
3 76 Journal of Natural Products 
Val. 48, No. 3 ,  pp. 376-389, May-Jm 1985 

INFLUENCE D’UNE MODIFICATION DE LA REPARTITION INTRA- 
CELLULAIRE DES POLYAMINES SUR LA PROLIFERATION 

D’HEPATOCYTES TRAITES PAR LA METHYL-2 
HYDROXY-9 ELLIPTICINE 

VERONIQUE QUEMENER, JACQUES-PHILIPPE MOULINOUX 

Lahatoire dHistologie et dEmhyologie, Faculti de M i k i n e ,  
Awnue du Pr. Lion-Bernard, 35043 Rennes-Cidex, France 

et Unite‘ de Recherche Hipatologique 

et LOIC GIRRE* 

Lahatoire de Pharmasognosie et de Myrologie, Faculti de Pharmarie, 
Avenue du Pr. Lion-Bernard, 35043 Rennes-Cidex, 

lNSERM U-49, Hipital de Pontchaillou, 35043 Rennes-Cidex, France 

A~s~~~~r.-2-Methyl-9-hydroxyellipticine (MHE) added to tumoral hepatocyte cul- 
tures (400 ng MHE/ml medium) is responsible for a cytostatic effect. This decrease of cellular 
proliferation and of DNA synthesis is accompanied by an increase of intracellular free sper- 
midine levels. We could not attribute this result to a deviation of this polyamine metabolism. 
These increased concentrations of free spermidine are connected to a decrease of the amount of 
nuclear bound polyamines, mainly joined with the RNA fraction. Thus, the cytostatic effect ob- 
served with this drug might be related to a decrease in the amount of spermidine connected to 
RNA; therefore, its intercalating effect is only indirectly responsible for the cellular prolifera- 
tion decrease. 

Dans une etude preckdente (1) nous avions observe que l’administration d’un derive 
de I’ellipticine au cours de la regeneration hkpatique experimentale chez le rat s’accom- 
pagnait d’une augmentation des concentrations de polyamines dans le foie des animaux 
traites par cette drogue intercalante, actuellement utilisee en therapeutique antican- 
ckreuse (2). Contrairement a w  antimitotiques utilises en parallele, tel que le Velbe et la 
colchicine, la mkthoxy-9-ellipticine provoquait un accroissement des taux intracel- 
lulaires de spermidine libre a des horaires correspondant a la phase replicative de I’ADN 
(1). Bien que nous disposions actuellement d’un inhibiteur specifique suicide et irrever- 
sible de la synthkse des polyamines (3), l’a-difluoromethylornithine (a-DFMO), il est 
encore difficile de preciser de quelles manieres interviennent les polyamines au cours des 
processus de proliferation (4-6) et de differenciation (7, 8). Si certains derives de l’ellip- 
ticine peuvent provoquer in vitro des cassures chromosomiques (9) pouvant, dans une 
certaine mesure, expliquer l’absence de replication normale, d’autres mecanismes ne 
peuvent-ils Ctre invoques pour rendre compte de l’effet cytostatique observe (lo)? 

Afin de tenter de repondre 2 cette question, importante du fait de l’utilisation 
clinique des polyamines en tant que marqueurs tumoraux (1 1- 13), nous avons utilis6 en 
culture cellulaire un autre derive de l’ellipticine, la methyl-2-hydroxy-9-ellipticine 
(MHE) (14). Cet ammonium quaternaire forme en effet avec I’ADN un complexe d’in- 
tercalation stabilise par des liaisons electrostatiques, ce qui lui confere une affinite ac- 
crue pour les acides nucleiques (15). Or, un modele moleculaire d’association 
polyamines/ADN a et6 propose, la spermidine jouant un r81e important dans la stabili- 
sation et la condensation de la molecule d’ADN (16). In vivo, polyamines et proteines 
non histones entreraient en competition lors de leur fixation au niveau de certaines re- 
gions de 1’ADN nucleosomique (17). 

