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RÉSUMÉ 

La concentration des médicaments cationiques dans les compartiments acides de 

la cellule est bien connue.  Nous avons tenté d’expliquer davantage certains aspects 

encore inconnus au sujet de cette réaction cellulaire.  En premier lieu, nous avons 

étudié l’accumulation subcellulaire et in vivo d’un médicament cationique 

fluorescent, la quinacrine, dans un modèle murin. L’accumulation cellulaire de la 

quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris induisait une inhibition du flux 

autophagique, ainsi qu’une lysosomogénèse.  L’administration de la quinacrine in 

vivo démontrait une distribution hétérogène et une augmentation autophagique et 

lysosomale dans les poumons.  En deuxième lieu, l’effet cytostatique et cytotoxique 

d’une série de médicaments cationiques lysosomotropiques furent étudiés dans une 

série de lignées cellulaires.  Une série de 6 triéthylamines substituées furent choisies 

afin d’étudier davantage l’effet cytostatique de l’ion trapping.  L’accumulation du 

marqueur autophagique LC3 II, le marqueur apoptotique PARP1, la cytotoxicité, le 

cycle cellulaire et la fonction endocytose furent étudiés plus en détails dans la lignée 

tumorale U937.  Chacun des médicaments cationiques démontrait un effet 

antiprolifératif significatif, mais aucun signe de cytotoxicité n’était observé à certains 

niveaux de concentrations.  Un cotraitement avec les inhibiteurs de cholestérol, β-

cyclodextrine et lovastatine, renversait partiellement l’effet antiprolifératif des 

amines.  L’intensité de l’effet antiprolifératif induit par les médicaments cationiques 

est clairement prédite par leur puissance de l’inhibition du flux autophagique et par 

la liposolubilité.  L’accumulation tissulaire de la quinacrine et l’effet cytostatique 

prédit par l’inhibition du flux autophagique et par la liposolubilité des amines 

substituées offre des possibilités d’application dans le domaine de l’oncologie et de 

la pharmacocinétique des nombreux médicaments concernés.
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INTRODUCTION 

1. La vacuolisation cellulaire 

La vacuolisation cellulaire est un processus biologique observé chez une panoplie 

de cellules et d’organismes, des cellules végétales aux cellules de mammifères.  Elle 

est définie comme l’accumulation excessive de vacuoles cytosoliques.  Cette 

accumulation peut être causée à la suite de différents stimuli cellulaires.  Un de ces 

stimuli qui provoque la vacuolisation est l’administration de médicaments 

cationiques basiques (Henics et Wheatley, 1999).  Le traitement des cellules par ce 

type de médicaments induit une vacuolisation et engendre des réponses 

physiologiques et cellulaires importantes, mais peu connues.  Ce mémoire tentera 

d’expliquer certaines de ces réponses cellulaires afin d’améliorer et d’approfondir 

nos connaissances au sujet de la vacuolisation cellulaire.  Une connaissance de la 

vacuolisation cellulaire et de ses réponses cellulaires seraient essentielles dans les 

nombreux domaines de la santé, de la pharmacologie et permettrait aussi 

d’améliorer les plans de traitements des patients traités avec des médicaments 

cationiques. 

 

1.1 Historique et induction 

L’observation et l’étude de la vacuolisation cellulaire sont anciennes.  Les vacuoles 

cytosoliques sont géantes et sont observées sous une lumière microscopique 

blanche.  Une des premières identifications de cette cytopathologie fut faite 1943 

par l’équipe du Dr H. Lettré et M.Z. Albrecht (Yang et coll., 1965).  Depuis leur 

première observation, il y eut plusieurs manuscrits publiés avec de nombreuses 

expériences variées qui tentent d’expliquer cette cytopathologie.  Une grande variété 

de types cellulaires et de médicaments cationiques basiques furent utilisés afin de 

démontrer les réponses cellulaires provenant de la vacuolisation après des 

traitements avec des amines. 
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La cytopathologie causée par la séquestration des cations est une réaction 

résultante du traitement par un médicament cationique, qui est indépendant de son 

action pharmacologique ciblée.  Il fut démontré que ces médicaments cationiques 

s’accumulaient dans les organelles acides de la cellule (De Duve et coll., 1974).  Le 

rapport de la concentration des médicaments cationiques utilisés par De Duve était 

égal au ratio de la concentration des protons H⁺ dans les organelles acides par 

rapport au liquide extracellulaire.  Une hypothèse générale a été avancée afin de 

tenter d’expliquer ce mécanisme de vacuolisation cellulaire.  Cette dernière serait la 

réponse cellulaire à la suite de la séquestration cationique des médicaments 

cationiques dans les régions lysosomales de la cellule.  Poole et coll. (1977) 

expliquent que les médicaments cationiques traverseraient les membranes 

cellulaires sous forme neutre avant d’être séquestrés et protonés dans les régions 

acides de la cellule, dont les lysosomes, pour finalement induire la vacuolisation par 

appel osmotique d’eau. 

 

1.2 Pompe V-ATPase 

Moriyama (1996) proposa une hypothèse d’énergisation qui correspond au gradient 

de protons présent dans les organelles acides de la cellule et cette hypothèse 

dépend de la pompe à protons vacuolaire-ATPase (V-ATPase).  Il démontra que la 

capture et la rétention des médicaments radioactifs, la chlorpromazine, l’halopéridol 

et le propranolol, dans des granules chromaffines étaient médiées par la pompe V-

ATPase en présence d’ATP. 

 

1.2.1 Structure et sous-unités 

La pompe à protons V-ATPase comprend plusieurs sous-unités fonctionnelles.  

Cette pompe est formée d’un ensemble de 13 sous-unités regroupées en deux 

domaines protéiques, les domaines V0 et V1.  Le domaine Vo inséré dans la 
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membrane de l’organelle acide a un poids moléculaire d’environ 260 kDa. Cette 

région de la pompe permet la translocation des protons vers l’intérieur de l’organelle 

acide après l’hydrolyse de la molécule d’ATP par le second domaine protéique ; V1.  

Ce dernier est situé dans le cytoplasme de la cellule et à un poids moléculaire 

approximatif de 650 kDa (Forgac, 2007). 

 

Le domaine protéique V1 est essentiel pour l’hydrolyse de l’ATP.  Il comprend 8 

sous-unités (A à H).  Les sous-unités D et F de ce domaine protéique forment l’axe 

de rotor central (Kitagawa et coll., 2008).  L’hydrolyse de la molécule d’ATP a lieu 

au site catalytique de liaison des nucléotides de la sous-unité A qui provoque une 

rotation de l’axe de rotor central.  La structure complexe de cette pompe fut étudiée 

en profondeur chez Manduca sexta et chez la levure par Muench (2009), Diepholz 

(2008) et Zhang (2008).  L’hydrolyse de l’ATP au site catalytique des sous-unités 

AB provoque la rotation de l’axe rotor central qui permet la rotation des sous-unités 

c qui à son tour permet le transport des protons à travers la membrane. 

 

Le domaine protéique V0 comprend 6 sous-unités, dont a, d, c, c’, c’’ et e. Ce 

domaine dans la pompe V-ATPase des mammifères comprend des formes 

FIGURE 1 : La pompe V-ATPase (Forgac, 2007) 
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isométriques spécifiques à certains tissus, des sous-unités a et d, pendant que la 

pompe V-ATPase de la levure comprend deux isoformes de la sous-unité a 

spécifique aux organelles, dont l’isoforme Vph1p et Stv1p.  La rotation ancrée dans ce 

domaine de la pompe permet le transport des protons contre le gradient de 

concentration d’une part et d’autres de la membrane parallèlement avec l’hydrolyse 

de l’ATP par le domaine V1.  

 

1.2.2 Localisation et fonctions 

La pompe V-ATPase se situe dans la membrane des différentes organelles acides 

de la cellule ainsi dans certaines membranes plasmiques de cellules spécifiques.  

