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Introduction 

 

 

Ce travail a pour but de compiler les expériences menées dans le cadre de la 

mise au point de l’investigation in vivo et in vitro de l’induction de la Thymidine 

Phosphorylase. 

Après avoir exposé l’état de la question, les étapes successives menant à la 

mise au point des protocoles expérimentaux d’étude de l’induction de la Thymidine 

Phosphorylase seront ensuite présentés. Puis nous discuterons les résultats que 

nous avons obtenus en évoquant les perspectives ouvertes de travail. 
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I – Etat de la question 

1 – Généralités 

a – Historique 

► Découverte de la Thymidine Phosphorylase 

La Thymidine Phosphorylase (TP) est une enzyme impliquée dans le 

métabolisme des nucléosides. La TP porte d’autres dénominations ou abréviations : 

thymidine orthophosphate deoxyribosyltransferase ; pyrimidine nucleoside 

phosphorylase ; dThdPase et son numéro EC (Enzyme Commission number), le 

2.4.2.4.  

La TP a été isolée pour la première fois en 1954 à partir d’extraits de différents 

tissus de mammifères (lapin, cheval, rat, poulet, bœuf) et son activité mise en 

évidence par dosage spectrophotométrique des produits de la réaction enzymatique 

(synthèse de la thymine à partir de la thymidine) (1). En 1975, la TP a été purifiée à 

partir d’Escherichia coli (2). La structure homodimérique de la TP, dont chaque unité 

a une masse de 45 KiloDalton (KDa), a été mise en évidence en 1978 par 

cristallographie (3). La même année, la TP humaine a été isolée et purifiée à partir 

de cellules d’amniochorion. A noter qu’en fonction des études, le poids moléculaire 

des sous-unités de la TP varie de 47 KDa (4) à 55 KDa (5). 

► Découverte du PD-ECGF 

En 1987, un nouveau facteur angiogénique, le Platelet Derived Endothelial 

Cell Growth Factor (PD-ECGF), a été isolé à partir d’extraits de thrombocytes 

humains (6). L’Acide DéoxyriboNucléique complémentaire (ADNc) du PD-ECGF a 

ensuite été séquencé et le PD-ECGF cloné (7). Cette même étude a permis de 

confirmer le potentiel angiogénique du PD-ECGF ainsi que son potentiel 

chimiotactique sur des cellules endothéliales (7). En 1991, le gène du PD ECGF a 

été isolé (8). Il est situé sur le chromosome 22, composé de 10 exons dispersés sur 

une région de 4,3 Kilobase (Kb) et code pour une protéine comprenant 411 

aminoacides. 
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► Identification de la TP au PD-ECGF 

En 1992, l’équipe d’Usuki observe une homologie (39,2%) entre la séquence 

des aminoacides du PD-ECGF et celle de la TP isolée à partir d’ Escherichia coli (9). 

De plus, ils mettent en évidence que le PD-ECGF humain recombinant présente une 

activité enzymatique similaire à celle de la TP (9). Un résultat similaire fut observé 

par une autre équipe la même année (10). En 1993, la structure protéique du PD-

ECGF est déterminée par cristallographie et diffraction aux rayons X (11). La 

comparaison de la structure du PD-ECGF avec celle de la TP préalablement obtenue 

(3) a permis de confirmer que ces deux protéines étaient une seule et même entité.  

b – Physiologie de la TP 

► Localisation 

La TP est une enzyme intracellulaire. Des études immunohistochimiques ont 

montré sa présence tant au niveau du cytoplasme que du noyau (12). La TP ne 

possède pas de signal de sécrétion dans sa séquence peptidique. Elle n’a aucun 

domaine hydrophobe qui permette sa fixation à la membrane cellulaire.  

La TP est présente dans un grand nombre de tissus sains. Sa présence a été 

mise en évidence par détermination de son activité enzymatique à partir d’extraits 

tissulaires : colon (13), rectum (13), l’estomac (13), sein (13), utérus (col et corps) 

(13), ovaires (13), rein (13), vessie (13), thyroïde (13) et foie où elle a une activité 

enzymatique particulièrement importante (13). D’autres tissus ne semblent toutefois 

pas l’exprimer (mise en évidence par immunohistochimie) : les muscles lisses ; 

l’épithélium gastrointestinal  et le poumon (12). 

La TP a été observée par immunoblotting et immunohistochimie au niveau des 

lymphocytes périphériques (5), des hépatocytes (5), des macrophages (notamment 

ceux infiltrés au niveau des poumons) (5), des cellules stromales (12), des cellules 

gliales (12), de certaines cellules épithéliales (12) et des cellules stromales du 

placenta humain (14). 
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► Activité enzymatique 

La TP est une enzyme impliquée dans le métabolisme des nucléosides et, 

plus précisément, dans le métabolisme des déoxy-nucléosides pyrimidiques (e.g. 

thymidine, uridine). La réaction enzymatique catalysée par la TP est présentée en 

Figure 1. Il s’agit d’une phosphorolyse du nucléoside avec obtention de la base 

azotée correspondante et d’un déoxy-ribose-1-phosphate (1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Réaction enzymatique médiée par la TP. Le sens préférentiel de la réaction enzymatique 

correspond à la phosphorolyse du nucléoside (e.g. la Thymidine) et à la libération de la base 

nucléique correspondante et du Ribose-1-Phosphate 

Cette réaction enzymatique est réversible mais, en conditions physiologiques 

dans des cellules eucaryotes, il semble qu’elle soit préférentiellement orientée vers le 

catabolisme des nucléosides et la synthèse de la base pyrimidique correspondante. 

En effet, la réaction enzymatique est déséquilibrée par la dégradation rapide du 2-

déoxy-ribose-1-phosphate (15). De plus, la TP présente de nombreux sites de 

liaisons pour la thymine qui pourra inhiber l’enzyme (16). Devant ce résultat, d’autres 

auteurs ont émis l’hypothèse que la thymine est le produit « préférentiel » de la 

réaction enzymatique, puisqu’il peut exercer un rétro-contrôle négatif (17). 
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La TP joue un rôle fondamental dans le maintien de l’homéostasie du pool de 

nucléosides triphosphates (18). Elle assure le maintien d’un nombre constant de 

nucléosides triphosphates afin de permettre la bonne réplication de l’Acide 

DésoxyriboNucléique (ADN) ou sa réparation. A noter qu’à la différence d’autres 

enzymes impliquées dans la synthèse des acides nucléiques, elle ne présente pas 

de variations de son activité au cours du cycle cellulaire (19). 

Enfin, des études biochimiques ont démontré que la TP reconnaît un grand 

nombre de substrats différents (Figure 2) : la thymidine, l’uridine mais aussi la 

2’déoxy-uridine (20) ainsi que d’autres dérivés pyrimidiniques dont des anticancéreux 

comme la 5’deoxy-5-fluorouridine (5’dFUrd ; 5’DFUR) et le 5-Fluorouracile (5-FU) 

(21, 22). A noter que le 5’DFUR est, via la TP, une prodrogue du 5-FU (23).  

Nom des substrats R1 R2 R3 

Thymidine CH1 H OH 

Uridine H OH OH 

2’Deoxyuridine H H OH 

2’Deoxy-5-Fluorouridine F H OH 

5’Deoxy-5-Fluorouridine 

(5’-DFUR) 

F OH H 

 

5-Fluorouridine F OH OH 

 

Figure 2 : Noms et formules des principaux nucléosides métabolisés par la TP. 

► Activité angiogénique 

L’effet angiogénique de la TP a été mis en évidence in vivo. La TP possède un 

effet (dose dépendant) de chimiotaxie vis-à-vis des cellules endothéliales in vitro. 

Ainsi, des cellules endothéliales d’aorte de bœuf en présence de TP (concentration 

supérieure à 10 ng/mL) ont une migration accrue en chambre de Boyden (modèle 

d’étude in vitro de la migration cellulaire) (7, 24). 

En 1995, Moghaddam et son équipe ont montré une amélioration de la 

vascularisation et de l’angiogénèse pour des rats traités par la TP versus (Vs) des 
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rats contrôles traités par un tampon phosphate. Ils ont de plus déterminé que la TP 

ne possède pas d’activité mitogénique in vitro (24). 

Cependant la TP présente d’autres caractéristiques inhabituelles pour un 

facteur angiogénique. Ainsi, son activité enzymatique est indispensable pour 

observer un effet angiogénique in vivo (24, 25). Une autre particularité de la TP est 

qu’elle ne peut pas être sécrétée par les cellules puisque la protéine ne comprend 

aucun signal de sécrétion (17). 

Il est donc fort probable que la TP exerce son effet angiogénique de façon 

indirecte. Brown, en 1998, émet l’hypothèse que cet effet passe par la synthèse du 

2’déoxy-D-ribose-1-phosphate (Figure 1) (17). En effet, au niveau intra-cellulaire le 

2’déoxy-D-ribose-1-phosphate est rapidement déphosphorylé en 2’déoxy-D-ribose 

(20). Il peut alors diffuser librement à travers la membrane cellulaire et passer au 

niveau extra-cellulaire (26). Il pourrait alors stimuler la migration des cellules 

endothéliales selon le même mécanisme qui a été décrit pour le glucose. Le glucose 

qui, en tant que nutriment, attire les cellules de façon passive, selon son gradient de 

concentration (27). 

2 – Implications de la TP dans la pathologie tumorale 

a – Surexpression au niveau des tissus cancéreux 

Dans les années 1970, il a été montré que des patients atteints de cancer 

présentaient des concentrations plasmatiques de TP plus élevées par rapport aux 

sujets sains (28). 

En 1990, Yoshimura et al. ont mis en évidence, par immunoblotting et 

immunohistochimie, sa surexpression au niveau des zones tumorales par rapport 

aux zones non tumorales dans les tissus de l’estomac, du colon et des ovaires (5). 

Moghaddam et al. ont travaillé sur des cancers du sein et ont mis en évidence, 

tant par Western Blot que par immunohistochimie, une surexpression de la TP au 

niveau des tissus cancéreux (32 prélèvements) par rapport aux tissus sains (16 

prélèvements). A noter que lors de l’étude immunohistochimique, la localisation de la 

TP semblait varier entre les différents prélèvements de tissus cancéreux avec, sur 
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certaines coupes, une expression plus importante au niveau des cellules 

cancéreuses et pour d’autres, une expression de la TP au niveau des cellules 

stromales et des cellules inflammatoires infiltrées au niveau de la tumeur (24).  

O’Brien et al. ont examiné 105 exérèses complètes de cancers de la vessie 

(cancers à différents stades lors de l’inclusion des patients dans l’étude). 

L’expression de la TP de ces 105 prélèvements a été comparée (par Western Blot et 

immunohistochimie) à l’expression de 7 prélèvements de vessies saines. La TP était 

de 5 à 15 fois plus élevée au niveau des tissus cancéreux par rapport aux tissus 

sains. Là encore, les études d’immunohistochimie ont démontré que différents types 

cellulaires pouvaient surexprimer la TP. Ainsi, les cellules exprimant la TP étaient 

néoplasiques dans 27% des cancers testés ; dans 72% des cas, des cellules 

inflammatoires infiltrées et dans 30% des cas, des cellules stromales (29).  

Takebayashi et al. ont travaillé sur 163 échantillons de cancers colorectaux. 

Pour chacune des tumeurs, un double prélèvement était effectué : un pour des tissus 

cancéreux et un pour des tissus sains adjacents. Par immunohistochimie, ils ont mis 

en évidence une augmentation significative de la TP au niveau tumoral par rapport 

aux tissus sains, respectivement 42,9% Vs 6,7% (30).  

Des résultats similaires ont été obtenu pour les cancers gastriques (158 

doubles prélèvements) : 43,4% Vs 7,6% (31).  

Enfin, en 1998, dans une étude comparative de l’activité de la TP entre tissus 

cancéreux et tissus sains de mêmes organes (détermination de l’activité 

enzymatique d’extraits de prélèvements tissulaires), l’activité de la TP était, pour tous 

les organes explorés, 3 à 10 fois plus importante au niveau des tumeurs que pour les 

tissus sains (Figure 3) (13). 
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Figure 3 (13) : Activité de la TP dans différents organes. Représentation de la moyenne ± écart-type. 

Histogrammes blancs : tissus sains ; histogrammes noirs : tumeurs. * p<0,05. 

 

Ainsi, d’une façon générale, l’expression de la TP est fortement augmentée 

dans les tissus cancéreux par rapport aux tissus sains (augmentation de 10 à 260 

fois en fonction des tumeurs considérées) (32). 

b – Mécanisme de la surexpression de la TP tumorale 

Pendant longtemps, le mécanisme de cette surexpression au niveau des 

tumeurs est demeuré inexpliqué et reste, à ce jour, incomplètement maîtrisé. 

Une hypothèse a été émise par Toi en 2005. Selon cet auteur, les cellules 

tumorales sont des cellules exprimant fortement des cytokines pro-inflammatoires et, 

par définition, prolifèrent de façon incontrôlée. De plus, l’angiogénèse tumorale étant 

anarchique et déficiente, l’apport en nutriments et en oxygène est réduit (33). Des 
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conditions de stress physiques (hypoxie, diminution des nutriments, cytokines) 

s’exercent donc au sein du micro-environnement tumoral. Or, en 1997, une étude in 

vitro et in vivo menée par Griffiths sur des cellules tumorales MDA-MB-231 (lignée 

tumorale du sein) démontre que des conditions environnementales telles que 

l’hypoxie induite in vitro et in vivo (sur un modèle de xénogreffe murine) ou une 

diminution du pH (pH in vitro = 6,3 – 6,7) conduisent à une augmentation de 

l’expression et de l’activité de la TP (34). De plus, il a été démontré que certaines 

cytokines peuvent induire l’expression de la TP : le Tumor Necrosis Factor α (TNFα) 

via son récepteur R2 (35) ; l’interleukine 1 (IL1); l’interféron α et l’interféron γ (36-38). 