La spermidine ayant la capacite, au moins in vitro, de neutraliser une partie des 
charges negatives de I’ADN (18, 19), existe-t-il une relation entre une modification de 
la repartition intracellulaire de cette polyamine et I’activitk antitumorale des derives de 
l’ellipticine? 
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MATERIEL ET METHODES 
SUBSTANCES NATURELLES OU DE SYNTHkSE UTIUSEES.-h methyl-2-hydroxy-9-ellipticine ou 

MHE (Lab. Sanofi) que n o u  avons utili& a la dose de 400 ng/ml de milieu de culture est un derive de syn- 
thlse de l’ellipticine (principe actif de divenes espkces d’OchoJzu, Apocynacks). 

Ladifluororntthylornithine ou DFMO (Lab. Merrell Int.) a 6te utilise a diverses concentrations. 
Les produits chimiques utilisb sont: milieu de culture (GIBCO); serum de veau foetal ou SVF 

(Eurobio); hep6s et trypsine (FLOW); 1-4 14C-putrescine dihydrochloride- 122 mCi/mmol et aqueous 
counting scintillant (Amersharn Int.); chlorure de dansyl, hydrochloride spermine ou SM, spermidine ou 
SD et putrescine ou PUT (Sigma); solvants suprapur (Merck). 

CULTURE CELLULAIRE.-L~S cellules qui ont semi a cette etude sont issues du cldne FAZA 967 (20) 
de I’hepatome de Reuber (2 1). Elles sont cultiv&s a 37” sou atmosphere CO, dans le milieu Medium 199: 
Eagle MEM (%-%) SVF (1%). Lincubation de ces cellules durant 48 h en prbence de ‘*C-putrescine a per- 
mis de redliser le rnarquage radioactifdes polyamines intracellulaires synthetisks a partir de ce precurseur. 

Toxicit/.-L’effet cytolytique des drogues ktudiks a et6 juge par I’estimation des activites en- 
zymatiques (lacticodeshydrogknae ou LDH, transaminases ou SGOT et SGPT) dans le milieu de culture. 

DETERMINATION DU NOMBRE ET DU VOLUME CELLULAIRE.-~ comptage ainsi que I’estimation 
du diametre des cellules prklablement sCparCes (trypsine 0,1%) sont rklises a I’aide du Coulter Counter 
(Coultronics ZBI C 1000). 

DOSAGE DES POLYAMINES (PA).-L~ technique utilish est une adaptation de la methode de Mac 
Cormick (22). Lextraction des PA libres des cellules entieres ou des cytoplasmes predlablement separes est 
redlish par I’acide perchlorique glace sous forte agitation. Les PA sont ensuite rendues fluorescentes par 
dansylation. L’extrait benzenique des PA dansylks est 6vaporC a sec sous vide. 

Les khantillons non radioactifs sont ensuite soumis a une chromatographie liquide haute performance 
(hplc Sopares) comme n o u  I’avons prkedemment dk r i t  (12). 

Les khantillons radioactifs sont ensuite soumis a une chromatographie sur couche mince (1). Les PA 
sont re#r&s aux uv, puis eluCes par du dioxanne: ainsi pour chaque isolement de spermine, spermidine ou 
putrescine, la solution dioxannique correspondante servira a la fois a la mesure de I’intensitk de fluorescence 

365-520 nm au spectrofluorimetre (Jobin et Yvon) et a I’estimation de la radioactivite presente sur ces 
molkules (compteur S.L. Packard Instr.). Le rapport des deux valeurs ainsi obtenues a partir du mime 
isolement chromatographique perrnet de determiner I’activite spkifique de la polyamine consider&. 

SEPARATION DES NOYAUX E T  DES CYTOPLASMES.-hs cellules sont agitks en presence d’un tam- 
pon a 1% de Triton X 100 dans NaCl 0,15 M, 0,02 M TRIS, M EDTA, pH:7,6. 

MESURE DES TAUX D’ADN.-NOUS avons utilis6 la technique de Munro et Fleck (23): I’acide per- 
chlorique glace a 2% puis des hydrolyses differentielles du culot (afin de separer successivement les ARN et 
les proteines) permettent I’extraction de I’ADN: une mesure de la densite optique a 260 nm de la solution 
ainsi obtenue permet I’estimation du taux d’ADN. 