Les compartiments acides en question sont les endosomes, les lysosomes, le 

transGolgi et les vésicules sécrétrices.  La pompe est donc étroitement reliée au 

transport des protons de ces compartiments acides et parallèlement au transport 

des médicaments cationiques (Sun-Wada et coll., 2004).   

 

La pompe V-ATPase joue aussi un rôle dans certaines pathologies humaines, dont 

l’ostéoporose, l’acidose d’origine tubulaire rénale et la pathologie myopathie avec 

une autophagie excessive.  Approximativement 50% des patients atteints d’une 

ostéoporose maligne infantile de transmission autosomale récessive démontraient 

des mutations dans la sous-unité isoforme a3 de la pompe (Frattini et coll., 2000 ; 

Kornak et coll., 2000 ; Sobacchi et coll., 2001).  Chez les ostéoclastes humains, il y 

a approximativement 26 mutations identifiées chez la sous-unité a3 de la pompe V-

ATPase 

 

Cette pompe est aussi impliquée dans la pathologie de l’acidose tubulaire rénale.  

Cette condition médicale est causée par l’accumulation d’acide dans l’organisme dû 

à l’incapacité de la fonction rénale d’acidifier adéquatement l’urine (Laing et coll., 

2005).  Il existe quelques catégories de cette condition, mais l’acidose rénale liée 

aux tubules distaux est celle où la pompe V-ATPase joue un rôle important.  

Approximativement 12 mutations dans l’isoforme de la sous-unité B1 (Stover et coll., 



 

5 
 

2002) et 24 mutations de la sous-unité a4 peuvent causer l’acidose rénale des 

tubules distaux (Karet et coll., 1999 ; Smith et coll., 2000 ; Stover et coll., 2002). 

 

La myopathie avec une autophagie excessive liée au chromosome X (XMEA) est 

une condition pédiatrique rare qui est caractérisée par une vacuolisation lente et 

progressive avec le développement d’une atrophie musculaire.  C’est une condition 

génétique résultant de mutations dans le gène VMA21 (Ramachandran et coll., 

2013).  Ce gène est crucial pour l’assemblage de la pompe V-ATPase, mais la 

mutation associée au XMEA cause une diminution dans l’activité de la pompe et une 

augmentation du pH lysosomal (Ramachandran et coll., 2013). 

 

Qi et coll. (2007) ont démontré qu’il existe 4 isoformes de la sous-unité a chez la 

pompe V-ATPase des mammifères.  Ces isoformes permettent une différenciation 

de la localisation chez les différents compartiments acides.  L’isoforme a1 est située 

dans les vésicules synaptiques, l’isoforme a2 est située dans les endosmoses et le 

transGolgi, l’isoforme a3 est située dans les lysosomes, la membrane plasmique des 

ostéoclastes, etc., et l’isoforme a4 est située dans la membrane plasmique des 

tubules rénaux. 

 

1.2.3 Les inhibiteurs 

L’utilisation d’inhibiteurs de la pompe V-ATPase est essentielle dans d’étude de son 

rôle dans la cytopathologie causée par la séquestration des amines dans les 

compartiments acides des cellules.  Parmi les nombreux inhibiteurs existants pour 

cette pompe, seule la bafilomycine A1, un extrait de Streptomyces, sera abordée 

lors de ce mémoire.  Cet inhibiteur est très spécifique et très puissant pour la pompe 

V-ATPase, mais non spécifique des isoformes (Dröse et Altendorf, 1997 ; Forgac et 

coll., 2007).  L’inhibition se fait grâce à la liaison de la bafilomycine A1 à la sous-

unité c de la pompe (Fernandes et coll., 2006).  L’utilisation in vitro des inhibiteurs 

de la pompe V-ATPase est très utile en laboratoire ; par contre leur utilisation in vivo 

est problématique.  À cet effet, il fut démontré par Dow et coll. (1997) ainsi par Inoue 
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et coll. (1999) qu’une inhibition à long terme ou une délétion des gènes des sous-

unités essentielles de la pompe V-ATPase sont incompatibles avec la survie des 

espèces Drosophila melanogaster et Mus musculus. 

 

Dans plusieurs études récentes, la bafilomycine A1 est exploitée afin de caractériser 

la vacuolisation secondaire à la capture et de la rétention des médicaments 

cationiques (Marceau et coll., 2009 ; Morissette, Lodge et Marceau, 2008a, 2009 ; 

Parks et coll., 2015). Un traitement avec l’inhibiteur de la pompe V-ATPase, 

bafilomycine A1, montre une diminution significative de la capture et la rétention des 

médicaments cationiques.  Cette diminution démontre la relation étroite qui existe 

entre la capture et la rétention des médicaments cationiques dans les régions acides 

des cellules et l’action de la pompe.  Malgré la pauvre tolérabilité in vivo de 

l’utilisation de la bafilomycine A1 (Niikura, Takeshita et Takano, 2005), il fut déjà 

démontré ex vivo qu’elle inhibe toujours la capture et la rétention d’un médicament 

cationique modèle, la quinacrine, dans les macrophages broncho-alvéolaires murins 

et sur des fragments de poumons de souris (Parks et coll., 2015). 

 

Le monensin est un ionophore qui forme des complexes avec des cations 

monovalents, comme exemples : Li+, Na+, K+, Rb+, Ag+ et Ti+ (Huczyński A., et coll., 

2007).  Ce produit pharmacologique est capable de transporter ces cations à travers 

les membranes cellulaires.  Ce mécanisme lui permet de jouer un rôle dans 

l’échange des cations Na+/H+.  Il fut démontré que les traitements avec le monensin 

interfèrent avec le pH cellulaire (Gustavsson M. et coll., 2008).  Nous utiliserons ici 

le monensin comme ionophore à protons. 

 

1.3 Vacuolisation in vivo et connaissances actuelles 

La vacuolisation cellulaire à la suite de traitements par des médicaments cationiques 

lysosomotropiques est bien documentée tant in vitro qu’in vivo.  Une grande variété 

de médicaments cationiques utilisés en clinique est capable d’induire des 

changements morphologiques cellulaires qui découlent de la capture et de la 
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rétention des amines dans les régions acides de la cellule.  Quelques anesthésiques 

locaux et des amines administrées chroniquement sont des exemples de 

médicaments cationiques causant la cytopathologie vacuolaire à la concentration 

cliniquement pertinente. 

 

Actuellement, il y a plusieurs études qui documentent très bien le processus de 

vacuolisation à la suite de l’accumulation des amines dans les régions acides des 

cellules in vitro et in vivo.  Certaines études ont démontré une inhibition de la 

prolifération cellulaire sans toxicité importante.  Malgré la documentation abondante 

sur cette cytopathologie, il existe encore certains aspects qui ne sont pas bien 

expliqués dans la littérature.   

 

1.3.1 Démonstration in vivo 

Dans de nombreuses études, les concentrations utilisées des médicaments 

cationiques qui s’accumulent dans les compartiments acides sont beaucoup plus 

élevées que celles atteintes en clinique (Marceau et coll., 2012 ; Parks et coll., 2015).  

Cependant, il y a des concentrations de médicaments cationiques (lidocaïne par 

exemple) utilisées dans certaines études qui reflètent les concentrations utilisées en 

clinique (Bawolak et coll., 2010).   

 

Une application de lidocaïne 1%, une anesthésie locale, dans la chambre antérieure 

de l’œil cause une vacuolisation importante et une rétention significative du 

médicament cationique (Anderson et coll., 1999 ; Atilla et coll., 2003).  La durée 

d’utilisation de l’anesthésie locale est relativement courte et la cytopathologie 

cellulaire de la vacuolisation est souvent résolue avec l’arrêt de l’administration.  Par 

contre, certains agents cosmétiques, comme le diméthyléthanolamine (DMAE) et le 

triéthylanolamine, contiennent de hautes concentrations d’amines tertiaires 

(Morissette et coll., 2007).  Ces concentrations causaient une vacuolisation 

excessive chez les fibroblastes dermiques de lapins.  Une vacuolisation excessive 

pourrait exercer des effets sur la fonction normale des cellules touchées (effet 
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antiprolifératif, effet cytotoxique, etc.) comme dans le cas d’une crème anesthésique 

(EMLA). 

