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utilisation de I'afm-ir dans le
développement de nouveaux
traitements du cancer du sein

publié le 10.10.22 |par lucas henry

ce deuxieme article du dossier ['afm-ir : présentation et exemples d'application

montre l'utilisation de cette technique dans la recherche de nouveaux traitements
contre le cancer du sein. le lecteur est invité a consulter au préalable le premier
article du dossier, intitulé couplage de la microscopie a force atomique (afm) et de

la spectroscopie infrarouge (ir) : afm-ir.

1. introduction

le cancer du sein est un des cancers féminins les plus fréquents : il touche une femme
sur 8 et 60 000 nouveaux cas sont recensés chaque année en france. on distingue
différents types de cancers du sein chez la femme : les cancers hormono-dépendants,
c’est-a-dire les cancers pour lesquels des hormones (par exemple les oestrogénes)
favorisent la prolifération des cellules cancéreuses (60 a 70 % des cancers du sein) et
les cancers du sein non hormono-dépendants (30 a 40 % des cas). dans le cas d’un
cancer hormono-dépendant, les cellules cancéreuses sont sensibles a certaines
hormones sexuelles féminines secrétées par les ovaires (comme les oestrogéenes).
lorsqu’une hormone de ce type se fixe aux récepteurs d’une cellule, il y a activation de
la transcription de génes responsables de la prolifération cellulaire (figure 1).
s’agissant ici de cellules cancéreuses, cette hormone stimule leur multiplication, ce qui
favorise le développement d’une tumeur.

figure 1 - le tamoxiféne permet

e de bloquer les récepteurs des
s Y ~
o .)LE tamatne pise g )‘L.,.squulm serogins s s cestrogenes et d'empécher la
gg aauxrécumeumdssmtmgdnn \5“ “vémepteursspbclﬁqus prolifération des Ce||u|eS

DOODT__ ™ Rcepters des estrogines 2000T cancéreuses.

Noyau AN

Cellule

auteur(s)/autrice(s) : lucas
henry licence : cc-by-nc

2. développement de complexes
organométalliques pour le traitement du cancer
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du sein

le tamoxiféene (z-2-[4-(1,2-diphényl-1-butényl)phénoxyl-n,n-diméthyléthanamine),

découvert a la fin des années 1950 par arthur walpole, est la molécule la plus souvent
prescrite a des patientes diagnostiquées d'un cancer du sein hormono-dépendant. dans
ce type de cancer, le récepteur des cestrogenes est impliqué dans la prolifération des
cellules cancéreuses. l'action antiproliférative de la forme hydroxylée du tamoxiféne,

I'hydroxytamoxiféne, est due a une liaison compétitive au récepteur des cestrogenes, qui
réprime la transcription de I'adn provoquée par l'estradiol (figure 2).
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malheureusement, le tamoxifene n'a pas d'action sur certaines cellules cancéreuses du
sein, soit parce qu'elles n'expriment pas le récepteur aux oestrogénes, soit parce
qu'elles ont développé une résistance au tamoxiféene.

la découverte des propriétés anticancéreuses du cis-platine (cis-[ptcl,(nh;),]1) dans les
années 1960 a révolutionné le traitement du cancer des testicules et a mené a un
renforcement de Ila recherche de complexes organométalliques servant d'agents
antitumoraux, c’est-a-dire luttant contre une tumeur. en revanche, le cis-platine n'est
jamais prescrit pour le traitement du cancer du sein en raison de sa faible efficacité sur
les cellules de cancer du sein. ainsi, des complexes dérivés du cis-platine et possédant

une bonne affinité pour le récepteur aux cestrogénes ont été synthétisés (figure 3).
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cependant, aucun de ces complexes n'a produit d'effet positif quant au ciblage de
cellules de cancer du sein hormono-dépendant.

pour lutter contre les deux formes de cancer du sein, des molécules possédant les deux
fonctions (anti-cestrogénécité et cytotoxicité indépendante des oestrogénes) ont été
développées. la cytotoxicité d’une molécule désigne sa capacité a étre toxique pour des
cellules. ainsi, lorsqu'un groupement phényle d'un composé de type tamoxiféne est
remplacé par un ferrocene (figure 4), I'hydroxyferrociféene alors obtenu posséde une
cytotoxicité supérieure a I'hydroxytamoxiféne correspondant, en raison de Ia
cytotoxicité du cation ferrocénium fc*.
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le métal de I'unité organométallique peut étre modifié : des dérivés avec du ruthénium
ou du rhénium ont également été synthétisés. ces complexes organométalliques sont
stables en milieu biologique et sont solubles dans I'éthanol et le diméthylsulfoxyde
(dmso), ce qui est intéressant pour des applications biologiques. ils ont une bonne
affinité pour les récepteurs des cestrogénes et possédent une lipophilicité supérieure a
I'oestradiol ou a I'hydroxytamoxiféene.

3. etude sur des derives du tamoxifene

pour quantifier la capacité d’un composé a inhiber une action biologique, on détermine
une grandeur appelée concentration inhibitrice médiane, ou ic5°. c’est la concentration
pour laquelle ce composé inhibe la moitié de I’action biologique ciblée. plus la valeur du
ic50 est élevée, moins le composé est efficace.

dans la famille des ferrociféenes, le complexe diphénol 1 (figure 5) a été décrit comme
I'une des molécules les plus efficaces ayant un effet antiprolifératif, a la fois in vitro sur

différentes lignées cellulaires (ic = 0,65 p.mol-l'1 dans des cellules cancéreuses du

50
sein de la lignée mda-mb-231[1]) et in vivo sur l'inhibition de la croissance de tumeurs

cérébrales.

plus récemment, un autre complexe, I'hydroxypropylferrociphénol 3 (figure 5), a montré
un effet antiprolifératif in vitro sur cellules mda-mb-231 supérieur a celui de 1 (ic
0,11 pmol-l'l).

