la maladie d’Alzheimer en le 

transportant à travers la BHE [Lam et al., 2001 ; Cirrito et al, 2005]. La P-gp a enfin été 

retrouvée au niveau des cellules hématopoïétiques, aussi bien au niveau des cellules souches 

de la mœlle osseuse CD34+, dans lesquelles elle participerait à la résistance lors d’une 

chimiothérapie, que dans des cellules différenciées telles que les lymphocytes T CD8+  où elle 

serait impliquée dans la fonction effectrice cytotoxique de ces cellules et dans la sécrétion de 

cytokines  [Chaudhary et Roninson, 1991 ; Chaudhary et al., 1992 ; Gupta et al., 1992]. 

 

 V. Importance clinique de l’expression de la P-gp dans les cancers humains 

 

Si la P-gp est exprimée modérément dans différents tissus, elle est en revanche 

surexprimée (par amplification du gène mdr1 dans les lignées cellulaires cancéreuses ou par 

augmentation transcriptionnelle dans les tumeurs) dans de nombreux cancers humains 

affectant divers organes tels que les ovaires, le sein, le poumon, les surrénales, le rein, le 

colon ou le cerveau, mais aussi dans les cancers hématologiques, notamment les lymphomes 

ou les leucémies [Fojo et al., 1987]. Elle est en effet détectée dans les cellules leucémiques 

d’un tiers des  patients atteints d’une leucémie myéloïde aiguë lors du diagnostic et chez 50% 

des patients lors d’épisodes de rechutes [Han et al., 2000, Consoli et al., 2002]. 

 

De nombreuses preuves montrent maintenant que la P-gp joue un rôle important dans 

la résistance aux drogues utilisées dans les protocoles de chimiothérapie antitumorale. Les 

niveaux d’expression de la P-gp sont effectivement suffisamment élevés dans la plupart des 

cas pour conférer une résistance significative aux drogues. De plus, l’induction de 

l’expression de la P-gp dans les cellules tumorales est souvent corrélée à une mauvaise 
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réponse à la chimiothérapie, ce qui conditionne en grande partie le choix du traitement à 

adopter. 

 

VI. Modulation de la MDR médiée par la P-gp 

 

La découverte des différents transporteurs impliqués dans le phénomène de MDR a 

permis de susciter un vif intérêt dans la recherche de stratégies de réversion de la MDR. 

Celles-ci se sont essentiellement concentrées sur la mise au point de divers outils visant à 

inhiber l’activité ou l’expression de la P-gp, le principal acteur de la résistance aux drogues 

anticancéreuses.  

 

VI.1. Réversion de la MDR par chimiosensibilisation des cellules tumorales 

résistantes 

 

Les agents « réversants » exercent leurs effets par différents modes d’action, 

notamment en entrant en compétition avec la drogue au niveau du site de fixation de la P-gp. 

D’autres modèles suggèrent la présence de sites distincts au niveau de la P-gp. Les 

modulateurs pourraient ainsi agir par un mécanisme autre que l’inhibition compétitive. 

Certains modulateurs, notamment ceux qui sont transportés par la P-gp et qui agissent de 

manière compétitive vis-à-vis du substrat, stimulent l’activité ATPase de la P-gp alors que 

d’autres vont agir en interférant avec l’hydrolyse de l’ATP nécessaire au transport du substrat. 

 

VI.1.1. Modulateurs de première génération 

 

La réversion du phénotype MDR fût décrite dès 1981 par Tsuruo et al. en utilisant un 

inhibiteur des canaux calciques, le vérapamil en association avec la vincristine sur des cellules 

leucémiques P388 résistantes [Tsuruo et al., 1981]. Celui-ci potentialise effectivement 

l’action des drogues et restaure la sensibilité des cellules tumorales. Cette propriété de 

réversion du vérapamil est également partagée par d’autres inhibiteurs des canaux calciques. 

Le vérapamil est un substrat de la P-gp qui inhibe le transport d’agents anticancéreux d’une 

manière compétitive sans interférer avec le cycle catalytique de la P-gp [Schepard et al., 

1998].  
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 A ce jour, de nombreuses autres molécules ayant des propriétés pharmacologiques 

très diverses sont capables de moduler le phénotype MDR (tableau IV). La cyclosporine A, un 

immunosuppresseur utilisé couramment lors de transplantation d’organes, reste, avec le 

vérapamil, l’un des modulateurs de la MDR les plus étudiés. Elle est capable de sensibiliser 

les cellules résistantes en interagissant aussi bien avec la reconnaissance du substrat qu’avec 

l’hydrolyse de l’ATP [Watanabe et al., 1997]. 

 

Cependant, l’utilisation clinique de ces modulateurs dits de première génération a 

rapidement été abandonnée. Ils sont capables de réverser le phénotype MDR avec l’apparition 

d’une toxicité importante liée à leur fonction pharmacologique.  

 

VI.1.2. Modulateurs de seconde génération 

 

Des modulateurs de seconde génération présentant une toxicité réduite ont donc été 

synthétisés. Ces composés sont généralement des analogues structuraux des molécules citées 

précédemment. Ainsi, des composés tels que le dexvérapamil ou le SDZ PSC 833 (analogue 

non immunosuppressif de la cyclosporine A) présentent une efficacité accrue en combinaison 

avec la doxorubicine, la vincristine ou le taxol par rapport à leurs analogues d’origine 

naturelle [Pirker et al., 19909 ; Demeule et al., 1999]. Ces composés peuvent cependant 

perturber la pharmacocinétique des drogues en agissant sur les P-gp et les autres transporteurs 

ABC présents au niveau des tissus sains. 

 

VI.1.3. Modulateurs de troisième génération 

 

Plusieurs inhibiteurs de la P-gp dits de troisième génération (XR9576, VX-710, LY 

335979, etc.) ont été développés récemment grâce à des études basées sur des études de 

relations structure/activité de la P-gp et sont actuellement en cours d’essais cliniques [Szakàcs 

et al. 2006 ; Sandler et al., 2004 ; Ghandi et al Cancer 2007 ; Pusztai et al., 2005]. La 

comparaison des structures de nombreux composés présentant une activité d’inhibition de la 

P-gp vise à définir la structure du pharmacophore idéal indispensable à la conception de 

nouveaux composés plus spécifiques et par conséquent plus efficaces. 
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Tableau  IV. Substances pharmacologiques inhibant l’activité de la P-gp 

Classe Pharmacologique exemples 

Anti-arythmiques quinidine, amiodarone, propafénone 

Antibiotiques céphalosporines 

Antihistaminiques  terfénadine, azélastine 

Anti-hypertenseurs  réserpine 

Statines atorvastatine, simvastatine, lovastatine 

Antimalariens quinine, quinacrine, méfloquine 

Inhibiteurs des canaux calciques vérapamil, dexvérapamil, nicardipine, azidopine 

Antagonistes de la calmoduline  trifluorpérazine, chlorpromazine 

Immunosuppresseurs cyclosporine A, SDZ PSC 833, staurosporine, rapamycine 

Neuroleptiques  phénotiazine, fluoxétine, haloperidol 

Inhibiteurs de kinases Staurosporine, CPG41251, Safingol 

Inhibiteurs synthétiques  MS 209, GF 120918, XR 9576, VX-710, LY 335979 

Stéroïdes  progesterone, tamoxifène, testostérone 

Alcaloïdes cyclopamine, tétrandrine, fangchinoline 

 

 

VI.2. Amélioration de la sélectivité de libération des drogues cytotoxiques 

 

La réversion de la MDR par chimiosensibilisation présente une efficacité limitée en 

raison du manque de sélectivité de distribution des agents bloquant la P-gp. Ceux-ci peuvent 

aussi bien exercer leur effet au niveau des P-gp présentes à la surface des cellules tumorales 

qu’au niveau des P-gp présentes dans les tissus sains. D’autres approches ont été mises au 

point afin d’améliorer le ciblage du tissu tumoral. 

 

Les liposomes, des vésicules de faible diamètre, peuvent s’extravaser facilement dans 

les tissus tumoraux où les cellules endothéliales formant les vaisseaux sanguins sont moins 

jointives que dans les tissus normaux. L’encapsulation des agents anticancéreux dans ces 
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liposomes pourrait ainsi augmenter la sélectivité de libération de ces drogues au niveau de la 

tumeur et réduire l’accumulation et la toxicité des drogues dans les tissus sains. Des études in 

vivo montrent qu’une régression tumorale peut être observée lorsque la doxorubicine est 

véhiculée par des liposomes alors que la doxorubicine seule n’a aucun effet [Cabanes et al., 

1998]. Cependant, dans les tumeurs exprimant des hauts niveaux de résistance, l’utilisation 

des liposomes ne semble pas capable d’inhiber la MDR d’une manière significative. D’autres 

résultats encourageants ont été obtenus en co-administrant le PSC 833 et de la doxorubicine 

liposomale afin d’améliorer la sélectivité de libération de la drogue et de l’agent bloquant la 

P-gp [Krishna et al., 2000].  

 

  VI.3. Altération de l’expression du gène MDR1 

 

Bien que la résistance MDR des lignées cellulaires résulte le plus souvent d’une 

amplification du gène MDR1, la surexpression de la P-gp peut aussi avoir une origine 

transcriptionnelle. La régulation de l’expression de la P-gp est très complexe et impliquerait 

des mécanismes distincts dans les tissus sains et les cellules cancéreuses [Scotto, 2003]. 

 

L’utilisation de technologies permettant de réguler sélectivement l’expression du gène 

MDR1 fondées sur l’utilisation d’ARN inhibiteurs, notamment des oligonucléotides anti-sens, 

des ribozymes hammerhead (ARN dotés d’une activité enzymatique) [Kaszubiak et al. 2007 ; 

Nadali et al. 2007] et de petits ARN interférents (siRNA), a donné des résultats contrastés, 

une régulation du gène MDR1 suffisante s’étant montrée être difficile à atteindre. La 

répression transcriptionnelle demeure, néanmoins, une nouvelle stratégie très prometteuse qui, 

non seulement serait hautement spécifique, mais aussi permettrait de prévenir l’expression de 

la P-gp durant la progression du cancer.  

 

 VII. Autres stratégies 

 

Bien que de nombreuses substances pharmacologiques ont été testées, aucune ne s’est 

avérée être utilisable en clinique en raison de leur toxicité inhérente à leur fonction première. 

Ainsi, en parallèle au développement d’inhibiteurs synthétiques de la P-gp, d’autres stratégies 

ont été imaginées. D’une part, l’utilisation de molécules présentant une affinité importante 

pour la P-gp tels que les anticorps constituerait une approche permettant de cibler la P-gp 

avec une haute spécificité. D’autre part, des composés possédant de multiples effets 
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biologiques sont également étudiés à l’heure actuelle, notamment les composés 

polyphénoliques, qui ont montré de nombreux effets bénéfiques, en particulier par leur 

capacité à interférer avec la carcinogenèse et les mécanismes de résistance. Ces deux points 

seront développés dans la suite de ce travail. 
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I. Systèmes biologiques 

 

I.1. Lignées cellulaires 

 

 � P388 

Les cellules P388 ont été fournies par le docteur Ghanem Atassi (Laboratoires Servier, 

Courbevoie, France). Cette lignée est à l’origine d’une leucémie monocytique expérimentale 

induite originellement chez une souris de souche DBA/2 par exposition au 

méthylchloranthrène.  

 

 � L1210 

 La lignée leucémique lymphocytique murine a été établie en 1949 à partir d’une 

tumeur induite par le méthylchloranthrène chez une souris femelle de 8 mois de souche DBA. 

 

 � K562 

 La lignée humaine leucémique K562 a été établie en 1970  à partir d’une effusion 

pleurale d’une femme de 53 ans atteinte d’une leucémie myéloïde chronique. Ces cellules 

possèdent le chromosome de Philadelphie portant le gène de fusion Bcr-Abl. 

 

 � B16 

 La lignée cellulaire B16  provient d’une tumeur mélanique développée chez une souris 

de souche C57BL/6. 

 

 � MCF7 

 Cette lignée a été établie en 1970 à partir d’une effusion pleurale d’une femme de 69 

ans de type caucasien souffrant d’un adénocarcinome mammaire métastatique. Ces cellules 

expriment des récepteurs d’estrogènes nucléaires. 

 

Pour chaque lignée décrite précédemment, une sous-lignée résistante à la doxorubicine a été 

sélectionnée en cultivant les cellules en présence de concentrations croissantes de 

doxorubicine. 
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I.2. Conditions de culture 

 

 Les cellules sont cultivées en milieu RPMI 1640 enrichi en L-glutamine (Gibco 

Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) supplémenté de 10% de sérum de veau fœtal (SVF ; 

Invitrogen) préalablement décomplémenté (1 heure à 56°C). La résistance des cellules est 

entretenue en ajoutant 1 µM de doxorubicine (Teva Classics®, Paris, France) au milieu 

complet de croissance pour toutes les lignées résistantes exceptée la lignée B16/DOX qui est 

entretenue en présence de 0,5 µM de DOX. 

Les cellules en suspension sont cultivées à une densité initiale de 105 cellules/ml dans 

des flacons de cultures de 25 cm2 (Nunclon) contenant 8 ml de milieu complet de croissance. 

Elles sont maintenues en culture dans un incubateur à 37°C, en atmosphère saturée en 

humidité contenant 5% de CO2. Tous les 3 jours, les cellules en phase exponentielle de 

croissance sont observées au microscope inversé à contraste de phase, comptées à l’aide de 

lames de comptage (Glasstic® Slide 10, Kova®), et transférées dans du milieu de culture 

frais. 

Les cellules adhérentes B16R sont ensemencées à une concentration de 6. 104 cellules 

par ml dans une boîte de culture de 25 cm² sous un volume de 5 ml de milieu. Lorsque les 

cellules parviennent à 80% de confluence, elles sont lavées avec du PBS (InVitrogen), puis 

détachées par ajout de 0,5 ml de trypsine. Après ajout de 4,5 ml de milieu contenant 10% de 

SVF, les cellules sont comptées puis réensemencées dans du milieu frais. 

 

La viabilité cellulaire est évaluée par la méthode d’exclusion au bleu trypan 0,4% 

(Invitrogen). Pour cela, un volume de bleu trypan est mélangé à un volume de suspension 

cellulaire. Le bleu trypan est exclu des cellules vivantes qui restent incolores, alors que les 

cellules mortes, perméables au colorant, apparaissent colorées en bleu. 

Toutes les manipulations sont effectuées stérilement sous une hotte à flux laminaire vertical. 

Avant chaque expérience, les lignées cellulaires résistantes sont cultivées dans du milieu de 

croissance dépourvu en doxorubicine pendant 10 jours. 

 

I.3. Modèle animal 

 

Les souris utilisées dans toutes les expériences sont des femelles hybrides B6D2F1 

d’haplotype H2b/H2d âgées de 6 semaines, d’un poids moyen de 20 g (Iffa Credo, L’Arbresle, 

France). Elles résultent du croisement entre des femelles de la souche C57Bl/6 d’haplotype 
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H2b et des mâles de la souche DBA/2 d’haplotype H2d. Elles sont stabulées une semaine 

avant les expérimentations en atmosphère constante (température : 21 ± 2°C ; humidité 

relative : 65 ± 15% ; cycles de 12 heures de lumière de jour et 12 heures de nuit alternés) à 

l’animalerie de la faculté de pharmacie de Reims. Une alimentation standardisée (U.A.R. ; 

Villemoisson sur orge, France) et de l’eau du robinet sont données ad-libitum. 

 

II. Effecteurs pharmacologiques 

 

II.1. La doxorubicine 

 

La doxorubicine ou adriamycine (MM = 580 g/mol) est un antibiotique antinéoplasique 

isolé en 1969 à partir d’une culture de Streptomyces peucetius var. caesius. Le noyau 

anthraquinonique de cette anthracycline est couplé à un groupe oligosaccharidique constitué 

d’un sucre positionné en C7 (figure 8).  

La solution mère (10-3
 M) est reconstituée à partir d’une solution injectable de 

chlorhydrate de doxorubicine à 2 mg/ml (Teva®
 Classics, Paris ; PM = 579,98). Les différentes 

dilutions de doxorubicine sont préparées extemporanément dans du milieu de culture ou dans 

une solution de NaCl 0,9%. 

 

 

 

Figure 8.  Structure de la doxorubicine 

 

 

 

 



 

 37 

 

II.2. La vinblastine 

 

La vinblastine est un vinca alcaloïde. Elle a été extraite pour la première fois d’une 

plante de la famille des Apocynacées, Vinca Rosea Linn., ou Catharanthus Roseus G. Donn., 

la pervenche de Madagascar. La molécule possède une structure dimérique unissant un noyau 

catharanthine (la velbanamine) à un noyau vindoline par deux atomes de carbone (figure 9). 

La solution mère de vinblastine est préparée en dissolvant 10 mg de sulfate de vinblastine 

(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France ; PM = 909,1 g/mole) sous forme de poudre 

lyophilisée dans 1 ml d’eau stérile. Cette solution est répartie en aliquotes de 500 µl et 

conservée à –20°C.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure  9.  Structure de la vinblastine 

 

 

II.3. Le vérapamil 

 

Le vérapamil (figure 10), un dérivé synthétique de la papavérine, fait partie de la 

famille des phénylalkamines composée de deux groupes diméthoxyphényls séparés par une 

liaison aza 5-heptane. Au cours de cette étude, le vérapamil sera utilisé non pas comme 

antagoniste des canaux calciques mais pour sa capacité à réverser la MDR. 

Le vérapamil sous sa forme chlorhydrate (Sigma ; PM = 491,1) est préparé à une 

concentration de 40 µM dans du DMSO (Sigma) et sera utilisé à une concentration de 3 µM 

en tant que modulateur de référence de la MDR. 
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Figure 10.  Structure du vérapamil 

 

 

III. Mise au point d’un vaccin contenant des peptides dérivés de la P-gp présentés par 

des liposomes 

 

III.1. Synthèse des peptides palmitoylés et PEGylés dérivés de la P-gp 

 

Trois séquences peptidiques dérivées des boucles extracellulaires 1, 2 et 4 de la P-gp 

murine ont été synthétisées et nous ont été fournies par la société AC Immune, Lausanne. Ces 

séquences ont été précédemment décrites (Tosi et al., 1995) et sont utilisées avec des 

modifications. Leur potentiel immunogène a été évalué par des analyses tridimensionnelles de 

modélisation moléculaire réalisées par le Pr. Manuel Dauchez (CNRS UMR 6237, Reims). 

La synthèse des peptides a été réalisée par la chimie Fmoc (fluoren-9-

methoxycarbonyl) en phase solide (sur résine). Les peptides ont ensuite été couplés à des 

chaînes d’acide palmitique ou à des chaînes de poly(ethylène) glycol liées à un lipide, le 1,2-

distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (PEG-DSPE) au niveau de 2 résidus lysine 

situés à chaque extrêmité des peptides (Muhs et al., 2007). Les peptides PEGylés présentent 

un ratio global monoPEG/diPEG de 70/30 (PM monoPEG = 5735 ± 213 Da ; PM diPEG = 

9324 ± 227 Da). Les peptides palmitoylés et PEGylés ont été purifiés et soumis à un contrôle 

de qualité par HPLC, puis lyophilisés et conservés à -20°C. Les séquences de chaque peptide 

sont détaillées dans le tableau V. 

Les peptides sont reconstitués dans un mélange chloroforme : méthanol : éthanol 

(1 :1 :1) afin d’obtenir une concentration de 5 mg/ml. Les tubes contenant les différents 

peptides sont centrifugés pour éliminer les éventuels amas ou autres débris et sont conservés 

à 4°C. 
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Tableau V.  Séquences des peptides palmitoylés et PEGylés. La localisation des peptides 1, 
2 et 4, sont indiquées par des flêches rouges au niveau de la structure de la P-gp. 

 

 

 

III.2. Préparation des liposomes 

 

Les substances impliquées dans la composition des liposomes sont autant que 

possible d’origine synthétique pour éviter les possibilités de contamination par des 

endotoxines, prions ou virus. Les liposomes sont constitués de 

dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC), dimyristoylphosphatidylglycérol (DMPG) et de 

cholestérol. Le DMPC et le DMPG sont fournis sous forme d’ampoule contenant 2,5 ml de 

solution à la concentration de 10 mg/ml dans du chloroforme. Le cholestérol se présente sous 

forme de poudre qui est dissoute dans un mélange chloroforme/méthanol (v/v) de manière à 

obtenir une concentration de 10 mg/ml. 

 

Le DMPC, le DMPG et le cholestérol sont mélangés dans les proportions molaires 

respectives 0,9 : 0,1 : 0,7. Ces 3 constituants proviennent de la société Avanti Polar Lipids 

(Alabaster, Alabama, Etats-Unis). Le monophosphoryl lipide A (MPLA, 10 mg/ml dans un 

mélange chloroforme : méthanol : éthanol (1 :1 :1) ; List Biologicals, Campbell, Californie, 

Etats-Unis), un adjuvant connu pour accroître la réponse immunitaire, est ajouté à une 

concentration de 40 µg par µmole de phospholipides. Le mélange lipidique est ensuite bien 

homogénéisé au vortex. 

 

 III.3. Reconstitution des peptides dans les liposomes 

 

Les liposomes sont préparés le jour de la première immunisation et, afin de minimiser 

les variations de composition du vaccin au sein d’un groupe de souris, un pool de liposomes 

est préparé pour l’ensemble des immunisations d’un même lot d’animaux. 

Peptide Séquence 

mPEGp1 Ac-K(PEG-DSPE)GNMTDSFTKAEASILPSIK(PEG-DSPE)G  

mPEGp2 Ac-K(PEG-DSPE)KVLTSFTNKELQAYAKK(PEG-DSPE)G  

mPEGp4 Ac-K(PEG-DSPE)SRDDDHETKRQNCNK(PEG-DSPE)G 

mPALMp2 K(PALM)K(PALM)GKVLTSFTNKELQAYAKGK(PALM)K(PALM)G 
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Le tableau VI montre les quantités des différents constituants nécessaires à la 

préparation des liposomes pour les 3 immunisations d’un même lot de 4 souris.  

 

Tableau  VI.  Préparation des liposomes 

 

Constituant Volume Quantité 

DMPC 1,900 ml 19 mg (66% en volume) 

DMPG 0,210 ml 2,1 mg (7% en volume) 

Cholestérol 0,780 ml 7,8 mg (27% en volume) 

Total 2,890 ml 28,9 mg 

MPLA (facultatif) 0,120 ml 1,2 mg 

 

Cette composition donne 28,9 mg de liposomes à laquelle on ajoute 1 mg de peptides 

PEGylés ou palmitoylés (200 µl de la solution mère à 5 mg/ml) : 

- 1 mg de peptide lorsqu’un seul peptide est ajouté à la préparation 

 - 0,33 mg de chaque peptide lorsque les 3 peptides sont mélangés ensemble 

   

  Après homogénéisation, les solvants sont évaporés sous un dessiccateur à vide puis le 

film lipidique formé sur la paroi du tube est dissous dans du PBS stérile (4,7 ml par tube) et 

homogénéisé fortement pour la remise en suspension. Le contenu de chaque tube (soit 4,7 

ml) est divisé en 6 tubes de 750 µl qui seront conservés à -20°C, l’étape de congélation-

décongélation ne modifiant en rien les caractéristiques immunogènes du vaccin. 

Avant chaque injection, les suspensions de liposomes contenant les peptides sont 

décongelées à température ambiante, et 200 µl d’alum 1,3% stérile (Alhydrogel®, Brenntag 

Biosector, Frederikssund, Danemark) sont ajoutés. 

 

III.4. Protocole d’immunisations et prélèvements de sang 

 

Les souris reçoivent par voie intrapéritonéale, 3 injections de 200 µl de préparation 

vaccinale espacées de 15 jours. 

Plusieurs lots d’animaux ont été constitués afin d’étudier les différents antigènes 

injectés aux souris seules ou en combinaison (Tableau VII). Un groupe d’animaux a été 

immunisé avec une formulation contenant du MPLA afin de déterminer le rôle de cet adjuvant 

sur l’induction d’anticorps dirigés contre les peptides. D’autres groupes d’animaux immunisés 
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avec des liposomes  vides (sans peptides) ou du sérum physiologique ont été immunisés 

comme témoins. Afin d’étudier le rôle de l’alum, un autre groupe de souris a  reçu 3 

injections contenant 500 µg d’alum. 