 

Il existe aussi des médicaments cationiques administrés chroniquement chez les 

patients.  Un exemple de médicament cationique est l’amiodarone.  Ce dernier est 

un des meilleurs médicaments antiarythmiques et est fréquemment utilisé en 

clinique (Vassallo et Trohman, 2007).  Il fut confirmé que l’accumulation vacuolaire 

de ce médicament dans les cellules était médiée par la pompe V-ATPase.  Son 

accumulation serait une réponse à sa capture et sa rétention dans les régions acides 

(Morissette et coll., 2009).  Cette étude suggérait l’hypothèse d’une certaine 

spécificité cellulaire pour la capture de l’amiodarone ; les macrophages 

démontraient une affinité plus élevée comparativement aux autres types de cellules 

en culture. 

 

La chloroquine est un second exemple de médicament cationique administré 

systématiquement chez des patients.  On sait que ce médicament cause une 

phospholipidose (Zheng et coll., 2011).  Étant un médicament cationique 

lysosomotropique, la cytopathologie causée par l’administration de la chloroquine 

pourrait être expliquée par sa séquestration dans les compartiments acides. 

 

1.3.2 Synthèse actuelle de la cytopathologie causée par la séquestration des 

cations 

La cytopathologie causée par la séquestration de cations dans les compartiments 

acides est documentée dans différents types cellulaires (De Duve et coll., 1974 ; 

Marceau et coll., 2012 ; Roy et coll., 2013).   

 

La séquestration des médicaments cationiques est médiée indirectement par la 

pompe V-ATPase des régions acides des cellules.  Parmi les réponses à la suite de 

cette accumulation des cations, il y a une accumulation autophagique (inhibition du 

flux) et la présence d’une phospholipidose.  Ces réponses tardives sont à la suite de 
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l’incompétence lysosomale.  Nos traveaux ont permis de généraliser ces 

mécanismes (Morissette et coll., 2008, 2009 ; Roy et coll., 2013).  La 

phospholipidose sera expliquée plus en détail dans la section 4 de l’introduction.  En 

plus de causer une inhibition du flux autophagique et une phospholipidose, la 

séquestration des cations augmente la lysosomogénèse des cellules.  Une 

rétroaction tardive qui serait liée à l’incompétence lysosomale à la suite du 

tamponnage du pH (Parks et coll., 2015).   

 

Une inhibition de la migration cellulaire fut observée par Morissette et coll. (2004) à 

la suite de traitements avec la procainamide chez les cellules du muscle lisse de 

lapin.  Des traitements avec des médicaments cationiques lysosomotropiques 

produisent aussi un arrêt mitotique.  Cette inhibition est aussi produite avec 

l’administration de médicaments cationiques ; la lidocaïne chez les cellules du 

muscle lisse humain (Bawolak et coll., 2010), le 2-diméthylaminoéthanol chez les 

cellules fibroblastes dermiques de lapin (Morissette et coll., 2007b), la triéthylamine 

(Et3N) et la procainamide chez les cellules (Morissette et coll., 2004 ; 2005).  Le 

mécanisme de cet arrêt fut étudié et généralisé par notre laboratoire en utilisant une 

série de s-Et3N (triéthylamines substituées) dans différentes lignées cellulaires 

(Parks et coll., 2016). 

 

Les concentrations des médicaments cationiques lysosomotropiques qui induisent 

une séquestration des cations ne sont souvent pas celles utilisées en clinique.  

Seulement la concentration thérapeutique de quelques anesthésiques locaux serait 

capable de causer la cytopathologie à la suite de la séquestration des cations.  

 

Malgré la documentation abondante relative à la cytopathologie causée par la 

séquestration des médicaments cationiques dans les régions acides des cellules, il 

existe quelques aspects encore inconnus.  Une accumulation autophagique est 

observée lors de cette cytopathologie, mais son origine est inconnue.  Cette dernière 

peut provenir d’un dommage aux organelles de la cellule ou de l’inhibition du flux 
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autophagique à la suite d’une accumulation d’autophagolysosomes non 

fonctionnels.  Il fut démontré que cette accumulation autophagique n’est pas reliée 

à une déprivation nutritionnelle cellulaire par l’étude du niveau de phospho-AKT 

(Bawolak et coll., 2010).  Il est connu que l’accumulation des médicaments 

cationiques dans les régions acides (lysosomes) de la cellule provoque un 

tamponnage de leur pH.  Ce dernier pourrait déclencher une réponse d’une 

lysosomogénèse de la cellule (Funakoshi et coll., 2013).  Deux études antérieures 

démontrent une augmentation des protéines lysosomales, LAMP1 et LAMP2, chez 

des cellules traitées avec des médicaments cationiques, dont l’imatinib et la 

chloroquine (Ertmer et coll., 2007 ; Chen et coll., 2011).  Si les cellules augmentent 

leur processus de lysosomogénèse à la suite de l’accumulation des amines dans 

leurs compartiments acides, il serait possible d’observer une translocation nucléaire 

du facteur de transcription EB (TFEB) activé (Sardiello et coll., 2009).  Son activation 

fut déjà raportée chez des cellules traitées avec le médicament cationique 

chloroquine (Roczniak-Fergusson et coll., 2012) et le propranolol (Logan et coll., 

2014).  Finalement, une certaine spécificité tissulaire et cellulaire de la capture et la 

rétention des amines ont été documentées chez certaines études.  Morissette et coll. 

(2009) ont démontré que les macrophages accumulaient significativement plus 

d’amiodarone que les cellules des muscles lisses.  Roy et coll. (2013) démontraient 

que les neutrophiles avaient une plus haute affinité, mais un Vmax plus faible, pour la 

quinacrine comparativement aux lymphocytes.  De plus, Baik et coll. (2013) avaient 

observé une redistribution in vivo du médicament cationique clofazimine des tissus 

adipeux aux organes riches en macrophages, comme le foie et la rate, en fonction 

du temps.  Cette accumulation dans certains organes et certains types cellulaires 

sont la fondation de l’hypothèse de transporteurs membranaires pour les amines 

tertiaires. 

 

L’effet antiprolifératif de la vacuolisation cellulaire à la suite de l’accumulation des 

amines dans les régions acides de la cellule est documenté, mais pas encore bien 

compris.  Une nouvelle étude propose une hypothèse explicative.  Kuzu et coll. 

(2014) documentent un renversement partiel de l’effet antiprolifératif du médicament 
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cationique leelamine suite à un traitement avec la β-cyclodextrine afin d’extraire le 

cholestérol cellulaire.  Il est possible que cet antagonisme soit relié à l’augmentation 

de l’expression des gènes qui régulent la synthèse des lipides cellulaires, comme le 

cholestérol.  Une explication possible pour cette augmentation serait la 

phospholipidose, une cytopathologie causée par une réorganisation des vacuoles 

dilatées avec des médicaments cationiques (Sawada et coll., 2005 ; Nioi et coll., 

2007).  
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2. Médicaments cationiques lysosomotropiques 

L’accumulation des médicaments cationiques dans les compartiments acides de la 

cellule est bien documentée.  Ces médicaments sont basiques, avec un pKa 

d’environ 8-10, se concentrent dans les régions acides à cause de leur faible 

rétrodiffusion (sous forme protonée) et augmentent le volume de ces compartiments 

osmotiquement.  De Duve et coll. (1974) ont démontré que le rapport des 

concentrations des médicaments cationiques était égal au ratio des concentrations 

des protons d’hydrogène dans les compartiments acides des cellules.  Les 

médicaments qui peuvent causer la vacuolisation cellulaire sont dits 

lysosomotropiques.  Afin d’effectuer nos études lors de ce mémoire, une série de 6 

triéthylamines substituées (s-Et3N) a été utilisée.  Ces médicaments sont reconnus 

comme étant capables de s’accumuler dans les régions acides des cellules d’une 

manière V-ATPase dépendante.   