ESTIMATION DES PA LIEES E T  L I B R E S . - k  cellules predlablement i n c u k s  en presence de 1-4 ‘*C- 
Putrescine subissent I’extraction perchlorique de leurs polyamines libres. Le prkipite rbiduel est sol- 
ubilise par de la soude 2N. Le comptage de la radioactivite presente dans un aliquot de cette fraction permet 
d’estimer la quantite totale de polyamines l iks  et a d s o r k s  aux macro molkules. Sur un autre aliquot le 
taux d’ADN est diterrnine. Afin de deplacer les PA adsorb&, cette solution sodique est traitee, aplusieurs 
reprises, volume a volume par une solution d’acide perchlorique a lo%, contenant un melange 0,O 1 M de 
putrescine, spermidine, et spermine. La radioactivitk residuelle du culot nuclhproteique correspond donc 
essentiellement aux PA l ihs  de facon covalente. 

RESULTATS 

INFLUENCE DE LA MHE SUR LA PROLIFERATION ET LES TAUX CELLULAIRES DE 
POLYAMINES.--cOmme le montre le Tableau 1, la proliferation cellulaire, jugee sur le 
nombre de cellules ou la quantiti d’ADN, est nettement reduite des la 24 eme heure 
aprb  administration de la MHE. Cette reduction de la proliferation ne s’accompagne 
jusqu’ii la 96 erne heure apres le debut du traitement d’aucun signe de cytolyse jugCe sur 
des criteres morphologiques et enzymatiques (cf. Materiel et Methodes). 

Par contre, nous avons observe (Figure 1) un accroissement du diametre des cellules 
d2s la 24 Cme heure aprks traitement. 

Dans les conditions ou nous nous sommes places, la MHE a donc eu un effet cytos- 
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TABLEAU 1. Etude Cinetique du Nombre des Cellules et des Taux d’ADN 
ames Traitement par la MHE a 

H o r a i r e 

Oh 
24h 

48h  

72h 

96 h 

Traitement 

Temoin 

Temoin 
MHE 
Temoin 
MHE 
Temoin 
MHE 

M H E ~  

1,7 (A=0,4) 
4,14 
3 3  
6,4 
2,6 

3,1 
7,4 
3,3 

7 2  

Taux d’ADN 
en pglboite 

~ 

19,4 (A=5,2) 
35,3 
19, l  
45,8 
16,2 
56,4 
22, l  
54,5 
22,3 

’MHE=mCthyl-2 hydroxy-9 ellipticine. 
bN=Nornbre de cellules en millions. (M) 

tatique. Or, cet effet cytostatique s’accompagne de t am Clevis de spermidine libre 
intracellulaire particulierement net a la 24 erne heure apres mise en contact des cellules 
avec la drogue (Figure 2) ;  cette elevation de t a u  intracellulaires de spermidine, debut- 
ant des la 12 eme heure (Tableau 2)  pourrait Ctre la consequence d’un diplacement de 
cette polyamine du fait de l’intercalation de la MHE ou bien pourrait Ctre la consi- 
quence de I’influence de cette drogue sur le metabolisme des polyamines. Ce sont ces 
hypothPses qui ont i te  CtudiCes dans la suite de ce travail. 

% de cellules 

CLm 

Effets de 72 h de traiternent par la MHE ( 0 ), 1’aDFMO 5 
mM (V), I’association MHE-aDFMO ( ) sur la taille des 
hepatocytes de Reuber en culture. Les rbultats sont ex- 
prirnk en pourcentage de cellules par plage de diamttre. Si 
les diamttres des cellules t h o i n s  (0), se distribuent nor- 
malernent autour d’une valeur moyenne de 9 pm, ceux des 
cellules traitees par la MHE s’etalent entre les valeurs plus 
Clevks de 9 a 13,5 pm. 