 

Tableau  VII.  Composition des vaccins des différents groupes d’immunisation 

 

Groupe Composition du vaccin 

contrôle Sérum physiologique 

Alum  500 µg d’alum 

Lp0 DMPC, DMPG, cholestérol, alum 

Lp1 DMPC, DMPG, cholestérol, mPEGp1, alum 

Lp2 DMPC, DMPG, cholestérol, mPEGp2, alum 

Lp4 DMPC, DMPG, cholestérol, mPEGp4, alum 

Lp124 DMPC, DMPG, cholestérol, mPEGp1, mPEGp2, mPEGp4, alum 

Lp124/MPLA DMPC, DMPG, cholestérol, mPEGp1, mPEGp2, mPEGp4, MPLA, alum 

mpp2 DMPC, DMPG, cholestérol, mPALMp2, alum 

 

Des prélèvements de sang sont effectués au niveau de la veine de la queue des 

animaux. Ces échantillons sont centrifugés (14 000 rpm, 5 min, 4°C) et le sérum est ainsi 

dissocié du reste du sang et sera conservé à 4°C pendant 4 jours au maximum (figure 11). 

 

 

0 15 30 45 110 Jours60 75

15 30 45 80 Jours après la 3ème injection0

Immunisations

Prélèvements de sang pour analyse des sérums

0 15 30 45 110 Jours60 75

15 30 45 80 Jours après la 3ème injection0

Immunisations

Prélèvements de sang pour analyse des sérums

 

 

Figure 11.  Protocole d’immunisations des souris et prélèvements de sang. 
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IV. Recherche et identification de métabolites secondaires à partir de feuilles de luzerne 

 

L’ensemble du processus de fractionnement et de purification a été réalisé au sein du 

laboratoire de pharmacognosie (UMR CNRS 6229) par l’équipe dirigée par le Pr Catherine 

Lavaud. 

 

 IV.1. Obtention des extraits foliaires de luzerne 

 

 Les extraits foliaires de luzerne (EFL), fournis par la société PROLIVIM, sont des 

concentrés protéiques de feuilles de luzerne contenant, sous un volume très réduit, tous les 

éléments nutritifs nécessaires à une bonne nutrition. Ils sont obtenus à partir d’un procédé 

industriel décrit ci-dessous. 

 La luzerne est fauchée, broyée et pressée pour obtenir un jus vert qui sera ajusté à pH 

8,5. Ce jus est ensuite  porté à une température de 90°C par injection de vapeur. Les protéines 

précipitées entraînent avec elles les pigments, les vitamines liposolubles, les lipides et les 

minéraux. Une centrifugation sépare ensuite le coagulum du sérum brun résiduel. Ce 

coagulum est séché sur lit fluidisé puis compacté en granulés ou miettes. 

 L’EFL utilisé se présente sous forme de granulés de couleur verte. Il a été fourni par la 

société PROLIVIM. Cet extrait est enrichi d’un antioxydant, l’acide ascorbique (500 mg/kg). 

 

 IV.2. Extraction et fractionnement de l’EFL 

 

 L’EFL sous forme de poudre verte (2 kg) est mis en macération pendant 22 heures 

dans un mélange acétone/H2O (60 :40) puis lixivié sur 17 heures. Le lixiviat est concentré à 

environ 10 litres, puis ce concentré aqueux est soumis à une extraction liquide-liquide 

successivement avec 10 litres de toluène, de méthyl-t-butyl ether (MtBE), d’acétate d’éthyl 

(AcOEt) et de butanol (ButOH). Les phases organiques de chaque fraction sont évaporées à 

sec et pesées : extrait au toluène : 9,5 g, extrait au MtBE : 4,9 g, extrait à l’AcOEt : 10 g, 

extrait au BuOH : 26 g. La phase aqueuse restante est concentrée sous vide puis congelée et 

lyophilisée (65 g) (figure 12). 
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 IV.3. Fractionnement de l’extrait brut « toluène » et purification des composés 

contenus dans la fraction « To-1 » 

 

 Huit grammes de l’extrait au toluène sont filtrés sur silice greffée C18 en phase inverse 

en réalisant une chromatographie liquide sous vide. L’élution est réalisée avec un gradient 

MeOH-H2O et 4 fractions sont recueillies : EFL-To-1 (1,7 g ; gradient MeOH-H2O 6:4), EFL-

To-2 (2,7 g ; gradient MeOH-H2O 8:2), EFL-To-3 (1,3 g ; gradient MeOH-H2O 9:1) et EFL-

To-4 (3,4 g ; gradient MeOH-H2O 10:0). 

 

 La fraction To-1 est ensuite fractionnée par chromatographie sur colonne de silice en 

phase normale, avec l’éluant CH2Cl2-cyclohexane puis avec le mélange CHCl3-MeOH (100:0 

à 0:100. Des fractions de 80 ml sont recueillies et regroupées en fonction de leur profil en 

CCM réalisée en phase normale dans le solvant CHCl3-MeOH (95:5). 

 

 � La fraction [43-46] éluée par le mélange CH2Cl2-MeOH (99:1) permet l’isolement 

du mélange des composés 4 et 5 (9,8 mg) par cristallisation dans le MeOH. 

 � La fraction [16-24] éluée par le même système de solvant est purifiée par plaque 

préparative dans CHCl3 pour donner le composé 8 (10 mg). 

 � La fraction [31-25] éluée par CHCl3 100% puis purifiée par HPLC semi-préparative 

dans le système de solvant (ACN/H2O) allant de 35 à 50% pendant 20 min permet d’isoler le 

composé 7 (15,9 mg). 

 �  La fraction [26-30] éluée par CHCl3 à 100% est l’objet d’une purification par 

chromatographie sur colonne de silice normale avec l’éluant CH2Cl2-MeOH (100:0 à 0:100). 

Les fractions de 25 ml sont recueillies et regroupées en fonction de leur profil en CCM 

réalisée en phase normale dans le solvant CH2Cl2-MeOH (98:2). 

 

 Ensuite, la fraction [17-26] éluée par CH2Cl2 à 100% subit une purification par 

chromatographie sur colonne de silice en phase inverse en utilisant l’éluant MeOH-H2O 

(40:60 à 100:0). Des fractions de 13 ml sont recueillies puis regroupées en fonction de leur 

profil en CCM réalisée en phase normale dans le solvant CH2Cl2-MeOH (98:2). 

 

 � La fraction [19] éluée par le même mélange de solvant puis faisant l’objet d’une 

CCM sur plaque préparative dans le solvant CH2Cl2-MeOH (99:1) permet la purification 

finale du composé 3 (38 mg). 
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 � La fraction [9-11] éluée par le même mélange MeOH-H2O (50:50) fait l’objet d’une 

purification par HPLC semi-préparative dans le système de solvant (ACN/H2O) isocratique à 

25% permet l’isolement des 2 composés 6 (13,4 mg) et 2 (3,6 mg). 

   

 � La fraction [28-29] éluée par le mélange MeOH-H2O (70:30) est passée sur une 

CCM sur plaque préparative dans le solvant CH2Cl2-MeOH (98:2) permet d’obtenir le 

composé 1 (10 mg) (figure 13). 

 

La structure de ces 8 composés a été déterminée grâce à l’analyse des spectres de RMN, de 

masse, d’ultraviolet, d’infrarouge et à la mesure des pouvoirs rotatoires. 

 

  

 
Figure 12. Obtention de 4 extraits bruts à partir de l’EFL 

 
 

Les différents extraits et les composés purifiés sont solubilisés dans du DMSO aux 

concentrations respectives de 100 mg/ml et 30 mM. Dans chaque expérience, ils sont dilués 

extemporanément dans du milieu de culture aux concentrations indiquées. La concentration 

de DMSO dans le milieu de culture n’excède jamais 0,5% et n’a aucune incidence sur la 
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croissance cellulaire. Dans les expériences témoins, une quantité égale de DMSO est ajoutée 

au milieu de culture. 

 

 

  
Figure 13. Purification des composés de la fraction To-1 

 

 

V. Analyses in vitro 

 

V.1. RT-PCR 

 

V.1.1. Extraction des ARN totaux 

 

L’extraction des ARN a été réalisée à l’aide du kit d’extraction RNeasy® (Qiagen) 

basé sur une technique d’extraction d’ARN qui combine les propriétés de liaison sélective 

d’une membrane de gel de silice avec une centrifugation. Six cent microlitres de tampon de 

lyse composé d’isothiocyanate de guanidine (Tampon RLT) et de β-mercaptoéthanol sont 

mélangés à 5.106 cellules ou à un prélèvement tissulaire. Les échantillons sont broyés à 

l’ultraturax puis homogénéisés délicatement pendant 1 min par retournement afin de casser 
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l’ADN génomique et réduire la viscosité du lysat. Les échantillons sont centrifugés (3,5 min, 

1500 rpm) et 600 µl d’éthanol à 70° sont ajoutés au surnageant, l’addition d’éthanol 

permettant d’ajuster les conditions de liaison à la colonne. 700 µl du lysat sont ensuite 

déposés sur la colonne. L’ARN sera fixé à la membrane de gel de silice. La fixation est 

facilitée par une centrifugation de 45 secondes à 10000 rpm. Trois lavages permettent 

d’éliminer les contaminants. La membrane est lavée successivement avec 700 µl de tampon 

RW1, deux fois avec 500 µl de tampon RPE, centrifugée pendant 45 secondes à 10000 rpm et 

2,5 minutes à 15000 rpm respectivement. L’ARN total est élué avec 50 µl d’eau stérile 

RNAse free par une centrifugation de 1,5 min à 10000 rpm puis est dosé à 260 et 280 nm au 

spectrophotomètre. Les échantillons sont congelés à -80°C jusqu’à la transcription inverse. La 

qualité de l’ARN est contrôlée sur gel d’agarose à 2% après coloration au bromure d’éthidium 

(BET), un agent intercalant fluorescent sous UV. 

 

  V.1.2. Synthèse et amplification de l’ADN complémentaire 

 

La RT-PCR est réalisée avec le kit SuperScripTM Rnase H- Reverse Transcriptase 

(Invitrogen).  

La transcription inverse de l’ARNm en ADNc est effectuée sur1 µg d’ARN total dans le mélange 

réactionnel contenant les éléments suivants : 

   1 µl d’ARN 

  1 µl de dNTP 100 mM 

  1 µl de DTT 100 mM 

  1 µl de Tampon 5x (250 mM Tris-HCl pH 8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl2) 

1 µl de Reverse Transcriptase à 200 U/µl 

1 µl de Random Hexanucléotides (Boehringer) 

qsp 20 µl avec de l’eau distillée 

 

La transcription inverse est faite sur un thermocycleur (HYBRID Sprint), 10 minutes 

à 25°C, 50 minutes à 45°C, 15 secondes à 70°C puis à 4°C. Le matériel est ensuite récupéré, 

dilué avec 480 µl d’eau distillée puis stocké à -20°C pour une utilisation ultérieure.   

Les 404 paires de bases (pb) de l’ADNc de cellules ou d’organes congelés de souris 

codant pour les gènes mdr1 et mdr3 ont été amplifiées par PCR, en utilisant les amorces 
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décrites dans le tableau VIII, dans le tampon suivant : 

2,5 µl de Tampon 10x Taq DNA polymérase 

0,2 µl (1 unité) de Taq DNA polymérase 

1 µl (10 mM) de dNTP 

5 µl de la solution contenant l’ADNc 

1 µl (50 pmoles) de primers sens et anti-sens 

  2,5 mM de MgCl2   

  qsp 25 d’eau distillée 

 

 

Tableau VIII. Oligonucléotides utilisés pour les analyses en PCR 

 

   Gènes         Séquences des oligonucléotides Température Nombre de cycles 

  mdr1 
  S 5’TGCTTATGGATCCCAGAGTGAC3’ 

  AS 5’TTGGTGAGGATCTCTCCGGCT3’ 
        61°C              40 

  mdr3 
  S 5’GAAAGATGGTGAACTATGCC3’ 

  AS 5’TTACCAAAAGTGGCCCACTA3’ 
        63°C              40 

18S rRNA 
  S 5’GCGAATTCCTGCAGTAGCATATGCTTG3’ 
  AS 5’GGAAGCTTAGAGGAGCGAGCGACCAAAGG3’ 

    55 – 65°C              41 

 

 

Un cycle PCR comprend : 

- une étape de dénaturation (94°C, 2 min) 

- une étape d’hybridation (en fonction des amorces, 1 min) 

- une étape d’élongation (72°C, 1 min) 

 

Après une élongation finale de 7 min à 72°C, les produits de PCR sont additionnés 

d’un tampon de charge, puis déposés sur un gel d’agarose (Invitrogen) à 2% contenant du 

BET. La migration se fait dans un tampon TBE 0,5x (45 mM Tris-Borate pH8, 1 mM EDTA) 

pendant 35 min à 90 Volts. 

 

 

 

 



 

 48 

V.2. Analyse de la réponse immunitaire par dot-blot 

 

V.2.1. Préparation des antigènes et dépôt sur membrane de nitrocellulose 

 

Les peptides palmitoylés et PEGylés  ainsi que le MPLA sous forme lyophilisé sont 

reconstitués dans un mélange de chloroforme/méthanol/éthanol (1 :1 :1) à une concentration 

de 1 mg/ml. Cent microlitres de chaque solution de peptides et de MPLA sont prélevés. Les 

solvants organiques sont évaporés et le film lipidique résultant est réhydraté avec 200 µl de 

PBS de manière à obtenir une concentration de 0,5 mg/ml. Cent nanogrammes de chacun de 

ces lipopeptides et 30 ng de MPLA contenus dans 2 µl sont déposés sur des membranes de 

nitrocellulose et sont adsorbés pendant 30 min. 

 

V.2.2. Immunodétection 

 

Les membranes de nitrocellulose sont saturées avec 3 ml de solution de blocage (PBS 

pH 7,4, Lait écrémé 5%, Tween 20 0,1%) pendant 1 h. Les membranes sont ensuite incubées 

avec 2,5 µl de sérum murin dans 2 ml de tampon de lavage (PBS pH 7,4, Lait 0,5%, Tween 

20 0,1%) pendant 2 h. Après trois lavages, les membranes sont incubées avec un anticorps 

secondaire couplé à la peroxydase du raifort (GAM–IgG–HRP, Uptima, Interchim, 

Montluçon, France) dilué au 1/2500ème dans 3 ml de tampon de lavage puis sont lavées 2 fois 

avec 3 ml de tampon de lavage et 2 fois avec 3 ml de PBS. Un substrat chimioluminescent 

pour la peroxydase (Uptilight HRP chemiluminescent substrate, Uptima) est déposé à la 

surface des membranes (500 µl) pendant 1 min puis les membranes sont égouttées et placées 

entre 2 films plastiques dans une cassette froide. Les membranes sont immédiatement 

exposées en autoradiographie. La lumière émise résultant de la réaction d’oxydation du 

luminol par la peroxydase est collectée sur des films CL X-posure (Pierce) avec des temps 

variants de quelques secondes à 10 min selon l’importance du signal. Le film photo est scanné 

et analysé par densitométrie (Typhoon, Amersham Biosciences).  

Les titres en anticorps sont estimés grâce à une gamme de dilutions d’IgG murines 

purifiées (Uptima). 
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V.3. Western blot 

 

  V.3.1. Obtention des extraits cellulaires 

 

Dix millions de cellules sont récupérées et centrifugées (1200 g, 10 min, 4°C). Le 

culot cellulaire est lavé 2 fois dans 10 ml de PBS glacé (Invitrogen) puis la suspension 

cellulaire est centrifugée comme précédemment. Après avoir retiré le surnageant, le culot de 

cellules est repris dans du tampon de tampon de lyse RIPA (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 

mM NaCl, 1% Igepal CA-630, 0,5% désoxycholate de sodium, 0.1% SDS ; Sigma) 

additionné d’un mélange d’inhibiteurs de protéases (Sigma) et de 0,5 mM de PMSF (Sigma) 

pendant 15 minutes dans la glace. Le lysat est passé au travers d’une aiguille afin d’aider à la 

solubilisation. Le lysat obtenu est centrifugé (15 000 g, 20 minutes, 4°C) afin d’éliminer les 

débris. Le surnageant contenant les protéines est recueilli, aliquoté puis conservé à -20°C. Les 

protéines contenues dans chaque échantillon sont dosées par la méthode de Bradford et les 

concentrations sont déterminées à partir d’une gamme étalon de sérum albumine bovine 

(Sigma). 

 

V.3.2. Electrophorèse SDS-PAGE, transfert et immunodétection 

 

Une quantité égale de protéines est mélangée avec du tampon d’échantillon 4x 

(NuPAGE® LDS Sample Buffer, InVitrogen) et du tampon réducteur 10x (NuPAGE® 

Sample Reducing Agent, InVitrogen). Les échantillons (20 µl) ainsi que les marqueurs de 

poids moléculaire (10 µl ; Amersham Biosciences) sont déposés sur un gel précoulé de 

polyacrylamide d’un gradient 4-12% (Invitrogen). La migration s’effectue pendant 35 min à 

200 Volts dans du tampon de migration (NuPAGE® MES SDS Running Buffer 20x, 

Invitrogen). Les protéines sont ensuite transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(Amersham) à l’aide d’un appareil de transfert (Invitrogen). Le transfert est réalisé pendant 1h 

à 35 Volts dans du tampon de transfert (NuPAGE® Transfer Buffer, InVitrogen ; 10% 

méthanol). L’efficacité du transfert est vérifiée par coloration pendant 5 min de la membrane 

avec une solution de rouge ponceau S (Sigma) permettant de visualiser les protéines. Après 

un rinçage dans de l’eau distillée, la membrane est saturée dans une solution de blocage 

(fournie par le kit Western Breeze Chemiluminescent Immunodetection Kit, Invitrogen) 

pendant 30 min à température ambiante. Après 2 rinçages, la membrane est incubée pendant 1 

h avec l’anticorps primaire approprié (tableau IX) ou avec l’immun sérum dilué au 1 :1000ème 
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 dans la solution de lavage. Après 3 lavages, la membrane est incubée avec la solution 

d’anticorps secondaire (fournie par le kit Western Breeze) conjugué à la phosphatase alcaline 

pendant 30 min. La membrane est encore lavée 2 fois avec la solution de lavage et 2 fois avec 

de l’eau distillée, puis la solution contenant le substrat de la phosphatase alcaline est déposé 

sur la membrane pendant 5 min à l’obscurité. La membrane est égouttée, couverte d'un film 

plastique, puis exposée en cassette à un film photographique CL X-posure (Pierce) pendant 

1 à 10 min selon l’intensité du signal. L’analyse densitométrique est effectuée grâce à 

l’utilisation du logiciel Image J. L’intensité des bandes correspondant à chaque protéine est 

normalisée par rapport à celle de l’actine. 

 

Tableau  IX.   Anticorps monoclonaux utilisés en western blot 

 

Anticorps Clone Dilution Fournisseur 

Actine C-2 1 :700 Santa Cruz Biotechnology 

Bcl-2 10C2 1:700 Beckman Coulter 

Bcl-XL 2H12 1:700 Beckman Coulter 

Bax 6A7 1:700 Beckman Coulter 

Caspase 3 T46L 1:700 Santa Cruz Biotechnology 

PARP-1 5A5 1:700 Santa Cruz Biotechnology 

P-gp JSB-1 1:750 Protéogenix 

 
 

V.4. Mesure de la viabilité cellulaire par le test au 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide (MTT) 

 

Le principe de ce test repose sur la capacité des deshydrogénases mitochondriales à 

convertir le MTT en un précipité pourpre de formazan par clivage du cycle tetrazolium.  Après 

dissolution de ce précipité, l’absorbance est lue et est corrélée au nombre de cellules vivantes.  

Les cellules cultivées dans du milieu RPMI 1640 supplémenté de SVF 10% sont 

ensemencées dans les puits d’une plaque 96 puits (Nunc) à une densité de 5 000 cellules par 

puits dans un volume de 100 µl. Un volume égal de milieu complet de culture contenant les 

composés ou extraits à tester et/ou les différents agents chimiosensibilisants aux 

concentrations indiquées est ajouté dans les puits appropriés. Les cellules sont ensuite 

laissées à 37°C ; 5% CO2 pendant la durée indiquée. A la fin du temps de culture, 20 µl de 
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MTT (Sigma) dissout dans du PBS à une concentration de 2,5 mg/ml (pH 7,2) sont ajoutés à 

chaque puits puis les cellules sont remises à l’étuve pendant 3 h. Les cellules sont alors 

centrifugées (1000 rpm, 20 min), le surnageant est aspiré, et le dépôt cristallin de formazan 

est dissout par addition de 200 µl de DMSO (Gibco). Une attente supplémentaire de 10 min à 

l’obscurité assure la dissolution totale des cristaux. 

La mesure de la densité optique à 540 nm, longueur d’onde correspondant à l’absorption 

maximale du formazan, ainsi qu’une correction à 640 nm sont effectués automatiquement 

grâce à un lecteur de microplaques (Multiskan Ascent, Labsystems). Chaque mesure est 

effectuée en triplicate.  

Le pourcentage de la viabilité cellulaire en présence ou non d’agent révertant 

(vérapamil ou anticorps induits) est déterminé par le calcul suivant : moyenne des 

absorbances des puits traités / moyenne des absorbances des puits témoins x 100. 

 

V.5. Marquage de l’ADN au Hoechst 33342 

 

 Des évènements tels que la condensation et la fragmentation de la chromatine qui 

surviennent au cours de l’apoptose peuvent être visualisés en colorant l’ADN des cellules 

avec du Hoechst 33342 qui se lie à l’ADN. 

 

Après leur traitement pendant la durée indiquée, les cellules sont récupérées puis 

lavées dans du PBS. Après centrifugation (1000 g, 5 min, 4°C), les cellules sont remises en 

suspension dans 40 µL de paraformaldéhyde 4% contenant 1% de Triton X-100 (Sigma) 

pendant 10 minutes. Le paraformaldéhyde  permet  de  fixer  les cellules alors que le Triton 

X-100 permet de percer la membrane plasmique, ce qui facilite l’entrée du Hoechst. Les 

cellules sont ensuite déposées sur une lame qui est cytospinée (700 rpm, 5 min). Une goutte 

de Hoechst 33342 à une concentration de 0,5 µg/ml (Molecular Probes) est déposée sur le 

dépôt cellulaire. La lame est laissée 15 minutes à l’obscurité avant d’être rincée à l’eau. 

Quelques gouttes de milieux de montage sont ajoutées avant de déposer une lamelle. Celle-ci 

est collée avec du vernis à ongles. La lame est ainsi prête pour l’observation au microscope à 

fluorescence ou à contraste de phase et peut être conservée plusieurs jours à 4°C. 
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V.6. Analyse de la fragmentation de l’ADN 

  

Lors de l’apoptose, des endonucléases sont activées et catalysent le clivage de l’ADN entre 

les nucléosomes, des complexes protéiques autour desquels s’enroulent l’ADN sur environ 

180 pb. Ainsi la migration des fragments d’ADN des cellules apoptotiques permet de mettre 

en évidence un profil de dégradation de l’ADN en « barreau d’échelles », constitué de 

fragments de multiples de 180 pb, une caractéristique des cellules en apoptose. 

 

  V.6.1. Extraction d’ADN 

 

Après leur traitement pendant la durée indiquée, les cellules sont récupérées puis 

lavées dans du PBS. Après centrifugation (1000 g, 5 min, 4°C), les cellules sont remises en 

suspension dans 90 µl de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA, 0,5% 

Triton X-100), vortexées puis laissées 15 minutes dans la glace. L’ARN est dégradé en 

ajoutant 10 µl de RNase A (Sigma) à 1 mg/ml pendant 1 h à 37°C. Les protéines associées à 

l’ADN sont hydrolysées par ajout de 5 µl de protéinase K (Sigma) à 20 mg/ml  pendant 1 h à 

37°C. Les extraits sont ensuite centrifugés (15 000 g, 15 min, 4°C) et le surnageant contenant 

l’ADN est transféré dans un nouveau tube. La précipitation de l’ADN est réalisée en ajoutant 

au surnageant 1/10ème de volume d’acétate de sodium 3M et 2 volumes d’éthanol absolu à -

20°C. Après une nuit à -20°C, les tubes sont de nouveau centrifugés (15 000 g, 15 min, 4°C). 