Ainsi, Toi, dans son hypothèse, suppose que l’action des cytokines pro-

inflammatoires ainsi que le stress subit par les cellules au sein de la tumeur conduit à 

une modification phénotypique des cellules cancéreuses et des cellules stromales. 

Ces cellules seraient alors capables d’exprimer de façon très importante des 

cytokines et certaines protéines (dont la TP). Elles seraient alors en mesure d’auto-

entretenir le stress et les fortes concentrations de cytokines au sein du micro-

environnement tumoral (39). Ce mécanisme expliquant la surexpression de la TP au 

niveau tumoral est illustré par la Figure 4. 

A noter qu’en 2000, Brown et al. ont observé que l’addition de thymidine 

(substrat de la TP) dans le milieu de culture de cellules tumorales RT-112 (vessie) 

transfectées afin de surexprimer la TP entrainait un stress oxydatif cellulaire 

important (mis en évidence par la synthèse d’Hème Oxygénase-1). L’hypothèse 

émise par Brown était la suivante : le 2-Deoxy-D-Ribose-1-Phosphate (produit par la 

dégradation de la thymidine par la TP) entraînerait une production de radicaux 

oxygénés libres, générateurs de stress oxydant (40). 
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Figure 4 (39) : Hypothèse du mécanisme de la surexpression de la TP au niveau tumoral. TNFα : 

Tumor Necrosis Factor α ; IL1 (Interleukine 1) ; HIF1α : Hypoxia Inducible Factor 1α ; ERα : 

Oestrogen Receptor α ; NFκB : Nuclear Factor ; mTOR : mammalian Target of Rapamycin ; eIf-4E : 

eukaryotic Initiation factor ; 2-DDR : 2 Deoxy-D-Ribose ; MCP : Macrophage chemoattractant protein ; 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor ; MMP : Matrix Metalloprotease 

 

Le contrôle de la transcription du gène de la TP est encore méconnu.  

En 2002, des études menées sur des cellules de la lignée tumorale WiDr 

(colon) ont démontré que son induction par le TNFα passait par une augmentation 

de la transcription des Acides Ribo Nucléiques messagers (ARNm) (41) via le facteur 

de transcription Sp1 (41). A noter par ailleurs que Sp1 est aussi impliqué dans la 

régulation de l’expression du gène du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) 

(42). 

L’ARNm de la TP présente, à son extrémité 3’, une séquence riche en 

pyrimidines qui est similaire à celle impliquée dans l’augmentation de la stabilité des 

ARNm d’autres gènes. La présence de cette séquence laisse supposer que l’ARNm 

de la TP pourrait aussi être régulé à un niveau post-transcriptionnel (43). Néanmoins, 

une étude ultérieure n’a pas mis en évidence d’augmentation de la stabilité des 

ARNm lors de l’induction de la TP par le TNFα (41). 
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c – Surexpression et croissance tumorale 

Moghaddam et al. a travaillé en 1995 sur des cellules de lignée cellulaire de 

cancer du sein (MCF-7). Ces cellules ont été transfectées par un plasmide contenant 

le gène de la TP et les clones surexprimant la TP ont été isolés. Ces clones n’ont 

pas montré de croissance in vitro plus importante que celle de cellules non 

transfectées. En revanche, des xénogreffes de ces clones sur des souris BALB/c 

nu/nu présentaient une croissance tumorale plus rapide que pour les cellules MCF-7 

de phénotype sauvage (24). 

d – Surexpression et vascularisation tumorale 

En 1996, Takebayashi et al. ont publié une étude sur des cancers colorectaux. 

La densité moyenne de micro-vaisseaux est plus élevée pour les tissus cancéreux 

exprimant la TP que celle des tissus cancéreux n’exprimant pas la TP (30). 

La même équipe a mis en évidence que la densité moyenne de micro-

vaisseaux était significativement plus élevée pour les cancers gastriques exprimant 

la TP que celle des  cancers n’exprimant pas la TP. De plus, le pourcentage de 

cellules cancéreuses exprimant la TP était significativement corrélé à la densité de 

micro-vaisseaux (31). 

e – Surexpression et apoptose 

Afin de mettre en évidence un éventuel effet de la surexpression de la TP sur 

l’apoptose, des cellules de la lignée KB ont été transfectées avec le gène de la TP et 

cultivées in vitro en conditions hypoxiques pendant 72 heures. A 24, 48 et 72 heures, 

la croissance cellulaire était déterminée ainsi que la population de cellules en sub G1 

(population correspondant aux cellules apoptotiques). Les clones surexprimant la TP 

et cultivés en conditions hypoxiques, présentent, dès 48h une croissance deux fois 

plus rapide que les cellules KB non transfectées. A noter qu’en conditions normales 

de culture, la différence de croissance entre les deux types cellulaires n’était pas 

significative. Afin de déterminer l’apoptose induite par les conditions d’hypoxie, la 

détermination des cellules en phase sub G1 a été faite aux mêmes temps et selon 

les mêmes conditions de culture que précédemment (détermination par cytométrie 

de flux). Dès 48 heures de culture en conditions hypoxiques, les cellules KB sur-
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exprimant la TP présentent des pics Sub G1 moins importants que les cellules non 

transfectées. Ainsi, une inhibition de l’apoptose induite par l’hypoxie est observée 

chez les clones sur-exprimant la TP (44). 

Il a été aussi mis en évidence que la TP peut inhiber l’apoptose induite par 

des cytotoxiques : Cisplatine (45) ; Vincristine (46) ; Vinblastine (46) et Paclitaxel 

(46). Des cellules de la lignée Jurkatt (leucémie), de la lignée HCT-15 (colon) et HL-

60 (leucémie) ont été utilisées. Pour chacune de ses lignées, des clones sur-

exprimant la TP ont été créés par transfection. L’effet de la TP sur l’apoptose induite 

par les cytotoxiques était mis en évidence de deux façons : la sensibilité des cellules 

aux cytotoxiques (sensibilité représentée par l’IC50, la concentration de cytotoxique 

nécessaire pour obtenir l’inhibition de 50% de la croissance cellulaire) et la 

proportion de cellules en apoptose (population cellulaire en subG1). Tous les 

cytotoxiques testés lors de ces deux études avaient une efficacité moindre vis-à-vis 

des cellules sur-exprimant la TP que des cellules contrôles de phénotype sauvage 

ou transfectées par le vecteur seul. 

Les mécanismes de cet effet anti-apoptotique de la TP sont encore mal 

cernés. L’équipe d’Ikeda a déterminé que la résistance à l’apoptose induite par 

l’hypoxie passe par le 2’Deoxy-D-Ribose, produit secondaire de la TP (47). En 2006, 

des études complémentaires ont mis en évidence que le 2’Déoxy-D-ribose permettait 

l’inhibition de la phosphorylation (et donc de l’activation) des p38 Mitogen-activated 

Protein Kinase (p38 MAPK), protéines de signalisation impliquées dans le 

déclenchement de l’apoptose induite par l’hypoxie (48). En revanche, en ce qui 

concerne l’apoptose induite par les cytotoxiques, sa diminution et celle de la mortalité 

étaient observées aussi bien pour des cellules surexprimant une TP fonctionnelle 

que pour celles surexprimant une TP inactivée par mutation sélective au niveau de 

son site enzymatique (45, 46). Ainsi, il semblerait que la TP exerce un effet anti-

apoptotique via ses métabolites mais aussi de par un effet direct (45). 
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3 – Utilisations thérapeutiques de la TP 

a – Implication dans le métabolisme de la Capécitabine. 

Les laboratoires Roche ont développé un cytotoxique novateur, la 

Capécitabine (Xéloda®). La capécitabine est un dérivé fluoropyrimidinique (N4-

pentyloxycarbonyl-5’-deoxy-5-fluorocytidine) qui présente l’intérêt de pouvoir être 

administré au patient per os. Cet anticancéreux a les indications suivantes : 

traitement des cancers gastriques, des cancers du sein et des cancers colo-rectaux 

(49).  

C’est une prodrogue non cytotoxique métabolisée en trois étapes 

enzymatiques pour aboutir au cytotoxique actif : le 5-fluorouracile (5-FU). La cascade 

enzymatique d’activation de la Capécitabine est illustrée Figure 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Métabolisme de la Capécitabine. 5’DFCR : 5’Déoxy-5-fluorocytidine ; 5’DFUR : 5’Deoxy-5-

fluorouridine ; CE : Carboxylestérase ; CyD : Cytidine déaminase ; TP : Thymidine Phosphorylase. 

 

Après une absorption rapide et importante par le tractus digestif, la 

Capécitabine est métabolisée dans le foie par la Carboxylestérase (CE) en 5’Déoxy-

5-fluorocytidine (5’DFCR) lui-même métabolisé (au niveau hépatique ou tumoral) par 
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la Cytidine déaminase (CyD) en 5’Deoxy-5-fluorouridine (5’DFUR). Le 5’DFUR est 

quant à lui, un substrat de la TP qui le métabolisera en 5-FU (13).  

L’intérêt de la cascade d’activation enzymatique de la Capécitabine réside 

dans la localisation sélective des enzymes impliquées (13). Ainsi, comme nous 

l’avons vu, la TP est sur-exprimée au niveau des tumeurs ce qui fait que 

théoriquement, la conversion de la prodrogue 5’DFUR en 5-FU se fera de façon 

préférentielle et sélective au niveau des cellules tumorales (13, 50). De plus, parce 

qu’elle est administrable per os, à la différence du 5-FU, la Capécitabine est plus 

simple à utiliser en pratique pour le personnel soignant et pour les patients. 

Le mécanisme d’activation du 5-FU est illustré en Figure 6.  

Le 5-FU est lui-même une prodrogue dont les métabolites possèdent une 

activité cytotoxique. Plusieurs mécanismes d’activation ont été décrits (51). Le 5-FU 

peut être métabolisé en 5-Fluoro-2’déoxyuridine mono phosphate (F-dUMP) qui 

inhibe la Thymidilate Synthase (TS). La TS est l’enzyme clé impliquée dans la 

synthèse de novo des bases pyrimidiques (thymidine) et son inhibition par le 5-FU 

induit un déséquilibre dans le pool de nucléosides tri-phosphates, empêchant la 

bonne réplication de l’ADN. L’inhibition de la TS se fait par la formation d’un 

complexe ternaire inactif composé de l’enzyme, du F-dUMP et d’un cofacteur de 

l’enzyme, l’acide folinique. Une autre voie métabolique d’activation du 5-FU conduit à 

la synthèse du 5-fluorouridine tri phosphate (F-UTP) qui, intégré dans l’ARN, conduit 

à la mauvaise transcription du génome. 

Il est important de noter que la TP peut aussi jouer un rôle important dans 

l’activation du 5-FU puisqu’elle est capable de synthétiser la 5-Fluoro-2’déoxyUridine 

(F-dUrd) à partir du 5-FU, F-dURd métabolisée ensuite par une Thymidine kinase en 

F-dUMP (32). 
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Figure 6 : Schéma d’activation du 5-FU. 5’DFUR : 5’Deoxy-5-fluorouridine ; 5-FU : 5-Fluorouracile ; F-

dUrd : 5-Fluoro-2’déoxyUridine ; F-dUMP : 5-Fluoro-2’déoxyuridine mono phosphate ; F-Urd : Fluoro-

Uridine ; F-UMP : 5-fluorouridine mono phosphate ; F-UDP : 5-fluorouridine di phosphate ; F-UTP : 5-

fluorouridine tri phosphate ; F-dUDP : 5-fluoro-2’deoxyuridine di phosphate ; TP : Thymidine 

Phosphorylase ; TS : Thymidilate synthase ; ARN : Acide Ribo Nucléique. 
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b – Expression de la TP au niveau tumoral et meilleure efficacité 

des Fluoropyrimidines 

La TP est une enzyme clé dans le métabolisme (et l’activation) de la 

Capécitabine. De nombreuses études ont mis en évidence une surexpression de 

cette enzyme au sein des tumeurs. L’expression de la TP au niveau tumoral 

influence t’elle l’efficacité d’un traitement par les dérivés fluoropyrimidiniques ? 

In vitro, sur des cellules d’un carcinome hépatocellulaire SMMC-7721, Zhou et 

al. ont transfecté l’ADNc de la TP afin que les clones sur-expriment l’enzyme. Après 

incubation des cellules en présence de 5’DFUR pendant 5 jours, des essais de 

survie cellulaire (Tests au (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide) ou MTT) ont mis en évidence une toxicité plus importante du 5’DFUR sur 

les cellules sur-exprimant la TP (IC50 = 56,81 ± 9,85 µM) par rapport aux cellules 

contrôles (IC50 = 162,25 ± 11,03 µM). A noter également que le milieu de culture 

des cellules sur-exprimant la TP favorise la migration des cellules endothéliales (52). 

Temmink et al. ont travaillé sur des cellules tumorales de lignée de cancer du 

colon (Colo320 et Colo320TP1). Colo320TP1 est une lignée Colo320 transfectée qui 

sur-exprime la TP. Des essais in vitro de survie cellulaire (Test au sulforhodamine B 

(SRB)) menés avec le 5’DFUR (durée d’incubation de 72h en présence du 

cytotoxique) ont mis en évidence une augmentation de la sensibilité des cellules 

Colo320TP1 vis-à-vis du 5’DFUR (IC50 = 1,4 ± 0,5 µM). Cette sensibilité était 

environ 50 fois plus importante que la sensibilité observée pour les cellules contrôles 

(IC50 = 64,0 ± 3,1 µM). Cette augmentation était inhibée lorsque les cellules 

Colo320TP1 étaient incubées avec du 5’DFUR en présence d’un inhibiteur de la TP, 

le Thyrosine Phosphorylase Inhibitor (TPI) (53). 