 

2.1 Procainamide 

La procainamide est un médicament antiarythmique quelque peu délaissé 

maintenant.  Afin d’avoir une efficacité optimale, ce médicament cationique doit être 

administré chroniquement.  Il fut approuvé par l’Agence américaine des produits 

alimentaires et médicamenteux (FDA) lors des années 1950 sous le nom Pronestyl.  

Le besoin de trouver un médicament alternatif à celui utilisé lors de la Première 

Guerre mondiale, la procaïne, était une motivation importante pour la découverte de 

la procainamide.  L’équipe de Mark et coll. (1951) a découvert que la procainamide 

était une molécule avec des propriétés antiarythmiques semblables à celles de la 

procaïne. 

 

 

 

FIGURE 2 : Structure de la procainamide 
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On connait depuis longtemps la formation significative de vacuoles cytoplasmiques 

chez des cellules traitées avec certains médicaments cationiques, dont la procaïne, 

la procainamide, la nicotine, l’atropine, etc. (Belkin et coll., 1962 ; Finnin et coll., 1969 

; Henics et Wheatley, 1997 ; Ohkuma et Poole, 1981).  La procainamide est aussi 

active chez des cellules du muscle lisse pulmonaire de lapin à des concentrations 

non-thérapeutiques (Morissette et coll., 2004 ; 2008a).  Ce médicament fut choisi, 

parmi 5 autres, pour réaliser nos différentes études décrites dans le présent 

mémoire. 

 

2.2 Lidocaïne 

La lidocaïne est un médicament cationique synthétisé pour la première fois en 1943 

par le chimiste Nils Löfgren sous le nom de xylocaine (Löfgren et Lundqvist, 1946).  

On dit que ce médicament est la forme d’anesthésie locale la plus utilisée en 

clinique.  Il agit aussi comme un médicament antiarythmique ventriculaire parmi les 

membres de la famille des aminoamides.  La lidocaïne agit comme un inhibiteur des 

canaux sodiques qui diminue les contractions ventriculaires et diminue les signaux 

neuronaux envoyés au cerveau. 

L’efficacité de l’action anesthésique de la lidocaïne est caractérisée par une action 

rapide et une durée d’action moyenne à la suite de son administration.  L’action 

rapide de ce médicament est avantageuse comparativement à d’autres 

médicaments anesthésiques, comme la bupivacaïne.  La lidocaïne est associée 

FIGURE 3 : Structure de la lidocaïne 
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avec la prilocaïne dans la crème EMLA (Cepeda et coll., 2010).  En plus de son 

action anesthésique, la lidocaïne est classée comme étant l’agent antiarythmique de 

classe Ib le plus important en clinique.  Lorsque l’amiodarone (un autre médicament 

cationique qui sera abordé un peu plus loin) n’est pas disponible comme traitement, 

la lidocaïne est utilisée afin de traiter une panoplie de pathologies arythmiques ; des 

arythmies ventriculaires, des infarctus du myocarde, un empoisonnement aux 

dioxines ou un cathétérisme cardiaque (Marti-Carvajal et coll., 2015). 

 

Morissette et coll. (2011) et Bawolak et coll. (2010), ont démontré que les 

anesthésiques locaux, dont la bupivacaïne, la lidocaïne et la procaïne, induisaient la 

cytopathologie vacuolaire.  Bawolak et coll. (2011) ont démontré qu’un traitement 

avec la lidocaïne ou la procaïne induisait une vacuolisation massive dans les cellules 

du muscle lisse et que cette pathologie était inhibée par un cotraitement de 

l’inhibiteur de la pompe V-ATPase ; la bafilomycine A1.  En plus de provoquer une 

vacuolisation, le traitement avec ces médicaments cationiques induisait une 

augmentation dans la signalisation autophagique, une fusion des lysosomes avec 

les phagosomes pour former les autophagolysosomes et aussi un effet 

antiprolifératif chez les cellules. 

 

2.3 Hydroxychloroquine 

L’hydroxychloroquine (HCQ) est un médicament administré pour le traitement de la 

malaria, de l’arthrite rhumatoïde, des pathologies inflammatoires et certains cancers.  

À l’exception de la présence d’un groupement hydroxyle, cette molécule est 

structuralement similaire à celle du médicament chloroquine.  Les propriétés 

pharmacocinétiques de l’hydroxychloroquine sont très similaires à celles du 

médicament chloroquine (abordé ci-dessous) (Kalia et coll., 2007). 
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Ce médicament, principalement utilisé dans un plan de traitement contre la malaria, 

commence à être utilisé pour traiter de nombreuses pathologies, dont lupus 

érythémateux (Petri et coll., 1994 ; Tsakonas et coll., 1998), les pathologies 

rhumatismales (Van Der Heijde et coll., 1989 ; O’Dell et coll., 1996), le syndrome de 

Gougerot-Sjögren (Ponge et coll., 1986), la porphyrie (Malkinson et coll., 1980 ; 

Petersen et coll., 1992)  et même certains cancers (Poklepovic et coll., 2014 ; 

Livesey et coll., 2009 ; Rahim et coll., 2009). 

 

L’HCQ, étant une base faible lipophile, est capable d’entrer avec facilité dans la 

cellule en passant à travers les membranes cellulaires par diffusion simple.  Une fois 

dans la cellule, ce médicament est capté et retenu dans les compartiments acides 

de la cellule où il est protoné (Kaufmann et coll., 2007).  Une accumulation de ce 

médicament cationique dans les compartiments acides de la cellule modifie leur pH.  

Une augmentation du pH dans les lysosomes à la suite de la capture et de la 

rétention de l’hydroxychloroquine cause une diminution dans l’activité intracellulaire, 

diminue la glycosylation et modifie la sécrétion des protéines.  Ces modifications 

emportent des conséquences importantes pour la cellule (Oda et coll., 1986).   Une 

étude par Takeda et coll. (2003) démontre une inhibition des récepteurs de type Toll 

9 (TLR 9) des cellules traitées par l’hydroxychloroquine.  Ces récepteurs médient la 

réponse inflammatoire à la suite d’une stimulation microbienne (Takeda et coll., 

2003). 

 

FIGURE 4 : Structure de l’hydroxychloroquine 
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2.4 Chloroquine 

La chloroquine (CQ) est un autre exemple d’un médicament avec des propriétés 

lysosomotropiques.  Ce médicament cationique fut découvert en 1934 par l’équipe 

de Hans Andersag chez Bayer (Krafts et coll., 2012).  Lors de la Deuxième Guerre 

mondiale, les États-Unis d’Amérique ont entrepris des essais cliniques 

gouvernementaux avec la chloroquine afin de traiter les soldats de la malaria ; les 

avantages de son utilisation en clinique ont été mis en évidence 

(http://www.cdc.gov/malaria/about/history/ Obtenue le 8 juillet, 2016). 

 

 

Tout comme l’hydroxychloroquine, la chloroquine est utilisée pour le traitement de 

la malaria (Slater et Cerami, 1992) en plus de l’arthrite rhumatoïde (Lard et coll., 

2001), l’amibiase (Cohen et Reynolds, 1975), le lupus érythémateux (Mastaglia et 

coll., 1977 ; Meinao et coll., 1996) et certains cancers (Solomon et Lee, 2009 ; 

Kimura et coll., 2013 ; Fan et coll., 2006). 