Le culot d’ADN est rincé avec 500 µl d’éthanol 70% et séché à l’air avant d’être dissout dans 

20 µl de tampon TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA). 

 

 V.6.2. Electrophorèse des fragments d’ADN 

 

Après avoir dosé dans l’UV chaque solution d’ADN par la mesure de l’absorbance à 

260 nm et vérifié leur pureté (rapport DO260nm/DO280nm compris entre 1,8 et 2), 1 µg 

d’ADN contenu dans 20 µl de tampon TE sont déposés sur un gel contenant 1,2% d’agarose 

et du bromure d’éthidium. La migration dure 30 minutes. Les fragments d’ADN sont 

directement visualisés en lumière UV grâce à la présence de BET qui s’intercale entre les 

bases de l’ADN et qui est visible sous UV. 
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V.7. Analyse par cytométrie en flux 

  

 V.7.1. Etude de la réactivité des sérums avec les cellules 

 

La réactivité des anticorps induits avec la P-gp a été determinée par marquage 

immunofluorescent indirect des cellules P388R. 

 

Les cellules P388R (105 cellules) sont incubées pendant une heure dans du milieu RPMI/SVF 

10% contenant 10% de sérum des souris des différents lots récupérés 15 jours après la 

dernière immunisation, sous un volume final de 100 µl. Trois lavages avec 1 ml de PBS/SVF 

2% sont ensuite effectués (centrifugation 200g, 10 min, température ambiante). Le surnageant 

est éliminé puis 100 µl de PBS/SVF 2% contenant l’anticorps secondaire (anti IgG de souris 

couplé à la fluorescéine-isothiocyanate, FITC) dilué au 1/100ème  sont mis en présence des 

cellules P388R pendant 30 minutes. Un dernier lavage au PBS/SVF 2% et 2 lavages au PBS 

filtré sont effectués avant l’analyse par cytométrie de flux (FACSAria, Becton Dickinson). 

Pour chaque échantillon, l’analyse est effectuée sur 100 000 cellules. Les longueurs d’onde 

d’absorption et d’émission maximales du FITC sont respectivement de 490 nm et 523 nm. 

Les résultats sont exprimés en unités de fluorescence, proportionnelles à la quantité 

d’anticorps fixés à la surface des cellules. 

 

 V.7.2. Analyse du contenu intracellulaire en ADN 

 

Lors de l’apoptose, les corps apoptotiques vont contenir une quantité d’ADN 

inférieure à 2n. De ce fait, après un marquage à l’iodure de propidium qui est un intercalant de 

l’ADN, ces cellules émettent une fluorescence réduite et produisent un pic SubG1. 

Après leur traitement, 500 000 cellules sont prélevées et centrifugées (1000 rpm, 5 min, 4°C). 

Après deux lavages au PBS, les cellules sont perméabilisées dans 1 ml d’éthanol froid à 70% 

et placées à 4°C toute la nuit. Puis, elles sont à nouveau centrifugées et lavées dans du PBS. 

Le culot est alors repris dans 1 ml de PBS contenant à 100 mg de RNase A (Sigma) et 50 µg 

d’iodure de propidium (Molecular Probes). Après incubation à l’obscurité et à 37°C pendant 

30 min, les cellules sont analysées par cytométrie en flux (FACScalibur, Becton Dickinson). 

Après exclusion des débris, l’analyse de fluorescence de 10000 évènements permet de 

quantifier la proportion de cellules ayant un contenu en ADN inférieur à 2n. Ces cellules sont 

considérées comme apoptotiques. 
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 V.7.3. Mesure de l’accumulation intracellulaire en DOX 

 

L’activité des différents modulateurs de la résistance (sérums, composés isolés) a 

également été évaluée par la mesure de l’accumulation intracellulaire de la DOX dans les 

cellules P388/DOX. 

La doxorubicine possède dans sa structure un noyau tétracyclique qui lui confère un spectre 

de fluorescence caractéristique avec une longueur d’onde d’excitation de 470 nm et une 

longueur d’onde d’émission de 585 nm. La fluorescence émise par la doxorubicine, 

lorsqu’elle est excitée, peut ainsi être détectée par cytométrie en flux. 

Cent mille cellules P388/DOX sont incubées dans du RPMI/SVF 10% à 37°c pendant 1h30 en 

présence des différents modulateurs avant l’ajout de 1 µM de doxorubicine. Après 1h, les 

cellules sont centrifugées (200g, 10 min, température ambiante) puis remises en suspension 

dans 200 µl PBS/SVF 2% (200 µl) et analysées par cytométrie en flux (FACSAria) (longueur 

d’onde excitation : 470 nm, longueur d’onde d’émission : 585 nm). Pour chaque échantillon, 

l’analyse est effectuée sur 100 000 cellules. Le vérapamil (3 µM) a été utilisé dans les mêmes 

conditions en tant que modulateur de référence. 

 

VI. Analyses in vivo 

 

VI.1. Evaluation in vivo de l’efficacité du vaccin en association avec une 

chimiothérapie 

 

Afin d’évaluer le potentiel des anticorps induits à restaurer in vivo la sensibilité des 

cellules P388 chimiorésistantes à un traitement chimiothérapeutique, 106 cellules P388/DOX 

dans 200 µl de sérum physiologique ont été inoculées par voie intrapéritonéale chez les souris 

pré-immunisées avec les différentes préparations vaccinales 7 semaines après la dernière 

immunisation. Une chimiothérapie à base de doxorubicine (5,5 mg/kg) et de vinblastine (2,5 

mg/kg) est instaurée dès le lendemain de l’injection des tumeurs. Le protocole d’injections est 

présenté dans la figure 14. Pendant toute la durée du traitement, un suivi du comportement, de 

l’aspect et du poids des souris est effectué. 
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Figure 14. Protocole de chimiothérapie mis en place après l’inoculation des tumeurs. Au 
jour 0, les souris reçoivent une injection de 106 cellules P388R par voie i.p., puis de la 
doxorubicine (5,5 mg/kg) et de la vinblastine (2,5 mg/kg) sont injectées aux jours 1, 9, 17 et 
5, 13, 21 respectivement. 

 

 

VI.2. Etude anatomo-pathologique des organes des souris  

 

Les études histologiques ont été réalisées au Laboratoire d’anatomie et de cytologie 

pathologiques (Pr Marie-Danièle Diebold) du CHU de Reims. 

 

  VI.2.1. Inclusion des organes en bloc de paraffine 

 

Les souris sont sacrifiées et les organes qui expriment naturellement la P-gp (reins, 

glandes surrénales, pancréas, rate, foie, cœur, poumon, ovaire) sont prélevés et fixés dans du 

formol 10% pH 7,4 pendant 18 heures environ. 

Les organes fixés sont coupés en 2, puis sont progressivement déshydratés par 

passages successifs dans des solutions alcooliques de plus en plus concentrées jusqu'à ce que 

toute l’eau des tissus et du milieu de fixation ait été soustraite et que l’échantillon soit 

totalement imprégné d’alcool absolu: 

 

alcool 80% (30 min) → alcool 95% (30 min) → alcool 95% (30 min) → alcool 95% (45 min) 

→ alcool 100% (45 min) → alcool 100% (1h) → alcool 100% (1h). 
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L’alcool est ensuite remplacé par un solvant organique, le xylène (2 bains d’1 heure), 

dans lequel peuvent se dissoudre à la fois l’alcool et la paraffine chauffée à une température 

dépassant juste son point de fusion (56°C) (2 bains d’1 heure). L’échantillon est alors 

immergé dans un moule contenant de la paraffine puis celle-ci est solidifiée à température 

ambiante. 

La paraffine sert de support à l’échantillon et permet de réaliser des coupes de 2 à 7 

µm, sans déformer la structure ni l’architecture cellulaire grâce à un microtome. Les coupes 

sont ensuite étalées sur des lames de verre superfrost, séchées 25 minutes à 55°C puis placées 

dans un automate à coloration (DRS 60A Bayer Diagnostics) où la paraffine est enlevée à 

l’aide d’un solvant organique, le xylène (2 bains de 10 minutes).  

Les coupes sont alors réhydratées en utilisant des solutions alcooliques de plus en plus 

concentrées (par exemple alcool 100% → alcool 90%, 2 bains de 2 minutes au moins) et 

rincées à l’eau distillée pendant 30 secondes. Quand la réhydratation est complète, les coupes 

sont colorées par la coloration  Hématéine – Phloxine – Safran. 

 

VI.2.2. Coloration à l’Hématéine – Phloxine – Safran (HPS) 

 

L’utilisation de 3 colorants sur la même préparation, l’hemalum de Mayer ou hématéine 

(bleu), la phloxine (rouge) et le safran (jaune) est la méthode la plus courante de coloration 

des tissus biologiques. Ces 3 colorants permettent de mettre en évidence respectivement les 

noyaux cellulaires, le cytoplasme, et le collagène présent dans la matrice extracellulaire. 

Les coupes sont incubées dans l’hemalum de Mayer pendant 3 minutes. Après un rinçage de 

30 secondes à l’eau courante, les lames sont différenciées dans un bain d’acide-alcool (500 ml 

d’alcool 95% mélangés à 25% d’acide chlorhydrique) de 15 secondes et rincées à nouveau 

dans un bain d’eau distillée. Les lames sont colorées 2 minutes avec de la phloxine B. Un 

rinçage de 30 secondes est ensuite réalisé dans un bain d’acide acétique à 0,2%. Les lames 

sont déshydratées dans des bains successifs de 30 secondes d’alcool 70, 95 et 100% puis 

colorées par du safran en solution alcoolique (5 à 10 secondes). Les lames sont à nouveau 

rincées avec de l’alcool 100% pendant 30 secondes puis avec du xylène pendant 1 minute et 

sont séchées dans l’automate 20 minutes environ puis sont montées à l’Eukitt dans une 

colleuse de lamelles (Shandon). 
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Introduction 

 

La recherche d’inhibiteurs de la P-gp menée depuis plusieurs décennies a révélé 

qu’une multitude de molécules possédant des structures diverses sont capables de moduler 

son activité in vitro. Les différents essais cliniques réalisés ont montré que la plupart de ces 

modulateurs ont une efficacité limitée. En effet, leur dose maximale utilisable in vivo est 

rapidement atteinte en raison de l’apparition d’effets toxiques dus à leur activité 

pharmacologique première. 

 

Face à ces problèmes de toxicité, de nouvelles approches visant à cibler plus 

spécifiquement la P-gp ont été développées. Parmi ces approches, la manipulation du système 

immunitaire et l’utilisation d’anticorps ciblant la P-gp représentent un moyen d’obtenir des 

outils de réversion hautement spécifiques. Ainsi, de nombreux anticorps monoclonaux 

reconnaissant spécifiquement des épitopes intracellulaires ou extracellulaires de la P-gp ont 

été générés in vitro (tableau X). Ces anticorps furent dans un premier temps utilisés pour 

détecter l’expression de la P-gp dans les cellules et les tissus (Kartner N et al., 1985, Thiebaut 

F et al., 1987), puis de nombreuses études ont montré qu’ils pouvaient inhiber son activité. 

 

Tableau  X.  Principaux anticorps monoclonaux spécifiques de la P-gp. 

Anticorps monoclonal Epitope Référence 

265/F4 extracellulaire Lathan et al., 1985 

C219 intracellulaire Kartner et al., 1985 

MRK16 extracellulaire Hamada et Tsuruo, 1986 

JSB-1 intracellulaire Scheper et al,. 1988 

HYB-612 intracellulaire Meyers et al., 1989 

HYB-241 intracellulaire Meyers et al., 1989 

HYB-195 intracellulaire Meyers et al., 1989 

C494 intracellulaire Georges et al., 1990 

UIC2 extracellulaire Mechetner et Roninson, 1992 

4E3 intracellulaire Arceci et al., 1993 

MM12.10 extracellulaire Romagnoli et al., 1999 
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En 1986, les travaux de Tsuruo et al. montrent que l’anticorps monoclonal MRK16, 

reconnaissant un épitope extracellulaire de la P-gp [Vasudevan et al., 1998] potentialise 

l’accumulation intracellulaire ainsi que la toxicité de la vincristine et de l’actinomycine D 

dans les cellules K562 exprimant la P-gp et inhibe la formation de tumeurs chez la souris en 

association avec une chimiothérapie [Hamada et Tsuruo, 1986]. La conjugaison de l’anticorps 

MRK16 à une toxine bactérienne permettant de diriger spécifiquement l’action de la toxine 

contre les cellules MDR exprimant la P-gp présente une cytotoxicité plus importante vis-à-vis 

des cellules MDR que des cellules tumorales sensibles [Fitzgerald et al., 1987]. L’anticorps 

MRK16 a également été couplé à des liposomes contenant une drogue cytotoxique afin 

d’améliorer l’interaction des liposomes avec les cellules tumorales exprimant la P-gp [Matsuo 

et al., 2001]. D’autres anticorps monoclonaux, notamment l’anticorps UIC2, ainsi que des 

fragments recombinants d’anticorps monoclonaux ont été développés et utilisés avec succès 

pour inhiber l’efflux de drogues médié par la P-gp [Mechetner et Roninson, 1992 ; Heike et 

al., 2001]. Les anticorps monoclonaux modulant le transport des agents anticancéreux 

reconnaissent généralement des épitopes extracellulaires de la P-gp. Cependant, l’anticorps 

C219, qui reconnaît un épitope intracellulaire, est capable de moduler l’activité ATPase de la 

P-gp nécessaire au transport de ses substrats [Kokubu et al., 1997]. 

 

Bien que de nombreux anticorps reconnaissant la P-gp aient été générés in vitro à 

partir d’hybridomes, très peu d’études ont rapporté l’utilisation d’approches 

immunothérapeutiques ciblant la P-gp.  Il a été montré que l’immunisation avec des peptides 

dérivés des boucles extracellulaires 1, 2 et 4 de la P-gp murine présentés par des liposomes 

induisent une réponse immunitaire humorale contre les peptides 2 et 4 uniquement (Tosi et 

al., 1995). Ces anticorps sont capables d’augmenter l’accumulation de doxorubicine dans des 

cellules L1210 multidrug-resistantes exprimant la P-gp, et d’amplifier sa cytotoxicité. Par la 

suite, des travaux menés au sein de notre laboratoire ont montré que les anticorps induits par 

l’immunisation avec des peptides dérivés des 3 mêmes boucles extracellulaires et ancrés à la 

surface de liposomes par des chaînes palmitoylées restaurent la sensibilité à la doxorubicine 

in vitro et in vivo (Pawlak-Roblin et al., 2004) sans modifier l’expression du gène mdr1 dans 

les organes exprimant naturellement la P-gp (Perrin et al., 2007). 

 

Au cours de cette première partie, nous avons induit la synthèse d’anticorps contre les 

peptides dérivés des boucles extracellulaires 1, 2 et 4 de la P-gp. Comme l’induction d’une 

réponse immunitaire  humorale contre un antigène dépend fortement de la présentation de 
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celui-ci au système immunitaire par un système de présentation et/ou un adjuvant, nous avons 

étudié l’influence du système d’ancrage des peptides à la surface des liposomes. Deux types 

d’ancrage ont été utilisés : d’une part, la palmitoylation, qui consiste à greffer une (des) 

chaîne(s) constituées de 16 atomes de carbones aux deux extrêmités du peptide, et d’autre part 

la PEGylation, où le peptide est alors conjugué à une ou plusieurs chaînes de poly(éthylène 

glycol) (PEG).   

 

La PEGylation est un procédé consistant à fixer de manière covalente des groupements 

PEG de masse moléculaire variable à des polypeptides ou d’autres molécules thérapeutiques. 

Elle est utilisée afin de modifier les propriétés pharmacocinétiques de ces molécules. La 

liaison du PEG aboutit à la formation d’un composé de taille importante (en fonction du degré 

de polymérisation des sous-unités éthylène glycol) qui possède par conséquent une clairance 

rénale diminuée et un temps de circulation augmenté [Caliceti et Veronese, 2003]. De plus, 

des études menées sur des groupes PEG en solution révèlent que chaque sous-unité éthylène 

glycol s’associe avec plusieurs molécules d’eau. Cette affinité du PEG pour l’eau permet 

d’obtenir des molécules PEGylées qui se comportent comme des composés qui sont cinq à dix 

fois plus volumineux qu’une protéine soluble ayant une masse moléculaire similaire [Caliceti 

et Veronese, 2003]. Ainsi, la présence du polymère associé aux molécules d’eau forme un 

bouclier qui protège la molécule d’intérêt des dégradations enzymatiques, d’une clairance 

rénale rapide et de la reconnaissance par le système immunitaire. Plusieurs protéines 

PEGylées sont utilisées comme médicaments, notamment l’interféron α2b (PegIntron ®, 

Pegasys ®) [Ahn et Flamm, 2004, Keam et Cvetkovic, 2004] et l’asparaginase (Oncaspar®) 

[Hawkins et al., 2004] dans le traitement de l’hépatite C et des leucémies, respectivement. 

D’autres molécules telles que l’insuline [Hinds et Kim, 2002] ou la camptothécine (Prothécan 

®) [Greenwald et al., 2003] possèdent une demi-vie augmentée tout en conservant leur 

activité biologique lorsqu’elles sont PEGylées.  

Les poids moléculaires des PEG utilisés dans des applications biomédicales sont 

généralement compris entre quelques centaines à environ 20 000 daltons. 

 

Cependant, les protéines et peptides PEGylés présentent une immunogénicité 

fortement réduite [Veronese et Mero, 2008]. Il a été effectivement montré que l’immunisation 

avec un peptide synthétique dérivé du récepteur de l’acétylcholine et conjugué à une chaîne 

PEG diminue la réponse anticorps, aboutissant à un état de tolérance vis-à-vis du récepteur 

non conjugué dans un modèle expérimental de myasthénie auto-immune [Atassi et al., 1992]. 
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Ce manque d’immunogénicité peut être comblé en intégrant le conjugué PEG-peptide dans la 

membrane de liposome. La réponse anticorps dirigée contre un anticorps monoclonal est 

supérieure lorsque celui est ancré à la surface de liposomes par une chaîne PEG [Harding et 

al., 1997]. De plus, il a été montré que les liposomes stabilisés stériquement par l’insertion de 

chaînes PEG (connus sous le nom de liposomes « furtifs ») présentent un temps de circulation 

augmenté par rapport à des liposomes ne contenant pas de PEG [Immordino et al., 2006, 

Allen et al., 1991]. Ces chaînes PEG jouent un rôle de barrière stérique, empêchant 

l’interaction des liposomes avec les opsonines plasmatiques. Ainsi, les liposomes furtifs sont 

éliminés moins rapidement par les cellules phagocytaires mononucléees [Du et al., 1997]. 

 

 Afin d’optimiser la production d’anticorps anti-P-gp, nous avons étudié l’effet d’un 

adjuvant, le monophosphoryle lipide A (MPLA) sur l’intensité de la réponse humorale. Le 

MPLA est un adjuvant dérivé du lipopolysaccharide (LPS) de Salmonella minnesota R595. 

La portion du LPS appelée lipide A a longtemps été utilisée comme un puissant adjuvant mais 

sa toxicité élevée a limité son utilisation clinique. L’excision d’un groupement phosphate et 

d’un acide gras du lipide A a permis d’obtenir le MPLA qui possède une toxicité fortement 

diminuée tout en ayant conservé les propriétés adjuvantes du lipide A [Baldrick et al, 2002]. 

Plusieurs vaccins utilisant le MPLA comme adjuvant ont été testés en essais cliniques contre 

des infections parasitaires ou virales qui nécessitent le développement d’une réponse 

immunitaire de type Th1 [Stoute et al., 1998, Jones et Cunningham, 2004]. De plus, le MPLA 

s’est également révélé être un puissant stimulateur de la réponse immunitaire humorale 

[Caglar et al., 2005, Nevens et al., 2006]. 

 

 Dans un second temps, nous avons étudié  l’effet des ces anticorps sur la sensibilité 

des cellules P388 multidrug-resistantes vis-à-vis de la doxorubicine. L’effet des anticorps 

induits par l’immunisation avec des préparations liposomales présentant séparément chaque 

peptide a également été étudié afin de déterminer l’efficacité de chacun des trois peptides. 
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Résultats 

 

I. Caractérisation des lignées cellulaires P388 et P388/DOX 

 

I.1. Sensibilité des cellules vis-à-vis des substances anticancéreuses 

 

Les cellules P388/DOX ont été sélectionnées en exposant la lignée parentale P388 à 

des concentrations croissantes de DOX. Ainsi, nous avons, dans un premier temps, étudié 

l’effet de la DOX sur la viabilité des deux lignées utilisées au cours de cette étude par un test 

au MTT. La DOX induit une diminution rapide de la viabilité des cellules P388 (IC50 = 60 

nM) alors qu’elle n’a aucun effet sur la viabilité des cellules P388/DOX à des concentrations 

allant jusqu’à 1 µM (IC50 =  6,1 µM) (tableau XI, Figure 15a). Les cellules P388/DOX se 

caractérisent par une résistance 200 fois plus importante vis-à-vis de la DOX par rapport aux 

cellules P388. Nous pouvons également remarquer que les cellules P388/DOX présentent 

également une résistance à la vinblastine (VBL), une autre substance anticancéreuse à laquelle 

elles n’ont jamais été exposées (tableau XI, Figure 15b).   
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Figure 15. Effets de la DOX (a) et de la VBL (b) sur la viabilité des cellules P388 et 
P388/DOX. Les cellules sont incubées avec des concentrations croissantes (10-9 – 10-4 M) de 
DOX et VBL pendant 72 h puis la viabilité cellulaire est évaluée grâce au test au MTT. 
Chaque valeur correspond à la moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicatas. 
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Tableau XI. Sensibilité des cellules P388 et P388/DOX vis-à-vis de la DOX et de la VBL 
 

 
 

I.2. Détermination du mécanisme impliqué dans la résistance des cellules P388/DOX 

   

 I.2.1. Analyse par western blot de l’expression de la P-gp 

 

La MDR est un phénomène multifactoriel. De nombreux mécanismes sont en effet 

responsables de l’établissement de cette résistance, le mécanisme le plus communément 

rencontré étant la surexpression de la P-gp à la surface des cellules. La DOX et la VBL étant 

deux substrats de la P-gp, nous avons recherché son expression dans les cellules P388 et 

P388/DOX par la technique de western blot. Aucune protéine n’est détectée dans les cellules 

P388 alors que l’anticorps monoclonal JSB-1 reconnaissant spécifiquement la P-gp permet de 

mettre en évidence une protéine ayant un poids moléculaire d’environ 170 kDa (Figure 16). 

La résistance des cellules P388/DOX vis-à-vis de la DOX et de la VBL est donc imputable à 

la surexpression de la P-gp. 

L’effet du vérapamil (VPL) sur la sensibilité de la DOX dans les cellules P388/DOX 

permet de confirmer l’implication de la P-gp dans la résistance de ces cellules. Le VPL 

restaure effectivement la sensibilité des cellules résistantes vis-à-vis de la DOX, l’IC50 de la 

DOX dans les cellules résistantes étant diminuée de 15 fois en présence de VPL (Figure 17). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16.  Expression de la P-gp dans les lignées P388 et P388/DOX. Après extraction 
des protéines et SDS-PAGE, la P-gp a été identifiée par western blot en utilisant l’anticorps 
monoclonal JSB-1. 

 IC50 (nM) 
 P388 P388/DOX 
DOX 30 ± 2,1 6100 ± 94 
VBL 0,51 ± 0,37 210 ± 8,7 

160

250

105

75

P388 P388/DOX

160

250

105

75

P388 P388/DOX



 

 64 

0

20

40

60

80

100

0,01 0,1 1 10

[DOX] (µM)

c
e
ll
u

le
s
 v

iv
a
n

te
s
 (

%
)

P388S

P388R

P388R +
VPL 3µM

 
 
Figure 17. Effet du VPL sur la cytotoxicité de la DOX dans les cellules P388/DOX. Les 
cellules sont incubées en présence ou non de 3 µM de VPL et de concentrations croissantes de 
DOX pendant 72h puis la viabilité cellulaire est évaluée grâce au test au MTT. Chaque valeur 
correspond à la moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicate. 
 