Ainsi, au vu de son rôle clé dans l’activation des fluoropyrimidines (5’DFUR et 

Capecitabine), ces essais in vitro ont confirmé une plus grande efficacité de ces 

cytotoxiques contre les cellules sur-exprimant la TP. 
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c – Induction de la TP par les traitements anti-cancéreux. 

A la fin des années 1990, des études in vivo menées sur des modèles de 

xénogreffes ont démontré que l’expression de la TP au niveau des tumeurs pouvait 

être induite par différents traitements anticancéreux. 

En 1998, Sawada et al. ont testé différents cytotoxiques sur un modèle de 

xénogreffes murines (souris BALB/c nu/nu) avec la lignée WiDr (colon). Les 

cytotoxiques testés étaient : le Paclitaxel ; le Docétaxel ; la Mitomycine C ; la 

Doxorubicine ; le Cyclophosphamide ; la Vincristine ; la Vindésine ; la Vinblastine ; le 

Cisplatine et le Méthotrexate. La TP était déterminée par Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay (ELISA), l’anticorps monoclonal anti TP utilisé ne 

reconnaissant pas la TP murine. Les prélèvements de tumeurs furent effectués 8 

jours après l’administration aux souris d’une dose donnée de cytotoxique. Par 

rapport aux souris non traitées, la TP a été fortement augmentée au niveau des 

souris traitées par le Paclitaxel, le Docétaxel et la Mitomycine C alors qu’elle était 

légèrement augmentée dans le cas des souris traitées par le Cyclophosphamide, la 

Vinblastine et la Vindésine. Les autres cytotoxiques n’ont pas donné de résultats 

significativement différents par rapport aux animaux contrôles non traités (54). 

Enda et al. ont travaillé sur le même modèle murin avec des cellules de la 

lignée MX-1 (sein) et avec le Paclitaxel, le Docétaxel ; la Mitomycine C, la 

Doxorubicine, le Méthotrexate et le Cyclophosphamide. Les résultats obtenus étaient 

comparables à ceux de Sawada et al. : forte sur-expression de la TP par les taxanes 

(Paclitaxel et Docétaxel) ; la Mitomycine C et le Cyclophosphamide quatre jours 

après l’administration du cytotoxique aux souris (55). 

En 1999, Sawada et al. ont testé l’effet d’une irradiation sur l’expression de la 

TP au sein de xénogreffes tumorales (souris BALB/c nu/nu). Les lignées tumorales 

utilisées étaient WiDr et HT-29 (Colon) ; SIHA (col de l’utérus) ; MKN-45 (cancer 

gastrique) et MX-1 (sein). Les xénogreffes étaient irradiées localement au jour J0 à 

des doses de 2,5 ou 5 Gy et l’expression de la TP était ensuite déterminée à J+6 et 

J+9 par ELISA. A l’exception des xénogreffes SIHA, toutes les tumeurs irradiées 

présentaient une sur-expression de la TP significative par rapport aux tumeurs non 

irradiées et ce dès le 6ème jour (J+6) (56). 
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Lors de la même étude (56), les auteurs ont également voulu déterminer si, à 

la suite d’une irradiation globale des souris (dose d’irradiation = 5 Gy), la TP 

hépatique murine était induite. La mesure de la TP hépatique n’a pas été effectuée 

par une méthode ELISA du fait de l’absence d’un Anticorps spécifique de la TP 

murine. Elle a été déterminée à partir d’extraits de tissus hépatiques par une 

méthode enzymologique avec détermination de la synthèse de 5-FU à partir de 

5’DFUR. A J+6, l’irradiation globale des souris induisait une augmentation de la TP 

tumorale de 9,4 fois (7,5 ± 0,7 unités TP / mg de protéines) par rapport aux souris 

contrôles non irradiées : (0,8 ± 0,0 unités TP / mg de protéines). En revanche, il n’a 

pas été mis en évidence d’effet de l’induction sur l’activité de la TP hépatique : 

(souris irradiées : 5,3 ± 0,6 µg 5-FU synthétisés/mg protéine/h Vs souris non 

irradiées : 5,5 ± 0,7 µg 5-FU synthétisés/mg protéine/h) (56).  

La même équipe a également exploré la cinétique d’induction de la TP après 

une irradiation (2,5 et 5 Gy) sur des xénogreffes WiDr. Ainsi, l’induction a débuté aux 

alentours de J+3 et se maintient au delà de J+18 (Figure 7) (56). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 (56) : Effet de l’irradiation sur l’expression de la TP au niveau de la xénogreffe WiDr. Les 

résultats sont exprimés par la moyenne ± écart type. * différence significative p<0,05. 0 contrôle non 

irradié ; ● irradiation : 5 Gy ; □ irradiation 2,5 Gy. 
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L’induction de la TP par les anti-cancéreux a aussi été déterminée sur des 

modèles in vitro. Ainsi, en 2003, l’équipe de Milano a travaillé sur des cellules de la 

lignée CAL133 (tête et cou) et ont testé le Gefitinib (Iressa®). Le point intéressant de 

cette étude est que l’expression de l’enzyme (déterminée par RT-PCR quantitative) 

et son activité (déterminée par méthode enzymologique sur des lysats cellulaires : 

synthèse de 5-FU à partir de 5’DFUR) étaient explorées après 24 à 72 heures 

d’exposition des cellules au Gefitinib. Il a ainsi été mis en évidence, par rapport aux 

cellules contrôles non exposées au cytotoxique, une augmentation de l’expression 

de la TP ainsi que de son activité avec un maximum observé pour 48 heures 

d’exposition des cellules CAL133 au Gefitinib. Ces deux augmentations (expression 

et activité) étant corrélées l’une à l’autre (57). 

Enfin, la surexpression de la TP induite par les cytotoxiques a aussi été 

observée lors d’essais cliniques.  

En 2000, une étude clinique a été menée avec l’inclusion de huit patientes 

atteintes de cancer du sein avancé. Chez ces patientes un traitement néo-adjuvant 

par Docétaxel était administré et la détermination de la TP était effectuée par 

immunohistochimie avant et après ce traitement. 5 prélèvements sur 8 étaient 

positifs à la TP au début du traitement et, à la fin du traitement, 6 prélèvements 

présentaient une augmentation significative du marquage de la TP (58). 

En 2004, Toi et al. a étudié 92 patientes atteintes de cancer du sein primaire 

(grade T2-4N0-1M0). Différents groupes de patientes ont été constitués afin 

d’administrer différents traitements anti-cancéreux :  

• Adriamycine (ou Epirubicine) + Cyclophosphamide (14 patientes) ;  

• 5-FU + Adriamycine (ou Epirubicine) + Cyclophosphamide (58 patientes) ;  

• 5-FU + Adriamycine (ou Epirubicine) + Cyclophosphamide + Docétaxel (20 

patientes).  

L’expression de la TP a été déterminée par une technique d’immunohistochimie et 

l’induction était déterminée par la comparaison entre un prélèvement tumoral réalisé 

avant la chimiothérapie et un prélèvement tumoral effectué après la chimiothérapie. 
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Différentes corrélations ont exploré la relation entre l’évolution de l’expression de la 

TP et d’autres facteurs (ménopause ; présence de récepteurs aux oestrogènes ; 

taille de la tumeur, type de chimiothérapie). Les seules corrélations significatives 

trouvées l’ont été entre l’expression de la TP et les traitements anti-cancéreux.  

La TP était particulièrement augmentée pour les patientes traitées par :  

• « Adriamycine (ou Epirubicine) + Cyclophosphamide » (augmentation de la TP 

chez 92,9% des patientes)  

• « 5-FU + Adriamycine (ou Epirubicine) + Cyclophosphamide + Docétaxel » 

(augmentation de la TP chez 65,0% des patientes).  

Pour le traitement « 5-FU + Adriamycine (ou Epirubicine) + Cyclophosphamide », ces 

résultats étaient moins significatifs avec une augmentation de la TP chez 41,4% des 

patientes (59).  

Ainsi, il semblerait que la TP ne soit pas induite selon la même intensité par 

tous les traitements cytotoxiques. Notamment, les traitements à base de 5-FU 

n’induisent pas une surexpression de la TP aussi importante que d’autres traitements 

anti-cancéreux. De plus, on observe parfois une diminution de l’expression de la TP 

chez des patientes traitées avec du 5-FU (59). Une hypothèse pour cette observation 

serait que de fortes concentrations de 5-FU puissent inhiber la TP, comme ce qui a 

été démontré pour certains produits synthétisés par la TP (e.g. la thymine) (16).  

Concernant le mécanisme d’induction de la TP par les différentes thérapies 

cytotoxiques (irradiation, chimiothérapie), une des hypothèses serait que les 

traitements cytotoxiques induisant une mortalité importante au sein de la tumeur, le 

micro-environnement tumoral serait le lieu d’une intense réaction inflammatoire avec 

une augmentation de l’infiltration par les cellules immunitaires (notamment les 

macrophages). Cette infiltration conduirait à l’augmentation des cytokines pro-

inflammatoires qui induiraient à leur tour l’expression de la TP. 
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d – L’association Capecitabine et traitements inducteurs de la TP 

entraîne une amélioration de l’efficacité cytotoxique 

Au vu de ces résultats, l’intérêt de l’association de deux cytotoxiques : l’un 

induisant la TP et l’autre étant un des dérivés fluoropyrimidiniques (5’DFUR ; 

Capécitabine) s’est posé. 

Des études in vivo sur des modèles murins de xénogreffes (souris BALB/c 

nu/nu) avec des lignées WiDr (colon) et MX-1 (sein) ont été menées par les équipes 

de Sawada et de Endo. Ils ont testé l’efficacité anti-tumorale in vivo de plusieurs 

combinaisons de cytotoxiques : celles de traitements inducteurs de la TP (Docétaxel 

(54), Paclitaxel (54), Cyclophosphamide (55) avec des fluoropyrimidines (5’DFUR ou 

Capécitabine). Ces associations permettaient une régression de la tumeur 

significativement plus importante que lors de l’administration d’un seul des 

cytotoxiques de l’association (Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 (54) : Evolution de la taille des tumeurs (WiDr) et de la masse des souris en fonction de 

l’association de cytotoxiques administrée. a. Capécitabine + Paclitaxel. b. 5’DFUR + Paclitaxel. Les 

résultats sont exprimés par la moyenne ± écart type. * différence significative p<0,05. 0 contrôle ; ● 

Paclitaxel seul ; ▲ Capécitabine+Paclitaxel ; ∆ Capécitabine seule ; □ 5’DFUR seul ; ■ 

5’DFUR+Paclitaxel. 
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Des études cliniques ont également confirmé ces résultats chez des malades atteints 

de cancer du sein et de cancer colo-rectal à des stades plus ou moins avancés et 

traités par différentes associations de cytoxiques (Tableau A). 

Résultats 

Stade Cancer 
Type 
étude 

Traitements 
Nombre 

de 
Patients 

Médiane 
Temps sans 
Progression 

(mois) 

Médiane 
Survie 
globale 
(mois) 

Réponse 
objective 

au 
traitement 

% 

Réf 

CANCER DU SEIN 

Docétaxel 256 4,2 11,5 30 
avancé / 

métastatique 

Phase 

III Docétaxel + 

Capecitabine 
255 6,1 14,5 42 

(60) 

Paclitaxel 20 3,1 9,4 26 avancé / 

métastatique / 

résistant aux 

anthracyclines 

Phase 

II Cépacitabine 22 3,0 7,6 36 
(61) 

avancé / 

métastatique / 

résistant aux 

anthracyclines 

Phase 

II 

Paclitaxel + 

Capécitabine 
73 8,1 16,5 52 (62) 

avancé / 

métastatique 

Phase 

II 

Paclitaxel + 

Capécitabine 
47 10,6 29,9 51 (63) 

CANCER COLO-RECTAL 

Capécitabine 4,6 12,9 25,7 
avancé / 

métastatique 

Phase 

III 5-FU + 

Leucoveurine 

>1200 
4,7 12,8 16,0 

(64) 

avancé / 

métastatique 

Phase 

II 

Capecitabine 

+ Oxaliplatine 
96 7,7 19,5 55 (65) 

Tableau A : Résumé des essais cliniques menés sur des associations avec Fluoropyrimidines. 
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Ainsi, de façon globale, ces études cliniques ont permis de confirmer que 

l’association de fluoropyrimidines avec des anticancéreux inducteurs de la 

TP (Paclitaxel ; Docétaxel ; Cyclophosphamide ; Oxaliplatine ; Mitomycine C) permet 

d’obtenir une amélioration des taux de réponse tumorale ; de la durée sans 

progression de la maladie et de la survie globale des patients par rapport à 

l’administration d’un seul cytotoxique de l’association. 

Ces résultats ont d’ailleurs permis d’envisager d’autres protocoles cliniques. 

Ainsi, récemment, une étude clinique de phase II a été mise en place afin de 

déterminer l’efficacité de l’association de la Capécitabine avec le Docétaxel. Cette 

association a été administrée comme traitement de première intention à des 

patientes atteintes de cancer du sein métastatiques. La particularité de ce protocole 

résidait dans le fait que les posologies de la Capécitabine comme celles du 

Docétaxel étaient faibles (respectivement 750 mg 2 fois par jour durant 14 jours 

(jours 1 à 14 du cycle) et 25 mg/m² aux jours 1 et 8 du cycle de 21 jours). Le but de 

cette association étant d’améliorer le rapport entre l’efficacité du traitement et la 

survenue d’effets indésirables (66). 

e – L’expression de la TP tumorale est-elle un facteur prédictif de 

réponse aux traitements par les fluoropyrimidines ? 

La question de l’efficacité de l’expression de la TP au niveau tumoral en tant 

que marqueur pronostic de bonnes réponses aux traitements par les 

fluoropyrimidines s’est rapidement posée. 