FIGURE 1. 
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FIGURE 2. Taw de spermidine libre intracellulaire aprk differents horaires de traitement 
par la MHE (o), I’aDFMO 5 mM (v), I’association MHE-aDFMO (*) et 
dans les cellules temoins (0). Dty la 24aeme heure, la MHE multiplie par 3 les 
valeurs de ces t a w  alors que I’aDFMO les reduit de moitie, 

ETUDES DES MODIFICATIONS DU METABOLISME DES PA E N  PRbSENCE DE 
M H E . - h n s  un premier temps, nous avons Ctudii l’influence de cette drogue sur le 
catabolisme des Polyamines. 

Comme le montre le Tableau 2, nous pouvons remarquer que, si les taux de Sper- 
midine libre totale des cellules traities par la MHE sont sup6rieurs a ceux cellules tC- 
moins, la ‘*C-spermidine libre de ces cellules est Cgalement ilevke et par conskquent le 
rapport de ces deux valeurs (Figure 3) c’est-a-dire I’activiti sp6cifique de cette 
polyamine ivolue parallklement a celle des cellules tkmoins. Compte tenu du fait que 

I4C SD pourcentage - 
SD totale 

I 

I 
2 1  h h8 h 

O h  h h  E h  I Z h  

FIGURE 3.  Evolution de I’activite spkifique de la spermidine libre intracellulaire au cours du 
traitement par la MHE (0) et dam les cellules t h o i n s  (0). Apcks incubation des cel- 
lules en prbence de 14C-putrescine, nous avons estime les concentrations intracel- 
lulaires de ‘‘C-spermidine et de spermidine libre totale. Le rapport de ces d e w  val- 
eurs, ou activitk spkifique est le reflet du mktabolisme de cette polyamine. Son holu- 
tion au cours des 48 premieres heures est parallele entre cellules trait& et cellules tt- 
moins. 
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l’excrktion de PA dans le milieu de culture est comparable que les cellules soient ou non 
trait& (ce que nous avons verifie), la MHE semble ne pas intervenir au cours du 
catabolisme de la spermidine. 

Afin d’estimer I’influence de la MHE sur l’anabolisme de la spermidine, nous 
I’avons associe a un inhibiteur spkcifique de la synthese des PA, l’a-DFMO. 

Si, comme le montre le Tableau 3 ,  I’a-DFMO est toxique a la concentration de 50 
mM, le t a w  de putrescine et de spermidine, ainsi que la proliferation cellulaire sont tres 
nettement diminuks pour une concentration d’a-DFMO de 20 mM. Cet effet anti- 
proliferatif n’etant pas recherche dans le cadre de l’association MHE-a-DFMO, nous 
avons choisi la concentration de 10 mM qui, tout en reduisant le taux intracellulaire de 
spermidine libre (plus efficace que 5 mM: Figure 2), ne presente ni toxicite, ni effet 
antiproliferatif (Tableau 3) .  

TABLEAU 3. Effet-Dose en I’a-DFMO sur les Cellules de Reuber 

Dose 
rnM 

0 
(T) 

10 

20 

50 

Horaire 

Oh 

24h 
48h 
72h 

Oh 
24h 
48h  
72h 

Oh 
24h 
48h  
72h 

Oh 
24h 
48h  
72h 

N‘ 
LDH en 
initkdlitre 
arMdeCel 

38,4 
10,l  
2 6 3  

23,6 
10,6 
1 4 3  

2 1 3  
15,2 
19,2 

56,l  
76 

119 

‘N: Nornbre de cellules en millions (h 

SGOT 
nitMitrr  

17 
19,4 
29,8 

16,9 
19,5 
24,8 

15,8 
17,8 
20,2 

14,6 
18,3 
18,3 

SGPT 
nitksllitre 

SMb 
nrnoIIM 
de Cel 

2,05 

1,42 
0,64 
0,72 
2,05 
0,95 
0,64 
0,52 
2,05 
0,97 
0,73 
0,4 1 
2,05 

0,23 
0,14 

0,4 

SDb 
nrnoUM 
de Cel 

1,12 

1,6 
0,64 
0,5 
1,12 
0,09 
0,04 
0,035 
1,12 
0,05 
0,015 
0,016 
1,12 
0.2 1 
0,11 
0,02 

PUtb 
nmoVM 
de Cel 

0,17 

0,13 
0,046 
0,08 
0,17 
0,06 
0,024 
0,033 
0,17 
0,012 
0,008 
0,004 
0,17 
0,105 
0,108 
0,08 

bSM=spermine, SD=sperrnidine, Put=putrescine. 