 

  I.2.2. Expression des gènes mdr1 et mdr3 

 

La P-gp est, chez la souris, codée par les gènes mdr1 et mdr3. Nous avons donc 

recherché quel était le gène responsable de la P-gp dans les cellules P388/DOX. L’analyse des 

ARN totaux par RT-PCR montre que le gène mdr3 est largement surexprimé dans les cellules 

P388/DOX alors que les niveaux d’expression du gène mdr1 sont similaires dans les 2 lignées 

cellulaires (Figure 18). Ainsi, le gène mdr3 murin est responsable de la surexpression de la P-

gp à l’origine de la résistance des cellules P388/DOX. 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 18. Expression des gènes codant  
pour la P-gp dans les lignées P388 et  
P388/DOX. Les ARN totaux ont été  
extraits et l’expression des gènes mdr1  
et mdr3 a été analysée par RT-PCR. 
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II. Induction d’anticorps dirigés contre des peptides dérivés des boucles extracellulaires 

de la P-gp 

 

II.1. Présentation des peptides dérivés de la P-gp à la surface des liposomes 

 

Dans le but de développer une stratégie d’immunothérapie visant à inhiber l’activité de 

la P-gp, des épitopes de la P-gp murine ont été sélectionnés afin d’induire la synthèse 

d’anticorps dirigés contre ces peptides. Ces épitopes sont dérivés des boucles extracellulaires 

1, 2 et 4 reliant chacune 2 domaines transmembranaires consécutifs de la P-gp ; il est donc 

nécessaire de présenter ces peptides synthétiques dans une conformation similaire à des 

épitopes présents dans les boucles extracellulaires de la P-gp. 

 

Les peptides ont été insérés dans la membrane des liposomes par l’intermédiaire de 

deux types de chaînes d’ancrage, des chaînes PEGylées ou palmitoylées. 

 

Dans le cas des peptides PEGylés (appelés mPEG), une chaîne PEGylée a été greffée 

de manière covalente à chaque extrêmité du peptide via un résidu lysine. Ces chaînes sont 

constituées de 77 sous-unités d’éthylène glycol et sont liées à un lipide, le DSPE, permettant 

l’insertion du complexe peptide-PEG-DSPE dans la membrane du liposome (Figures 19A et 

C). La taille du polymère constitué d’éthylène glycol implique que le peptide se trouve 

relativement éloigné de la surface du liposome. 

 

Dans le cas des peptides palmitoylés (mpp), l’ancrage à la membrane du liposome est effectué 

par 2 chaînes d’acide palmitique liées de manière covalente à des résidus lysine (Figures 19B 

et D). Contrairement à la chaîne PEG, l’acide palmitique a une faible taille et, de ce fait, le 

peptide tétrapalmitoylé se trouve beaucoup plus proche de la surface du liposome que le 

peptide PEGylé. 
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Figure 19. Représentation des peptides PEGylés (A) et palmitoylés (B) insérés dans des 
liposomes. B et C, structures du conjugué PEG-DSPE et de l’acide palmitique. 
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II.2. Influence du type d’ancrage des peptides aux liposomes sur la synthèse 

d’anticorps dirigés contre les peptides 

 

Les deux systèmes d’ancrage décrits précédemment diffèrent essentiellement par leur 

taille et présentent donc les peptides de manière différente à la surface des liposomes. La 

capacité des deux systèmes de présentation antigénique à induire la synthèse d’anticorps a été 

évaluée. La quantité d’immunoglobulines présentes dans les sérums des souris immunisées 

avec des préparations liposomales contenant des peptides PEGylés (Lp2) ou palmitoylés 

(mpp2) a été mesurée par dot-blot. 

L’immunisation des souris avec le peptide dérivé de la boucle 2 résulte en l’apparition 

d’anticorps (Figure 20). Cependant, la quantité d’IgG est beaucoup plus élevée quand le 

peptide est ancré au liposome par des espaceurs PEG que lorsqu’il est présenté par des 

chaînes palmitoylées. L’immunisation avec la préparation mpp2 induit l’apparition d’une 

faible quantité d’anticorps 15 jours après la dernière immunisation qui devient difficilement 

décelable à 45 jours. Au contraire, la préparation Lp2 induit une quantité plus élevée d’IgG à 

J15 qui diminue à J30 et tend à se stabiliser à J45. 

Ainsi, l’ancrage des peptides aux liposomes par des espaceurs PEG favorise 

l’établissement d’une réponse immunitaire humorale contre ces peptides. Dans la suite de ce 

travail, seuls les peptides PEGylés seront utilisés pour l’obtention d’anticorps. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 68 

 

 

0

400

800

1200

1600

0 15 30 45 60

jours après la troisième immunisation

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti
c
o

rp
s

 (
n

g
 I
g

G
/m

l)

Lp2

mpp2

0

400

800

1200

1600

0 15 30 45 60

jours après la troisième immunisation

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti
c
o

rp
s

 (
n

g
 I
g

G
/m

l)

Lp2

mpp2

 

 
Figure 20. Quantités d’IgG dans le sérum des souris immunisées avec les préparations 
Lp2 et mpp2. Après 3 immunisations espacées de 15 jours, le sérum des animaux est collecté 
et analysé par dot-blot. Chaque point correspond à la moyenne ± ET des sérums des 4 souris 
de chaque groupe. 
 

 

II.3. Immunogénicité des peptides mPEGp1, mPEGp2 et mPEGp4 ancrés aux 

liposomes administrés individuellement  

 

L’immunogénicité des 3 peptides sélectionnés liés aux liposomes par des espaceurs 

PEG a été analysée par dot-blot. L’immunisation avec le peptide mPEGp2 (Lp2) induit la plus 

forte production d’anticorps, et cette réponse est stable pendant au moins 45 jours après la 

troisième injection (Figure 21). La préparation contenant l’antigène mPEGp1 (Lp1) induit au 

contraire une réponse IgG qui diminue progressivement jusqu’à J45. La préparation Lp4 

contenant l’antigène mPEGp4 est la moins immunogène puisque les anticorps anti-mPEGp4 

ne sont plus détectables à J30. 
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Figure 21. Quantités d’IgG dans le sérum des souris immunisées avec les préparations 
Lp1, Lp2 et Lp4. Le sérum de chaque souris est récupéré 15, 30 et 45 jours après la dernière 
immunisation. Chaque valeur correspond à la moyenne ± ET des sérums des 4 souris de 
chaque groupe. Les souris des groupes Lp1, Lp2 et Lp4 sont immunisées  avec des 
préparations de liposomes contenant respectivement les peptides mPEGp1, mPEGp2 et 
mPEGp4. 
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Figure 22. Fluorescence indirecte émise par les cellules P388 et P388/DOX incubées avec 
le sérum récupéré à J15 des souris immunisées avec Lp1, Lp2, Lp4 ou avec des 
liposomes vides (Lp0). La fluorescence a été mesurée par cytométrie en flux. Chaque valeur 
correspond à la moyenne ± ET (n=4). 
 

 

L’incubation des sérums collectés 15 jours après la dernière injection avec les cellules 

P388 et P388/DOX a été réalisée afin d’évaluer la réactivité des anticorps induits avec les 2 

lignées cellulaires. La fluorescence émise par l’anticorps secondaire a été mesurée par 

cytométrie en flux. L’incubation des cellules P388/DOX avec le sérum Lp4 ne montre pas de 

différence de réactivité en comparaison avec le sérum Lp0 (Figure 22).  

 

Lorsque les cellules P388/DOX sont incubées avec les sérums Lp1 et Lp2, la 

fluorescence émise par les cellules est augmentée respectivement de 1,4 et 2,4 fois par rapport 

au témoin. L’incubation des sérums Lp1, Lp2 ou Lp4 avec les cellules P388 résulte en une 

réactivité similaire à celle observée en incubant les cellules P388/DOX avec le sérum Lp0, 

suggérant que les anticorps induits sont spécifiques de la P-gp. 

Ces résultats sont corrélés avec les quantités d’anticorps trouvées dans les différents 

sérums et montrent lorsque les 3 peptides sont administrés individuellement, le peptide 

mPEGp2 est le peptide le plus immunogène. 
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II.4. Induction de la synthèse d’anticorps par l’injection de liposomes contenant les 3 

peptides  

 

 Lorsque les 3 peptides mPEGp1, mPEGp2 et mPEGp4 sont ajoutés ensemble à la 

préparation de liposomes (Lp124), la quantité totale d’anticorps sécrétée est similaire à celle 

obtenue par l’immunisation avec le peptide mPEGp2 seul (Figure 23). L’ajout de MPLA, un 

adjuvant connu pour stimuler la réponse immunitaire (Lp124/MPLA), a pour effet d’accroître 

la synthèse d’anticorps dirigés contre les 3 peptides. Dans les 2 cas, une réponse anticorps 

équivalente est observée contre chacun des 3 peptides (Figure 24) alors que le peptide 

mPEGp2 injecté seul induisait une réponse anticorps supérieure à celles induites par les 

peptides mPEGp1 et mPEGp4. Il est cependant difficile d’interpréter ces différences car la 

quantité de peptide mPEGp2 diffère lorsqu’il est ajouté seul ou avec les 2 autres peptides à la 

préparation de liposomes. 

 

L’immunisation avec Lp124 induit une réponse anticorps soutenue dans le temps. La 

quantité d’IgG est en effet stable pendant au moins 80 jours après la troisième immunisation 

(Figure 25). L’effet du MPLA semble être bref car l’intensité de la réponse anticorps des 

souris du lot Lp124/MPLA a considérablement diminué entre J45 et J80. 

 

Lorsque les sérums Lp124 et LP124/MPLA sont incubés avec les cellules P388, 

aucune différence dans l’émission de fluorescence n’est observée par rapport au sérum Lp0 

(Figure 26). Alors que l’immunisation avec Lp124/MPLA induisait une quantité d’anticorps 

plus élevée que l’immunisation avec Lp124, la fluorescence émise par les cellules P388/DOX 

incubées en présence du sérum Lp124/MPLA n’est pas augmentée par rapport à celle des 

cellules P388/DOX incubées avec le sérum Lp124. Ces résultats montrent que le MPLA, bien 

qu’il amplifie la réponse immunitaire humorale, génère des anticorps ayant une affinité 

moindre pour la P-gp par rapport aux anticorps induits en  son absence.  

 

La Figure 27 montre que le sérum Lp124 est capable de détecter par western blot une 

protéine de taille similaire à celle détectée par l’anticorps monoclonal JSB-1, confirmant que 

les anticorps induits par l’immunisation avec Lp124 sont spécifiques de la P-gp.  
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Le décalage observé entre la bande révélée avec l’anticorps JSB-1 et celle obtenue 

avec le sérum Lp124 pourrait être due à une perte de la partie glycosylée de la P-gp pouvant 

survenir lors du processus d’extraction. 
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Figure 23. Quantités d’IgG dans le sérum des souris immunisées avec les préparations 
Lp124 et Lp124/MPLA. Chaque valeur correspond à la moyenne ± ET des sérums des 4 
souris de chaque groupe.  



 

 73 

 
 

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLA

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s

 (
n

g
 I

g
G

/m
l)

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLAQ
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s
 (

n
g

 I
g

G
/m

l)

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLA

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s

 (
n

g
 I
g

G
/m

l)

mPEGp1a

mPEGp2

mPEGp4

J15

J30

J45

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLA

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s

 (
n

g
 I

g
G

/m
l)

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLAQ
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s
 (

n
g

 I
g

G
/m

l)

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLA

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s

 (
n

g
 I
g

G
/m

l)

mPEGp1a

mPEGp2

mPEGp4

J15

J30

J45

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLA

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s

 (
n

g
 I

g
G

/m
l)

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLAQ
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s
 (

n
g

 I
g

G
/m

l)

0

500

1000

1500

2000

2500

Lp124 Lp124/MPLA

Q
u

a
n

ti
té

 d
'a

n
ti

c
o

rp
s

 (
n

g
 I
g

G
/m

l)

mPEGp1a

mPEGp2

mPEGp4

J15

J30

J45

 
 
 
Figure 24. Quantités d’IgG spécifiques de chaque peptide dans le sérum des souris 
immunisées avec les préparations Lp124 et Lp124/MPLA. Chaque valeur correspond à la 
moyenne ± ET des sérums des 4 souris de chaque groupe. 
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Figure 25. Quantités d’IgG dans le sérum des souris immunisées avec les préparations 
Lp124 et Lp124/MPLA 80 jours après la troisième immunisation. Chaque valeur 
correspond à la moyenne ± ET des sérums des 4 souris de chaque groupe. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 26. Fluorescence indirecte émise par les cellules P388 et P388/DOX incubées avec 
le sérum récupéré à J15 des souris immunisées avec Lp124, Lp124/MPLA ou avec des 
liposomes vides (Lp0). Chaque valeur correspond à la moyenne ± ET (n=4). 
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Figure 27. Détection de la P-gp dans les lignées P388 et P388/DOX avec l’anticorps 
monoclonal JSB-1 et le sérum Lp124. 
 

 

II.5. Evaluation de la toxicité induite par l’injection du vaccin 

 

 II.5.1. Suivi comportemental et observations des souris immunisées 

 

 Pendant toute la durée de l’étude, un suivi du poids ainsi que du comportement des 

souris immunisées avec les différentes préparations vaccinales a été mis en place. Ces 

observations ont montré que les animaux, quelque soit leur groupe ne présentent ni de trouble 

dans leur comportement, ni de signes d’alerte et s’alimentent normalement. Ainsi, comme le 

montre la Figure 28, aucune perte de poids n’a été observée au sein des différents groupes. 

 

Cependant, des signes d’alopécies ont été observés chez les animaux des différents 

groupes d’immunisation (Figure 29). Ces pertes de poils ont été attribuées à la présence 

d’alum dans la constitution du vaccin car des signes d’alopécie similaires ont été observés 

chez des souris immunisées avec 500 µg d’alum alors que des souris ayant reçu des injections 

de sérum physiologique ne présentent aucun signe de perte de poils. 
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Figure 28. Suivi du poids des souris immunisées avec les différentes préparations. Les 
flèches rouges indiquent les immunisations. 
 
 

2  

 

Figure 29. Signes d’alopécie observés chez une souris immunisées avec la préparation 
Lp1. Des signes similaires ont été observés dans les autres groupes ainsi que chez les 
animaux ayant reçu des injections d’alum, mais pas chez les animaux ayant reçu du sérum 
physiologique. 
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 II.5.2. Etude histologique des organes des souris immunisées 

 

Afin de déterminer si l’injection du vaccin induit d’éventuelles lésions inflammatoires 

au niveau des organes des souris immunisées, une étude histologique a été réalisée sur les 

organes des souris ayant reçu des injections de sérum physiologique, d’alum ou de la 

préparation Lp124.  

La coloration HPS des organes révèle la présence de granulomes au niveau des 

glandes surrénales, de la rate, du pancréas et des ovaires, et plus rarement au niveau du foie 

des souris immunisées avec la préparation Lp124 (Figure 30) ainsi que chez les souris des 

autres groupes d’immunisation. Ces granulomes sont exclusivement trouvés dans le péritoine 

et non l’intérieur des organes. Dans la rate, en plus des granulomes intrapéritonéaux, des 

cellules géantes infiltrées de type macrophagique (notées par les flèches) ont été retrouvées. 

Ces granulomes correspondent à des amas de cellules de type épithélioïde composés 

majoritairement de macrophages. Dans le foie des granulomes de taille importante présentant 

un aspect granuleux et un centre nécrotique ont été observés (Figure 31). 

 

De telles lésions ont été identifiées dans les différents organes des souris immunisées 

avec de l’alum uniquement, alors qu’elles n’ont pas été retrouvées chez les animaux qui ont 

reçu des injections de sérum physiologique. Ceci suggère que l’apparition de granulomes chez 

les souris immunisées avec les différentes préparations vaccinales est imputable à la présence 

d’alum dans la composition du vaccin. 

 

II.6. Conclusions 
 

Cette première partie montre qu’il est possible de générer des anticorps spécifiques de 

la P-gp par des immunisations avec des peptides synthétiques dérivés des boucles 

extracellulaires de la P-gp présentés à la surface de liposomes. L’alum, qui est ajouté comme 

adjuvant à la composition du vaccin, est cependant responsable de l’apparition de lésions 

granulomateuses au niveau des organes des animaux immunisés. 

 

 Après avoir testé l’influence du mode d’ancrage des peptides aux liposomes, il en 

ressort que l’ancrage des peptides à une chaîne de poids moléculaire élevé, le PEG, améliore 

l’immunogénicité de ces peptides en comparaison avec une chaîne de poids moléculaire plus 

faible, l’acide palmitique. 
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Les 3 peptides PEGylés étudiés présentent des immunogénicités variables lorsqu’ils 

sont injectés individuellement. Le peptide mPEGp2 induit en effet une réponse IgG élevée et 

durable dans le temps en comparaison avec les peptides mPEGp1 et mPEGp4. Lorsqu’ils sont 

ajoutés simultanément à la préparation, une réponse IgG équivalente dirigée contre les 3 

peptides est observée. Le MPLA amplifie la réponse IgG mais ne semble pas produire des 

anticorps ayant une plus grande affinité pour la P-gp.  

 

 

 

Figure 30. Etude histologique des organes des souris ayant reçu des injections de sérum 
physiologique, d’alum ou de la préparation Lp124. Les souris ont été sacrifiées 2 mois 
après la 3ème immunisation. Les organes ont été fixés dans du formol puis les coupes ont été 
soumises à une coloration HPS. Barre d’échelle : 100 µm. 
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III. Evaluation in vitro et in vivo de l’activité anti-MDR des anticorps induits 

 

III.1. Effet des anticorps induits sur la cytotoxicité de la doxorubicine 

 

 III.1.1. Etude des sérums Lp1, Lp2 et Lp4 

 

Au cours de cette partie, nous avons cherché à déterminer si les anticorps dirigés 

contre les épitopes de la P-gp étaient capables d’inhiber l’activité de pompe à efflux de la P-

gp. Ainsi, nous avons analysé la capacité des sérums Lp1, Lp2 et Lp4 contenant chacun des 

anticorps dirigés contre un épitope spécifique à restaurer la sensibilité des cellules P388/DOX 

vis-à-vis de la DOX.  

Après incubation avec les différents sérums et du VPL, les cellules P388/DOX ont été 

incubées avec des concentrations de DOX pendant 48h puis la viabilité cellulaire est 

déterminée par un test MTT. La Figure 32 montre que l’incubation des cellules avec les 

sérums ou le VPL seul n’a aucune incidence sur la croissance cellulaire. La préincubation 

avec les sérums Lp1 et Lp4 n’améliore pas la toxicité de la DOX en comparaison avec le 

traitement à la DOX seule.  

A l’inverse, l’incubation avec le sérum Lp2 potentialise l’effet cytotoxique de la DOX. 

A la concentration de 0,5 µM de DOX, la viabilité cellulaire diminue de 26% avec l’ajout du 

sérum Lp2. Le pourcentage de cellules mortes passe de 31% avec un traitement à 1 µM de 

DOX à 49% quand le sérum Lp2 est associé au traitement. L’inhibition de croissance induite 

par 2,5 µM de DOX augmente de 28% en présence du sérum Lp2. 

 

Figure 31. Détail d’un granulome 
retrouvé au niveau du foie 
(grossissement x 5). 
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Cependant, l’activité chimiosensibilisante du sérum Lp2 reste inférieure à celle du 

VPL puisque le traitement DOX 0,5 µM + VPL permet de diminuer la viabilité cellulaire de 

87%, et quasiment la totalité des cellules sont mortes en présence de 1 et 2,5 µM de DOX. 
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Figure 32. Effet des sérums Lp1, Lp2 et Lp4 et du vérapamil (VPL ; 3 µM) sur la 
toxicité de la DOX sur les cellules P388/DOX. Les cellules ont été incubées avec les sérums 
(3 µl) ou VPL (3 µM) avant d’être exposées à différentes concentrations de DOX pendant 
48h. La viabilité cellulaire est déterminée par le test MTT. Chaque valeur représente la 
moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicate. 
 
 

III.1.2. Etude des sérums Lp124 et Lp124/MPLA 

 
De même que pour les sérums Lp1, Lp2 et Lp4, l’incubation des cellules P388/DOX 

avec les sérums Lp124 et Lp124/MPLA ne modifient pas leur viabilité (Figure 33). 

L’incubation des cellules avec le sérum Lp124 a pour conséquence de potentialiser l’effet 

cytotoxique de la DOX. En présence de 0,5 µM de DOX, la viabilité cellulaire passe de 85% 

en l’absence du sérum à 57% lorsque les cellules sont exposées au sérum. A 1 µM de DOX, 

l’addition du sérum Lp124 induit une diminution de la viabilité cellulaire de 34%, et à 2,5 

µM, l’activité chimiosensibilisante du sérum Lp124 devient aussi efficace que celle du VPL.  

Des résultats similaires  ont été obtenus quand le sérum a été préalablement chauffé 1h 

à 56°C. Ceci suggère que l’incubation du sérum avec les cellules résistantes induit une 
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augmentation de la cytotoxicité de la DOX par un mécanisme qui ne fait pas intervenir le 

système du complément. 

Bien que l’immunisation avec Lp124/MPLA génère une quantité d’IgG supérieure à celle 

induite par l’immunisation avec Lp124, l’activité du sérum Lp124/MPLA reste inférieure à 

celle du sérum Lp124. Ceci renforce l’hypothèse selon laquelle, la spécificité des anticorps 

induits prime sur leur quantité. 
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Figure 33. Effet des sérums Lp124, Lp124/MPLA sur la toxicité de la doxorubicine sur 
les cellules P388/DOX. Chaque valeur représente la moyenne ± ET de 3 expériences réalisées 
en triplicate. 

 

 

III.2. Effet des anticorps induits sur l’accumulation intracellulaire de doxorubicine 

 

III.2.1. Etude des sérums Lp1, Lp2 et Lp4 

 

Afin de déterminer si l’activité chimiosensibilisante des anticorps induits est associée 

à l’inhibition de l’activité de la P-gp, nous avons étudié l’influence des sérums sur 

l’accumulation de DOX à l’intérieur des cellules P388/DOX. 

La mesure par cytométrie en flux de la fluorescence intracellulaire émise par la DOX 

montre que la préincubation des cellules avec le sérum induit une augmentation 15,5 fois plus 

importante de la quantité intracellulaire de DOX par rapport à la préincubation avec le sérum 
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contrôle (Figure 34). Cette activité reste légèrement inférieure à celle du VPL. Le sérum Lp1 

induit une augmentation de l’incorporation de DOX plus modérée que  le sérum Lp2 alors que 

le sérum Lp4 n’a aucun effet. 
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Figure 34. Effet des sérums Lp1, Lp2, Lp4 et du VPL sur l’accumulation 

intracellulaire de DOX. Après incubation avec les différents sérums (10%) ou le VPL (3µM) 
pendant 30 min, les cellules P388/DOX sont mises en présence pendant 1h de DOX (1 µM), 
lavées et la fluorescence émise par la DOX est mesurée par cytométrie en flux. Chaque valeur 
représente la moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicate. 

 
 

II.2.2. Etude des sérums Lp124 et Lp124/MPLA 

 

 La Figure 35 montre que le sérum Lp124 induit une forte augmentation de 

l’accumulation de DOX dans les cellules P388/DOX (augmentation de 23 fois de l’intensité 

de fluorescence par rapport au témoin) et a une action comparable à celle du VPL. Nous 

pouvons constater que l’incubation avec le sérum Lp124/MPLA n’apporte pas d’amélioration 

dans l’inhibition de l’efflux de la P-gp en comparaison au sérum Lp124 alors que la quantité 

d’anticorps contenus dans le sérum Lp124/MPLA est plus élevée.  
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Figure 35. Effet des sérums Lp124, Lp124/MPLA et du VPL sur l’accumulation 
intracellulaire de DOX. Chaque valeur représente la moyenne ± ET de 3 expériences 
réalisées en triplicate. 
 