50

figure 5 - structures de
ferrociphénols (1 et 2) et de
I'hydroxypropylferriociphénol

- () (3).
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afin de détecter des molécules d'intérét dans des cellules, de nombreux marqueurs
greffables ont été développés ; la plupart d'entre eux sont des marqueurs fluorescents.
cependant, les ferrocénes sont connus pour éteindre la luminescence, ce qui peut
empécher I'application de cette méthode dans ce <cas. d'autres techniques
spectroscopiques d'imagerie n'impliquant pas la désexcitation d’états excités peuvent
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étre envisagées. c'est le cas de la spectroscopie infrarouge qui se révele étre une
méthode de choix. I'équipe de clotilde policar, a I’école normale supérieure, a développé
I'utilisation de la spectroscopie ir et des sondes ir utilisables dans ce contexte. elle a
montré que l'utilisation de groupements de type métal-tricarbonyle (possédant trois
groupements carbonyle co) permet de marquer et de localiser des composés d'intérét en
milieu cellulaire, en raison des bandes de vibrations d'élongation symétrique (bande al)
et antisymétrique (bande e dédoublée) situées dans la fenétre transparente des cellules
(entre 1800 et 2100 cm™!) (figure 6).
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figure 7 - structure du dérivé du
tamoxiféne marqué par une unité
[(cp)re(co)3].

auteur(s)/autrice(s) : lucas henry
licence : cc-by-nc

OH

cette méthode a été initialement appliquée au 1,1-di(4-hydroxyphényl)-2-cyrhetrenylbut-
1-éne, un composé organométallique dans lequel une unité [(cp)re(co);] (cp désignant le
cyclopentadiene) est liéde a une structure de type hydroxytamoxifene (composé 4, figure
7).

le dérivé marqué du tamoxiféne 4 a été incubé dans des cellules du cancer du sein mda-
mb-231 a une concentration d'incubation de 10 pmol-l'l. ensuite, les cellules ont été
imagées, d'abord par afm-ir, puis par spectromicroscopie ftir utilisant le rayonnement
synchrotron (sr-ftir-sm).

pour voir la distribution du composé 4 par afm-ir, les cellules incubées et les cellules
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témoins ont été déposées sur un prisme de znse. elles ont d'abord été identifiées par la
topographie (figure 8(a)) puis des cartes ont été enregistrées a différents nombres
d'onde (figure 8(b-f)) : 1240 cm~1 (phosphate), 1650 cm~! (amide i), 1925 et 2017 cm™!
(tricarbonyle) et 2200 cm~1 (témoin négatif).
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a ces trois derniers nombres d'onde, les cellules témoins présentent un signal tres

A

faible, qui est attribué a I'absorption de I'eau. en revanche, pour les cellules traitées,
des signaux importants attribués au composé 4 ont été enregistrés a 1925 et 2017 cm-1,
ce qui confirme que le produit a pénétré dans la cellule. le signal de 4 étant co-localisé
avec celui des bandes a 1240 cm™! (vibration d'élongation antisymétrique de po,”) et a
1650 cm-1 (bande amide i), des signaux caractéristiques du noyau de la cellule, on peut

conclure a une localisation nucléaire pour ce dérivé du tamoxiféene.

afin de mettre en évidence la pertinence de cette technique innovante et de confirmer
les résultats obtenus, des expériences similaires ont été réalisées par sr-ftir-sm et
imagerie de fluorescence. des cartes ont été enregistrées par mesure de I’aire de
bandes infrarouge spécifiques : la bande e (1939-1902 cm1) correspond aux vibrations
d'élongation antisymétriques des fonctions co et la bande amide-i (1711-1583 cm™1) est
caractéristique du noyau. la mesure de l’aire des bandes en infrarouge est pertinente,
car elle est proportionnelle a la quantité de produit. I'aire des deux bandes étudiées est
maximale au méme endroit dans la cellule : on peut donc confirmer par sr-ftir-sm la
localisation nucléaire pour ce dérivé du tamoxifene (figure 9).
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figure 9 - deux cellules mda-
mb-231 incubées avec le
composé 4 (10 pmol.l-1, 1h,
37°c)

(a) image visible (barre
d'échelle = 10 pm)

cartes sr-ftir-sm : (b) bande e
des fonctions carbonyle (vert),
(c) bande des fonctions amide-i
(rouge), (d) superposition des
deux signaux.
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DAPI

enfin, les noyaux ont été marqués par une solution de dapi (4,6-diamidino-2-
phenylindole, figure 10), molécule fluorescente connue pour marquer spécifiquement les
noyaux des cellules par liaison aux base adénine et thymine de I’adn, et observés par
microscopie de fluorescence (excitation a 350 + 50 nm, émission a 460 £ 50 nm).

cette expérience permet de comparer la localisation dans les cellules de la molécule 4 et
celle du dapi, que I’'on sait nucléaire. on constate ici que ces deux molécules sont
localisées au méme endroit dans la cellule, ce qui permet de confirmer I'accumulation du
composé 4 dans le noyau des cellules (figure 11) [2].
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figure 11 - cellules mda-mb-231
incubées avec le composé 4 (10
pumol.l-1 , 1h, 37°c) (a) image
visible (barre d'échelle = 10
um), (b) marquage des noyaux
par du dapi (microscopie de
fluorescence).
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