Comme nous le constatons Figure 4c, la encore les activites spkcifiques de la sper- 
midine dans les cellules traitkes par l’a-DFMO en association ou non 2 la MHE evoluent 
de maniere comparable. La spermidine totale des cellules traitees par l’association a- 
DFMO-MHE apparait ainsi comme la resultante d’une part d’une augmentation de la 
concentration intracellulaire de spermidine due a la MHE, et d’autre part a la reduction 
de la synthbe de cette polyamine du fait de la presence d’a-DFMO (Figure 4a). Du fait 
de l’holution comparable des activites spkcifiques de la spermidine dans les cellules 
trait& par I’association MHE-a-DFMO (Figure 4c), de la mCme maniere que nous 
avons prealablement ecartk une influence de la MHE sur le catabolisme de la spermidine 
(Figure 3 ) ,  I’augmentation de la concentration intracellulaire de spermidine libre dans 
les cellules traitees par cet intercalant, ne semble pas due a une reduction de 
I’anabolisme des PA. Cette augmentation pouvait Ctre alors en relation avec une reduc- 
tion des t a w  intracellulaires de spermidine Lee. 

POLYAMINES ET LES CONSTITUANTS CYTOPLASMIQUES ET NUCLEAIRES.-NOUS 
avons dans un premier temps verifie qu’il ne s’agissait pas d’un simple deplacement 

MODIFICATIONS INDUITES PAR LA MHE SUR LES LIAISONS ENTRE LES 
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mkcanique: en effet, des cellules lysks mises en contact avec de la MHE, ne prksentent 
pas de modifications notables de leurs taux de PA libres et likes (Tableau 4) .  De ce fait, 
la MHE pourrait au cours du cycle cellulaire se localiser sur des sites physiologiquement 
o c c u ~ s  par les PA. Ceci nous parait d’autant plus vraisemblable que, comme le montre 
le Tableau 5 ,  la MHE est responsable d’une rkduction de 30% des taux de PA likes aux 
noyaux, sans modification notable des concentrations des PA libres cytoplasmiques; 
I’augmentation prkckdemment observke de spermidine libre cellulaire (Figure 2 )  serait 
la conskquence de t a u  klevks de spermidine libre nuclkaire. 

Avant de discuter le mkcanisme de l’augmentation des taux de PA libres nucihires 
sous I’influence de la MHE, nous avons tentk de prkiser, aprks fractionnement , SD en nmol/Fg ADN 

I 

I4C SD pmoVkg ADN I 
48 h 

b 

c 

I 
24 48 h 

FIGURE 4.  La spermidine libre totale (Figure 4a) des cellules trait& par 
I’association MHE-aDFMO ( )semble rbulter de I’augmenta- 
tion de la concentration due A la MHE (0) et de la rkluction de 
sa synthkse sous l’influence de I’aDFMO 10 mM (v). Aprk in- 
cubation des cellules en prkence de ‘‘C-putrescine, nous avons 
estimC la quantitC de ‘%-spermidine libre intracellulaire (Fig- 
ure 4b). le rapport %!? ou activitC spkitique (Figure 4) 
Cvolue de manikre comparable dans les cellules trait& par 
I’aDFMO asmi& ou non a la MHE. Par contre, celle des cel- 
lules traitks par la MHE seule Cvolue parallklement a celle des 
tCmoins (a). 

SD 
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chimique (Figure 5 )  la nature du (des) constituant(s) (ADN, ARN, proteines) prksen- 
tant une diminution de leurs taux de PA likes. 

Comme nous pouvons le constater sur le Tableau 6,  a 24 h,  le t a u  de radioactivitk 
n’est diminue qu’au niveau de la fraction ARN, et cela sans que la MHE n’aie entrain6 
de variations des concentrations nucleaires d’ARN (Tableau 7). 

De ce fait, il est permis de penser que la reduction du marquage de 1’ARN sous l’in- 
fluence de la MHE est principalement due a une diminution de la quantite de sper- 
midine associee a cet acide nucleique, ceci expliquant les augmentations de concentra- 
tion intracellulaire de cette PA libre. 