 
 

III.3. Effet in vivo de l’immunisation avec Lp2, Lp124 et Lp124/MPLA sur l’efficacité 

de la chimiothérapie contre les cellules P388/DOX 

 

Dans le but de mettre en évidence une éventuelle amélioration de l’efficacité de la 

chimiothérapie par les anticorps induits par l’immunisation avec les peptides PEGylés dérivés 

de la P-gp, des souris préalablement immunisées avec les préparations Lp124 et 

Lp124/MPLA ont reçu l’injection de 106 cellules P388/DOX. Le lendemain débute un 

traitement par chimiothérapie à base de doxorubicine et de vinblastine. 

Lorsque les souris sont été immunisées avec des liposomes vides (Lp0), la durée de vie 

moyenne est de 24 jours, les constituants des liposomes se comportant comme des éléments 

inertes dans le cadre de notre étude (Figure 36). 

De manière surprenante, l’immunisation avec la préparation Lp2 n’améliore pas la 

survie des animaux (durée de vie moyenne de 24,5 jours), bien que le sérum Lp2 possède un 

effet chimiosensibilisant in vitro. 
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Dans le groupe des souris immunisées avec la préparation Lp124, nous pouvons 

constater une augmentation de la durée de vie moyenne de 20 jours par rapport au groupe 

témoin, ce qui correspond à une amélioration de la survie de 83%. La souris qui a développé 

le plus faible taux d’anticorps est morte après 27 jours alors que toutes les autres souris de ce 

groupe sont mortes après le 30ème jour.  

Dans le groupe des souris immunisées avec Lp124/MPLA, la durée de vie moyenne 

est de 27 jours. Tous les animaux sont morts entre le 22ème et le 31ème jour, excepté une souris 

qui n’a développé aucun signe pathologique et qui a survécu plus de 80 jours après 

l’inoculation des cellules tumorales. Cette singularité peut être assimilée à un cas de rémission 

spontanée non expliquée également observée chez quelques patients. 
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Figure 36. Influence de l’immunisation avec les préparations Lp124 et Lp124/MPLA sur 
la survie des souris ayant reçu une injection de cellules P388/DOX et un traitement 
chimiothérapeutique. Cinq semaines après la troisième immunisation, les souris reçoivent 
par voie intrapéritonéale 106

 cellules P388/DOX (↑↑↑↑), un traitement à base de DOX (5,5 
mg/kg) (↑↑↑↑) et de VBL (2,5 mg/kg) (↑↑↑↑) est mis en place. L’expérience a été reproduite 2 fois. 
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III.4. Conclusions 

 

La génération d’anticorps dirigés contre des fragments des boucles extracellulaires 1, 2 

et 4 de la P-gp, induite par la préparation Lp124, potentialise l’efficacité in vitro ainsi qu’in 

vivo de la chimiothérapie contre les cellules P388 résistantes exprimant la P-gp. Une 

accumulation accrue de substances anticancéreuses dans les cellules P388/DOX, provoquée 

par l’inhibition de l’activité, de la P-gp semble être à l’origine de l’amélioration de l’efficacité 

du traitement.  

De tels effets ont été observés in vitro avec l’induction d’anticorps ciblés uniquement 

contre la seconde boucle extracellulaire de la P-gp, mais ces anticorps perdent leur efficacité 

in vivo. 

Cependant, la génération d’anticorps dirigés contre la P-gp associée à une 

chimiothérapie n’apporte pas une protection totale contre les cellules leucémiques puisque 

tous les animaux meurent. 
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Discussion 

 

Depuis plus de trente ans, avec la mise en évidence de la P-gp et du phénomène de 

MDR associé, de nombreuses stratégies dont le but est d’inhiber ou de contourner la 

résistance des cellules tumorales à divers agents anticancéreux ont été proposées.  

La chimiothérapie reste le traitement de première importance chez les personnes 

atteintes d’un cancer. Cependant, son efficacité est souvent limitée par le développement 

d’une résistance, le plus souvent due à l’expression de la P-gp. De nombreux composés 

possédant des fonctions pharmacologiques diverses se sont révélées être capables d’inhiber 

l’activité de la P-gp. Ces molécules ont généralement une demi-vie courte et inhibent 

l’activité de la P-gp en entrant en compétition avec le substrat, ce qui aboutit à leur expulsion 

hors des cellules. Ainsi, l’utilisation clinique de telles molécules nécessite l’administration de 

doses importantes qui est associée à l’apparition d’effets toxiques dus à la fonction primaire 

de ces substances. Ceci justifie qu’un faible nombre de chimiosensibiliseurs ont atteint les 

essais cliniques. 

 

L’objectif de ce travail consiste à développer une approche immunothérapeutique 

visant à inhiber in vivo l’activité de la P-gp dans un modèle utilisant une sous-lignée résistante 

établie en exposant les cellules leucémiques murines P388 à des concentrations croissantes de 

DOX. Cette lignée présente une résistance croisée à la VBL, une drogue à laquelle les cellules 

P388/DOX n’ont jamais été exposées, l’une des caractéristiques de la MDR [Gottesman et al., 

2001]. Une étude par western-blot a révélée que la résistance à ces deux agents anticancéreux 

était imputable à l’expression de la P-gp, elle-même due à la surexpression du gène 

mdr3/mdr1b dans les cellules P388 résistantes alors qu’elle n’est pas détectée dans leurs 

homologues sensibles. L’implication du gène mdr1b dans l’expression de la P-gp par les 

cellules P388 a déjà été décrite précédemment [Raymond et al., 1990]. 

 

D’autres stratégies alternatives à l’utilisation des chimiosensibiliseurs ont été 

développées. L’inhibition de l’activité de la P-gp par des anticorps monoclonaux spécifiques a 

été rapportée. L’anticorps monoclonal UIC2 reconnaît un épitope extracellulaire de la P-gp 

humaine. Cet épitope semble être conformation-dépendant car la réactivité de l’anticorps 

UIC2 avec la P-gp est augmentée lors de l’interaction entre la P-gp et son substrat [Mechetner 

et al., 1997]. Il fait intervenir plusieurs boucles extracellulaires, notamment la boucle 
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extracellulaire 1, car la délétion d’une vingtaine d’acides aminés dans cette boucle provoque 

la perte de liaison de l’anticorps UIC2 à la P-gp [Schinkel et al., 1993]. Un autre anticorps 

monoclonal, MRK16, reconnaît un épitope extracellulaire discontinu impliquant les boucles 

extracellulaires 1 et 4 de la P-gp [Vasudevan et al., 1998]. Ces deux anticorps inhibent 

l’efflux et potentialisent la cytotoxicité de médicaments dans des cellules exprimant la P-gp. 

Cependant, il est difficile de déterminer avec précision l’épitope reconnu par ces anticorps, et 

donc les séquences précises impliquées dans l’inhibition de l’activité de la P-gp. 

Dans notre étude, des peptides synthétiques dérivés des boucles extracellulaires 1, 2 et 

4 de la P-gp ont été synthétisés afin de générer des anticorps. Les peptides seuls étant 

rapidement dégradés in vivo, ils ont été couplés à des liposomes, un vecteur qui, en outre, 

permet de reconstituer l’environnement membranaire de ces peptides. 

 

Des travaux réalisés précédemment au sein de notre laboratoire ont montré que 

l’ancrage des ces peptides aux liposomes par des chaînes palmitoylées induit la synthèse 

d’anticorps capables d’inhiber l’activité de la P-gp [Pawlak et al., 2004 ; Perrin et al., 2007]. 

Cette stratégie visant à rompre la tolérance immunitaire vis-à-vis d’un peptide du soi s’est 

également avérée être efficace dans un modèle murin mimant la maladie d’Alzheimer. 

L’immunisation avec des peptides d’amyloïde β tétrapalmitoylés ancrés à des liposomes 

induit la synthèse d’anticorps capables de solubiliser les dépôts fibrillaires d’amyloïde β 

responsables de la pathologie [Nicolau et al., 2002]. 

 

La reconnaissance de ces peptides synthétiques par le système immunitaire implique 

que ces peptides aient une conformation similaire à celle des épitopes présents dans la 

structure de la P-gp. Ces épitopes sont en effet dérivés de « boucles » extracellulaires qui 

possèdent une structure imposée par des contraintes qu’exercent les domaines 

transmembranaires adjacents. Il est donc nécessaire de reproduire au mieux la conformation 

de ces peptides au niveau de la membrane liposomale. Nous avons par conséquent étudié 

l’influence de deux systèmes d’ancrage des peptides - la chaîne palmitoylée ayant une masse 

moléculaire relativement faible et le PEG ayant une masse moléculaire plus conséquente – sur 

l’immunogénicité des peptides.  

Dans notre étude, l’analyse de la réponse IgG contre le peptide dérivé de la seconde 

boucle extracellulaire montre que la présentation du peptide à la surface du liposome par des 

chaînes PEG améliore son immunogenicité. Le fait que les liposomes stabilisés stériquement 

par des chaînes PEG présentent un temps de circulation prolongé par rapport à des liposomes 
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sans PEG [Harding et al., 1997 ; Papahadjopoulos et al., 1991 ; Immordino et al., 206] et, par 

conséquent, stimulent le système immunitaire d’une manière prolongée pourrait expliquer 

cette observation. La différence d’immunogénicité des peptides PEGylés et palmitoylés 

pourrait également être due à l’influence de l’ancrage des peptides sur leur conformation. 

Muhs et al. ont montré qu’un peptide dérivé de l’amyloïde β ancré aux liposomes par des 

chaînes palmitoylées présente une conformation majoritairement constituée de feuillets β 

alors que le même peptide ancré aux liposomes par des espaceurs PEG possède plutôt une 

conformation de type « random coil », un type de structure plus souvent associé à des boucles 

présentes entre deux hélices ou feuillets [Muhs et al., 2007]. Dans leur étude, le peptide 

palmitoylé induit une meilleure réponse anticorps. De plus, ces anticorps reconnaissant des 

structures en feuillets β possèdent une efficacité thérapeutique plus importante dans un 

modèle expérimental murin de la maladie d’Alzheimer, ce qui est bénéfique car la structure 

des protéines d’amyloïde β évolue d’une conformation en hélices α dans leur forme soluble 

vers une conformation en feuillets β lorsqu’elles s’agrègent pour former des plaques séniles 

retrouvées chez les patients malades. Ainsi, la conformation du peptide dépend en grande 

partie de sa nature. Dans notre étude, l’ancrage aux liposomes avec des espaceurs PEG 

pourrait présenter les peptides (dérivés de boucles reliant des domaines transmembranaires en 

hélice  α) dans une conformation qui est plus favorable à l’induction d’une réponse anticorps. 

 

L’immunisation avec les peptides PEGylés mPEGp1, mPEGp2 et mPEGp4 induit des 

réponses anticorps variables. Le peptide mPEGp2 s’est révélé être le plus immunogène alors 

qu’une très faible réponse a été observée avec le peptide mPEGp4. Le peptide mPEGp1 a, 

quant à lui, donné une réponse anticorps intermédiaire. Le degré de la réponse anticorps  

induite par chaque peptide est globalement corrélé à la capacité des sérums à inhiber in vitro 

l’activité de la P-gp. L’incubation des cellules P388/DOX avec le sérum Lp2 induit une 

augmentation de l’accumulation intracellulaire de la DOX ce qui a pour effet de potentialiser 

la cytotoxicité de la DOX. Ceci suggère que le ciblage de la seconde boucle extracellulaire de 

la P-gp grâce à des anticorps spécifiques pourrait inhiber efficacement l’activité de la pompe. 

L’importance cette boucle dans l’activité de la P-gp a déjà été mise en évidence car l’insertion 

d’un épitope dans la boucle conduit à la perte de fonction de la P-gp [Kast et al., 1995]. Les 

boucles extracellulaires 1 et 4 semblent également être impliquées dans l’activité de transport 

de la P-gp. Ces deux boucles forment en effet, une partie de l’épitope de l’anticorps 

monoclonal MRK16, lui-même capable d’inhiber l’efflux des médicaments hors des cellules 

exprimant la P-gp [Mickisch et al., 1992 ; Iwahashi et al., 1993]. Un fragment recombinant 
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provenant d’un anticorps qui réagit spécifiquement avec la première boucle extracellulaire est 

capable d’inhiber l’activité de la P-gp et, ainsi, de réverser le phénotype MDR [Haus-Cohen 

et al., 2004]. Cependant, dans notre étude, l’incubation des cellules P388/DOX avec les 

sérums Lp1 et Lp4 ne potentialise pas l’effet cytotoxique de la DOX, même si une légère 

augmentation de la quantité intracellulaire de DOX a été observée en présence du sérum Lp1. 

Ce manque d’activité est vraisemblablement dû à une quantité trop faible d’anticorps présents 

dans le sérum. Le fait que la PEGylation des peptides n’ait pas été totalement standardisée 

(ratio diPEG/monoPEG = 70/30) pourrait avoir une influence sur l’intensité de la réponse 

anticorps. L’optimisation de la PEGylation pourrait ainsi permettre d’améliorer l’efficacité de 

la préparation vaccinale. 

 

L’immunisation avec la préparation de liposomes contenant les 3 peptides PEGylés 

(Lp124) déclenche une réponse anticorps élevée et durable dans le temps. Cette réponse a une 

intensité comparable à celle induite par l’immunisation avec le peptide mPEGp2 seul (Lp2). 

Cependant, le sérum Lp124 a montré une efficacité accrue par rapport au sérum Lp2 quant à 

la potentialisation de l’effet cytotoxique de la DOX  ainsi que son accumulation à l’intérieur 

des cellules P388/DOX. La diversité des épitopes ciblés par les anticorps du sérum Lp124 

pourrait permettre de neutraliser l’activité de la P-gp avec une efficacité plus importante que 

lorsqu’un seul site de la pompe est ciblé. 

 

Le mécanisme par lequel les anticorps induits exercent leur effet inhibiteur sur 

l’activité de la P-gp reste incertain. Néanmoins, plusieurs hypothèses peuvent être proposées. 

Les anticorps pourraient inhiber l’efflux de DOX en se liant à la P-gp, obstruant ainsi le pore 

formé par la P-gp. Leur liaison à la pompe pourrait également bloquer l’interaction de la 

drogue avec la P-gp requise pour le transport du substrat. Il a en effet été montré qu’un 

analogue photoréactif du taxol interagissait avec une région de la P-gp faisant intervenir la 

quatrième boucle extracellulaire [Wu et al., 1998]. Enfin, la liaison des anticorps pourrait 

provoquer le blocage des modifications conformationnelles de la P-gp qui surviennent lors de 

son fonctionnement, inhibant ainsi le transport du substrat. Contrairement aux résultats 

d’Iwahashi et al. montrant que l’anticorps MRK16 administré seul peut tuer des cellules de 

carcinome du colon MDR [Iwahashi et al., 1993], nous avons montré que les anticorps induits 

ne possèdent pas d’activité cytotoxique intrinsèque. Ainsi, le mécanisme de « cytotoxicité 

cellulaire dépendant des anticorps » ne semble pas être responsable de l’activité des anticorps. 
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L’ajout de MPLA à la préparation Lp124 induit une forte augmentation de la réponse 

anticorps. Bien qu’il exerce son activité adjuvante par une stimulation prédominante de 

l’immunité de type Th1 [Golkar et al., 2007], le MPLA serait capable de stimuler aussi bien 

la voie Th1 que la voie Th2 intervenant respectivement dans la mise en place des réponses 

immunitaires cellulaire et humorale [Vernacchio et al., 2002 Vaccine ; Sasaki et al., 1997 

Infect Immun]. Cependant, l’activité chimiosensibilisante du sérum Lp124/MPLA n’est pas 

augmentée par rapport à celle du sérum Lp124. Ainsi, même si le MPLA stimule la synthèse 

d’anticorps dirigés contre les épitopes de la P-gp, ces anticorps pourraient avoir une affinité 

plus faible pour la P-gp et seraient par conséquent moins efficaces pour neutraliser son 

activité. La préparation Lp124 ne contenant pas de MPLA semble donc être la plus efficace 

pour générer les anticorps anti-P-gp les plus actifs. 

 

L’immunisation avec la préparation contenant les peptides PEGylés ancrés aux 

liposomes et adsorbés dans de l’alum ne fait pas apparaître chez les animaux de signes de 

toxicité majeurs. Les animaux immunisés ne présentent pas de troubles comportementaux et 

s’alimentent normalement. Cependant, des signes d’alopécie et d’inflammation se manifestant 

par l’apparition de granulomes au niveau des organes situés au contact de la zone d’injection 

ont été observés. Ces effets non désirables ont été attribués à la présence de l’alum dans la 

composition du vaccin car ils ont été observés aussi bien chez les animaux immunisés avec 

les différents vaccins que chez les animaux ayant reçu des injections d’alum. Plusieurs cas 

d’apparition de lésions granulomateuses ont été rapportés à la suite d’injections contenant de 

l’alum. [Bordet et al., 2001 ; Valtulini et al., 2005]. Ces granulomes sont généralement 

constitués de macrophages dans lesquels des débris d’aluminium ont été identifiés [Ono et al., 

2005]. 

 

Aucun symptôme auto-immun n’a été observé, bien que la P-gp soit exprimée dans de 

nombreux organes où elle joue un rôle physiologique. L’absence de reconnaissance de la P-gp 

par les anticorps dans ces organes pourrait être due au fait que la P-gp est principalement 

localisée au niveau apical des cellules canaliculaires impliquées dans l’excrétion de 

métabolites et des xénobiotiques [Thiebaut et al., 1987].  

 

Enfin, nous avons testé l’effet in vivo de l’immunisation avec les différentes 

préparations vaccinales. Le modèle d’ascite généré par l’injection intra-péritonéale de cellules 

MDR telles que les cellules P388/DOX a souvent été utilisé pour juger de l’efficacité des 
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modulateurs de la MDR [Tsuruo et al., 1983; Tsuruo et al., 1984; Wang et al., 2005]. Les 

différents modulateurs chimiques ayant été testés in vivo potentialisent l’effet de la 

chimiothérapie avec des efficacités plus ou moins importantes. Des améliorations de 49 et 

25% de la survie des animaux ayant reçu une injection i.p. de cellules P388 MDR ont été 

observées suite à un traitement combinant respectivement le composé S9788 (un dérivé de 

triazinoaminopiperidine) et un dérivé de la tétrandrine avec une chimiothérapie 

conventionnelle [Pierré et al., 1992 ; Wang et al., 2005]. Dans notre étude, l’immunisation 

avec la préparation Lp124 permet d’améliorer l’efficacité du traitement par chimiothérapie. 

Ceci est démontré par l’augmentation de 83% de la durée de vie moyenne des animaux 

immunisés par rapport à celle des animaux ayant reçu une chimiothérapie. L’immunisation 

avec Lp2 et Lp124/MPLA n’a, au contraire, pas d’effet chimiosensibilisateur, bien que le 

sérum Lp2 ait montré une activité in vitro. Ceci confirme que la préparation Lp124 contenant 

les 3 peptides sans addition de MPLA permet de générer les anticorps les plus efficaces. 

 

Cependant, l’éradication complète des tumeurs n’a pas lieu quelle que soit la 

préparation utilisée, et tous les animaux ont succombé suite à l’injection des cellules 

P388/DOX. Le fait que la réactivité de l’anticorps UIC2 augmente en présence de substrats de 

la P-gp a montré qu’il existe plusieurs états conformationnels de la P-gp [Mechetner et al., 

1997; Nagy et al., 2001]. Ainsi, la neutralisation incomplète de la P-gp pourrait être due à 

l’existence de différents états conformationnels de la P-gp à la surface des cellules tumorales. 

Une certaine conformation de la P-gp favoriserait la fixation des anticorps alors qu’une autre 

pourrait masquer les épitopes cibles, empêchant la liaison des anticorps. 

La quantité d’anticorps pourrait également expliquer l’absence de neutralisation 

complète de la P-gp. La quantité d’anticorps générée pourrait être insuffisante pour bloquer la 

totalité des pompes. Une nouvelle série d’immunisations réalisée après l’inoculation des 

tumeurs pourrait restimuler la synthèse d’anticorps. Cependant, l’effet myélosuppresseur de la 

DOX rend cette solution difficilement concevable. 

 

Une autre stratégie visant à optimiser l’activité des anticorps consiste à administrer un 

modulateur chimique. Il a effectivement été démontré que l’anticorps UIC2 administré seul 

réagit avec seulement 20 à 50% des P-gp alors que l’administration simultanée d’UIC2 et de 

cyclosporine A permet d’une part de réduire considérablement la dose de modulateur et 

d’autre part de parvenir à une neutralisation complète de la P-gp [Goda et al., 2007]. 
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Introduction 

 

 Les composés polyphénoliques constituent un des groupes de métabolites les plus 

importants du règne végétal. Ce sont des produits du métabolisme secondaire des plantes. Ils 

sont souvent liés à des sucres pour les rendre hydrosolubles. Dix grandes classes de molécules 

basées sur leur structure, et plus de 8000 composés ont été décrits [Bravo L, 1998, Manach C 

et al., 2004]. De nombreuses études épidémiologiques suggèrent que la consommation de 

fruits et légumes est corrélée avec une incidence réduite des cancers et des maladies 

cardiovasculaires et neurodégénératives. Ces effets bénéfiques ont été attribués à la présence 

des composés phénoliques [Terry P et al., 2001, Manach et al., 2005]. Les polyphénols les 

plus abondamment trouvés chez les plantes sont les acides phénoliques, les flavonoïdes, les 

stilbènes et les lignanes (Figure 37) [Yang et al., 2001]. 

 

 

 
Figure  37.  Principales classes de polyphénols 
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 Les flavonoïdes représentent environ 60% des polyphénols contenus dans 

l’alimentation. Plus de 6500 flavonoïdes ont été décrits et partagent tous un squelette carboné 

diphénylpropane commun (C6-C3-C6), c'est-à-dire deux cycles benzènes liés par une chaîne 

linéaire de trois carbones (Figure 38). La diversité des composés est due à la nature des 

substituants présents au niveau de chaque cycle (hydroxylation, méthoxylation, prénylation, 

glycosylation) [Bruneton J, 1999].   

 

Figure  38.  Structure de base des flavonoïdes 
 
 

Ils peuvent être ainsi divisés et classifiés en plusieurs sous-groupes. Les flavonoïdes 

au sens strict regroupent les flavones, flavonols, flavonones, flavan-3-ols, chalcones, aurones 

et flavyliums (Figure 39). A l’exception des chalcones et aurones, la chaîne en C3 des 

flavonoïdes forment un hétérocycle oxygéné (cycle C). Les isoflavonoïdes comprennent les 

isoflavones, isoflavonones, isoflavanes, roténoïdes, ptérocarpanes, 3-arylcoumarines, 

coumestanes et coumaronochromones (Figure 40). Ils sont presque spécifiques des fabacées. 

La similitude de structure des flavonoïdes et notamment des isoflavonoïdes avec le 17-β-

estradiol leur a valu le nom de « phytoestrogènes ». De ce fait, ils possèdent une activité 

estrogénique (ou anti-estrogénique) [Dixon, 2004]. 

 

Les flavonoïdes jouent un rôle important dans la physiologie des plantes. Ils sont 

responsables de la pigmentation et du parfum et sont impliqués dans la croissance et la 

reproduction des plantes. Ils interviennent également dans la défense de la plante contre les 

prédateurs, ou des agents pathogènes, notamment les ptérocarpanes qui possèdent une activité 

antifongique importante [Jiménez-González et al., 2008]. 

Etant présents dans tout le règne végétal, on retrouve les flavonoïdes dans tous les 

produits alimentaires d’origine végétale tels que les fruits, les légumes, le cacao, le thé ainsi 

que les plantes médicinales. Depuis une décennie, une attention croissante a été porté sur les 

effets bénéfiques des flavonoïdes en raison de leurs multiples activités biologiques : anti-



 

 95 

inflammatoires, anti-oxydantes, antibiotiques, anti-estrogénique et anticancéreuses [Bravo, 

1998]. 