En 2005, Han et al. ont publié les résultats d’une étude clinique de phase II 

menée chez 30 patients atteints de cancer du poumon avancés non à petites 

cellules. Ces patients étaient traités par l’association Docétaxel et Capécitabine et la 

TP était évaluée par immunohistochimie. Ils ont déterminé que l’expression de la TP 

au niveau des cellules tumorales était corrélée de façon significative à la bonne 

réponse au traitement (67). 

Meropol et al. ont publié en 2006 des résultats d’une étude clinique de phase 

II. Les 67 patients inclus dans l’étude étaient atteints de cancers du colon 

métastatiques et le traitement (de première intention) était l’association Capécitabine 
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et Irinotécan. La TP était déterminée par immunohistochimie et par RT-PCR 

effectuée à partir des prélèvements tumoraux. La réponse objective au traitement 

ainsi que la survie globale des patients étaient corrélées à l’expression de la TP dans 

les tumeurs (68). 

Récemment, au cours d’une étude de phase II menée sur 47 patientes 

atteintes de cancer du sein métastatique, le traitement était l’association de la 

Capécitabine avec le Docétaxel. La TP était déterminée par immunohistochimie et 

par RT-PCR quantitative. Chez les patientes dont la tumeur primaire exprimait la TP, 

il a été observé une plus longue durée sans progression de la maladie (69). 
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II – Protocoles expérimentaux mis en place 

1 – Avant-Propos : les taxanes 

La plupart de ces protocoles expérimentaux ont été mis en place afin de 

pouvoir étudier l’induction de la TP par les taxanes. Les taxanes sont des molécules 

cytotoxiques qui inhibent la dépolarisation des microtubules, bloquant les cellules au 

cours de leur cycle cellulaire et entraînant ainsi la mort cellulaire. Le premier taxane 

commercialisé en 1993 par Bristol-Myers Squibb® a été le Paclitaxel (Taxol® ; PTX). 

Le Paclitaxel est un composé extrait de l’écorce de l’if du Pacifique (Taxus brevifolia). 

Il est indiqué dans les cancers du sein avancés ou métastatiques, les cancers des 

ovaires et les cancers du poumon non à petites cellules (49). Le second taxane 

commercialisé est le Docétaxel (Taxotère® ; DTX), développé par Sanofi-Aventis® et 

mis sur le marché en 1995. Il s’agit d’un dérivé hémisynthétique issu d’extraits 

d’aiguilles de l’if européen (Taxus bacatta). Ses indications sont les cancers du sein, 

les cancers gastriques avancés, les cancers de la prostate et les cancers 

bronchiques non à petites cellules (49). 

L’efficacité de ces molécules ainsi que les indications communes avec les 

fluoropyrimidines justifient leur association. De plus, nous avons précédemment 

décrit que le Paclitaxel et le Docétaxel avaient le pouvoir d’induire la TP au sein des 

cellules tumorales.  

A ce jour, de nouveaux dérivés des taxanes sont testés cliniquement. On peut 

ainsi raisonnablement se demander si ces futurs médicaments présentent un 

potentiel d’induction de la TP, ce qui rendrait leur association avec la Capécitabine 

particulièrement intéressante. La mise au point d’un modèle permettant de répondre 

à cette problématique est la thématique du travail qui suit.  

Dans les résultats que nous vous présentons ci-après, le terme « taxoïde » 

désignera un de ces dérivés des taxanes dont nous souhaitons étudier le potentiel 

d’induction de la TP. De plus, au vu de la littérature, nous avons choisi le Docétaxel 

(DTX) comme notre témoin positif d’induction de la TP. 
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2 – Mise en évidence de l’induction de la TP 

a – Détermination de la synthèse du 5-FU 

► Rationnel 

Comme décrit précédemment, la TP est une enzyme clé dans le métabolisme 

des fluoropyrimidines. Elle catabolise le 5’DFUR en 5-FU. Ainsi, lorsque l’on ajoute 

une quantité constante de substrat (5’DFUR) dans un milieu contenant l’enzyme, on 

peut considérer que la quantité de produit (5-FU) synthétisé en un temps déterminé 

doit correspondre à la quantité de l’enzyme présente dans le milieu. 

Pour objectiver l’induction de la TP par les taxanes à partir de cellules de 

lignées du sein ou du colon, nous avons mis en place un modèle pharmacologique 

dont le principe est une double incubation successive des cellules tumorales. La 

première se fait en présence des taxanes (Docétaxel et taxoïde) pendant une 

période déterminée afin d’induire la TP sans pour autant induire une mortalité trop 

importante des cellules. La seconde incubation s’effectue sur les cellules vivantes 

issues de la première incubation en présence de 5’DFUR en concentrations sub-

toxiques (Figure 9) 

 

Cellule tumorale 

Cellule tumorale 
  

 

 

 

Figure 9 : Principe du modèle pharmacologique d’étude in vitro de l’induction de la TP par les taxanes. 

TP : Thymidine Phosphorylase ; 5’DFUR : 5’Fluoro-5-DeoxyUridine ; 5-FU : 5-FluoroUracile ; 

HPLC/UV : Chromatographie Liquide Haute Performance/détecteur UV. 

 

L’induction de la TP est alors objectivée en comparant les concentrations de 

5-FU synthétisé par les cellules tumorales pré-incubées avec inducteurs (DTX et 
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taxoïde) avec les concentrations de 5-FU synthétisé par les cellules tumorales pré-

incubées sans inducteurs (cellules contrôles). 

Les concentrations de 5-FU synthétisé par les cellules sont déterminées par 

Chromatographie Liquide Haute Performance couplée à un détecteur Ultra-violet 

(HPLC/UV) après une phase d’extraction du 5-FU à partir du milieu de culture. 

► Matériel et Méthodes 

Les cellules utilisées sont issues de lignées de cancer du sein (MCF-7 ; MDA-

MB-231). Les cellules MCF-7 expriment des récepteurs aux estrogènes alors que les 

cellules MDA-MB-231 ne les expriment pas (70). Nous avons aussi travaillé sur une 

lignée de cancer du colon (HT-29). Elles sont maintenues dans du milieu de culture 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) complémenté de 5% de Sérum de Veau 

Fœtal (SVF) et cultivées en incubateur à 37°C et à 5% de CO2.  

Les cytotoxiques : Paclitaxel (Taxol® ; PTX) ; Docetaxel (Taxotère® ; DTX) ont 

été fourni gracieusement par l’Unité Centralisée de Reconstitution des 

chimiothérapies anticancéreuses (UCR) du Centre Hospitalier Universitaire Jean 

Minjoz de Besançon. Le 5’DFUR, le 5-FU et le 5-Fluoro-Cytosine (5-FC) ont été 

obtenus auprès de Sigma-Aldricht®. La chaine HPLC utilisée pour doser le 5-FU est 

une chaîne SpectraSystem® (Thermo®) couplée à un détecteur à barrettes de diodes 

UV6000LP® de la même marque. La colonne HPLC utilisée est une Polaris® 5 C18-

A 250 x 4,6 mm (VARIAN®). Les produits chimiques utilisés pour l’extraction du 5-FU 

et pour la composition du solvant d’élution ont été fournis par Carlo Erba® et sont 

tous de qualité HPLC.  

L’extraction du 5-FU à partir du milieu de culture a été adaptée du protocole 

utilisé en routine dans le laboratoire de Pharmacologie Clinique et Toxicologie du 

CHU Jean Minjoz de Besançon. Il s’agit d’une double extraction liquide/liquide. Un 

volume constant (3 µL) de standard interne (5-FC) est ajouté à tous les échantillons 

(volume : 500 µL). 40 µL d’une solution d’acétate de sodium 0,5 M pH 4,8 sont 

ajoutés dans les échantillons qui sont vortexés. 250 µL d’une solution de sulfate de 

sodium (200 g/L) sont ensuite ajoutés aux échantillons de même que 7,5 mL du 

solvant d’extraction préparé extemporanément (mélange de 84% de diéthyl éther et 

de 16 % de n-propanol (v/v)) sont ajoutés. Les tubes sont agités 20 minutes sur un 
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agitateur à rouleaux puis centrifugés 5 minutes à 3000 tours/min. La phase 

organique est récupérée puis le deuxième solvant d’extraction est ajouté dans 

chaque tube : 300 µL de tampon phosphate KH2PO4 (50 mM ; pH 11). Les tubes sont 

vortexés puis la phase organique est aspirée. 5 µL de solution d’acide sulfurique 1 N 

sont ensuite ajoutés aux échantillons qui peuvent alors être injectés en HPLC 

(volume d’injection : 80 µL). Les temps de rétention pour le Standard Interne (5-FC) 

est d’environ 3,60 minutes et pour le 5-FU, d’environ 4,80 minutes. La détection du 

5-FU se fait à la longueur d’onde de 262 nm. 

Les points de gamme du 5-FU correspondent aux concentrations suivantes 

(Tableau B). 

µg/L G1 G2 G3 G4 G5 

5-FU 20 40 80 200 400 

Tableau B : Concentrations de points de gamme pour le dosage du 5-FU en HPLC/UV. 

Les concentrations des échantillons sont calculées d’après la courbe de 

régression linéaire calculée à partir des points des gammes. Le graphique de la 

gamme est établi avec les concentrations du Tableau B en abscisse et, en ordonnée, 

le rapport entre la hauteur du pic du 5-FU par rapport au pic du 5-FC (hauteurs 

calculées à partir des chromatogrammes) 

► Mise au point du modèle 

La mise au point de ce modèle pharmacologique d’étude in vitro de l’induction 

de la TP a été faite en plusieurs étapes pour lesquelles nous avons ajusté les 

différents paramètres (durée d’incubation avec le 5’DFUR, concentration du 5’DFUR, 

etc) afin d’avoir les résultats les plus reproductibles possibles et de minimiser la 

mortalité cellulaire induite par le 5’DFUR. Les différences entre les étapes de la mise 

au point de ce modèle sont résumées dans le Tableau C. 

Ainsi, dans un premier temps (expériences A) nous avons cultivé les cellules 

tumorales à la densité de 1 million de cellules par puit. La première incubation des 

cellules avec les taxanes se faisait selon le temps déterminé puis, le 5’DFUR était 

ajouté directement dans chaque puit de culture à la concentration de 100 µg/L. 24 
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heures après, le milieu de culture était récupéré et congelé à -20°C en attendant le 

dosage du 5-FU. Les premières expériences menées sur des cellules HT-29 afin de 

tester différentes concentrations de PTX et les durées de pré-incubations de 24 et 48 

heures ont donné des résultats encourageants. Les cellules incubées avec du PTX 

avaient des concentrations plus importantes de 5-FU aux deux temps par rapport 

aux cellules contrôles. Néanmoins, cette méthodologie présentait un biais important : 

la mortalité induite par les traitements cytotoxiques. Cette mortalité provoque une 

différence importante du nombre de cellules en fonction des concentrations de 

cytotoxiques testées et donc l’impossibilité de comparer objectivement les 

concentrations de 5-FU pour chacune des conditions testées. 

 

 Densité 
cellulaire par 

puit 

Harmonisation du 
nombre de cellules 

avant incubation 
avec le 5’DFUR 

Durée 
incubation 

avec 5’DFUR 
(heures) 

Concentration  
5’DFUR (µg/L) 

Divers 

A 1 million de 

cellules 

Non 24 100 Incubation 

5’DFUR + 

Taxanes 

B 2  millions Comptage cellules 

survivantes et 

correction 

concentration 5-FU par 

nombre cellules 

24 100 Incubation 

5’DFUR + 

Taxanes 

C Variable Comptage cellules 

survivantes et Mise en 

Plaques à la même 

densité / puit 

24 100 Incubation 

5’DFUR + 

Taxanes 

D Variable Comptage cellules 

survivantes et Mise en 

Plaques à la même 

densité / puit 

4 10000 Incubation 

5’DFUR seul 

Tableau C : Caractéristiques des étapes successives de la mise au point du modèle pharmacologique 

d’étude in vitro de l’induction de la TP. 
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Dans un deuxième temps (expériences B), après la pré-incubation avec les 

taxanes, nous avons réalisé un comptage des cellules survivantes. Suite à ce 

comptage, nous avons effectué une remise en culture de ces cellules à une densité 

cellulaire définie et connue. La concentration de 5-FU mesurée pour chacune des 

conditions était ensuite corrigée par cette densité afin de compenser la mortalité 

induite par la pré-incubation des cellules avec les taxanes. Là encore, les résultats 

étaient satisfaisants avec la mise en évidence d’une induction de la TP pour les 

cellules HT-29 mises en présence de PTX. Néanmoins, cette correction 

mathématique ne nous satisfaisait pas car il nous semblait qu’elle était trop artificielle 

et systématique. 

Nous avons alors décidé de pré-incuber avec les taxanes un nombre différent 

de cellules tumorales, sachant que les cellules survivantes seraient comptées et 

remise en culture à la même densité cellulaire quelle que soit la concentration de 

taxanes considérée et la mortalité induite (expériences C). Cette méthodologie nous 

a permis de mieux comparer les différentes conditions testées et de limiter au 

maximum le biais de la mortalité induite par la pré-incubation avec les taxanes. 

Néanmoins, à la fin des deux incubations successives (celle avec les taxanes seuls 

et celle comprenant le 5’DFUR en plus), nous avons constaté une mortalité 

importante pour les différentes conditions. Or, nous voulions aussi limiter ce 

phénomène durant l’incubation des cellules avec le 5’DFUR. 