 

Les propriétés lysosomotropiques de la chloroquine expliquent partiellement son 

efficacité pour traiter la malaria.  Son accumulation dans les compartiments acides 

du parasite interfère avec ses processus digestifs.  Ses propriétés permettent son 

utilisation dans les pathologies reliées aux lipides, aux pathologies reliées à 

l’autophagie et à l’apoptose (Chen et coll., 2011 ; Kurup et coll., 2010 ; Kim et coll., 

FIGURE 5 : Structure de la chloroquine 
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2010).  Kim et coll. (2010) ont démontré que le traitement de la lignée cellulaire de 

glioblastome (U87MG) avec la chloroquine active le réseau de signalisation p53 et 

inhibe leur prolifération.  La chloroquine bloque le processus autophagique à la suite 

de l’inhibition des protéases lysosomales et de l’inhibition de la fusion des 

autophagosomes et des lysosomes et ces inhibitions semblent participer à l’effet 

anticancer de ce médicament cationique (Svarino et coll., 2006 ; Amaravadi et coll., 

2011). 

 

2.5 Quinacrine 

La quinacrine (QX), connue sous le nom d’Atabrine, ou de Mépacrine, fut 

développée en Allemagne dans les années 1920.  Son premier essai clinique contre 

la malaria fut en 1930 (Schadewaldt, 1975).  Lors de son utilisation pendant la 

Deuxième Guerre mondiale, environ 3 millions soldats américains utilisèrent ce 

médicament.  Vers la fin de la guerre, l’essai clinique de la quinacrine démontra que 

son efficacité contre la malaria était significativement inférieure au médicament 

cationique chloroquine (Goodman et Gilman, 1954). 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

La quinacrine est rapidement absorbée par l’organisme.  Malgré la concentration 

plasmatique faible lors de son administration, sa concentration tissulaire est 

relativement élevée.  Les organes qui démontrent une concentration plus élevée 

FIGURE 6 : Structure de la quinacrine 
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dans l’organisme sont le foie, la rate, les poumons et les glandes surrénales (Huang 

et coll., 2006 ; Ehsanian et coll., 2011 ; Wallace, 1989). 

  

Il y a plusieurs mécanismes d’actions que la quinacrine peut exercer lors de son 

administration dans l’organisme.  Un exemple de mécanisme serait qu’il peut se lier 

à l’acide désoxyribonucléique (ADN) par une intercalation entre les paires de bases.  

Cette liaison inhibe sa dénaturation, sa dépolymérisation enzymatique, et sa 

transcription en acide ribonucléique (ARN) (Voiculetz et coll., 1974 ; O’Brien et coll., 

1966 ; Doglia et coll., 1986). 

 

La quinacrine s’accumule dans les leucocytes (Erman, Azuri et Raz, 1984).  Roy et 

coll. (2013) ont démontré que les leucocytes polymorphonucléaires (PMNLs) avaient 

une affinité plus élevée pour la quinacrine que celle des lymphocytes, mais avaient 

une capture inférieure.  Cette étude comprend un mécanisme de transport cellulaire 

spécifique qui permet d’expliquer la distribution sélective parmi les leucocytes. 

 

Il fut démontré que la quinacrine bloque la rupture des brins d’ADN induite par la 

radiation, mais augmente son effet antiprolifératif (Voiculetz et coll., 1974 ; Biller et 

coll., 1982 ; Giampeitri et coll., 1980 ; Fuks et Smith., 1971 ; Hiller, 1970 ; Pfab, 

Schachtschabel et Kern, 1985).  La quinacrine réduit l’incidence de cancer chez les 

souris traitées avec la nitrosourée (McCormick, 1988), diminue le nombre de 

mutations somatiques chez les cellules de leucémies murines (Giampeitri et coll., 

1980 ; Bach, 1969) et renverse la résistance à la vincristine (Inaba et Maruyama, 

1988). 

 

La quinacrine fut déjà utilisée afin d’étudier en profondeur la nature de la capture et 

de la rétention des médicaments cationiques.  Les cellules traitées avec des 

concentrations micromolaires de quinacrine montraient une accumulation 

autophagique (Marceau, Roy et Bouthillier, 2013).  Marceau et coll. (2009) 

démontrèrent que les vacuoles induites par l’accumulation de quinacrine avaient un 
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profile d’autophagolysosome et que la quinacrine avait une affinité d’environ 500 fois 

plus élevée comparativement à la procainamide.  

 

2.6 Amiodarone 

En 1961, les chimistes belges Tondeur et Binon ont développé l’amiodarone à partir 

d’analogue du « khellin » (une herbe anciennement utilisée pour ses propriétés 

médicinales).  Peu après son développement, ce médicament fut utilisé en Europe 

pour traiter l’angine de poitrine (Deltour et coll., 1962 ; Charlier, Tondeur et Binon, 

1962).  Les propriétés antiarythmiques de l’amiodarone furent démontrées par 

Bramah Singh et cette molécule fut classifiée dans la classe III (Singh et Vaughan 

Williams, 1970).  Par la suite, son utilisation pour traiter les patients qui souffrent 

d’arythmies ventriculaires et supraventriculaires fut introduite en Argentine par le 

physicien Mauricio Rosenbaum (Rosenbaum et coll., 1976).  Depuis les années 

1980, l’amiodarone est utilisée de façon routinière et prescrite mondialement pour 

traiter les arythmies cardiaques. 

 

Classifié dans la classe III des agents antiarythmiques, l’amiodarone augmente la 

durée de la phase 3 du potentiel d’action cardiaque, de la phase de la répolarization 

et augmente la perméabilité du potassium.  Il fut démontré que ce médicament 

cationique avait des propriétés anti-arythmiques comparables à celles des 

bêtabloquants et des inhibiteurs calciques sur les nœuds atrioventriculaires et 

sinusaux (Kodama, Kamiya et Toyama, 1999). 

FIGURE 7 : Structure de l’amiodarone 
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Malgré ses effets bénéfiques pour traiter les arythmies cardiaques, l’amiodarone 

provoque plusieurs effets secondaires non désirables.  Une administration 

chronique de ce médicament démontre des changements de coloration de la peau 

(une pigmentation bleue grise) (Wiper, Roberts et Schmitt, 2007), des pathologies 

neurologiques périphériques (Fraser et coll., 1985), des dépôts au niveau de la 

cornée (Chew, Ghosh et McCulloch, 1982), des actions antithyroïdiennes (Newman 

et coll., 1998) et des effets pulmonaires dangereux (Panagiotou et coll., 2011).  Une 

explication possible pour sa toxicité pulmonaire fut abordée par Antonini et Reasor 

(1991).  Ils démontrent que l’amiodarone s’accumule significativement dans les 

macrophages alvéolaires des rats. 

 

Morissette et coll. (2009) ont démontré que l’accumulation et la rétention de 

l’amiodarone dans les cellules humaines (macrophages, muscles lisses et HEK 

293a) étaient motivées par l’action de la pompe V-ATPase.  L’utilisation de 

l’inhibiteur de cette pompe, la bafilomycine A1, inhibait la vacuolisation induite par 

l’accumulation de ce médicament.  En plus d’une accumulation autophagique, ils ont 

aussi observé la présence d’une phospholipidose chez les cellules traitées avec ce 

médicament.  Une perturbation dans le métabolisme lipidique des cellules traitées 

avec l’amiodarone fut aussi observée (Honegger et coll., 1993).  
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3. Autophagie 

3.1 Historique 

Le terme autophagie provient des mots grecs auto et phagein qui signifient, 

respectivement, soi-même et manger.  L’autophagie est un processus cellulaire qui 

permet l’élimination ou la dégradation des compartiments de la cellule par des 

lysosomes (Kobayashi, 2015).  Il existe trois sortes d’autophagie possibles chez les 

cellules ; la macroautophagie, la microautophagie et l’autophagie médiée par des 

protéines chaperonnes.  Lors de ce mémoire, le terme « autophagie » sera utilisé 

en référence à la macroautophagie.  Les constituants cytoplasmiques sont isolés et 

enveloppés dans des compartiments sous le nom d’autophagosome.  Une fois 

fusionnés avec les lysosomes, les autophagosomes sont connus sous le nom 

d’autophagolysosomes et les constituants sont dégradés et recyclés (Patel et coll., 

2012). 