 

Figure  39.  Les différentes classes de flavonoïdes au sens strict 

 

 

Figure  40.  Les différentes classes d’isoflavonoïdes 
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Les propriétés anticancéreuses des flavonoïdes ont dans un premier temps été 

attribuées à leur activité anti-oxydante. Les espèces réactives de l’oxygène générées au cours 

du métabolisme peuvent causer des dommages dans l’ADN et l’accumulation de ces dégâts 

non réparés serait un élément critique dans le développement des cancers ainsi que d’autres 

pathologies [Wilson et al., 2003]. Les flavonoïdes sont capables de prendre en charge les 

radicaux libres grâce à leurs nombreux groupes hydroxyles [Lien et al., 1999, Noroozi et al., 

1998]. Plus récemment, il a été montré qu’ils pouvaient inhiber la carcinogenèse en 

interférant au niveau de l’initiation, de la promotion et de la progression tumorale, notamment 

par l’arrêt du cycle cellulaire, l’inhibition des cyclooxygénases, l’inhibition de l’invasion et 

l’angiogenèse ainsi que l’induction de l’apoptose dans les cellules tumorales [Ramos S et al., 

2007], tout en protégeant les cellules normales [Garg et al., 2005, Lee et al., 2008] . 

 

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus physiologique impliqué 

dans le développement de l’organisme et l’homéostasie cellulaire au cours de laquelle se 

manifestent des événements morphologiques (condensation de la chromatine, 

bourgeonnement du cytoplasme conduisant à la formation de corps apoptotiques) et 

biochimiques (activation des trans-glutaminases, des caspases, perte de l’asymétrie 

membranaire et externalisation des phosphatidylsérines, diminution du potentiel membranaire 

mitochondrial, clivage internucléosomal de l’ADN, clivage de l’enzyme de réparation PARP) 

[Allen et al., 1997]. 

Le processus apoptotique peut être divisé en 3 phases successives. La phase 

d’initiation peut être déclenchée par divers stimuli tels que les radiations ionisantes, une 

carence en facteurs de croissance, des drogues cytotoxiques ou des cytokines. La phase de 

décision est l’étape au cours de laquelle les différents signaux de mort ou de survie sont 

intégrés par la cellule et orientés vers la mort ou la survie en fonction de l’état physiologique 

et de l’environnement. Contrairement aux deux premières étapes, la phase d’exécution est 

irréversible et fait intervenir les effecteurs de l’apoptose qui clivent de nombreux substrats, 

aboutissant à la mort de la cellule.  

  
Il existe deux voies principales dans l’induction de l’apoptose : une voie extrinsèque 

médiée par les récepteurs et une voie intrinsèque faisant intervenir la mitochondrie (Figure 

41). Une autre voie impliquant les céramides a également été décrite [Kolesnick et Krönke, 

1998]. 
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Figure  41.  Signalisation de l’apoptose (Hengartner, 2000) 

 

La voie extrinsèque est médiée par les récepteurs de la superfamille du TNFα. Ceux-ci 

sont activés par des ligands naturels (TNFα, TRAIL, Fas, etc.) et possèdent un domaine 

intracellulaire de mort permettant leur liaison avec des protéines adaptatrices telles que 

FADD. La formation de ce complexe recrute les caspases initiatrices 8/10 qui, lorsqu’elles 

sont activées, activent à leur tour les caspases effectrices 3/7. 

La voie intrinsèque fait intervenir la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

ayant pour but la libération du cytochrome c. Une fois dans le cytosol, celui-ci se lie au dATP, 

à APAF-1 et la caspase 9 pour former l’apoptosome, un complexe responsable de l’activation 

des caspases effectrices. Cette voie est régulée par différents facteurs, en particulier par les 

protéines de la famille Bcl-2. Celles-ci partagent des homologies de structure, les domaines 

BH (Bcl-2 Homology). Certains membres tels que Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1 ou Bcl-w ont une 
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activité anti-apoptotique alors que d’autres membres tels que Bax, Bak ont un effet pro-

apoptotique. D’autres protéines pro-apoptotiques possèdent uniquement le domaine BH3 

(« BH3-only proteins) et peuvent servir de liaison entre les voies intrinsèques et extrinsèques 

(Bid, Bim, Bik, Bad, etc.) [Strasser et al., 2000, Kuwana et Newmeyer, 2003]. 

  

 Dans certaines cellules, appelées cellules de type I, la quantité de caspase 8 activée par 

la voie des récepteurs est suffisante pour initier l’apoptose alors que dans les cellules de type 

II, la quantité de caspase 8 est trop faible et le signal apoptotique est amplifié par induction de 

la voie mitochondriale. Dans ce cas, la caspase 8 clive Bid qui est transloqué vers la 

mitochondrie et interagit avec les protéines pro-apoptotiques pour induire la libération du 

cytochrome c, ainsi que d’autres facteurs induisant l’apoptose (AIF, Smac/DIABLO, EndoG, 

etc.). 

 

 De nombreux travaux ont démontré qu’une grande variété de flavonoïdes et d’extraits 

de plantes  pouvaient induire l’apoptose [Ramos et al., 2007, Thatte et al., 2000, Ruan et al., 

2006]. Etant donné leur grande variété de cibles intracellulaires, leurs effets sont divers, mais 

ils agissent souvent en inhibant l’expression ou l’activité des protéines anti-apoptotiques et/ou 

en augmentant celle des protéines pro-apoptotiques [Pellechia et Reed, 2004, Ramos, 2007]. 

Ils peuvent aussi amplifier l’effet apoptotique des drogues cytotoxiques dans les cellules 

tumorales [Garg et al., 2005, Yang JY et al., 2007, Kim et al., 2008]. Dans les cellules 

devenues résistantes, notamment celles qui expriment la P-gp, les flavonoïdes restaurent la 

sensibilité à ces agents, et peuvent agir au niveau de l’expression et/ou de l’activité de la 

pompe. 

 

Plusieurs flavonoïdes se sont montrés capables d’inhiber l’efflux de drogues médié par 

la P-gp, avec une efficacité plus ou moins importante [Di Pietro et al., 2002, Morris et Zhang, 

2006, tableau XII]. Des études de relation structure/activité ont mis en évidence que la double 

liaison C2-C3, ainsi que l’hydroxylation des carbones 3 et 5 étaient des éléments structuraux 

importants pour l’interaction avec le domaine NBD2 de la P-gp [Boumendjel et al., 2002]. A 

partir de ces données, il a été conclu que les flavones, flavonols et chalcones sont les plus 

actifs. De plus, l’insertion du cycle B en C2 est plus favorable que lorsque le cycle est lié au 

C3 du cycle C, ce qui suggère que les isoflavonoïdes interagissent avec la P-gp avec une 

faible affinité. Cependant, des études ont montré que plusieurs isoflavonoïdes dont la 

génistéine et la biochanine A augmentaient la rétention de drogues dans des cellules 
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tumorales exprimant la P-gp [Castro et Altenberg, 2007, Zhang et Morris, 2003, Limtrakul et 

al., 2005].  

 

Tableau XII. Quelques flavonoïdes et autres composés polyphénoliques inhibant 
l’activité et/ou l’expression de la P-gp 
 

Composés polyphénoliques 

Flavonoïdes 

Génistéine [Castro et Altenberg, 1997], Quercétine, Kaempférol [Limtrakul et al., 2005], 

Tricine [Jeong et al., 2007], CJY [Ji et He, 2007], Biochanine A, Morine, Phlorétine, 

Silymarine [Zhang et Morris, 2003], Chalcones [Ivanova et al., 2008] 

Acides Phénoliques 

Curcumin [Chearwae et al., 2004, Choi et al., 2008], Tetrahydrocurcumin [Limtrakul et al., 

2007], Capsaicine, Gingérol [Nabekura et al., 2005] 

Lignanes 

Schisandrol [Fong et al., 2007], Gomisine A [Wan et al., 2006] 

Autres 

Honokiol [Xu et al., 2006] 

 

 

La luzerne (Medicago sativa L, Figure 42) est une plante très cultivée en Champagne-

Ardenne (environ 600 000 hectares). Cette plante légumineuse de la famille des Fabacées est 

aujourd’hui majoritairement destinée à l’alimentation animale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42.  Luzerne (Medicago Sativa L.) 
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Néanmoins, les effets bénéfiques des extraits de feuilles de luzerne (EFL) sont connus depuis 

environ 1500 ans. En médecine traditionnelle, elle a été utilisée pour traiter les problèmes 

digestifs et rénaux. Elle est également connue pour ses propriétés anti-anémiques, anti-

diabétiques et sa capacité à faire baisser la cholestérolémie et la triglycéridémie [Esper et al., 

1987, Malinow et al., 1980, Molgaard et al., 1987, Swanston-Flatt et al., 1990]. La forte 

teneur en protéines (50 à 55%), minéraux, vitamines et acides gras poly-insaturés font de ces 

extraits foliaires un supplément nutritionnel utilisé avec succès dans les populations touchées 

par la malnutrition.  

 

 Malgré l’identification à partir des feuilles de luzerne de nombreux métabolites 

secondaires possédant des activités potentiellement anticancéreuses, l’effet antitumoral des 

EFL n’a jamais été étudié. Dans un précédent travail, nous avons mis en évidence les effets 

antitumoraux d’autres polyphénols tels que le résvératrol (en cours de soumission) et le 

curcumin [Odot et al., 2004]. Nous avons initié un travail permettant de déterminer si ces EFL 

exercent un effet inhibiteur sur la croissance de lignées cellulaires tumorales sensibles et  

multidrug-résistantes. Dans un second temps, un « screening » bio-guidé, basé sur la 

cytotoxicité des sous-fractions obtenues à partir de l’EFL, a été mené afin d’isoler des 

composés potentiellement cytotoxiques vis-à-vis des cellules tumorales, et en particulier des 

cellules résistantes exprimant la P-gp. 
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Résultats 

 

I. Recherche de métabolites à activité antiproliférative par un fractionnement bioguidé 

de l’extrait foliaire de luzerne (EFL) 

 

I.1. Effet des différents extraits obtenus à partir des EFL sur la viabilité cellulaire 

 

Un premier fractionnement de l’EFL réalisé à l’aide de solvants de polarité croissante 

a permis d’obtenir 5 extraits. La cytotoxicité de ces extraits a été dans un premier temps 

évaluée grâce au test au MTT sur un ensemble de lignées cellulaires tumorales sensibles et 

résistantes à la DOX. Les résultats sont regroupés dans le tableau XIII. 

 

Quelle soit la lignée cellulaire utilisée, les extraits les moins polaires (c'est-à-dire 

toluène et MtBE) possèdent les activités anti-prolifératives les plus efficaces. Les IC50 pour 

l’extrait toluène sont comprises entre 17 et 105 µg/ml sur l’ensemble des lignées cellulaires 

testées, alors que les IC50 pour l’extrait MtBE sont comprises entre 48 et 145 µg/ml. Avec les 

autres extraits de polarité plus importante (AcOEt, BuOH et H2O),  les IC50 sont supérieures à 

150 µg/ml pouvant aller jusqu’à plus de 400 µg/ml. 

D’une manière générale, les extraits toluène et MtBE semblent agir sur la viabilité 

cellulaire avec une efficacité plus grande sur les lignées leucémiques P388, K562 et L1210 

que sur le mélanome B16 et le carcinome mammaire MCF7. 

Il existe une différence des IC50 entre les cellules sensibles et résistantes à la 

doxorubicine et plus particulièrement dans les cellules leucémiques aussi bien murines P388, 

L1210 qu’humaines K562. Cependant, il est encore, à ce stade, difficile d’interpréter ces 

variations du fait de diversité et la quantité des métabolites contenus dans chaque fraction. 
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Tableau XIII. Cytotoxicité des différents extraits obtenus à partir de l’EFL (IC50 en 
µg/ml) 
 

 Extrait   
Toluène 

Extrait   
MtBE 

Extrait   
AcOEt 

Extrait   
BuOH 

Extrait   
H2O 

B16 70 ± 3,1 85  ± 6,5 195  ± 13,9 > 250 > 400 

B16/DOX 90  ± 5,9 145 ± 9,5 171  ± 21,1 ND ND 

MCF7 81  ± 7,8 108  ± 4,6 203  ± 15,6 ND ND 

MCF7/DOX 105  ± 9,5 100  ± 6,7 163  ± 12,6 180 ± 11,4 ND 

P388 48,5  ± 4,2 79,5  ± 4,8 182  ± 21,5 > 250 > 400 

P388/DOX 71  ± 5,1 63  ± 3 > 250 > 300 > 400 

K562 45  ± 2,4 38  ± 2,1 220  ± 13,3 > 300 > 350 

K562/DOX 17 ± 1,9 130  ± 10,3 287  ± 28 > 350 > 350 

L1210 29,5 ± 3,2 48,5  ± 6,1 152  ± 9,7 ND ND 

L1210/DOX 62  ± 4,1 71  ± 3,2 235  ± 12,6 ND ND 

 
Les différentes lignées cellulaires sont incubées en présence de concentrations croissantes de 
chaque extrait pendant 72h puis la viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. Chaque 
valeur correspond à la moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicatas. ND : non 
déterminé. 
 

 

I.2. Cytotoxicité et apoptose induites par les extraits toluène et MtBE 

  

I.2.1. Effet des extraits sur la viabilité des cellules P388 et P388/DOX 

  

 La cytotoxicité des extraits toluène et MtBE a été étudiée plus précisément sur la 

lignée P388 et son homologue résistante P388/DOX. Les extraits toluène et MtBE induisent 

une diminution de la viabilité cellulaire de manière dose-dépendante (Figure 43). Dans les 

cellules P388, l’IC50 de l’extrait toluène diminue de 82 µg/ml au bout de 24h à 48,5 µg/ml 

après 72h d’incubation (Figure 43a). Dans les cellules P388/DOX, l’effet temps-dépendant de 
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l’incubation avec l’extrait toluène est moins accentué, l’IC50 variant peu entre 24 et 72h 

(respectivement 76, 72,5 et 71 µg/ml) après 1, 2 et 3 jours d’incubation, Figure 43b).  
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Figure 43. Cytotoxicités des extraits toluène et MtBE sur les cellules P388 (a,c) et 
P388/DOX (b,d). Les cellules sont incubées en présence de concentrations croissantes de 
chaque extrait pendant différentes périodes puis la viabilité cellulaire est estimée grâce au test 
MTT.  
 
 
 
Après 3 jours de culture, l’IC50 de l’extrait toluène est plus faible en présence des cellules 

P388 que de leurs homologues résistantes. 
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 L’incubation avec l’extrait MtBE induit également une cytotoxicité temps dépendante. 

L’ IC50 passe de 119 µg/ml au bout de 24h à 79,5 µg/ml après 72h d’incubation pour les 

cellules P388 (Figure 43c). Contrairement à l’extrait toluène, la cytotoxicité induite par 

l’extrait MtBE dans les cellules résistantes est fortement affectée par la période d’incubation. 

L’ IC50 est en effet supérieure à 200 µg/ml au bout de 24h puis diminue considérablement 

après 48 et 72h (respectivement 119 et 63 µg/ml, Figure 43d). 

 

 

I.2.2. Induction de l’apoptose par les extraits toluène et MtBE 

 

La plupart des extraits de plantes ayant montré une activité pro-apoptotique sur les 

cellules tumorales, nous avons déterminé si les extraits toluène et MtBE obtenus à partir des 

feuilles de luzerne étaient également capables d’induire l’apoptose. Pour cela, différentes 

approches ont été utilisées : changements morphologiques, analyse de la fragmentation de 

l’ADN et du contenu en ADN des cellules, et analyse de l’activation de la caspase 3 et du 

clivage de PARP. 

 

I.2.2.1. Changements morphologiques nucléaires 

 

 Dans un premier temps, des modifications de la morphologie nucléaire induites par les 

extraits toluène et MtBE ont été recherchées par coloration de l’ADN au Hoechst 33342. 

Observées en fluorescence, les cellules non traitées présentent un noyau et une répartition 

homogène de la chromatine (Figure 44). Lorsque les cellules sont traitées avec 100 µg/ml 

d’extrait toluène ou MtBE, elles présentent des modifications caractéristiques de l’apoptose, 

c'est-à-dire la fragmentation du noyau ainsi que la condensation de la chromatine. Ce 

phénomène est observable dans les cellules P388 aussi bien sensibles que résistantes. 
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Figure 44.  Modifications morphologiques induites par les extraits toluène et MtBE. 
Après l’incubation pendant 48h avec 100 µg/ml d’extrait toluène ou MtBE, les cellules sont 
déposées sur une lame, fixées au paraformaldéhyde puis colorées au Hoechst 33342 et 
observées avec un microscope à fluorescence. 
 

 

   I.2.2.2. Analyse de la fragmentation de l’ADN 

 

La fragmentation internucléosomique de l’ADN est une autre caractéristique 

biochimique de l’apoptose. Après traitement avec 100 µg/ml d’extrait toluène ou MtBE, 

l’ADN génomique des cellules est extrait et analysé par électrophorèse en gel d’agarose. La 

Figure 45 montre que les cellules P388 sensibles ou résistantes non traitées possèdent un 

ADN de haut poids moléculaire, donc non fragmenté alors que les cellules exposées aux 

extraits toluène et MtBE présentent un profil d’ADN en barreaux d’échelles caractéristiques 

des cellules apoptotiques. L’intensité des bandes correspondant aux fragments de petite taille 

dans les cellules traitées pendant 48 heures par rapport aux cellules traitées pendant 24 heures 
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montre que la fragmentation de l’ADN internucléosomique se poursuit pendant au moins 48 

heures après le début du traitement. 

 

 

 
Figure 45. Analyse de la fragmentation de l’ADN dans les cellules traitées avec 100 
µg/ml d’extrait toluène ou MtBE. Après 24 ou 48h de traitement, l’ADN génomique des 
cellules est extrait puis soumis à une électrophorèse en gel d’agarose contenant du bromure 
d’éthidium. Le gel est observé sous UV. 
 
 
 

   I.2.2.3. Mesure de l’apoptose par cytométrie en flux 

 

Les corps apoptotiques résultant du bourgeonnement de la cellule à l’issue du 

processus d’apoptose contiennent une quantité d’ADN inférieure à 2n, et peuvent par 

conséquent être détectés par cytométrie en flux. Pour cela, les cellules ont été traitées avec 

100 µg/ml d’extrait toluène ou MtBE pendant 48 heures puis elles sont perméabilisées et 

marquées avec de l’iodure de propidium. Les résultats de cytométrie en flux (Figure 46) 

montrent que le pourcentage de particules hypodiploïdes augmente de manière importante 

dans les cellules traitées avec l’extrait toluène. L’extrait toluène, à la même concentration, 

induit également une hausse du nombre de cellules apoptotiques, mais avec un effet plus 

modéré. 
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Figure 46. Détection des cellules apoptotiques par cytométrie en flux. Après 48h de 
traitement, les cellules sont fixées puis marquées avec 50 µg/ml d’iodure de propidium et 
analysées par cytométrie en flux. Les cellules ayant une quantité d’ADN inférieure à 2n 
(subG1) sont définies comme apoptotiques. Le pourcentage indique leur nombre. 
 
 

   I.2.2.4. Activation de la caspase-3 et clivage de PARP  

 

 L’apoptose induite par de nombreux extraits de plantes implique la voie faisant 

intervenir les caspases qui activent des nucléases responsables de la fragmentation de l’ADN 

et qui clivent de nombreuses protéines telles que PARP. Nous avons donc recherché si les 

extraits toluène et MtBE provenant de l’EFL impliquent l’activation de la caspase 3 effectrice 

et le clivage de PARP. L’analyse par western blot des extraits protéiques traités avec les 2 

extraits montre une diminution d’expression de la forme  inactive de la caspase 3 (Figures 47 

et 48). Cette diminution d’expression de la procaspase 3 augmente avec la concentration de 

chaque extrait ainsi qu’avec le temps d’incubation, aussi bien dans la lignée cellulaire P388 

sensible que dans la lignée résistante.  

 Le traitement avec les deux extraits induit également l’apparition du fragment de 85 

kDa de PARP dans les deux lignées cellulaires. 
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 Ces résultats montrent que les extraits toluène et MtBE provenant de l’EFL induisent 

l’apoptose dans les cellules P388 et P388/DOX de manière caspase-dépendante. 

 

 

 
Figure 47. Effets de l’extrait Toluène sur l’activation de la caspase 3 et le clivage de 
PARP dans les cellules P388 et P388/DOX. Après le traitement des cellules, les protéines 
sont extraites et séparées par SDS-PAGE. (a) Analyse par western blot de l’expression de la 
pro-caspase 3 et du fragment de 85 kDa de PARP après traitement des cellules avec des 
concentrations croissantes d’extrait toluène ou 75 µg/ml d’extrait pendant 24, 48 ou 72h, (b) 
Quantification par densitométrie des bandes correspondant aux deux protéines. 
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Figure 48. Effets de l’extrait MtBE sur l’activation de la caspase 3 et le clivage de PARP 
dans les cellules P388 et P388/DOX. Après le traitement des cellules, les protéines sont 
extraites et séparées par SDS-PAGE. (a) Analyse par western blot de l’expression de la pro-
caspase 3 et du fragment de 85 kDa de PARP après traitement des cellules avec des 
concentrations croissantes d’extrait MtBE ou 75 µg/ml d’extrait pendant 24, 48 ou 72h, (b) 
Quantification par densitométrie des bandes correspondant aux deux protéines. 
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I.3. Fractionnement de l’extrait toluène et recherche de métabolites à activité 

antiproliférative contenus dans la fraction EFL-To-1 

 

I.3.1. Effet des différentes fractions obtenues à partir de l’extrait toluène sur la 

viabilité cellulaire 

 

 Dans le but de « screener » l’ensemble des extraits isolés, nous nous sommes dans un 

premier temps intéressés à l’extrait toluène. Avant d’identifier les composés contenus dans cet 

extrait, un premier fractionnement par chromatographie liquide sous vide a permis d’isoler 4 

fractions.  

 L’effet de ces 4 fractions sur la viabilité de plusieurs lignées cellulaires a d’abord été 

évalué par le test MTT. Le tableau XIV montre que les fractions To-1 et To-2 sont celles qui 

présentent les IC50 les plus intéressantes sur l’ensemble des lignées testées. Ces 2 fractions ont 

des IC50 comprises entre 50 et 100 µg/ml selon la lignée cellulaire considérée alors que celles 

des fractions To-3 et to-4 sont au delà de 100 µg/ml. Il faut cependant noter que, quelle que 

soit la lignée cellulaire, les IC50 de ces 4 fractions restent supérieures à celles obtenues avec 

l’extrait toluène brut. Les IC50 des fractions To-1 et To-2 sont légèrement plus faibles dans les 

cellules P388 et L1210 sensibles que dans les lignées résistantes correspondantes alors 

qu’elles sont quasiment équivalentes dans les cellules K562 et K562/DOX 

 

 Nous avons donc décidé d’étudier la fraction To-1. Après avoir vérifié qu’elle 

induisait l’apoptose dans les cellules P388 (Figure 49), nous avons recherché quelles étaient 

les molécules responsables de cette activité anticancéreuse. 
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Tableau XIV. Cytotoxicité des différentes fractions obtenues à partir de la fraction 

toluène (IC50 en µg/ml) 

 

 EFL-To-1 EFL-To-2 EFL-To-3 EFL-To-4 

P388S 63 ± 1,4 51 ± 4,9 >100 >200 

P388R 100 ± 2,4 69 ± 1,4 >200 >200 

K562S 75,2 ± 5 75,5 ± 4,3 >150 ND 

K562R 84 ± 6,8 66 ± 6,1 >200 ND 

L1210S 66,7 ± 6,7 47.5 ± 3,1 92,5 ± 6,9 >200 

L1210R 84 ± 5,3 91,5 ± 1,7 176,5 ± 9,8 >200 

 
Après traitement des cellules pendant 72h avec des concentrations croissantes de chaque 
fraction, la viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. Chaque valeur correspond à la 
moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicatas. ND : non déterminé. 
 