C’est pourquoi, afin de réduire cette mortalité, nous avons choisi des 

conditions différentes d’incubation avec le 5’DFUR (expériences D). Nous avons 

choisi une durée d’incubation plus courte (4 heures au lieu de 24 heures) en 

conservant la même concentration de 5’DFUR (100 ng/mL). Néanmoins, devant les 

faibles concentrations de 5-FU dosées (la limite de quantification de notre technique 

de dosage était atteinte) nous avons décidé d’augmenter la concentration de 5’DFUR 

(5 puis 10 mg/L au lieu de 100 µg/L). Ces augmentations n’induisant pas une 

augmentation de la mortalité cellulaire à quatre heures d’incubation, nous avons 

décidé de conserver les modalités « D » pour notre modèle. Ainsi, nous avons pu 

obtenir une meilleure reproductibilité entre les différentes expériences. De même, la 

mortalité observée à la fin des quatre heures d’incubation des cellules en présence 

du 5’DFUR était négligeable et comparable entre les différentes conditions de pré-
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incubations. Enfin, les concentrations de 5-FU synthétisées étaient bien quantifiables 

par notre méthode de dosage.  

Cette volonté de normaliser la densité cellulaire lors de nos expériences a été 

confortée par une expérience où les cellules HT-29 étaient mises en culture pendant 

24 heures à des densités cellulaires différentes, normalisées à 1 million de cellules 

par puit et incubées pendant 4 heures avec du 5’DFUR. Les résultats sont présentés 

Figure 10. Nous avons observé des concentrations de 5-FU plus importantes lorsque 

les cellules étaient fortement en confluence (conditions 15 et 6 millions) par rapport à 

des densités cellulaires plus faibles (4,5 ; 3 et 1,5 millions). 

 

0,00

5,00

10,00

15,00

20,00

25,00

30,00

35,00

15 Millions 6 Millions 4,5 Millions 3 Millions 1,5 Millions

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
de

 5
-F

U
 (µ

g/
L)

Densité Cellulaire

HT-29

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Concentrations de 5-FU mesurées suite à l’incubation à différentes densités cellulaires de 

cellules de lignées du colon HT-29 (4 heures – 10 mg/L de 5’DFUR). Les résultats sont exprimés sous 

la forme de moyennes et d’écarts-type. 

 

Nous avons alors testé notre modèle sur les lignées de cancer du sein (MCF-7 

et MDA-MB-231) à notre disposition. Nous avons aussi testé le potentiel d’induction 

de la TP du DTX à différentes concentrations afin de déterminer la meilleure 

condition pour être le témoin positif d’induction de la TP lors des tests sur les lignées 

de cancer du sein. 
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► Résultats 

Suite à l’incubation de cellules tumorales de lignées du sein (MCF-7 et MDA-

MB-231) avec différentes concentrations de Taxanes : 100 ; 10 ; 1 ; 0,1 et 0,01 

ng/mL de taxoïde et 80 ng/mL de DTX pour 24 heures, nous avons obtenu les 

résultats illustrés dans la Figure 11. 
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Figure 11 : Concentrations de 5-FU mesurées suite à l’incubation pendant 4 heures de cellules de 

lignées du sein (MCF-7 ; MDA-MB-231) en présence de 5’DFUR à la concentration de 10 mg/L et 

suite à différentes conditions de pré-incubation en présence de taxanes. Résultats exprimés sous la 

forme de moyennes et écarts-type. 

Pour les cellules MCF-7, les concentrations de 5-FU synthétisées par les 

cellules contrôles incubées sans inducteurs étaient aux alentours de 160 µg/L. Pour 

notre contrôle positif d’induction de la TP (80 ng/mL de DTX), les concentrations 

dosées de 5-FU étaient environ 2,5 fois plus importantes avec des concentrations de 

l’ordre de 400 µg/L. Nous avons aussi pu observer une augmentation de la synthèse 
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du 5-FU dans les cellules tumorales induites par le taxoïde pour les concentrations 

suivantes : 100 et 10 ng/mL. Les concentrations de 5-FU dosées étant 

respectivement 3 et 1,5 fois supérieures à celles observées pour les cellules 

incubées sans inducteurs. 

Pour les cellules de la lignée MDA-MB-231, nous avons aussi pu objectiver 

des concentrations de 5-FU plus importantes pour notre contrôle (80 ng/mL de DTX) 

et pour le taxoïde aux concentrations de 100 et 10 ng/mL. Néanmoins, l’induction par 

rapport aux cellules contrôle non induites était moins importante que celle observée 

pour les cellules de la lignée MCF-7. 

Cette induction a été observée tant pour le PTX sur les cellules HT-29 que 

pour le DTX et le taxoïde sur les cellules MCF-7 et MDA-MB-231. De plus, elle n’est 

observée que pour les concentrations élevées de cytotoxiques. 

b – Détermination de la synthèse de la TP 

► Rationnel 

Afin d’étudier de façon plus précise l’induction de la TP par les taxanes, nous 

avons développé une technique de Reverse Transcriptase-Polymerase Chain 

Reaction temps réel et quantitative (RT-qPCR). En effet, cela nous permet la 

détermination et la quantification des Acides RiboNucléiques messagers (ARNm) du 

gène de la TP. Nous cherchons à mettre en évidence l’induction par les taxanes de 

la transcription du gène de la TP en ARNm. Cela relierait l’augmentation de la 

synthèse de 5-FU observée avec notre modèle pharmacologique avec la synthèse 

de la TP. 

38 

 



► Matériel et Méthodes 

Les cellules utilisées (MDA-MB-231) ont été cultivées de la même façon que 

celle décrite ci-avant. L’extraction des ARN totaux a été effectuée en utilisant du 

TRIzol® (Invitrogen®) et en suivant les recommandations du fabricant. La préparation 

des échantillons pour la RT-qPCR a été effectuée avec un kit QuantiTect® (Qiagen®) 

en suivant les instructions données. La qPCR en elle-même est réalisée sur un 

LightCycler® 480 (Roche®). 

Les cellules tumorales sont incubées avec les taxanes selon les mêmes 

conditions que celles utilisées pour la détermination des concentrations de 5-FU. Les 

durées d’incubation étaient les suivantes : 0h ; 1h ; 4h ; 24 heures. 3 conditions ont 

été testées : Milieu de culture (cellules contrôles) ; DTX à 80 ng/mL et taxoïde à 100 

ng/mL. 

A la fin de l’incubation, les cellules survivantes sont récupérées, les ARN 

totaux extraits et congelés à -80°C. Ensuite, la quantité d’ARN totaux pour chaque 

condition est quantifiée par spectrophotométrie. Les ARN totaux sont traités par la 

Reverse Transcriptase (RT), qui nous permet d’obtenir l’ADN complémentaire 

(ADNc). Cet ADNc est ensuite amplifié en qPCR avec deux types d’amorces, une 

amorce spécifique du gène de la TP et l’autre, spécifique d’un « gène de ménage » 

qui est exprimé de façon constante par la cellule, la β2 microglobuline. La quantité 

d’ADNc de chaque échantillon est obtenue grâce à l’emploi de deux gammes de 

nombres croissants de copies (une gamme pour chaque gène). Les résultats sont 

exprimés par le rapport entre le nombre de copies des ADNc du gène d’intérêt (TP) 

sur le nombre de copies des ADNc du gène de ménage (β2 microglobuline), ce qui 

nous permet de prendre en compte l’état basal de transcription du génome. 

► Résultats 

Les résultats obtenus sur la lignée MDA-MB-231 sont illustrés par la Figure 

12. On observe ainsi un nombre plus important d’ARNm de la TP pour les cellules 

incubées en présence de taxanes dès 4 heures après l’induction. 
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Figure 12 : Transcription du gène de la TP par des cellules MDA-MB-231 incubées en présence de 

taxanes (DTX à 80 ng/mL) et Taxoïde (100 ng/mL) pour des durées d’incubations de 1, 4 et 24 

heures. Résultats exprimés sous la forme de moyennes et écarts-type du nombre de copies d’ADNc 

de la TP par rapport au nombre de copies d’ADNc de la β2-microglobuline. 

 

c – Quantification de la TP au niveau intracellulaire 

► Rationnel 

En parallèle à la mise au point de la technique de RT-qPCR et toujours dans 

le but de vouloir étudier le mécanisme de l’induction de la TP de façon plus précise, 

nous avons cherché à quantifier directement la TP au niveau intracellulaire.  

Nous avons donc réalisé des Western Blot spécifiques de la TP. La technique 

utilise l'électrophorèse sur gel de polyacrylamide « Sodium dodécyl sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis » (SDS-PAGE) pour séparer les protéines.  

Cette technique permet de séparer des protéines selon leur poids moléculaire 

lors de leur migration dans un gel sous l’effet d’un champ électrique. Le gel est créé 

par la polymérisation d’acrylamide et de bis-acrylamide. La grosseur des pores 

formés est fonction de la concentration d’acrylamide. Plus cette concentration est 
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élevée, plus les pores seront petits. Cela permet de mieux séparer les molécules de 

petits poids moléculaires.  

La particularité de la technique de SDS-PAGE est la présence dans le gel d’un 

agent dénaturant : le Sodium Dodécyl Sulfate (SDS). Ce détergent puissant se lie à 

la protéine via ses régions hydrophobes. Il empêche alors la protéine de se replier et 

lui confère une charge négative. Ainsi, ces protéines dénaturées ne seront séparées 

au cours de leur migration dans le gel que selon leur masse moléculaire.  

Les protéines sont ensuite transférées du gel sur une membrane en 

nitrocellulose où elles sont exposées à un Anticorps (Ac) spécifique de la protéine 

d'intérêt : l’anticorps primaire qui est révélé par un Ac secondaire couplé à une 

peroxydase. Cette enzyme aboutit à la synthèse d’un substrat luminescent à partir 

d’un réactif spécifique. La lumière émise sera alors captée par une caméra et l’image 

analysée par ordinateur. L’intensité de la lumière émise correspond à la quantité de 

protéine d’intérêt présente sur la membrane. 

► Matériel et Méthodes 

Les cellules utilisées (MCF-7) sont cultivées de la même façon que décrite 

précédemment. 

L’Ac monoclonal primaire anti TP d’origine murine (SC-47702 – Clone PGF-

44C) a été acheté chez Santa Cruz®. Les modes opératoires et le matériel utilisé 

pour le Western Blot sont ceux validés et utilisés en routine au sein de l’UMR 645 

(EFS Bourgogne Franche Comté). 

Après avoir incubé les cellules en présence de différentes concentrations de 

taxanes sur 24 heures (DTX à 80 ng/mL ; Taxoïde : 100 à 1 ng/mL), les cellules 

survivantes sont trypsinées, lavées et congelées à -80°C sous forme de culot sec. 

Les cellules sont ensuite détruites par ultrasons et la concentration protéique de 

chaque échantillon est déterminée par un test à l’acide bicinchoninique (BCA). Entre 

temps, les gels de polyacrylamide (à 8,5%) sont coulés et montés sur les cuves de 

migration électrophorétique de la marque BioRad®. Pour chaque échantillon, 40 µg 

de protéines totales sont déposés sur le gel pour la migration. Celle-ci achevée, le 

transfert des protéines sur la membrane de nitrocellulose est effectué. La membrane 
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est ensuite incubée pendant 2 heures dans une solution bloquante à base de lait 

puis incubée toute la nuit à +4°C avec l’Ac monoclonal anti TP à la concentration de 

3,3 µg/mL. La membrane est soigneusement lavée puis incubée pendant une heure 

avec l’Ac secondaire anti-murin au 1/3000. Après plusieurs lavages soigneux de la 

membrane, l’Ac secondaire couplé à la peroxydase est révélé par un réactif 

chimioluminescent. La membrane est numérisée grâce à une caméra CCD Chemi-

smart 3126® de chez Vilber Lourmat® et le signal est informatisé. 

► Résultats 

Nous sommes parvenus à mettre en évidence dans nos échantillons une 

bande d’électrophorèse dont la migration correspond au poids moléculaire de la TP : 

44 KDa. Néanmoins, le marquage de cette bande était relativement faible et ne 

permettait pas une quantification efficace de la TP. Cependant, nous distinguons une 

légère différence d’intensité entre les cellules contrôles non incubées avec les 

Taxanes et les cellules incubées avec le DTX et les concentrations de taxoïde à 

partir de la concentration de 10 ng/mL (Figure 13)  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Western Blot de cellules MCF-7 après incubation pendant 24 heures en présence de 

différentes concentrations de taxanes. MC : sans taxanes ; DTX : 80 ng/mL de DTX ; X100, X30, X10 

et X1 : 100, 30, 10 et 1 ng/mL de taxoïde.  

Les marqueurs de migration sont sur la droite du Western Blot. 
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Afin de confirmer cette observation et de quantifier de façon objective 

l’intensité des bandes correspondant à la TP, des essais avec différentes 

concentrations de l’Ac anti TP ont sont actuellement en cours. 

d – Localisation de la TP au niveau intracellulaire : technique 

d’immunocytochimie 

► Rationnel 

D’autres techniques comme l’immunocytochimie permettent une détermination 

des protéines au niveau intra-cellulaire. Cette technique consiste à fixer les cellules 

puis à les inclure dans un bloc de résine que l’on va découper au microtome afin 

d’obtenir des lames. Les cellules sont ensuite marquées avec l’Ac primaire anti-TP 

qui sera ensuite révélé par un Ac secondaire couplé à la péroxydase. L’ensemble est 

révélé par un chromogène (le 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)) substrat de la 

peroxydase qui va produire un colorant de couleur marron. 

► Matériel et Méthodes 

Les cellules utilisées (MCF-7) ont été cultivées de la même façon que celle 

décrite précédemment. 

L’Ac monoclonal primaire anti TP d’origine murine (clone PGF-44C) a été 

obtenu chez Thermo®. 

Le matériel et les protocoles d’immunocytochimie sont ceux utilisés en routine 

par le personnel du laboratoire d’Anatomie-Pathologie du CHU de Besançon. 