DISCUSSION 

A la vue de ces resultats, est-il possible d’ktablir une relation entre la reduction de 
spermidine associee aux ARN et l’effet cytostatique observe en presence de MHE? 

Comme c’est le cas, au moins in vitro, pour 1’ADN (24), la spermidine est suscepti- 
ble de s’associer aux ARN (Tableau 6). Ces “complexes spermidine/ARN” anterieure- 
ment decrits (16), pourraient Ctre responsables d’une reduction de la degradation en- 
tymatique de ces acides nuclkiques. I1 est interessant de noter que la spermidine semble 
Cgalement participer a la structure tertiaire des ARN, (25): Cohen et al. ont effective- 
ment montre qu’un intercalant tel que la chloroquine pouvait prendre la place de la 
spermidine au niveau des ARN, (26). Du fait de ses charges polycationiques et de sa 

Culrure 
I 

Cellules -I- Milieu de culture 

Hydrolyse Alraline 
KOH (0,3N), l h .  37” 
+HCLO, (0,G N final) 

3.2 Sumageant 

I ARN hydrolyse 1 [ (ADN-Proteines) 

Hydrolyse A d  
+HCL04 (O,bN),  15 min, 80’ 

Siirnageant 

3.3 I ADN hydrolyse 1 3.4-1 
I 

Solubilisation NaOH 2N 

TCA 10% +Polyamines froides 0,Ol M -I- Preclpiti 

3 lavages 

Sumageant 

I Polyaminesadsorbh I I Proteines-Polyamines I 3.5 

Symbole 4:  Centrifugation 2500g, +do, 15 min 

FIGURE 5. Principe du fractionnement des constituants nuclkires. 
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DP 260 d p g  ADN Oh 24h 24h 

Trait& MHE’ I 1,34 lo-’ 1 1,62 lo-? 1 1,27 

387 

“MHE=rnCthyl-2 hydroxy-9 ellipticine. 

structure spatiale (17, 27, 28), la spermidine aurait donc semble-t-il une affinite im- 
portante pour les acides nucleiques, qu’ils soient mono ou bicatknaires. 

Une constatation du mCme ordre peut Ctre faite a propos de nombreuses molecules 
intercalantes (29, 30), y compris les carbocations ellipticiniums (15). 

La spermidine et la MHE se prbentant in vivo, comme des polycations organiques, 
ces deux molecules pourraient de ce fait posseder des sites de liaisons sinon identiques, 
du moins comparables au niveau des acides nucleiques. 

Comme nous I’avons constate, les cellules traitks par la MHE prbentent des taux 
de spermidine libre nuclbire supirieurs a ceux des cellules t h o i n s ;  cette spermidine 
&ant radioactive, (Tableau 5) elle provient nkcessairement de la ‘*C-putrescine intro- 
duite dans le milieu de culture durant les 48 h prktdant la mise en contact des hepato- 
cytes avec la MHE (cf. Materiel et MCthodes). La concentration nucledire de spermidine 
libre itant augments  au cours des 24 premieres heures dans les cellules traitees par la 
MHE, et I’hentualite d’une libiration mecanique a partir des structures cellulaires 
ayant et6 CcartCe (Tableau 4), cette polyamine pourrait Ctre dans I’impossibilite de se 
localiser au niveau de ses sites de fixation habituels. La quantite de radioactivite est en 
particulier notablement reduite au niveau de la fraction ARN nucledire dans les cultures 
trait& par la MHE (Tableau 6), et cela sans que la quantite d’ARN nuclbire ne soit 
notablement mcdifiee par I’administration d’ellipticine (Tableau 7 ) .  

Cette polyamine provenant d’une synthese ayant eu lieu avant le traitement par la 
MHE, I’augmentation intranucliaire de la concentration de spermidine libre devrait 
Ctre en relation avec une reduction de la quantitk de spermidine prblablement l i k  aux 
composants macro-moleculaires du noyau. 