 

En 1963, une étude apporta une description structurale de la dégradation 

cytoplasmique focale.  Cette étude, par Hruban et coll. (1963), avait permis à 

reconnaître les trois étapes continues de la maturation du cytoplasme.  Ils avaient 

aussi démontré que le processus ne se limite pas aux états endommagés, mais 

fonctionne aussi sous des conditions physiologiques pour la réutilisation des 

matériaux cellulaires et de la disposition des organelles. 

FIGURE 8 : Schéma simplifié du processus autophagique. 
(Melendez et Levine., 2005) 
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Christian de Duve baptisa ce phénomène cellulaire ‘’Autophagy’’.  Il utilisa ce terme 

d’une part de la fonction lysosomale lors de sa description du rôle du glucagon dans 

la dégradation cellulaire présente dans le foie.  Il démontra que les lysosomes 

étaient responsables de l’autophagie induite par le glucagon (Deter et coll., 1976 ; 

Deter et De Duve, 1967).  Cette étude fut la première à faire le lien entre les 

lysosomes de la cellule et le processus autophagique (Klionsky, 2008). 

 

3.2 Biologie moléculaire 

Les gènes et les protéines responsables pour l’autophagie sont connus sous 

l’abréviation Atg (autophagy-related).  Les premiers gènes reliés à l’autophagie 

furent identifiés chez la levure Saccharomyces cerevisiae (Funakoshi et coll., 1997 

; Matsuura et coll., 1997 ; Tsukada et Ohsumi, 1993).  Le processus autophagique 

peut être décortiqué en 5 parties principales ; l’induction de l’autophagie, la sélection 

des cargaisons, la formation des vésicules, la fusion des autophagosomes avec les 

vacuoles et l’élimination et la dégradation du contenu des vacuoles. 

 

L’activation du processus autophagique commence par la déphosphorylation et 

l’activation des kinases ULK.  Ces kinases font partie d’un complexe protéique qui 

contient Atg13, Atg101 et FIP200 (Jung et coll., 2009).  De plus, les ULKs 

phosphorylent et activent Beclin-1.  Ce dernier est la protéine humaine homologue 

au gène Atg6 de la levure (Russel et coll., 2013).  Le complexe protéique de la 

Beclin-1 comprend les protéines p150, Atg14L et la kinase phosphatidilinositol 3-

phosphate VPS34 (Kang et coll., 2011).  Une fois activés, les complexes de Beclin-

1 et des ULKs se localisent au site d’initiation des autophagosomes : le phagophore.  

Une fois au site, ces complexes permettent l’activation des réseaux de signalisation 

essentiels au processus autophagique (Bartolomeo et coll., 2010 ; Hara et coll., 

2008). 

 

Il y a deux kinases essentielles à la régulation de l’autophagie ; « mammalian target 

of rapamycin » (mTOR) et 5’ « adenosine monophosphate-activated protein 
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kinase » (AMPK) (Russsel, Yuan et Guan, 2014).  Leur activité est régulée par une 

panoplie de signaux intracellulaires, dont la présence de facteurs de croissance ou 

des dérivés réactifs de l’oxygène en sont quelques exemples.  Ces deux kinases 

permettent la régulation du processus autophagique par leur effet phosphorylation 

inhibitrice de la kinase Unc-51-like ULK1 et ULK2 (homologue mammalien de Atg1) 

(Chan, 2012). 

 

La première des deux conjugaisons « ubiquitin-like » du processus autophagique 

provoque une liaison covalente des protéines Atg12 et Atg15.  Ce conjugué 

protéique lie par la suite Atg16L1 pour former un complexe « E3-like ».  Ce dernier 

agit comme la deuxième conjugaison « ubiqutin-like » (Hanada et coll., 2007).  La 

protéine Atg16L1 est essentielle pour la formation des autophagosomes à la suite 

de son recrutement au phagophore de « WD repeat domain phosphoinositide-

interacting protein 2 » (WIPI2) (Dooley et coll., 2014).  Ce complexe protéique de 

Atg16L1 permet la liaison et l’activation de Atg3 qui à son tour forme des liaisons 

covalentes entre les protéines mammaliennes homologues de Atg8 (dont le LC3A-

C, le GATE16 et le GABARAPL1-3) et les lipides à la surface des autophagosomes 

(Kabeya et coll., 2004). 

 

Les protéines homologues au Atg8 les plus étudiées sont les « microtubule-

associated protein light chain » (LC3).  La forme lipidée de LC3 contribue à la 

fermeture des autophagosomes (Fujita et coll., 2008) et permet la liaison de 

protéines adaptatrices spécifiques, comme le p62/SQSTM1 (Park et coll., 2014).  

Une fois l’autophagosome formé, ce dernier fusionne avec un lysosome avec l’aide 

des SNAREs (Fader et coll., 2009 ; Furuta et coll., 2010) et des « UV radiation 

resistance-associated gene protein » (UVRAG) (Kim et coll., 2015 ; Liang et coll., 

2008) pour former un autophagolysosome.  La protéine LC3 qui demeure à la 

surface interne de l’autophagolysosome est dégradée avec le contenu pendant que 

la protéine LC3 qui se retrouve sur la surface externe se fait cliver par Atg4 et ensuite 

se fait recycler (Satoo et coll., 2009).  Le contenu des autophagolysosomes est 
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dégradé et les acides aminés sont relâchés grâce à l’action des perméases (Yang 

et coll., 2006). 

 

Les protéines LC3-II et p62/SQSTM1 sont deux indicateurs autophagiques 

couramment utilisés dans l’étude du processus autophagique.  Une augmentation 

de la quantité de LC3-II (sous sa forme clivée et lipidée) présente permet d’étudier 

s’il y a la présence d’une inhibition ou d’une induction du flux autophagique, 

comparativement à la protéine p62/SQSTM1 qui est dégradée seulement par la 

macroautophagie.  Une augmentation de cette dernière démontre une inhibition du 

flux autophagique.  Une étude complète du processus autophagique comprend 

l’analyse de ces deux protéines autophagiques. 

 

3.3 Fonctions 

L’autophagie a de nombreuses fonctions cellulaires.  Un exemple classique est 

l’induction du processus autophagique dans la levure à la suite d’un manque 

d’éléments nutritifs.  Dans ces conditions défavorables, les protéines sont 

dégradées et les acides aminés qui les formaient sont recyclés pour la synthèse de 

protéines essentielles à la survie de la cellule (Reggiori et Klionsky, 2002 ; Klionsky 

et Emr, 2000 ; Levine et Klionsky, 2004).  Le gène connu sous le nom de Atg7 joue 

un rôle essentiel dans l’autophagie induite par l’absence d’éléments nutritifs dans la 

cellule (Mizushima et coll., 2004) 

 

En plus de l’absence d’éléments nutritifs, il existe une motivation immunitaire pour 

le processus autophagique.  La xénophagie est la dégradation de particules 

pathogéniques par l’autophagie.  Certains agents pathogènes, comme le 

Mycobacterium tuberculosis, sont des cibles de dégradation par le même 

mécanisme qui cible la dégradation d’organelles endommagées (Deretic et coll., 

2009).  L’autophagie permet la réparation cellulaire, où elle va dégrader des 

organelles, des protéines ou des membranes plasmiques endommagées.  Une 
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absence d’autophagie est une explication possible du vieillissement cellulaire et des 

dommages cellulaires (Cuervo et coll., 2005). 