Des cellules MCF-7 sont incubées pendant 24 heures en présence du taxoïde 

à la concentration de 100 ng/mL. Les cellules incubées ainsi que les cellules non 

incubées (contrôle) sont lavées, mises en culot puis immédiatement centrifugées et 

fixées grâce au fixateur RCL2®. Chaque culot est ensuite disposé sur un automate 

Tissue-TeK® VIP® qui complétera successivement la fixation des cellules, les 

déshydratera et les imprégnera avec de la paraffine chaude. Cette phase 

d’imprégnation dure toute la nuit. Les culots sont ensuite récupérés et inclus 

manuellement par un opérateur dans de la paraffine chaude. Les blocs de paraffine 

ainsi formés sont montés sur un microtome pour des coupes d’une épaisseur de 5 à 
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6 µm. Les coupes sont montées sur des lames et sont ensuite marquées avec l’Ac 

anti TP (au 1/200) et révélées par un automate spécifique Benchmark® XT de la 

marque Ventana®. 

► Résultats 

Les résultats de cette technique d’immunocytochimie sont présentés Figure 

14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Marquage de la TP par immunocytochimie. Images obtenu par microscopie optique de 

cellules tumorales MCF-7 incubées sans taxanes et après incubation avec la concentration de 100 

ng/mL. 

 

Ainsi, sur une seule expérience, nous avons pu mettre en évidence la 

présence dans le cytoplasme des cellules, d’une coloration brune spécifique du 

marquage de la TP uniquement dans les cellules MCF-7 incubées pendant 24 

heures en présence du taxoïde. A contrario, les cellules contrôles non incubées avec 

le taxoïde ne présentaient aucune coloration brune. 
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e – Localisation de la TP au niveau intracellulaire : technique de 

microscopie confocale 

Nous avons également étudié l’induction de la TP ainsi que sa localisation 

intracellulaire par microscopie confocale (Olympus® Fluoview® SV1000). 

Nous avons fait des essais en réalisant un double marquage intracellulaire 

avec l’Ac monoclonal murin anti TP (SC-47702) révélé par un Ac secondaire anti 

murin couplé au fluorochrome « Fluoresceine Iso Thio Cyanate » (FITC). Le noyau 

des cellules est révélé par le « 4',6-diamidino-2-phenylindole » (DAPI) qui ne se fixe 

que sur l’ADN.  

La Figure 15 illustre les premiers résultats que nous avons obtenus sur des 

cellules de la lignée MCF-7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Marquage de la TP par microscopie confocale. a : Cellules MCF-7 non incubées. b : 

Cellules MCF-7 incubées pendant 24 heures avec un taxoïde à la concentration de 100 ng/mL. Le 

marquage vert correspond au FITC (TP). Le marquage bleu correspond au DAPI (noyau). 

 

Nous avons observé un marquage de la TP plus important au sein des 

cellules pré-incubées avec le taxoïde à la concentration de 100 ng/mL par rapport 

45 

 



aux cellules cultivées avec uniquement le milieu de culture (cellules contrôles). De 

plus, dans ces cellules contrôles, nous avons mis en évidence une localisation de la 

TP au sein du cytoplasme comme au sein du noyau (Figure 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Marquage de la TP par microscopie confocale de cellules MCF-7 non incubées en 

présence de taxanes. Les deux photos sont prises sur les mêmes cellules. a : marquage du noyau 

(DAPI). b : marquage de la TP (FITC). 

f – Induction de la mortalité cellulaire due au 5’DFUR 

► Rationnel 

Un autre modèle qui nous permet de mettre en évidence l’induction de la TP 

par les taxanes consiste à mettre en évidence une différence de l’effet cytotoxique du 

5’-DFUR entre les cellules tumorales pré-incubées avec les taxanes et les cellules 

contrôles (pré-incubées sans taxanes). Puisque l’effet cytotoxique du 5’DFUR est 

exercé par le 5-FU après métabolisation par la TP, nous nous attendons à un plus 

grand effet cytotoxique du 5’DFUR sur les cellules pré-incubées avec les taxanes. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons réalisé des tests de survie 

cellulaire, le test au MTT. Le MTT est un composé qui est réduit par les cellules 

métaboliquement actives. Il en résulte la formation au sein de ces cellules viables 

d’un composé coloré pourpre/violet (le formazan) qui peut être solubilisé et quantifié 

par spectrophotométrie d’absorption. 
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► Matériel et Méthodes 

Les cellules utilisées (MCF-7 et MDA-MB-231) ont été cultivées de la même 

façon que celle décrite précédemment. 

Le MTT est acheté par Sigma-Aldrich®. Le DiMéthyl Sulfoxyde (DMSO) était 

acheté chez Braun®. 

Les cellules tumorales sont incubées dans des plaques 24 puits à la densité 

de 20000 cellules par puit. Les cellules sont pré-incubées avec les taxanes à 

différentes concentrations : 1 à 100 ng/mL pendant 24 heures. Le milieu de culture 

est éliminé (de même que les cellules mortes) puis du milieu contenant du 5’DFUR à 

la concentration de 10 mg/L est ajouté pendant 72 heures. Après l’incubation des 

cellules avec le 5’DFUR, le milieu de culture est éliminé et 1 mL de la solution de 

MTT à la concentration de 0,5 mg/mL est ajoutée dans chaque puit. Les cellules sont 

incubées pendant quatre heures. A la fin de cette incubation, le MTT est éliminé et 1 

mL de DMSO est ajouté afin de solubiliser le colorant pourpre formé à partir du MTT 

par les cellules viables. Après homogénéisation du colorant, la densité optique de 

chaque puit est ensuite lue par un spectrophotomètre ELX800 UV (BioTek®) à la 

longueur d’onde de 490 nm. Cette densité optique est proportionnelle au nombre de 

cellules survivantes dans chaque puit. 

Les résultats de survie cellulaire pour chaque condition sont exprimés par 

rapport à 100 % de survie cellulaire défini par la Densité Optique observée pour des 

cellules cultivées uniquement dans du milieu de culture (sans taxanes et sans 

5’DFUR). Une condition contrôle était ajoutée : elle consiste en l’incubation de 

cellules pendant 72h avec un tampon de lyse afin d’obtenir 0% de survie cellulaire. 

► Résultats 

Avant de réaliser ces expériences, nous avons effectué des expériences de 

cytotoxicité du 5-FU vis-à-vis des cellules MCF-7 et MDA-MB-231 afin de 

sélectionner les meilleures conditions d’incubation de ces cellules en présence du 

5’DFUR. Les résultats de ces expérimentations sont montrés en Figure 17. 
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Figure 17 : Survie cellulaire (lignées MCF-7 et MDA MB 231) à 24 ; 48 et 72 heures d’incubation en 

présence de différentes concentrations de 5-FU. Résultats exprimés sous la forme de moyennes et 

écarts-type. 

C’est à 72 heures d’incubation que la survie observée pour les cellules 

incubées avec des concentrations de 5-FU élevées est minimum tandis que la survie 

des cellules incubées avec des faibles concentrations de 5-FU ne varie pas ou peu 

au cours de cet intervalle de temps. C’est donc la durée de 72 heures que nous 

avons choisie comme temps d’incubation des cellules avec le 5’DFUR.  
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Les résultats des expériences montrant l’effet cytotoxique induit par la TP sont 

présentés Figure 18. 
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Figure 18 : Survie cellulaire lignées MCF-7 et MDA MB 231) après 72 heures d’incubation en 

présence de 5’DFUR (10 mg/L) suite à la pré-incubation des cellules avec différentes concentrations 

de taxanes. Résultats exprimés sous la forme de moyennes et écarts-type. 

 

Nous observons pour les deux lignées MCF-7 et MDA-MB-231 une diminution 

de la survie cellulaire en présence de 5’DFUR lorsque les cellules étaient 

préalablement incubées avec des taxanes (DTX et taxoïde) 

Ainsi, à 72 heures d’incubation en présence de 5’DFUR à 10 mg/L, les cellules 

incubées sans taxanes (« Milieu+DFUR ») présentent une survie cellulaire 
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normalisée de 70% par rapport aux cellules uniquement cultivées avec le milieu de 

culture (sans taxanes ni 5’DFUR). Cette survie chute à environ 30 à 40% pour les 

cellules pré-incubées avec des taxanes (taxoïde : 100 à 10 ng/mL ; DTX : 8à ng/mL). 

Les cellules pré-incubées avec la concentration de 1 ng/mL de taxoïde ne présentent 

pas de différence de survie cellulaire par rapport aux cellules contrôles 

« Milieu+DFUR » 

3 – Mise en Place d’une nouvelle technique de dosage des 

fluoropyrimidines : La LC/MS-MS. 

a – Rationnel 

La HPLC/MS-MS (Chromatographie Liquide Haute Performance (HPLC) 

couplée à une détection par Spectromètre de Masse en tandem (MS-MS)) est une 

technique de dosage des molécules par chromatographie liquide haute performance 

classique couplée à un détecteur particulier : le spectromètre de masse en tandem. Il 

permet la détection et l’identification en fonction de leur rapport masse/charge (m/z) 

des molécules d’intérêt à doser préalablement ionisées et vaporisées. 

En effet, après leur séparation sur une colonne de chromatographie en phase 

liquide, les molécules sont ionisées et vaporisées par la source d’ionisation du 

Spectromètre de Masse en tandem. Il est constitué de trois structures (les 

quadripôles) montées en série. Le premier quadripôle sélectionne certains ions 

d’intérêt en fonction de leur rapport m/z. Le second quadripôle est en réalité une 

chambre de collision contenant un gaz inerte (Argon) où les ions d’intérêt seront 

fractionnés en plusieurs ions fils. Cette fragmentation est fonction de la structure 

chimique des ions parents, de leur énergie cinétique et de la pression du gaz inerte 

dans la chambre de collision (ces trois derniers paramètres pouvant être ajustés lors 

de la mise au point de la méthode). La formation des ions fils est hautement 

spécifique pour une molécule donnée. Les ions fils d’intérêt passent alors dans le 

troisième quadripôle et y sont sélectionnés en fonction de leur rapport m/z. Le 

détecteur du Spectromètre de Masse transforme ces ions fils d’intérêt en signal 

électrique, ce qui permet leur quantification. 
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Ce détecteur présente l’avantage d’être d’une grande sensibilité, avec la 

possibilité de détecter de très faibles concentrations de molécules d’intérêt. Il est 

aussi très spécifique et permet le dosage simultané d’un grand nombre de molécules 

puisque la séparation et la détection des différentes molécules se fait en fonction de 

leur rapport m/z qui dépend de leur structure chimique. De plus, le MS-MS est 

d’autant plus sensible et spécifique qu’il dose chaque molécule en fonction de la 

transition « rapport m/z du ion parent  rapport m/z du ion fils ». Cette transition est 

définie et unique pour chacune des molécules. 

Dans le laboratoire de pharmacologie clinique et toxicologie du CHU de 

Besançon, le dosage du 5-FU et des fluoropyrimidines (Capécitabine ; 5’DFCR et 

5’DFUR) se faisaient par Chromatographie Liquide Haute Performance couplée à un 

détecteur UV type barrette de diodes (HPLC/UV). Ces méthodes de dosage 

impliquent une phase d’extraction et un temps de dosage assez longs. De plus, nous 

devions doser séparément  le 5-FU et la Capécitabine et tous ses métabolites 

(5’DFCR ; 5’DFUR). Enfin, la sensibilité du détecteur par barrette de diodes peut être 

insuffisante dans certaines conditions pour nous permettre de mettre en évidence le 

5-FU sous certaines conditions, notamment lors des études de l’induction de la TP in 

vitro. 

b – Matériel et Méthodes 

Nous travaillons sur un Spectromètre de masse en tandem TSQ Quantum® 

(Thermo®) couplé à une chaîne HPLC Accela® (Thermo®). Tous les réactifs 

chimiques utilisés pour l’extraction et le dosage étaient de qualité « Spectrométrie de 

Masse ».  

Le 5’DFCR et la Capécitabine ont été gracieusement fournis par Roche®. Le 

5-FU, le 5-FluoroCytosine (5-FC), le 5-Chloro-Uridine (5-CU), la Carbamazépine, le 

5’DFUR, le 3-Méthylcytidine methosulfate et le 5-Chloro-2’-deoxyuridine (5’CldUrd) 

ont été obtenus chez Sigma-Aldrich®. Le 5-FU-15N2 a été acheté à CDN Isotopes®. 

Le plasma non thérapeutique utilisé pour la constitution des gammes a été fourni par 

l’Etablissement Français du Sang de Bougogne-Franche Comté. La colonne HPLC 

est une Polaris® 3 µm C18-A 100x2.0 mm (Varian®).  
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Pour la préparation de l’extraction des échantillons, 30 µL d’une solution 

contenant les Standards Internes (SI) : Carbamazépine ; 5’CldUrd  et 5-FU-15N2 

(concentrations : 20 µg/mL) sont ajoutés à 500 µL de plasma humain. La gamme est 

effectuée par ajouts de volumes croissants de solutions contenant les molécules 

d’intérêt (Capécitabine ; 5’DFCR ; 5’DFUR ; 5-FU) dans du plasma à usage non 

thérapeutique.  

La technique d’extraction est dérivée de celle publiée en 2005 par Remaud et 

al.. (71). Il s’agit d’une extraction liquide/liquide simple. 

600 mg de sulfate d’ammonium sont ajoutés aux échantillons qui sont ensuite 

vortexés pendant une minute. Puis 8 mL de solvant organique d’extraction préparé 

extemporanément (mélange de 15% d’isopropanol et de 85% d’éthylacétate (v/v)) 

sont ajoutés aux échantillons qui sont ensuite déposés sur des agitateurs à rouleaux 

pendant 15 minutes puis centrifugés à 3000 g pendant 15 minutes. Le surnageant 

est récupéré puis évaporé dans un bain marie à 50°C et sous un flux d’azote. Les 

extraits secs sont alors repris par 500 µL d’eau et, après une phase de lavage avec 

de l’hexane, sont injectés en HPLC (vol d’injection = 10 µL). 