Si I’on compare la quantite de radioactivite associk d’une part a l’ADN, d’autre 
part B la “fraction proteines nuclbires” (Tableau 6), aucune difference significative 
n’apparait entre les cultures traitees et t h o i n s .  

Par contre, si I’on considere I’evolution de la quantiti de radioactivite presente dans 
la “fraction ADN” (Figure 6), il apparait que la reduction de spermidine like a I’ADN 
24 et 48 h n’est pas un simple reflet de la dilution isotopique, mais evoque la possibilite 
d’un transfert physiologique de cette polyamine vers d’autres structures, en particulier 
des ARN. En effet, (Figure 6) s’il s’agissait d’une simple dilution, la diminution de la 
radioactivite presente dans la fraction ADN (exprime en DPM/mcg ADN) devrait Ctre 
proportionnelle au cours du temps 2 la quantite d’ADN presente dans les cellules (Fig- 
ure 6a). 

Or, comme nous pouvons le constater dans le cas des cellules temoins (Figure 6b), la 
reduction de la radioactivite associke a I’ADN n’est pas exactement proportionnelle a la 
quantiti d’ADN prbente dans les cellules. Une certaine quantite de spermidine asso- 
ciie a I’ADN pourrait alors Ctre transmise au cows de la croissance de la cellule, a la frac- 
tion ARN par exemple. La quantite de radioactivite associke a la fraction ADN 24 h 
apres le debut du traitement par la MHE etant comparable aux mCmes horaires ii celle 
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a: 
b: cellules ttmoins 0 
c: 
d: 

valeur t h h i q u e  de la dilution isotopique 0 

cellules trait& par la MHE 0 
cellules trait& par I’association MHE-aDFMO v 

100 1% m 2% sm p ADN 

FIGURE 6 .  La radioactiviti prkente dans la fraction ADN a CtC exprimk en d p d F g  d’ADN et rep& 
sent& en fonction de la quantitt d’ADN prkent dans les cellules considtr&. La droite (a) 
repAente la radioactivitk que nous aurions du obtenir pour une replication de I’ADN “semi 
conservative” pour ses polyamines licks. Une quantitt de radioactivitt inftrieure a ttt obser- 
v6e dans les cellules tCmoins (b) et dans des cellules traitks 24 et 48 h par la MHE (c). 

des tkmoins (Figure 6), de la spermidine pourrait avoir et6 lib&& de I’ADN. Cette 
polyamine &ant dans l’incapacite de se h e r  au niveau de la fraction ARN, du fait de 
I’occupation par la MHE de sites communs a ces d e w  molkcules, la concentration de 
spermidine libre augmenterait dans le noyau des hepatocytes. 

En depit du fait que ces r i d t a t s  n’excluent pas la possibilite d’un effet direct de la 
drogue sur la replication du DNA, I’effet cytostatique observe lors du traitement par la 
MHE pourrait en partie s’expliquer, par une reduction de la quantitk de spermidine 
d’ordinaire associie a w  ARN. Bien que presents en concentrations normales (Tableau 
7), certains ARN nkessaires A la proliferation cellulaire pourraient, pour des raisons de 
structure spatiale anormale (26) ou de degradation accrue ( 2 5 ) ,  ne plus remplir leurs 
fonctions, comme par exemple la synthbe d’enzymes de reparation de I’ADN, ce qui 
pourrait expliquer I’accumulation des cassures chromosomiques constatkes in vitro lors 
de traitement par la MHE (3 1,9). Ceci serait en faveur de I’effet cytostatique obtenu. 

L’effet cytostatique observe dans le cas des cultures d’hepatocytes canckrew trait& 
par la MHE n’est pas dQ au caractere malin de ces cellules. Nous avons en effet obtenu 
les m h e s  resultats (non presentis dans cette etude) en utilisant des cultures de cellules 
amniotiques humaines. 

Si le mecanisme que nous proposons ici se rkvvtlait gentralisable a d’autres intercal- 
ants, le caractere intercalant d’une drogue pourrait n’Ctre alors qu’une des nombreuses 
caracteristiques de la molecule considkrke et pas necessairement la plus efficace sur la 
reduction de la proliferation cellulaire. 
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