 

3.4 Autophagie et le cancer 

L’autophagie joue un rôle crucial dans la physiopathologie du cancer ; elle peut jouer 

un rôle protecteur contre le cancer ou jouer un rôle dans la croissance des cellules 

cancéreuses (Tavassoly, 2015 ; Furuya, Liang et Levin, 2004). 

 

Le processus autophagique joue un rôle important dans la tumorigenèse.  Certaines 

études ont démontré que le niveau d’autophagie chez des cellules cancéreuses 

étaient moindres que dans les cellules saines (Gunn et coll., 1977 ; Kisen et coll., 

1993 ; Kirkegaard, Taylor et Jackson, 2004).  Chez des lignées cellulaires 

cancéreuses du sein, on a souvent observé une altération ou une délétion de l’allèle 

Beclin-1 (BECN1) ; le gène humain homologue au Atg6/Vps30.  Les niveaux 

d’expression de BECN1 chez 18 de 32 lignées de cancer du sein étaient 

significativement inférieurs au niveau des cellules épithéliales normales (Liang et 

coll., 1999).  Deux études, dont Qu et coll. (2003) et Yue et coll. (2003), ont démontré 

qu’une délétion de l’allèle BECN1 promouvait une carcinogenèse chez les souris.  

Ces dernières démontraient une incidence élevée de cancer de poumon, de 

carcinome hépatique et de lymphome.  Une explication possible proposée par 

Cuervo (2004) est que les cellules cancéreuses juvéniles en développement ont des 

niveaux plus élevés de leur synthèse protéique que ceux de leur dégradation 

protéique.  De plus, on a proposé que l’autophagie permettrait de diminuer le taux 

de mutations possibles par l’élimination des organelles endommagées qui 

produisent des radicaux libres (Edinger et Thompson, 2003). 

 

Malgré son effet de promotion d’une tumorigenèse lors de son inhibition, le niveau 

basal d’autophagie semble être significativement plus élevé lors des stages avancés 

de cancer.  Il semble que ce processus agirait comme un mécanisme de protection 

contre les stress cellulaires (Ogier et Codogno, 2003 ; Gozuacik et Kimchi, 2004 ; 
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Cuervo, 2004).  Cuervo (2004) explique que les cancers à des stades avancés sont 

normalement moins vascularisés et donc ont besoin du processus autophagique afin 

de survivre dans cet environnement privé de nutriments et d’oxygène.  La carence 

de nutriments essentiels est capable de promouvoir l’autophagie chez une variété 

de lignées cancéreuses, dont le cancer du côlon, le cancer du sein, un mélanome, 

un hématome et un gliome malin (Ogier-Denis et coll., 1996 ; Liang, Brown et Levine, 

2001 ; Proikas-Cezanne et coll., 2004 ; Susan et Dunn, 2001 ; Ito et coll., 2005). 

 

L’autophagie est clairement capable de promouvoir la croissance de cellules 

cancéreuses sous certaines conditions, mais ce processus peut aussi causer la mort 

des cellules.  Clarke (1990) démontra que le processus autophagique peut induire 

la mort cellulaire indépendamment de l’apoptose.  Une étude par Bursch et coll. 

(1996) démontra que les cellules de cancer du sein traitées par le tamoxifène 

subissaient une mort cellulaire autophagique.   La rapamycin, un inhibiteur de 

mTOR, réduit la prolifération et induit l’autophagie chez les cellules d’un gliome malin 

(Takeuchi et coll., 2005).  Par contre, comme mentionné ci-haut, il faut faire attention 

lorsqu’on induit l’autophagie, car celle-ci peut être protectrice des cellules 

cancéreuses (Ogier-Denis et Codogno, 2003).  

 

Les médicaments cationiques lysosomotropiques tels l’hydroxychloroquine et la 

chloroquine sont présentement en essais cliniques oncologiques chez des humains.  

Amaravadi et coll. (2007) ont démontré une induction de la mort cellulaire par 

l’inhibition de l’autophagie par l’hydroxychloroquine chez un lymphome murin.  La 

chloroquine démontre des propriétés spontanées à diminuer la lymphomogénèse 

chez des modèles murins de lymphome (Maclean et coll., 2008).  Ces études visent 

à démontrer que l’inhibition du flux autophagique par l’hydroxychloroquine et par la 

chloroquine pourraient augmenter l’efficacité des agents chimiothérapeutiques. 
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3.5 Autophagie et cholestérol 

Le processus autophagique et la présence de cholestérol cellulaire sont étroitement 

reliés.  Une étude récente a démontré, par l’accumulation protéique de LC3-II à la 

suite d’une ablation du cholestérol intracellulaire par traitement de méthyle-β-

cyclodextrine, qu’il y avait une induction du processus autophagique (Cheng et coll., 

2006).  

 

Dans la pathologie de Niemann-Pick de type C (NPC), il y a une accumulation de 

sphingomyéline dans les lysosomes des cellules.  Elle est généralement induite par 

une mutation dans le gène NPC1.  Une mutation dans ce gène induit une 

perturbation dans le métabolisme des sphingolipides.  Une étude intéressante avait 

démontré une relation entre les cellules avec une accumulation de sphingolipides 

de cette pathologie et une accumulation autophagique (augmentation protéique de 

LC3-II) (Ishibashi, Yamazaki et Okamoto, 2009).   L’association entre l’autophagie 

et le cholestérol commence à être de plus en plus étudiée dans la littérature 

scientifique.  En effet, une étude par Xu et coll. (2010) avait démontré une 

accumulation autophagique à la suite de traitement par une quantité excessive de 

cholestérol libre.  L’induction du processus autophagique agirait comme un 

mécanisme de protection contre la mort cellulaire induite par la quantité excessive 

de cholestérol.  Il fut démontré par Singh et coll. (2009) que le processus 

autophagique est essentiel au maintien et au contrôle du métabolisme des lipides. 

 

Kuzu et coll. (2014) ont observé une accumulation du cholestérol avec une 

interruption dans le réseau vacuolaire à la suite de traitement par le médicament 

cationique lysosomotropique leelamine.  Ce médicament démontrait des propriétés 

antiprolifératives, inhibait le flux autophagique, inhibait l’endocytose et démontrait 

aussi une altération de la localisation subcellulaire du cholestérol.  Cette étude 

montrait aussi un renversement de la mort cellulaire induite par la leelamine et un 

rétablissement du système de trafic vacuolaire par un cotraitement par la β-

cyclodextrine.  
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4. Phospholipidose 

La phospholipidose induite par des médicaments est définie comme l’accumulation 

intracellulaire des phospholipides à l’intérieur des corps lamellaires avec la présence 

de structures lysosomales avec des couches de lipides non dégradées (Reasor et 

Kacew, 2001).  Cette pathologie fut démontrée dans une panoplie de lignée 

cellulaire, dont les poumons, le foie, les reins, la cornée, etc. et plus de 50 différents 

médicaments induisent cette pathologie à la suite de traitement chronique.  Tous 

ces médicaments sont essentiellement des amines qui provoquent la cytopathologie 

causée par la séquestration de cations médiée par la pompe V-ATPase (Reasor et 

coll., 2006). 

 

Comme mentionné auparavant, l’amiodarone cause la phospholipidose chez les 

cellules (Morissette et coll., 2009), chez des leucocytes périphériques des patients 

(Somani et coll., 1986) et chez les macrophages alvéolaires animaux.  La 

chloroquine, à une concentration de 50 μM, induit une phospholipidose chez la 

lignée cellulaire épithéliale de « Madin-Darby canine kidney » (MDCK) où le 

médicament était concentré dans des corps multilamellaires et multivesiculaires.  

Encore une fois, tous ces changements pathologiques étaient abolis par un 

cotraitement avec l’inhibiteur de la pompe V-ATPase, la bafilomycine A1 (Zheng et 

coll., 2011).  