 
 

1 2 3

1. Cellules P388S non traitées

2. Cellules P388S traitées avec 50 µg/ml de la fraction 

To-1

3. Cellules P388S traitées avec 100 µg/ml de la 
fraction To-1

1 2 31 2 3

1. Cellules P388S non traitées

2. Cellules P388S traitées avec 50 µg/ml de la fraction 

To-1

3. Cellules P388S traitées avec 100 µg/ml de la 
fraction To-1

 
 
 
Figure 49. Analyse de la fragmentation de l’ADN dans les cellules traitées par la fraction 
EFL-To-1. Après 48h de traitement des cellules avec 50 ou 100 µg/ml de la fraction To-1, 
l’ADN génomique des cellules est extrait puis soumis à une électrophorèse en gel d’agarose 
contenant du bromure d’éthidium. Le gel est observé sous UV. 
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  I.3.2. Purification et identification des métabolites de la fraction EFL-To-1 

 

L’analyse phytochimique effectuée sur la fraction To-1 par diverses techniques 

(chromatographies, HPLC, cristallisation) a permis d’isoler 8 composés. L’analyse des 

spectres RMN, UV et IR ainsi que la mesure du pouvoir rotatoire a permis d’élucider la 

structure de ces métabolites. Parmi ces 8 composés de structure connue, 5 sont de nature 

phénoliques et 3 sont de nature terpénique (Figure 50). 

Parmi les composés phénoliques, 2 ptérocarpanes ont été identifiés : le 3-hydroxy-9-

methoxyptérocarpan, connu sous le nom de médicarpine, et le 4,9-dihydroxy-3,10-

dimethoxyptérocarpan, également appelé mélilotocarpan E. Ces 2 métabolites diffèrent 

uniquement par la nature de leurs substituants en positions 3, 4, 9 et 10. Trois autres 

flavonoïdes ont été identifiés. Il s’agit du millepurpan, un isoflavane, et 2 flavones isolés en 

mélange, la tricine et le chrysoériole, qui diffèrent uniquement par la présence d’un 

groupement méthoxylé supplémentaire en position 3’ sur le cycle B de la tricétine. 

Les 3 autres composés non phénoliques sont la 3-hydroxy-β-ionone, et 2 métabolites 

qui ne diffèrent que par la présence d’un groupement hydroxyle en position 3, l’isololiolide 

ou épiloliolide et le dihydroactinodiolide. 

 

La cytotoxicité de chaque composé a été évaluée par le test MTT et les IC50 pour 

chaque composé sont regroupées dans le tableau XV. Les différents flavonoïdes isolés 

présentent des IC50 variables comprises entre 20 et 100 µM. Les IC50 plus faibles sont 

obtenues pour le mélilotocarpan E et le mélange tricine/chrysoériole sur les cellules P388 

(respectivement 22,5 µM et 6,6 µg/ml, ce qui correspond à une concentration de l’ordre de 20 

µM). Bien que sa structure soit très proche de celle du mélilotocarpan E, la médicarpine 

présente une IC50 quatre fois plus élevée. Cependant, l’IC50 de la médicarpine est quasiment 

similaire dans les celllules P388 sensibles et résistantes, tout comme pour le millepurpan, 

alors que les IC50 pour le mélilotocarpan E et le mélange tricine/chrysoériole obtenues avec 

les cellules résistantes sont environ 2 et 5 fois plus élevées par rapport à celles obtenues dans 

les cellules sensibles. 

Les 3 composés non phénoliques isolés présentent des IC50 supérieures à 200 µM. 

 

La suite de ce travail sera consacrée à l’étude des propriétés anticancéreuses de la 

médicarpine et du millepurpan uniquement, le mélilotocarpan E ayant été obtenu en trop 

faible quantité et les deux flavones, tricine et chrysoériole, n’ayant pas été séparées. 
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Composé 1 
Médicarpine

Composé 2 
Mélilotocarpan E

Composé 3 
Millepurpan

Composé 4 
Tricine

Composé 5 
Chrysoeriole

Composé 6
3-hydroxy-β-ionone

Composé 7
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Dihydroactinidiolide
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Figure  50.  Métabolites isolés dans la fraction EFL-To-1 
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Tableau XV. Cytotoxicité des métabolites purifiés à partir de la fraction toluène (IC50 en 
µM) 
 

 
Après traitement des cellules pendant 72h avec des concentrations croissantes de chaque 
métabolite, la viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. Chaque valeur correspond à 
la moyenne ± ET de 3 expériences réalisées en triplicatas. a IC50 en µg/ml. b L’indice de 
résistance correspond au rapport des IC50 respectives des cellules sensibles et résistantes. 
 

 

I.4. Conclusions 

 

Dans notre recherche de métabolites doués d’activités anticancéreuses dans l’EFL, 

nous avons mis en évidence un effet antiprolifératif et apoptotique des extraits toluène et 

MtBE. Le fractionnement de l’extrait toluène a permis d’identifier 3 composés terpéniques 

ainsi que 5 flavonoïdes. Ces derniers présentent des IC50 intéressantes contre de nombreuses 

lignées cellulaires tumorales sensibles et résistantes. 

 

II. Etude de deux isoflavonoïdes isolés à partir de la fraction EFL-To-1 : médicarpine et 

millepurpan 

 

II.1. Cytotoxicité et apoptose induite par la médicarpine et le millepurpan 

 

II.1.1. Effet sur la viabilité des cellules P388 et P388/DOX 

 

 Il est maintenant bien établi que la plupart des flavonoïdes possèdent, à des 

concentrations plus ou moins importantes, une activité cytotoxique contre les cellules 

tumorales. Nous avons donc vérifié par le test MTT si les deux isoflavonoïdes que nous avons 

sélectionnés exercent un tel effet sur les cellules P388 et P388/DOX.  

 La Figure 51a montre que la médicarpine et le millepurpan induisent une diminution 

de la viabilité cellulaire de manière dose-dépendante. La médicarpine a une IC50 comparable 

dans les deux lignées (respectivement 88,3 µM et 90,5 µM dans les cellules P388 et 

 Médicarpine Mélilotocarpan E Millepurpan  
Tricine / 

Chrysoériole a 

P388 88,3 ± 6,8 22,5  ± 4,3 53,7 ± 9,5 6,6  ± 1,9 

P388/DOX 90,5 ± 4,1 47,8  ± 4,2 68,9 ± 4,3 31,2  ± 7,2 
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P388/DOX). Dans les cellules sensibles, l’IC50 du millepurpan est de 53,7 µM alors qu’elle 

est de 68,9 µM dans les cellules résistantes. 
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Figure 51. Cytotoxicité de la médicarpine et du millepurpan sur les cellules P388 et 
P388/DOX. (a) Les cellules sont incubées en présence de concentrations croissantes de 
chaque composé pendant 72h puis la viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. 
Chaque valeur correspond à la moyenne ± ET de 4 expériences réalisées en triplicatas, (b) 
L’indice de résistance est obtenu par le rapport (IC50 P388/DOX) / (IC50 P388). 
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 Les indices de résistance obtenus pour la médicarpine et le millepurpan sont proches 

de 1 (respectivement 1,02 et 1,28), ce qui montre que ces 2 composés agissent avec une 

efficacité égale dans les cellules P388 sensibles et résistantes (Figure 51b). La doxorubicine, 

qui a un effet fortement réduit sur les cellules résistantes présente un indice de résistance 

proche de 200. 

 

II.1.2. Induction de l’apoptose 

 

Afin de  déterminer le mécanisme responsable de la mort cellulaire induite par les 

deux composés dans les deux lignées cellulaires, des événements survenant au cours de 

l’apoptose ont été recherchés.  

 

Lorsqu’ils sont utilisés à des concentrations cytotoxiques (respectivement 90 et 70 µM 

pour la médicarpine et le millepurpan), les deux flavonoïdes déclenchent la fragmentation de 

l’ADN aussi bien dans les cellules sensibles que dans les cellules résistantes (Figure 52a). De 

plus, le nombre de particules hypodiploïdes est fortement augmenté par le traitement des deux 

lignées avec chaque composé (Figure 52b), ce qui montre que la médicarpine et le 

millepurpan semblent exercer leur effet cytotoxique en induisant l’apoptose. 

 

Pour confirmer l’effet pro-apoptotique des 2 composés, l’activation de la caspase 3 

ainsi que le clivage de PARP ont été recherchés. Le traitement avec la médicarpine induit une 

diminution progressive de la forme inactive de la caspase 3 au cours du temps dans les deux 

lignées (Figure 53a) alors que l’effet du millepurpan sur l’activation de la caspase 3 est 

quasiment maximal dès 24 heures de traitement (Figure 53b). En parallèle à l’activation de la 

caspase 3, l’apparition progressive du fragment de 85 kDa de PARP est observée dans les 

deux lignées après 48 heures de traitement avec les deux composés. Ces résultats montrent 

que la médicarpine et le millepurpan induisent l’activation de la caspase 3 et le clivage de 

PARP aussi bien dans les cellules sensibles que dans les cellules résistantes. 
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Figure 52. Détection de l’apoptose induite par la médicarpine et le millepurpan. (a) 
Analyse de la fragmentation de l’ADN dans les cellules traitées avec chaque composé pendant 
48 heures, (b) Détection des cellules apoptotiques par cytométrie en flux. Les cellules dont la 
quantité d’ADN est inférieure à 2n sont définies comme apoptotiques. Le pourcentage indique 
leur nombre. 
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Figure 53. Effet de la médicarpine (a) et du millepurpan (b) sur l’activation de la 
caspase 3 et le clivage de PARP. Après le traitement des cellules, les protéines sont extraites 
et séparées par SDS-PAGE puis transférées sur membrane de nitrocellulose. L’expression de 
chaque protéine est analysée par western blot. Chaque bande est quantifiée par densitométrie. 
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II.1.3. L’apoptose induite par la médicarpine et le millepurpan fait intervenir 

des facteurs de la famille Bcl-2 

 

Une étude par western blot de certains facteurs jouant un rôle important dans la 

régulation de l’apoptose nous a permis de déterminer les mécanismes mis en jeu lors du 

traitement des cellules avec chaque composé. 

 

La Figure 54 montre que l’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 est réduite 

après 48 heures de traitement avec la médicarpine dans les deux lignées cellulaires. De même, 

l’expression de Bcl-XL, une autre protéine inhibitrice de l’apoptose, diminue alors que 

l’expression de Bax, une protéine pro-apoptotique, est augmentée. 

 

Au contraire, comme le montre la Figure 55, l’expression de Bax est peu modifiée par 

le millepurpan. En effet, le traitement des cellules avec le millepurpan n’a aucune incidence 

sur l’expression de Bax après 24 heures et une faible diminution de l’expression de Bax est 

observée à 48 heures. Cependant, l’expression de Bcl-XL est fortement réduite dans les 

cellules sensibles et résistantes après 48 heures de traitement. L’expression de Bcl-2 est 

fortement diminuée après 48h dans les cellules P388. En revanche, cette diminution 

d’expression est visible seulement à 24 heures dans les cellules résistantes car le niveau de 

Bcl-2 ne diminue pas à 48 heures. 

 

L’ensemble de ces résultats montre que l’apoptose induite par la médicarpine et le 

millepurpan est dépendante de l’activation des caspases et fait intervenir la voie 

mitochondriale impliquant plusieurs membres de la famille Bcl-2.  
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Figure 54. Effet de la médicarpine sur l’expression de protéines impliquées dans la 
signalisation apoptotique. (a) L’expression de chaque protéine est analysée par western blot, 
(b) Quantification par densitométrie des bandes correspondant à chaque protéine. 
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Figure 55. Effet du millepurpan sur l’expression de protéines impliquées dans la 
signalisation apoptotique. (a) L’expression de chaque protéine est analysée par western blot, 
(b) Quantification par densitométrie des bandes correspondant à chaque protéine. 
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II.2. Chimiosensibilisation des cellules P388/DOX par la médicarpine et le 

millepurpan 

 

II.2.1. Effet sur l’apoptose induite par la doxorubicine 

 

Les flavonoïdes possèdent de multiples effets biologiques, et de nombreux composés 

sont capables d’inhiber la résistance aux agents anticancéreux induite par la surexpression de 

la P-gp dans les cellules tumorales. Nous avons par conséquent recherché si la médicarpine et 

le millepurpan possèdent de telles activités.  

 

Pour cela, une concentration non ou faiblement toxique de chaque flavonoïde sera 

utilisée afin de s’assurer que les effets observés ne seront pas dus à leur cytotoxicité. Ainsi, 

pour étudier leurs effets sur l’apoptose induite par la DOX, la médicarpine sera utilisée à une 

concentration de 60 µM, et le millepurpan à 40 µM. A ces concentrations, les 2 composés 

tuent moins de 10% de cellules P388/DOX. 

 

 La plupart des agents anticancéreux exercent leurs effets en induisant l’apoptose dans 

les cellules tumorales. La Figure 56 montre que la DOX provoque la mort cellulaire 

programmée dans les cellules P388, par la formation de complexes ternaires stables avec 

l’ADN et la topoisomérase II. L’analyse par western blot permet de mettre en évidence 

l’activation de la caspase 3 et le clivage de PARP, et confirme l’effet apoptotique de la DOX 

(Figure 57).  En revanche, tous ces événements survenant au cours de l’apoptose ne sont pas 

détectés dans les cellules P388 qui sont résistantes à la DOX. Cependant, le traitement des 

cellules résistantes avec la DOX en présence de la médicarpine ou du millepurpan permet de 

provoquer la fragmentation de l’ADN en barreau d’échelles, ainsi que l’activation de la 

caspase 3  et le clivage de PARP. Ces résultats démontrent que la médicarpine et le 

millepurpan sont capables de restaurer l’apoptose dans les cellules P388/DOX. 
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Figure 56. La médicarpine et le millepurpan restaurent l’apoptose induite par la 
doxorubicine dans les cellules P388/DOX.  Les cellules sont incubées en présence de DOX 
(30 nM et 3 µM dans les cellules sensibles et résistantes) et/ou de médicarpine (60 µM) et de 
millepurpan (40 µM). Après extraction, l’ADN subit une migration sur gel d’agarose 
contenant du BET. 
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Figure 57. Effet de la médicarpine et du millepurpan sur l’activation de la caspase 3 et le 
clivage de PARP. (a) Analyse par western blot, (b) Analyse par densitométrie des bandes 
correspondant à chaque protéine. 

 

 

 

 

 



 

 125 

II.2.2. Effet sur la cytotoxicité induite par la doxorubicine et la vinblastine 

 

Comme ces deux composés sont capables de rétablir l’apoptose de la DOX dans les 

cellules résistantes, nous avons vérifié s’ils étaient capables d’améliorer l’effet cytotoxique de 

la DOX dans ces cellules. Les cellules P388/DOX ont été incubées avec des concentrations 

croissantes de DOX en présence ou non de médicarpine, de millepurpan ou de VPL pendant 

72 heures et la viabilité cellulaire a été évaluée par test MTT.  

 

Lorsque les cellules sont traitées avec la médicarpine, la toxicité de la DOX est 

augmentée (Figure 58a). L’IC50 de la DOX est de 6,5 µM dans les cellules P388/DOX 

incubées uniquement en présence de DOX, alors qu’elle est de 2,8 µM lorsque la médicarpine 

est ajoutée au milieu de culture. Le millepurpan a un effet similaire à celui de la médicarpine 

puisque l’IC50 de la DOX est de 2,4 µM dans les cellules traitées avec la DOX et le 

millepurpan (Figure 58b). L’activité des 2 composés reste cependant inférieure à celle du 

VPL, car l’ IC50 de la DOX n’est que de 0,5 µM en présence du modulateur de référence. Il 

convient de rappeler que le VPL, à la concentration de 3 µM ne peut être utilisé en clinique en 

tant que révertant de la résistance induite par la P-gp compte tenu de sa cytotoxicité. 

La Figure 59 montre que les deux composés améliorent également l’efficacité de la 

VBL. En effet, l’ IC50 de la DOX est augmentée respectivement de 9 et 8,4 fois en présence 

de médicarpine et de millepurpan. Ces résultats montrent que les deux flavonoïdes 

potentialisent l’effet cytotoxique de la DOX et de la VBL dans les cellules P388 résistantes 

exprimant la P-gp.  

 

Nous avons également étudié, l’effet des deux composés sur la toxicité de la DOX 

dans les cellules P388 sensibles. A la concentration de 60 µM, la médicarpine n’influence pas 

l’effet de la DOX (Figure 60). Une légère augmentation de la cytotoxicité de la DOX est 

observée en présence de millepurpan. Ceci peut être attribué à la toxicité intrinsèque de ce 

composé car à la concentration de 40 µM, environ 25% des cellules meurent sous l’effet du 

millepurpan (Figure 51a). 
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Figure 58. Effet de la médicarpine (a) et du millepurpan (b) sur la toxicité de la 
doxorubicine dans les cellules P388/DOX. Les cellules sont incubées en présence de 
concentrations croissantes de DOX pendant 72h en présence ou non de chaque composé ou de 
VPL puis la viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. 
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Figure 59. Effet de la médicarpine (a) et du millepurpan (b) sur la toxicité de la 
vinblastine dans les cellules P388/DOX. Les cellules sont incubées en présence de 
concentrations croissantes de VBL pendant 72h en présence ou non de chaque composé puis 
la viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. 
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Figure 60. Effet de la médicarpine et du millepurpan sur la toxicité de la doxorubicine 
dans les cellules P388. Les cellules sont incubées en présence de concentrations croissantes 
de DOX pendant 72h en présence ou non de chaque composé ou de VPL puis la viabilité 
cellulaire est estimée grâce au test MTT. 

 

 

II.2.3. Effet sur l’accumulation intracellulaire de doxorubicine et l’expression 

de la P-gp 

 

 Les flavonoïdes capables de moduler la résistance aux anticancéreux des cellules 

tumorales exprimant la P-gp peuvent, selon leur structure, exercer leur effet soit en 

interagissant directement avec la P-gp et bloquer le transport des drogues, soit en bloquant 

l’expression du gène mdr1 au niveau transcriptionnel. Comme cette propriété n’a jamais été 

étudiée pour la médicarpine et le millepurpan, nous avons recherché par quel mécanisme ces 2 

isoflavonoïdes amélioraient l’efficacité de la DOX dans les cellules résistantes. 

 

 Afin de déterminer si les 2 composés agissent sur l’activité de la P-gp, la cytométrie en 

flux a été utilisée pour mesurer l’accumulation de DOX dans les cellules P388/DOX. Lorsque 

les cellules sont traitées avec chaque composé, la quantité de DOX retenue est supérieure à 

celle observée dans les cellules non traitées (Figure 61). Cependant, leur effet reste inférieur à 

celui du VPL. 
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Figure 61. Effet de la médicarpine et du millepurpan sur l’accumulation de 
doxorubicine dans les cellules P388/DOX. Les cellules sont incubées en présence de chaque 
composé pendant 1h30 puis la DOX (1 µM) est ajoutée. Après 1h, les cellules sont lavées et 
la fluorescence émise par la DOX est mesurée par cytométrie en flux. 

 

 

La courbe effet/dose de ces deux composés sur les cellules P388/DOX n’est pas 

modifiée par l’ajout de vérapamil. L’IC50 de la médicarpine et du millepurpan ne sont pas 

modifiées en présence de cet inhibiteur de la P-gp (Figure 62), ce qui suggère que les deux 

isoflavonoïdes ne seraient pas des substrats de la P-gp, et par conséquent ne seraient pas 

transportées par celle-ci. Ces résultats sont corrélés au fait que les indices de résistance 

calculés précédemment pour les deux composés sont proches de 1. Ceci montre que ces deux 

isoflavonoïdes pourraient inhiber l’activité de la P-gp sans être transportés par la pompe, mais 

en interagissant avec un site différent du site de liaison du substrat.  
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Figure 62. Effet du vérapamil sur la cytotoxicité de la médicarpine et du millepurpan 
sur les cellules P388/DOX. Les cellules sont incubées en présence de concentrations 
croissantes de chaque composé pendant 72h en présence ou non de 3 µM de VPL puis la 
viabilité cellulaire est estimée grâce au test MTT. 

 

 

Nous avons également recherché l’expression de la P-gp dans les cellules traitées avec 

la médicarpine et le millepurpan pour déterminer si la potentialisation de l’effet de la DOX 

par les 2 composés était due à une modification de l’expression du transporteur. Comme le 

montre la Figure 63, l’expression de la P-gp n’est pas modifiée dans les cellules traitées avec 

chacun des 2 composés pendant 72 heures de traitement, ce qui indique que les effets des 2 

composés sur la réversion de la résistance sont uniquement dus à l’inhibition de l’activité de 

la P-gp. 



 

 131 

 
 
Figure 63. Effet de la médicarpine et du millepurpan sur l’expression de la P-gp dans les 
cellules P388/DOX. Les cellules sont incubées en présence de chaque composé pendant 24, 
48 ou 72 heures, puis l’expression de la P-gp est analysée par western blot. Chaque bande est 
quantifiée par densitométrie. 
 
 
 

II.3. Conclusions 

 

La médicarpine et le millepurpan possèdent plusieurs activités antitumorales. A une 

concentration proche de l’IC50, ces deux isoflavonoïdes induisent l’apoptose aussi bien dans 

les cellules sensibles que dans les cellules résistantes, alors qu’une concentration non toxique 

module l’activité de la P-gp sans en modifier l’expression. 
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Discussion 

 

De nombreux extraits de plantes ainsi que des composés polyphénoliques issus de 

notre alimentation possèdent des effets bénéfiques pour l’organisme, en particulier, un effet 

cytotoxique vis-à-vis des cellules tumorales tout en protégeant les tissus sains, et une capacité 

à réverser la résistance aux agents anticancéreux. Par conséquence, une multitude d’extraits 

végétaux ont fait l’objet de travaux ayant pour but d’identifier les métabolites responsables de 

leurs activités antioxydantes et anticancéreuses. 
 

La luzerne est une plante encore aujourd’hui principalement destinée à l’alimentation 

animale, bien qu’elle soit connue et utilisée pour ses propriétés bénéfiques depuis des siècles. 

Récemment, ses propriétés nutritives lui ont permis d’être utilisée comme supplément 

nutritionnel sous forme d’extrait foliaire chez des populations touchées par la malnutrition. 

D’autres études menées sous le contrôle du Pr Eric Bertin, nutritionniste au CHU de Reims, 

ont montré que la consommation d’EFL restaurait le taux de lymphocytes CD4+ chez des 

sujets porteurs du VIH, mais de faire reculer l’anémie et diminuer le taux des protéines de 

l’inflammation (résultats non publiés). Des études préliminaires menées par notre laboratoire 

en collaboration avec le laboratoire de bactériologie (Pr Christophe De Champs) du CHU de 

Reims démontrent que les EFL inhibent la prolifération des souches sensibles et résistantes de 

Staphylococcus aureus. 

 

Malgré l’existence de plusieurs publications portant sur l’identification des 

métabolites secondaires de la luzerne, ses propriétés anticancéreuses n’ont jamais été étudiées. 

Un premier fractionnement de l’EFL à l’aide de solvants organiques de polarité croissante a 

permis d’obtenir 5 extraits dont la cytotoxicité a été évaluée sur plusieurs lignées humaines et 

murines, sensibles et résistantes à la DOX. Ces extraits présentent une efficacité différente 

selon les lignées cellulaires testées, mais dans tous les cas, l’activité cytotoxique la plus 

élevée est obtenue avec les extraits les moins polaires, c'est-à-dire les extraits toluène et 

MtBE. Les extraits les plus polaires obtenus à partir d’autres plantes telles que Angelica 

sinensis ou Iris tectorum présentent l’activité cytotoxique la plus élevée [Cheng et al., 2004 ; 

Fang et al., 2008], ce qui suggère que ces extraits contiennent les molécules qui possèdent les 

activités anticancéreuses les plus intéressantes. Pour chaque extrait, il existe des différences 
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entre l’activité obtenue sur une lignée et celle obtenue sur la lignée résistante correspondant. 

Ceci pourrait être du à la nature des composés contenus dans chaque extrait. 

Les extraits toluène et MtBE induisent une cytotoxicité dose-dépendante et temps-dépendante 

dans les cellules P388 et P388/DOX.  