Le Solvant d’élution final utilisé suit le gradient décrit dans le Tableau D. 

 

Temps  
(minutes) 

Proportion Eau 
(%) 

Proportion 
Acétonitrile (%) 

Débit 
(µL/min) 

0,00 100 0 300 

3,00 100 0 300 

7,00 75 25 300 

15,00 70 30 300 

16,00 100 0 300 

20,00 100 0 300 

Tableau D : Gradient d’élution. 
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Le Tableau E regroupe les caractéristiques des molécules dosées (molécules 

d’intérêt et SI). 

Nom molécule Masse 
Moléculaire 

Charge des 
ions 

m/z  
ion parent 

m/z 
ion fils 

Capécitabine 359,00 Positive 360,10 244,00 

5’DFCR 245,00 Positive 246,00 130,00 

5’DFUR 246,20 Positive 247,10 131,10 

5-FU 130,10 Positive 131,00 114,00 

5-FU-15N2 132,00 Positive 133,00 114,90 

5’CldUrd 262,65 Négative 261,10 171,00 

Carbamazépine 236,3 Positive 237,10 194,00 

Tableau E : Principales caractéristiques et transitions des molécules d’intérêt et des SI. 

 

Les points de gamme correspondent aux concentrations suivantes (Tableau F). 

mg/L G1 G2 G3 G4 G5 G6 

Capécitabine 0,2 0,4 1 2 3 4 

5’DFCR 0,2 0,4 1 2 3 4 

5’DFUR 0,4 0,8 2 4 6 8 

5-FU 0,04 0,08 0,2 0,4 0,6 0,8 

Tableau F : Concentrations des points de gammes. 

Les concentrations des échantillons sont calculées d’après les courbes de régression 

linéaire calculées à partir des points des gammes. Le graphique de la gamme est 

établi avec les concentrations du Tableau F en abscisse et, en ordonnée, le rapport 

entre la surface des pics des molécules d’intérêt par rapport aux pics des SI 

(surfaces calculées à partir des chromatogrammes). 

53 

 



c – Résultats 

Après avoir déterminé les transitions spécifiques (Tableau E) pour chacun des 

composés d’intérêt et pour les SI, nous nous sommes rendus compte que certains 

composés élués simultanément pouvaient interférer les uns avec les autres.  

La première problématique était donc d’obtenir une bonne séparation 

chromatographique de nos composés d’intérêt. 

Ainsi, le composé le plus polaire (5-FU) est, en général, très peu retenu par 

les colonnes de chromatographie classiques. Ce comportement peut poser des 

problèmes pour la bonne détection du 5-FU car bien souvent, il se confond avec le 

front de solvant sur le chromatogramme. Dans notre cas, du fait de l’utilisation de la 

colonne HPLC Polaris® et d’un solvant d’élution composé à 100% d’eau, le 5-FU est 

élué relativement tôt et son pic est bien détectable. Néanmoins, il est primordial que 

pendant cette première phase du gradient d’élution, il n’y ait aucune trace de solvant 

organique dans le solvant d’élution. Dans le cas contraire, le 5-FU serait élué 

beaucoup trop rapidement. C’est pourquoi notre gradient comprend 5 minutes 

supplémentaires après l’élution du dernier composé d’intérêt pour qu’un certain 

volume d’eau passe dans la colonne HPLC et élimine toutes traces de solvants 

organiques avant l’injection du prochain échantillon.  

Un autre groupe de molécules d’intérêt est élué de façon plus tardive 

(5’DFCR ; 5’DFUR). Pour ces molécules mieux retenues par la colonne, il est 

nécessaire d’augmenter la proportion de solvant organique dans le solvant d’élution 

(méthanol ou acétonitrile) selon un gradient progressif et lent pour pouvoir éluer ces 

molécules. Le premier gradient du solvant d’élution (eau plus méthanol) que nous 

avons utilisé ne permettait pas d’obtenir une assez bonne séparation de ces deux 

composés. Or, ils ont des structures chimiques très semblables et le 5’DFCR répond 

de façon importante sur la transition du 5’DFUR, créant ainsi un pic parasite 

interférant la quantification du 5’DFUR. Afin de résoudre cette interférence, nous 

avons choisi d’ioniser de façon différente le 5’DFUR (mode négatif) et le 5’DFCR 

(mode positif) puisque dans ces conditions, le 5’DFCR ne répondait pas sur la 

transition du 5’DFUR. Néanmoins, le 5’DFUR forme plus difficilement des ions 

négatifs que des ions positifs, ce qui rendaient les intensités de pics de 5’DFUR très 
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faibles. Ensuite, nous avons choisi d’optimiser la chromatographie et de remplacer le 

méthanol par de l’acétonitrile.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Chromatogramme caractéristique du dosage des fluoropyrimidines sur HPLC/MS-MS. 
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Ce nouveau gradient a permis l’obtention d’une séparation suffisante de ces 

deux composés (0,40 minute d’écart) et d’ioniser le 5’DFUR en mode positif, 

retrouvant ainsi des intensités de pics suffisamment importantes et ne pas avoir le 

pic parasite du 5’DFCR sur cette transition. 

Le dernier composé (Capécitabine) est le composé le mieux retenu sur la 

colonne. Il a le temps de rétention le plus tardif, que ce soit avec le méthanol ou avec 

l’acétonitrile  

Le chromatogramme caractéristique obtenu avec le gradient du solvant 

d’élution définitif est présenté Figure 19. Les temps de rétention des composés sont 

résumés dans le tableau G. 

La deuxième problématique était de trouver des composés pouvant être 

utilisés comme Standards Internes. Les SI sont des composés qui sont rajoutés à 

concentration fixe dans le milieu dont on cherche à extraire les molécules d’intérêt 

(échantillons, points de gamme, contrôles, dosages). Ils doivent pouvoir être 

correctement extraits par la technique d’extraction au cours de laquelle leur 

comportement doit être le plus semblable possible à celui des molécules d’intérêt. 

Ainsi, en ne considérant plus que le rapport de l’intensité du pic de la molécule 

d’intérêt et du pic du SI, les pertes survenues lors de l’extraction et les variabilités 

dues à l’injection sont compensées. De plus, en HPLC/MS-MS où l’environnement 

moléculaire est particulièrement important dans le dosage des molécules 

(modification de la ionisation avec des variabilités et interférences possibles), il est 

important que le temps de rétention du SI soit le plus proche possible de la molécule 

d’intérêt. Dans notre cas, nous avons trois groupes de molécules qui ont des temps 

de rétention semblables, nous avions donc besoin de trois SI différents. 

Nous avons testé un grand nombre de SI : 5-FC ; 5-CU ; 3-Méthylcytidine 

methosulfate ; Carbamazépine ; 5’CldUrd et 5-FU-15N2.  

La carbamazépine est particulièrement bien retenue selon nos conditions de 

chromatographie. De plus, elle était déjà utilisée dans le laboratoire en HPLC/UV 

comme SI de la Capécitabine. Pouvant être extraite par notre méthode d’extraction, 

elle ne présente qu’un seul inconvénient : comme il s’agit d’une molécule 
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thérapeutique, il faudra veiller à ce que les patients dont on voudra doser les 

fluoropyrimidines ne soient pas traités par la Carbamazépine. 

Pour le 5-FU, nous avons testé le 5-FC qui était utilisé comme SI en 

HPLC/UV. Cependant, son extraction n’est pas satisfaisante avec la méthode que 

nous utilisions. Nous avons alors essayé le 5-CU qui, bien qu’étant un peu plus 

retenu que le 5-FU sur le chromatogramme, était convenablement extrait. Nous 

avons alors utilisé le 5-FU-15N2. Il s’agit d’une molécule de 5-FU mais dont les deux 

atomes d’azote (isotope majoritaire : 14N) ont été remplacés par des isotopes 

stables (15N). Ainsi, le 5-FU-15N2 a, vis-à-vis de l’extraction comme de la 

chromatographie, exactement le même comportement que le 5-FU et une masse 

moléculaire de 132 au lieu de 130,10, ce qui permet de facilement le détecter en MS-

MS et de le différencier par rapport au 5-FU. 

Pour le 5’DFCR et le 5’DFUR, nous avons travaillé dans un premier temps 

avec soit du 5-CU, soit de la Carbamazépine. Néanmoins, les résultats obtenus avec 

ces deux SI n’étaient pas satisfaisants pour ces deux molécules (trop grande 

différence structurale, temps de rétention différents). Nous avons ainsi testé le 

5’CldUrd (formule chimique proche de ces deux molécules) et il s’avère que son 

temps de rétention est similaire à celui du 5’DFCR : il est donc ionisé dans le même 

environnement moléculaire (même composition du solvant d’élution). De plus, 

comme il répond mieux en mode d’ionisation négative, le 5’DFCR ne présente pas 

de pic parasite sur sa transition. 

Les temps de rétention de tous les composés sont présentés dans le tableau 

G. 

Enfin, nous avons pu déterminer que la linéarité de notre méthode de dosage 

est bonne sur les concentrations des gammes respectives. La linéarité est aussi 

bonne pour des concentrations jusqu’à deux fois plus importantes que le G6 et 

jusqu’à quatre fois moins importantes que le G1. 
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Nom molécule 
d’intérêt 

Temps de 
rétention (min)* 

Nom SI Temps de 
rétention (min)* 

5-FU 1,70 5-FC 1,20 

5’DFCR 6,35 5-FU-15N2 1,70 

5’DFUR 6,75 5-CU 2,40 

Capécitabine 11,90 5’CldUrd 6,37 

  Carbamazépine 14,35 

Tableau G : Temps de rétention des composés. * : selon la méthode de chromatographie décrite. 

 

d – Utilisation en routine : Suivi Thérapeutique Pharmacologique 

En routine, le dosage des fluoropyrimidines est utilisé pour le Suivi Thérapeutique 

Pharmacologique (STP) des patients recevant des chimiothérapies comprenant ces 

molécules. Le STP consiste à réaliser des dosages plasmatiques afin de déterminer 

si les concentrations sont dans un intervalle thérapeutique prédéfini qui correspond 

au meilleur rapport « Efficacité / Survenue d’effets indésirables ». Si les 

concentrations sont en deçà de cet intervalle (avec un risque d’inefficacité 

thérapeutique) le STP permet au clinicien d’augmenter la posologie alors que si les 

concentrations sont trop hautes (avec un risque de survenue d’effets indésirables), le 

clinicien aura la possibilité de diminuer la posologie. Toutes les molécules 

médicamenteuses ne nécessitent pas un STP. Le STP présente un intérêt dans le 

monitoring d’un médicament lorsque ce dernier présente plusieurs caractéristiques 

parmi les suivantes :  

• L'existence d'une corrélation forte entre la concentration plasmatique et l’effet 

thérapeutique du médicament. 

• L'absence de corrélation entre la dose prescrite et la concentration 

plasmatique du médicament (due à une variabilité inter-individuelle et/ou intra-

individuelle importante). 

58 

 



• Une marge étroite entre la concentration thérapeutique et la concentration 

toxique du médicament (faible index thérapeutique). 

• Une méthode analytique de dosage spécifique, fiable, rapide et applicable sur 

le plasma. 

Parmi les fluoropyrimidines, le 5-FU présente toutes ces caractéristiques. Ainsi, 

sa cinétique est non linéaire (avec une impossibilité de prédire les concentrations 

plasmatiques en fonction de la posologie administrée). Ensuite, il a été démontré une 

relation entre l’Aire Sous la Courbe du 5-FU et l’efficacité du traitement (72). Enfin, 2 

à 5% des patients présentent un déficit de l’enzyme responsable de la dégradation 

du 5-FU, la DihydroPyrimidine Déshydrogénase (DPD). Ces patients ont donc un 

risque très important d’être en surdosage avec un risque important de toxicité (72). 

e – Avantages de la méthode de dosage par HPLC/MS-MS 

Lorsque cette méthode de dosage des fluoropyrimidines sera validée par 

notre laboratoire, elle apportera de nombreux avantages par rapport aux deux 

méthodes de dosage HPLC/UV utilisées actuellement (une pour doser le 5-FU et 

l’autre pour doser la Capécitabine, 5’DFCR, 5’DFUR) : 

• premièrement, elle nous apportera un gain important en sensibilité, nous 

permettant de détecter et de quantifier les fluoropyrimidines à de plus petites 

concentrations que ce que nous permet actuellement la HPLC/UV. 

• deuxièmement, nous pourrons doser en une seule manipulation (extraction et 

chromatographie) le 5-FU et la Capécitabine. 

• troisièmement, nous rendrons plus rapidement les résultats de ces dosages, 

apportant par là même un service plus grand aux patients et aux cliniciens lors 

de l’utilisation de cette méthode en routine au laboratoire. 

• quatrièmement, la HPLC/MS-MS nous permettra, le cas échéant, d’ajouter 

éventuellement le dosage d’autres fluoropyrimidines tel que le Tégafur 

(UFT®). Le Tegafur est une prodrogue du 5-FU mais qui est activée au niveau 

hépatique par le Cytochrome CYP2A6. Nous comptons également détecter 

par notre méthode de dosage la présence dans les échantillons plasmatiques 
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d’un inhibiteur de la Cytidine déaminase (enzyme responsable de la 

métabolisation du 5’DFCR en 5’DFUR). En effet, cette enzyme est toujours 

active dans le plasma et cette activité peut entraîner un biais avec un risque 

de sur-estimation du 5’DFUR et risque de sous-estimation des concentrations 

de 5’DFCR. C’est pourquoi, lors de la réception et de la préparation des 

échantillons plasmatiques, un inhibiteur enzymatique, la TétraHydroUridine 

(THU) est ajouté dans le plasma. Le fait de pouvoir détecter la présence de la 

THU dans les échantillons dosés correspondrait à la mise en place d’un 

contrôle interne de qualité spécifique. 
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III – Discussion et Perspectives 

Au cours de nos travaux, nous avons mis en évidence que la pré-incubation 

de cellules tumorales avec les taxanes entraînait une augmentation de la quantité de 

5-FU synthétisé par rapport aux cellules incubées sans taxanes. De plus, nous avons 

montré que cette augmentation était dose-dépendante. Nous avons également mis 

en évidence une augmentation de la synthèse des ARNm de la TP ainsi que son 

augmentation au niveau intra-cellulaire. Donc, l’augmentation de la synthèse de 5-FU 

est très probablement la conséquence d’une induction de la TP. Enfin, nous avons 

observé que cette induction de la TP conduisait à une augmentation de la mortalité 

des cellules tumorales lorsqu’elles étaient incubées avec du 5’DFUR. 