Même si les IC50 sont légèrement différentes entre les deux lignées cellulaires, les 

deux extraits induisent l’apoptose dans les deux lignées cellulaires, comme de nombreux 

autres extraits étudiés [Yang et al., 2006 ; Liu et al., 2006]. L’apoptose joue un rôle central 

dans le contrôle de la prolifération cellulaire et, par conséquent, représente une bonne 

stratégie dans le traitement des cancers. Dans notre étude, l’effet pro-apoptotique des deux 

extraits a été mis en évidence par la condensation de la chromatine visualisée par le marquage 

de l’ADN au Hoechst 33342, la fragmentation de l’ADN en barreau d’échelles ou par la 

détection de particules hypodiploïdes traduisant la formation de corps apoptotiques. Le 

clivage de l’enzyme de réparation de l’ADN, PARP, en un fragment de 85 kDa qui survient 

au cours de l’apoptose a également été observé dans les deux lignées. L’apoptose induite par 

les deux extraits provenant de l’EFL fait intervenir la voie des caspases, comme cela a été 

décrit pour d’autres extraits de plantes [Cheng et al., 2004, Hsu et al., 2008 ; Sarath et al., 

2007]. Nous avons effectivement observé un effet temps et dose-dépendant du clivage de la 

procaspase 3 pour libérer la sous-unité active qui clive à son tour de nombreux substrats, 

notamment la nucléase CAD responsable de la fragmentation de l’ADN ou la protéine PARP. 

 

Etant donné les propriétés pro-apoptotiques des extraits toluène et MtBE, nous avons 

recherché des molécules possédant des effets cytotoxiques aussi bien dans les cellules 

sensibles que dans les cellules résistantes. Comme il nous a été impossible d’étudier tous les 

extraits, nous avons privilégié la fraction toluène. Parmi les 4 fractions obtenues par VLC à 

partir de l’extrait toluène, les fractions To-1 et To-2 possèdent l’activité cytotoxique la plus 

élevée. Cependant, l’activité cytotoxique n’est pas augmentée dans ces sous-fractions par 

rapport à la fraction toluène, ce qui suggère qu’une synergie d’activité pourrait exister entre 

les composés contenus dans l’extrait toluène. La présence de nombreux composés aux cibles 

et activités multiples permettrait d’accroître l’effet cytotoxique. 

 La recherche des métabolites contenus dans la fraction To-1 a permis d’identifier 3 

terpènes et 5 flavonoïdes. La 3-hydroxy-β-ionone a déjà été isolée à partir d’autres plantes, 

notamment Phaseolus vulgaris où elle intervient dans l’inhibition de croissance de 

l’hypocotyle induite par la lumière [Kato-Nogushi, 1993]. L’épiloliolide et le 

dihydroactinidiolide sont des lactones provenant de la dégradation du β-carotène 
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[Sommerburg et al.,  2003, Sinninghe-Damsté Pure et Koopmans, 1997]. L’épiloliolide 

possède un effet inhibiteur sur l’activité des prostaglandines [Sadhu et al., 2006]. Les tests de 

cytotoxicité réalisés sur les cellules P388 montrent que ces 3 métabolites ne possèdent pas 

d’effet cytotoxique. Au contraire, les flavonoïdes présentent des IC50 intéressantes qui varient 

selon leur structure. 

Deux ptérocarpanes ont été isolés, la médicarpine et le mélilotocarpan E, isolé pour la 

première fois à partir de Medicago sativa. Malgré leur similitude de structure, la cytotoxicité 

de ces deux composés diffère fortement. Dans des études comparant plusieurs ptérocarpanes, 

il a été établi que l’activité cytotoxique contre des lignées cellulaires tumorales est d’autant 

plus élevée que le nombre de substituants méthoxy est important [Li et al., 2008], ce qui 

justifie le fait que le mélilotocarpan soit plus efficace que la médicarpine. Par ailleurs, la 

prénylation des ptérocarpanes augmente leur activité anti-mitotique [Militao et al., 2007].  

Le millepurpan est un isoflavane. Dans une étude de structure/activité de plusieurs 

isoflavanes extraits du propolis, les auteurs suggèrent que l’activité cytotoxique augmente 

avec le nombre de groupes methoxy [Li et al., 2008]. Cependant, la comparaison avec le 

millepurpan, qui ne fait pas partie de cette étude mais qui possède dans sa structure plus de 

groupes methoxy que les composés testés est difficile car les lignées cellulaires sont 

différentes, et l’activité cytotoxique est fortement dépendante de la lignée utilisée. 

Enfin, deux flavones ont été identifiées, la tricine et le chrysoériole, déjà isolée à partir 

de Medicago sativa [Stochmal et al., 2001], et connus pour posséder des propriétés 

anticancéreuses. Le chrysoériole inhibe le métabolisme du benzo[a]pyrène, un carcinogène 

[Liu YL et al., 1992] et la tricine inhibe la croissance des cellules MDA-MB-468 de cancer du 

sein [Cai et al., 2004], bloque la carcinogenèse en inhibant les cyclooxygénases [Cai et al., 

2005] et inhibe la résistance à la DOX dans les cellules MCF-7 exprimant la P-gp [Jeong et 

al., 2007]. 

 

La médicarpine a été identifiée à partir de nombreuses plantes, notamment Medicago 

sativa [Spencer et al., 1991] où elle joue le rôle de phytoalexine. Elle est synthétisée en 

réponse à des agressions bactériennes, fongiques ou en réponse aux rayonnements UV. Elle 

est également responsable du phénomène d’autotoxicité de la luzerne [Miller et al., 1988]. 

Des études récentes ont montré qu’elle exerçait un effet cytotoxique contre les cellules 

cancéreuses, avec une efficacité variable selon la lignée cellulaire considérée (IC50 de 11 µM 

dans les cellules de carcinome du colon 26-L5 [Li et al., 2008] à plus de 100 µM dans les 

cellules de carcinome KB [Ngamrojanavanich et al., 2007]. Dans les cellules leucémiques 
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HL-60, l’IC50 de la médicarpine (22,3 µg/ml, soit environ 83 µM) est similaire à celle que 

nous avons obtenu avec la lignée leucémique P388 [Militao et al., 2007]. 

Le millepurpan, déjà également isolé à partir de la luzerne [Spencer et al., 1991] n’a 

pratiquement jamais été étudié. Ici, nous avons mis en évidence pour la première fois, l’effet 

cytotoxique de ce composé sur des cellules cancéreuses. 

Ces deux isoflavonoïdes agissent avec la même efficacité dans les cellules P388 et 

leurs homologues résistantes (indice de résistance proche de 1), contrairement à la DOX ou 

d’autres agents anticancéreux qui deviennent inactifs quand les cellules acquièrent une 

résistance due à la surexpression de la P-gp. Comme ils ne seraient pas transportés par la P-gp 

hors de la cellule, ils peuvent agir avec la même efficacité sur les cellules sensibles et 

résistantes. 

 

Les analyses de fragmentation d’ADN de cytométrie en flux, d’activation de la 

caspase 3 et du clivage de PARP indiquent toutes que la cytotoxicité induite par les deux 

composés est due à l’induction de l’apoptose. Liu et al. [2002] ont montré que la médicarpine 

pouvait induire l’apoptose. Dans les cellules HL-60, l’effet cytotoxique de la médicarpine est 

provoqué à la fois par l’induction de l’apoptose et de la nécrose [Militao et al., 2006]. Bien 

que le millepurpan soit capable d’inhiber la promotion tumorale induite par le virus Epstein-

Barr [Ito et al., 2000], aucune étude n’a montré qu’il possède une activité pro-apoptotique. 

L’apoptose induite par la médicarpine et le millepurpan implique la voie 

mitochondriale, régulée par les protéines de la famille Bcl-2. Les protéines anti-apoptotiques 

telles que Bcl-2 et Bcl-XL résident au niveau de la membrane mitochondriale. Bcl-XL peut 

également se trouver sous forme soluble dans le cytosol [Hsu et al., 1997]. En l’absence de 

stimulus, elles inhibent la libération du cytochrome C dans le cytosol. Leur liaison aux 

protéines pro-apoptotiques Bax ou Bak empêche l’oligomérisation de ces dernières permettant 

la libération du cytochrome C [Antonsson B et al., 1997]. Nos résultats montrent que la 

médicarpine et le millepurpan induisent une diminution d’expression des protéines anti-

apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. Wu et al. [2004] ont montré que la diminution d’expression de 

Bcl-2 était corrélée à l’inhibition de la localisation nucléaire de NfκB dans les cellules HeLa 

traitées avec un flavonol glycosylé, le kaempférol-7-O-β-D-glucoside. Ainsi, la médicarpine 

et le millepurpan pourraient agir en inhibant l’activité transcriptionnelle de NfκB sur Bcl-2 et 

Bcl-XL, ces deux gènes étant tous deux régulés par NfκB [Catz et Johnson, 2001, Khoshnan et 

al., 2000]. Par ailleurs, l’expression de Bax est augmentée par la médicarpine alors que le 

millepurpan n’a quasiment aucun effet sur l’expression de Bax. Dans les deux cas, le rapport 
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protéines pro-apoptotiques/anti-apoptotiques est augmenté et Bcl-2 et Bcl-XL n’exercent plus 

leur effet inhibiteur. Comme moins d’hétérodimères Bax/Bcl-2 et Bax/ Bcl-XL sont présents 

dans la cellule, les protéines Bax sont transloquées vers la membrane mitochondriale et 

constituent des homo-oligomères pouvant se comporter comme des canaux ioniques. La haute 

conductance créée au niveau de la membrane active les canaux voltage-dépendants PTP 

responsables de la libération du cytochrome C et d’autres facteurs induisant l’apoptose 

[Antonsson B, 2004]. 

En plus de séquestrer les protéines pro-apoptotiques, Bcl-2 et Bcl-XL possèdent une 

activité anti-apoptotique intrinsèque en formant des canaux ioniques au niveau de la 

membrane mitochondriale externe [Minn et al., 1997, Schendel et al., 1997]. Bcl-XL possède 

effectivement une homologie de structure avec des toxines bactériennes capables de s’insérer 

dans les membranes [Muchmore et al., 1996]. Bcl-2 peut contrôler la perméabilité 

mitochondriale en agissant sur les PTP [Marzo et al., 1998]. Ainsi, la diminution d’expression 

des protéines anti-apoptotiques provoquée par la médicarpine et le millepurpan permet 

l’induction de la cascade apoptotique. 

 

La surexpression de la P-gp dans les cellules tumorales constitue une entrave à 

l’induction de l’apoptose induite par les agents anticancéreux tels que la DOX. Dans nos 

cellules P388 résistantes, la DOX a un effet beaucoup plus faible que dans les cellules 

sensibles et n’induit pas l’apoptose à une concentration 100 fois plus importante que celle 

induisant l’apoptose des cellules sensibles. A des concentrations non toxiques, la médicarpine 

et le millepurpan restaurent l’apoptose et potentialisent la cytotoxicité induite par la DOX, 

mais aussi par la VBL, dans les cellules résistantes. Cependant, les deux composés 

n’augmentent pas la toxicité de la DOX dans les cellules sensibles, ce qui suggère qu’ils 

pourraient interférer avec l’activité de la P-gp. Compte tenu des multiples effets biologiques 

des flavonoïdes, nous avons recherché si la médicarpine et le millepurpan possèdaient une 

telle activité. 

L’étude de l’activité modulatrice de la MDR des flavonoïdes a donné des résultats 

contradictoires. Yeh et al., ont montré que des flavonols tels que la quercétine et le 

kaempférol stimulaient l’efflux de DOX [Phang et al., 1993, Critchfield et al., 1994]. En 

revanche, ces mêmes composés sensibilisaient des cellules multidrug-résistantes exprimant la 

P-gp à la DOX. [Scambia et al., 1994, Limtrakul et al., 2005]. Les isoflavonoïdes ont 

également été considérés comme étant inactifs, mais cette conclusion a été infirmée. Nos 

résultats montrent que la médicarpine et le millepurpan augmentent la quantité de DOX 
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retenue dans les cellules résistantes en inhibant l’activité de la P-gp. De plus, le VPL n’induit 

pas de modification dans la cytotoxicité des deux isoflavonoïdes, ce qui montre qu’ils ne 

seraient pas transportés par la P-gp et ne seraient pas des substrats de la pompe. Par 

conséquent, ils ne se fixeraient pas au niveau du site de liaison de la DOX pour entrer en 

compétition avec elle, mais ils se fixeraient sur d’autres sites. Il a été montré que de nombreux 

flavonoïdes interagissent avec les domaines NBD (en mimant la partie adénosine de l’ATP) et 

les domaines de liaison des stéroïdes de la P-gp et inhibent son activité ATPase [Conseil et 

al., 1998, Zhang et Morris, 2003]. 

L’augmentation de la cytotoxicité de la DOX par les deux composés n’est pas due à 

une diminution d’expression de la P-gp. Ceci est en accord avec d’autres résultats montrant 

que les flavonols diminuent à la fois, l’activité et l’expression de la P-gp alors que les 

isoflavones modulent la quantité intracellulaire des drogues en inhibant uniquement sa 

fonction [Limtrakul et al., 2005]. Zhang et Morris [2003] ont montré que la biochanine A, un 

isoflavonoïde, inhibe le transport de la P-gp sans altérer son expression. 

 

Nous avons montré pour la première fois qu’un ptérocarpane et un isoflavane 

pouvaient inhiber l’activité de la P-gp. Même si des études comparant de nombreuses 

structures ont rapporté que les isoflavonïdes n’ont pas ou peu d’effet inhibiteur sur l’activité 

de la P-gp, nos résultats, ainsi que d’autres travaux, montrent qu’ils peuvent moduler l’activité 

de la P-gp. Plusieurs études établissant des relations structure/activité visent à optimiser 

l’activité des flavonoïdes [Di Pietro et al., 2002 ; Boumendjel et al., 2002]. Dans le cas des 

isoflavonoïdes, le remplacement de l’atome d’oxygène du cycle C par un atome d’azote dans 

le 5,7-dimethoxyisoflavone permet d’augmenter son effet inhibiteur sur le transport de la 

rhodamine 123 par la P-gp [Hadjeri et al., 2003]. L’ajout d’un substituant contenant un dérivé 

pipérazine (comprenant deux atomes d’azote) sur un squelette flavone ou flavonone permet 

d’obtenir des composés plus efficaces que le VPL [Ferté et al., 1999]. Ceci suggère que la 

présence d’un atome d’azote serait un des éléments requis pour obtenir l’activité modulatrice 

optimale. D’autres inhibiteurs hautement spécifiques de la P-gp actuellement en phase III 

d’essais cliniques tels que le zosuquidar agissant à des concentrations inférieures à 1 µM 

possèdent également un groupe pipérazine [Tang et al., 2008]. 

Ainsi, la synthèse de dérivés de la médicarpine, dont la structure est similaire à celle 

des stéroïdes, pourrait aboutir à des composés semblables au tamoxifène, un puissant 

modulateur de l’activité de la P-gp [Kirk et al., 1994, Callaghan et Higgins, 1995]. 
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Le fait que les flavonoïdes inhibent l’activité de la P-gp dans les cellules cancéreuses 

soulève le problème des interactions flavonoïdes/médicaments dans les tissus sains. La P-gp 

est présente dans la barrière intestinale et limite l’entrée des xénobiotiques [Evans, 2000]. Par 

conséquent, la consommation de fruits et légumes ainsi que d’extraits de plantes riches en 

flavonoïdes pourraient perturber la pharmacocinétique des médicaments. Le jus de 

pamplemousse, d’orange, les herbes utilisées comme remèdes ou des flavonoïdes purifiés tels 

que la génistéine altèrent effectivement la pharmacocinétique et la disponibilité des 

médicaments [Honda et al., 2004, Kiani et Imam, 2007, Zhou et al., 2004 ; Li et Choi, 2007]. 

De plus, les modulateurs de la P-gp  peuvent aussi inhiber les enzymes du cytochrome P450 

(CYP3A4) qui interviennent dans le métabolisme des xénobiotiques, et prolongent l’effet de 

ceux-ci [Schuetz et al., 1996]. Cependant, certains flavonoïdes qui inhiberaient la P-gp 

n’auraient aucun effet sur CYP3A4 [Takanaga et al., 2000]. 

Ainsi, des études in vivo semblent nécessaires pour évaluer la cytotoxicité des 

flavonoïdes. Des essais cliniques réalisés en phase I et II suggèrent qu’ils présenteraient peu 

de toxicité [Fornier et al., 2007 ; Thomasset et al., 2007] et seraient de bons candidats 

associés ou non à des agents chimiothérapeutiques dans le traitement des cancers [Ren et al., 

2003]. 
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Conclusions - Perspectives 
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En conclusion, au cours de ce travail, nous avons montré d’une part que des peptides 

ancrés à la surface des liposomes par des PEG sont capables de mimer les boucles 

extracellulaires de la P-gp et d’induire la production d’anticorps. L’immunisation avec une 

telle préparation permet d’accroître l’efficacité du traitement chimiothérapeutique contre des 

cellules leucémiques murines résistantes. La recherche des épitopes reconnus précisément 

dans ces peptides par les anticorps permettra d’optimiser leur activité. 

 

Ainsi, il semble concevable de mettre au point un vaccin permettant de cibler la P-gp 

afin de prévenir la résistance aux agents anticancéreux, l’expression de la P-gp dans les 

cancers étant difficilement prévisible, ce qui conditionne fortement la réponse au traitement. 

 

Il semble difficile d’effectuer une immunisation à grande échelle. Cependant, ce 

concept de vaccination à visée anticancéreuse se développe actuellement, notamment avec la 

commercialisation d’un vaccin contre le papilloma virus afin de prévenir le cancer du col de 

l’utérus. 

 

La P-gp étant naturellement exprimée dans de nombreux organes, des études 

complémentaires sont en cours par une Société Suisse afin d’évaluer l’absence de 

cytotoxicité, même si nous avons montré que des souris immunisées ne présentent aucun 

symptôme liés à la vaccination (Therapeutic vaccine targeted against P-glycoprotein 170 for 

inhibiting multidrug resistance in the treatment of cancers ; Madoulet C.et al.  Brevet, 

assigned U.S. application no. 10/902,276). 

 

D’autre part, nous avons montré que deux flavonoïdes extraits des feuilles de luzerne, 

la médicarpine et le millepurpan, induisent la mort cellulaire des cellules leucémiques 

murines sensibles et résistantes. De plus, lorsqu’ils sont utilisés à des doses non toxiques, ces 

deux composés potentialisent l’effet d’agents anticancéreux dans les cellules exprimant la P-

gp.  

 

Ces résultats, avec de nombreuses autres études menées sur différents flavonoïdes, 

montrent que ces composés polyphénoliques constituent une classe de métabolites 

prometteuse dans la recherche de nouveaux agents anticancéreux. Les flavonoïdes, naturels ou 

modifiés, possèdent de multiples effets au niveau des différentes étapes de la carcinogenèse, 
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ainsi que sur la résistance aux anticancéreux, avec une toxicité extrêmement réduite. Certains 

flavonoïdes sont actuellement évalués dans des essais cliniques. 

 

Dans notre étude, des fractions brutes issues de l’EFL, riches en métabolites possédant 

des activités anticancéreuses, se sont également montrées actives sur les cellules résistantes.  

 

De nombreuses données épidémiologiques ont montré que la consommation régulière 

de fruits et légumes, ainsi que l’utilisation d’extraits de plantes réduisent fortement 

l’incidence des cancers. Cependant, de nombreuses plantes sont connues et utilisées depuis 

très longtemps pour leurs propriétés curatives. L’EFL, de par sa richesse en nutriment, 

vitamines oligo-éléments et flavonoïdes, possède des propriétés nutritionnelles et 

thérapeutiques intéressantes qui méritent d’être développées.  

 

Dans cette étude, plusieurs composés doués d’activités anticancéreuses ont été 

identifiés dans la fraction To-1. Ainsi, le screening des autres fractions devrait permettre 

d’identifier d’autres métabolites dont les effets anticancéreux seront également étudiés. 
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    SSSStratégies de stratégies de stratégies de stratégies de sensibilisation de cellules tumorales résiensibilisation de cellules tumorales résiensibilisation de cellules tumorales résiensibilisation de cellules tumorales résistantes à la stantes à la stantes à la stantes à la 

chimiothérapiechimiothérapiechimiothérapiechimiothérapie    : induction d’anticorps,: induction d’anticorps,: induction d’anticorps,: induction d’anticorps, utilisation de flavonoïdes utilisation de flavonoïdes utilisation de flavonoïdes utilisation de flavonoïdes....     
La surexpression de la P-glycoprotéine (P-gp) est l’une des principales causes de 
l’établissement de la résistance aux traitements anticancéreux. De nombreuses stratégies 
visant à inhiber l’efflux de drogues médié par la P-gp ont été développées. 
Dans ce travail, la réversion de l’activité de la P-gp, a été réalisée par deux approches 
différentes, l’une basée sur la production d’anticorps, l’autre faisant appel à l’utilisation de 
flavonoïdes isolés à partir de la luzerne.  
Nous avons montré que des anticorps dirigés spécifiquement contre la P-gp restaurent la 
sensibilité  des cellules leucémiques murines P388 résistantes vis-à-vis de la doxorubicine. 
Ces anticorps sont induits par l’immunisation de souris avec des liposomes présentant des 
peptides synthétiques dérivés de boucles extracellulaires de la P-gp à leur surface grâce à des 
chaînes PEGylées. Ces anticorps, incubés avec des cellules P388 résistantes, potentialisent 
l’effet de la doxorubicine en augmentant son accumulation intracellulaire. De plus, 
l’immunisation avec une telle préparation permet d’améliorer l’efficacité du traitement 
chimiothérapeutique et d’augmenter la survie des souris ayant reçu l’injection de cellules 
P388 résistantes. 
Au cours d’un screening bioguidé de l’extrait foliaire de luzerne, plusieurs métabolites 
possédant des activités anticancéreuses ont été isolés. La médicarpine et le millepurpan, deux 
isoflavonoïdes, exercent une activité cytotoxique aussi bien dans les cellules P388 sensibles et 
résistantes à la doxorubicine en induisant une apoptose caspase-dépendante. Lorsqu’ils sont 
utilisés à des concentrations non toxiques, les deux composés potentialisent l’effet d’agents 
anticancéreux en inhibant l’activité de la P-gp sans modifier son expression. 
Mots clés : P-glycoprotéine, résistance « multidrogue », immunisation, anticorps, luzerne, 
flavonoïdes. 
 
Sensitization of chemoresistant tumor cells by induction of antiSensitization of chemoresistant tumor cells by induction of antiSensitization of chemoresistant tumor cells by induction of antiSensitization of chemoresistant tumor cells by induction of antibbbboooodies and use of dies and use of dies and use of dies and use of 

flavonoidflavonoidflavonoidflavonoidssss....     
Overexpression of P-glycoprotein (P-gp) encoded by the mdr1/3 genes is one of the main 
cause for the establishment of resistance toward anticancer treatments in many cancers. 
Therefore, numbers of strategies aiming at inhibiting P-gp-mediated drug efflux have been 
developed. 
In this work, the reversal of P-gp activity was achieved by the induction of antibodies and the 
use of flavonoids isolated from alfalfa (Medicago sativa). 
On the one hand, we showed that specific anti-P-gp antibodies restore doxorubicin sensitivity 
in mouse leukaemia P388 cells. These antibodies were elicited by immunization with 
liposome-anchored PEGylated peptides derived from P-gp extracellular loops, mimicking P-
gp extracellular loops. Incubation of resistant P388 cells with the elicited antibodies 
potentialized doxorubicin cytotoxicity by enhancing its intracellular accumulation. Moreover, 
immunization with the liposomal vaccine improved the efficacy of chemotherapeutic 
treatment and prolonged life span of mice challenged with resistant P388 cells. 
On the other hand, during a bio-guided fractionation of alfalfa leaf extract, several metabolites 
possessing anticancer properties have been isolated. Isoflavonoids medicarpin and 
millepurpan exhibited cytotoxic activity against sensitive as well as resistant P388 cells by 
inducing caspase dependent-apoptosis. When they were used at  subtoxic concentrations, the 
two compounds the cytotoxicity of anticancer agents by blocking P-gp activity without 
modifying its expression. 
Keywords: P-glycoprotein, Multidrug resistance, immunization, antibodies, alfalfa, 
flavonoids.
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