Nous avons mis en évidence l’induction de la TP de façon fonctionnelle. Dans 

la littérature, d’autres études ont exploré l’induction de la TP sur des lignées 

cellulaires mais en dosant le 5-FU synthétisé par des lysats cellulaires en présence 

de 5’DFUR (45, 57, 73). En effet, les auteurs de ces études induisaient la TP à partir 

de cultures cellulaires, lysaient les cellules sans les normaliser par nombre de 

cellules vivantes puis commençaient la synthèse de 5-FU à partir de 5-DFUR (la 

normalisation se faisant par la concentration protéique totale). Or, nos études ont mis 

en évidence que la TP pouvait être induite de façon différentielle en fonction de la 

densité cellulaire (cf Figure 10), rendant ainsi très importante la normalisation des 

densités cellulaires. De plus, le modèle que nous avons développé permet le 

maintien de l’intégrité cellulaire durant toute la phase d’induction de la TP et de 

synthèse du 5-FU qui est le reflet de l’activité des cellules vivantes. Il nous apparaît 

donc plus proche de la physiologie, reflétant mieux la situation intra-tumorale. 

Lors de nos travaux, nous avons mis en évidence une induction concentration 

dépendante de la TP par les taxanes sur deux lignées cellulaires de cancer du sein 

(MCF-7 et MDA-MB-231). Or, les concentrations de 5-FU synthétisées à partir d’une 

même concentration de 5’DFUR, avaient une tendance à être plus importantes lors 

des expériences menées sur MCF-7 par rapport à MDA-MB-231. A notre 

connaissance, aucune donnée publiée à ce jour n’a établi de différence entre ces 

deux lignées au niveau de l’expression de la TP. Il pourrait être intéressant de 

déterminer si cette différence de synthèse du 5-FU peut être imputée à une 
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quelconque différence entre les deux lignées. Ces deux lignées ont-elles une 

différence d’expression de la TP ? La mise au point d’une technique de cytométrie en 

flux qui nous permettrait de doser directement la TP au niveau intracellulaire pourrait 

mettre en évidence cette éventuelle différence. Nous avons effectué quelques essais 

et testé l’anticorps monoclonal murin anti-TP (SC-47702) de chez Santa Cruz® que 

nous avions utilisé pour les essais en Western blot et pour la microscopie confocale. 

Néanmoins, à ce jour, les résultats en cytométrie de flux ne sont pas concluants. 

Nous testons donc actuellement différentes méthodes de perméabilisation des 

cellules afin d’améliorer le marquage intracellulaire de la TP et nous comptons tester 

de nouveaux Ac anti-TP. 

Nous avons également constaté que l’augmentation du 5-FU était dose-

dépendante. Ces observations sont cohérentes avec plusieurs autres résultats 

obtenus tant in vitro qu’in vivo avec d’autres cytotoxiques et d’autres lignées 

cellulaires. Ainsi, Magné et al. (57), avec des cellules CAL33, ont également 

démontré un effet concentration dépendant du Gefitinib (Iressa®) sur l’induction de la 

TP. In vivo, Sawada (54) et Endo (55) ont mis en évidence que l’induction de la TP 

suit un effet concentration dépendant pour différents cytotoxiques : le Paclitaxel ; 

Docétaxel ; la Mitomycine C ; la Vinblastine et la Vindésine. 

De plus, cet aspect de l’induction de la TP par les taxanes est cohérent avec 

les résultats des tests de cytotoxicité que nous avons réalisés par la suite. Ainsi, à 72 

heures, nous observons que la mortalité induite par le 5’DFUR est aussi 

concentration dépendante. Des résultats similaires ont aussi été décrits dans la 

littérature par Magné et al. (57). Néanmoins, les méthodologies utilisées différaient 

puisque les conditions d’incubations des deux cytotoxiques (Gefitinib et 5’DFUR) 

étaient différentes. Magné commençait l’incubation des cellules tumorales avec le 

Gefitinib pendant 48 heures puis ajoutait le 5’DFUR dans le milieu pendant 48 

heures supplémentaires. Notre méthodologie, qui utilise une incubation séquentielle 

des deux cytotoxiques (Taxane puis 5’DFUR), nous semble plus adaptée pour mettre 

en évidence l’effet propre de l’induction de la TP sur la mortalité cellulaire. En effet, 

dans la mesure où nous normalisons le nombre de cellules vivantes avant la 

synthèse du 5-FU, la mortalité propre induite par le taxane n’interfère pas avec celle 

du 5-FU produit. De plus, après 48 heures d’incubation avec le cytotoxique, les 
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auteurs de cette étude ne procédaient pas à une normalisation avant ajout du 

5’DFUR. Or, nous avons mis en évidence un effet de la densité cellulaire sur l’activité 

de la TP. Il est donc difficile de différencier l’effet résultant des modifications de la 

densité cellulaire dues au cytotoxique de l’effet propre dû à son induction. Nous 

observons ainsi des différences de mortalité uniquement dues à la différence 

d’induction de la TP et non à l’effet cytotoxique propre du cytotoxique associé à son 

effet inducteur sur la TP. 

Nous avons également étudié l’évolution de l’induction de la TP au cours du 

temps grâce à la RT-qPCR. Pour cela, nous avons travaillé avec des conditions pour 

lesquelles nous avions observé une augmentation des concentrations de 5-FU avec 

notre modèle in vitro (80 ng/mL de DTX et 100 ng/mL de taxoïde). Nous avons alors 

observé l’évolution de la transcription au cours du temps (0h, 1h, 4h, 8h, 24h) et mis 

en évidence une augmentation du nombre de copies d’ARNm dès 4 heures 

d’incubation avec les taxanes. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus en 

2002 par Zhu et son équipe qui ont observé une induction de la transcription du gène 

de la TP par le TNFα  à partir de 6 heures (41). Les informations tirées de ce type 

d’expérience pourraient être utilisées pour adapter au mieux les administrations de 

taxanes et de Capécitabine afin d’optimiser l’effet inducteur de la TP. Naturellement, 

pour l’utilisation en clinique, il faudrait tenir compte du temps de métabolisation de la 

Capécitabine en 5’DFUR.  

Nous avons observé en microscopie confocale une augmentation de la 

présence de la TP au sein du cytoplasme des cellules incubées avec des taxanes à 

24 heures. Cependant, les résultats que nous avons obtenus par immunocytochimie 

étaient légèrement contradictoires avec ceux décrits par la littérature et avec nos 

résultats obtenus par microscopie confocale. En effet, si l’induction de la TP par les 

taxanes au niveau du cytoplasme à 24 heures était observée tant en 

immunohistochimie qu’en confocal, les techniques d’immunocytochimie ne nous ont 

pas permis de mettre en évidence la présence de la TP au sein du noyau des 

cellules MCF-7 non incubées. Or, la présence de TP au sein du noyau des cellules 

MCF-7 non incubées a été observée par microscopie confocale. De plus, en 1995, 

Fox et al. mettait en évidence la TP dans le noyau et dans le cytoplasme des cellules 

saines. A ce jour, nous ne nous expliquons pas cette différence de résultats entre 
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l’immunohistochimie et le microscope confocal. L’anticorps monoclonal anti-TP murin 

utilisé pour les deux techniques n’était certes pas de la même entreprise mais était 

issu du même clone (PGF-44C) dans les deux cas. D’autre part, les techniques de 

fixation / perméabilisation des cellules n’étant pas identiques, cela peut 

éventuellement expliquer cette différence de marquage. Enfin, le masquage potentiel 

d’un marquage intra-nucléaire par le colorant mettant en évidence le noyau n’est pas 

à exclure. 

Enfin, à notre connaissance, il n’y a pas eu de publications mettant en 

évidence la TP par microscopie confocale. Cette technique, couplée à la RT-qPCR, 

nous permettra d’étudier la localisation la TP en parallèle à la transcription de son 

gène. Elle pourrait également nous permettre d’étudier une éventuelle évolution de la 

localisation de la TP en fonction du temps d’incubation, évolution qui n’a pas été 

encore décrite. De plus les études d’immunohistochimie publiées n’ont pas étudié 

cette éventuelle mobilisation de la TP au niveau intracellulaire. 

Les essais de cytotoxicité in vitro nous ont permis d’obtenir des résultats 

encourageants quant à l’efficacité de l’association entre le 5’DFUR (métabolite de la 

Capécitabine - Xeloda®) et un taxoïde vis-à-vis des deux lignées de cancer du sein 

testées (MCF-7 et MDA MB 231). Pour nos deux lignées du sein, les cellules 

incubées par l’association de taxanes et du 5’DFUR présentaient une survie 

cellulaire moins importante que les cellules incubées seulement avec le DFUR (35% 

Vs 70%). Ces résultats sont encourageants pour nos essais in vivo et sont aussi en 

corrélation avec les résultats publiés sur les associations entre taxanes et 

fluoropyrimidines, que ce soit in vivo ou lors d’études cliniques (60, 62, 63). Nous 

pensons déterminer par le même test de survie cellulaire (MTT) les IC50 des 

différents cytotoxiques et de leur association.  

Le modèle que nous avons mis au point devrait permettre de tester le pouvoir 

inducteur sur la TP de nouveaux cytotoxiques afin de déterminer une potentielle 

synergie thérapeutique avec la Capécitabine. Les résultats que nous présentons ont 

été obtenus à partir de cultures cellulaires. Avant de pouvoir les extrapoler à la 

clinique, nous nous proposons de réaliser des études sur un modèle plus élaboré. 

Ainsi, nous prévoyons de développer un modèle de xénogreffe murine sur des souris 

nu/nu avec les cellules des lignées MCF-7 et MDA-MB-231. Les anti-cancéreux dont 
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nous voulons étudier le potentiel d’induction de la TP seront administrés aux 

animaux selon une séquence à définir ultérieurement. Le 5’DFUR (ou la 

Capécitabine) sera ensuite administré et le 5-FU sera récupéré directement au sein 

de la tumeur par une technique de microdialyse. Son dosage nous permettra 

d’évaluer l’induction de la TP par les traitements administrés aux souris. Nous aurons 

également un indice de l’efficacité anti-tumorale des associations testées en suivant 

la croissance des xénogreffes. Nous pourrons enfin prélever les tumeurs afin de 

réaliser des marquages de la TP par immunohistochimie. Le passage au modèle in 

vivo nous apportera un niveau de compréhension physiologique supérieur par 

rapport à notre modèle in vitro. 

Finalement, toutes ces expériences visant à étudier l’évolution de la TP en 

fonction des concentrations de taxanes et du temps devraient nous donner une 

bonne appréhension de notre modèle d’étude in vitro de l’induction de la TP. Cette 

maîtrise pourra nous permettre d’envisager la conception d’un modèle ex vivo 

d’évaluation de l’efficacité de l’induction de la TP chez les patients. Ce test ex vivo 

pourrait se faire sur les cellules mononuclées isolées du sang des patients avant et 

après le traitement inducteur de la TP. En incubant ces cellules avec du 5’DFUR et 

en dosant le 5-FU produit, il devrait être possible d’estimer l’efficacité de la TP. 

L’évolution de cette activité avant et après administration du traitement inducteur de 

la TP pourra éventuellement nous renseigner sur le potentiel inducteur du traitement 

administré avant la Capécitabine. Ce test ne pourra se concevoir que dans la mesure 

où les dosages seront réalisés grâce à la technique de dosage développée en 

HPLC/MS-MS. 

Les résultats que nous avons obtenus lors de la mise au point de cette 

méthode de dosage des fluoropyrimidines par HPLC/MS-MS sont encourageants. A 

notre connaissance, il n’a pas été publié de méthode de dosage simultané par MS-

MS de toutes les fluoropyrimidines actuellement sur le marché français. Ainsi, cette 

méthode de dosage, de par sa sensibilité, pourrait être applicable au test ex vivo de 

l’induction de la TP chez les patients mais aussi en routine pour le STP des patients 

traités par fluoropyrimidines. 
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Conclusion 

 

 

La TP est un facteur angiogénique et anti-apoptotique qui est sur-exprimée de façon 

importante au sein de la tumeur. Mais c’est aussi une enzyme clef dans l’activation 

des fluoropyrimidines. Elle peut être induite par d’autres anti-cancéreux. 

Dans le cadre de notre thématique de recherche sur la TP, nous avons développé et 

mis au point un modèle d’étude de l’induction de la TP in vitro qui nous semble plus 

pertinent que les modèles in vitro utilisés jusqu’alors.  

Il nous permettra d’étudier le potentiel inducteur de la TP des cytotoxiques, qu’ils 

soient en cours de développement afin de déterminer l’intérêt de les associer avec la 

Capécitabine ou qu’ils soient déjà commercialisés avec, dans ce cas, le but 

d’optimiser leurs associations.  

De plus, il pourrait nous permettre de développer un modèle ex vivo de détermination 

de la TP utilisable en routine chez le patient afin, là encore, d’optimiser 

l’administration des fluoropyrimidines au malade. 
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