 

Un mécanisme de formation de la phospholipidose induite par les médicaments 

cationiques fut proposé par Reasor et coll. (2006).  Malgré sa réversibilité après 

l’arrêt de l’administration du médicament et malgré sa réputation généralement 

inoffensive, l’Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) 

établit en 2004 un comité d’étude pour la phospholipidose.  La motivation derrière 

cette initiative était principalement motivée par la grande ressemblance entre la 

phospholipidose et la pathologie de Niemann-Pick (Vallance et coll., 2004 ; Piccoli 

et coll., 2011) et l’incertitude concernant la signification des effets cellulaires et 

tissulaires (Nioi et coll., 2007). 
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Comme mentionné précédemment, la procainamide et l’amiodarone ont été utilisées 

in vitro pour modéliser la phospholipidose (Morissette et coll., 2008a ; 2009).  Ces 

études proposent que l’accumulation répétitive du processus autophagique serait la 

source des corps multilamellaires (Morissette, Lodge et Marceau, 2008a). 
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5. Objectifs du projet de recherche 

Les objectifs de ce projet de maitrise consistaient deux parties : 

La première partie de ce projet consiste de l’exploitation du médicament cationique 

quinacrine afin d’étudier en profondeur la vacuolisation cellulaire dans un modèle 

murin.  La distribution subcellulaire et tissulaire de ce médicament seront étudiées 

à l’aide de sa fluorescence naturelle.  L’accumulation autophagique et la présence 

d’une lysosomogénèse seront analysées à la suite de traitement par la quinacrine.  

Finalement, ce médicament cationique sera administré in vivo dans un modèle murin 

afin de confirmer que la capture et la rétention du médicament par la pompe V-

ATPase cause une accumulation autophagique et une lysosomogénèse. 

 

La deuxième partie du projet consiste de l’étude approfondie de l’effet cytostatique 

et cytotoxique de médicaments cationiques lysosomotropiques chez 4 lignées 

cellulaires différentes.  Nos hypothèses dans cette étude sont que l’effet 

antiprolifératif des amines est un mécanisme universel et relié à une altération du 

trafic vacuolaire et que le pouvoir cytostatique sera inversement corrélé à la 

lipophilicité du médicament cationique et à son inhibition du flux autophagique.  Afin 

de répondre à ces dernières, une série de 6 médicaments de nature triéthylamines 

substituées (définie dans la section 2 de l’Introduction) sera utilisée sur 4 lignées 

cellulaires différentes avec un certain accent sur une lignée cellulaire de lymphome 

histiocytaire p53-négative.
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1. Inhibition du flux autophagique et lysosomogénèse à la suite de la 

séquestration du médicament cationique la quinacrine dans un modèle murin 

 

1.1 Matériel 

1.1.1 Cellules et animaux 

L’utilisation des souris mâles C57BL/6 (Charles River, St. Constant, QC, Canada) 

âgés de 8 semaines fut approuvée par le comité d’éthique local.  Elles furent utilisées 

pour l’isolation de cellules et de tissus en plus de l’administration in vivo de 

quinacrine (Comité de protection des animaux CHU de Québec, numéros 

d’homologation 12-073 et 2015-029). 

 

Les fibroblastes dermiques de souris (FDS) furent cultivés à partir d’explants 

provenant d’animaux euthanasiés à l’aide d’une combinaison d’isoflurane et dioxyde 

de carbone (CO2).  Ces cellules étaient maintenues dans Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Life Technologies) supplémenté avec 10% de sérum de veau 

fœtal (FBS), 1% de L-glutamine et 1% de pénicilline-streptomycine, jusqu’à un 

passage maximum de 6.  La lignée de cellules de reins humains (HEK 293a) fut 

aussi utilisée et obtenue originalement de Sigma-Aldrich et fut maintenue dans le 

milieu de culture DMEM supplémenté avec 10% de FBS, 1% de L-glutamine et 1% 

de pénicilline-streptomycine.  En plus des FDS et des HEK293a, des macrophages 

de souris furent obtenus à la suite de lavages bronchoalvéolaires sous forme d’une 

suspension dans du phosphate buffered saline (PBS) contenant 0,2% Éthylène 

Diamine Tétra-Acétique (EDTA) (Boilard et coll., 2014), centrifugés (1,500 RPM, 10 

minutes) et resuspendus dans Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) (Life 

Technologies) supplémenté avec 10% de FBS et à une densité d’environ 33,000 

cellules par millilitre (ml).  Ces derniers furent purifiés davantage par adhérence sur 

des pétris de 35 mm (millimètre) à une suspension de 2 ml par pétris pendant 1 

heure (h) d’incubation à une température de 37 degrés Celsius (°C) et avec 5% de 



32 
 

CO2.  Les cellules furent traitées par la suite avec les médicaments pour une durée 

de 4 h à 37°C, rincées avec du PBS et observées en utilisant la microscopie à 

transmission et à fluorescence. 

 

Les traitements in vivo de quinacrine consistaient en 2 injections intrapéritonéales ; 

40 ou 80 milligrammes (mg)/kilogrammes (kg) à deux reprises, à 24 h d’intervalles, 

avec le sacrifice 24 h après la dernière administration.  Les souris du groupe témoin 

avaient reçu le véhicule, 100 microlitres (μl) d’une solution saline chauffée.  Les 

dosages administrés furent déjà documentés et bien tolérés chez les souris 

(Gorbachev et coll., 2007).  Les souris furent utilisées afin de répondre à trois 

objectifs ; dont la détection de la fluorescence de la quinacrine dans les organes 

fraîchement isolés (observés avec stéréomicroscope à fluorescence, Leica, modèle 

MZ APO ; filtres : excitation 480 nanomètres (nm)/40 nm, émission 510 nm, couplé 

à la caméra Olympus DP73) ; la quantification de la fluorescence de la quinacrine 

dans une solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 1 Normal (N) dans des extraits 

des organes et les immunobuvardages pour la protéine p62/SQSTM1 et LAMP2  à 

partir d’homogénats de tissus de poumons.  Les organes des souris furent 

homogénéisés avec un mortier et pilon dans une solution de 150 millimolaire (mM) 

de chlorure de sodium (NaCl), 1% de Triton X-100, 0,1% de laurylsulfate de sodium 

(SDS), 0,5% de désoxycholate de sodium, 50 nanomolaire (nM) de 

trishydroxyméthylaminométhane (Tris) et complétée avec une tablette de Complete 

Mini Protease inhibitor cocktail (Roche) par 10 ml.  Cent microgrammes de protéines 

furent chargés dans chacun des puits des gels. 

 

1.1.2 Agents pharmacologiques 

La bafilomycine A1 fut achetée de LC Laboratories (Woburn, MA).  Les autres agents 

pharmacologiques furent obtenus de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) : le médicament 

cationique fluorescent modèle, le dichlorure de quinacrine, l’inhibiteur de la 

macroautophagie, la spautin-1 (Liu et coll., 2011 ; Shao et coll., 2014), l’ionophore 

H+, le monensin (Gil et coll., 2012), l’inhibiteur des « organic cation transporter » 1-

3 (OCT), le décynium-22 (Hayer-Zillgen, Brüss et Bönisch, 2002), l’inhibiteur de la 
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glycoprotéine P, l’élacridar (GF120918) (Rautio et coll., 2006) et autres inhibiteurs 

de transporteurs membranaires, la gemfibrozil, la verapamil, la β-estradiol et la 

cétirizine. 

 

1.1.3 Construction du vecteur LAMP1-mCherry 

En premier lieu, la séquence correspondante à la protéine humaine LAMP1 fut 

ampliée à partir d’un vecteur de LAMP1 (don du Dr Esteban C. Dell’Angelica, UCLA, 

Department of Human Genetics ; Falcòn-Pérez et coll., 2005) par la technique de la 

réaction en chaîne par polymérase (PCR).  Les amorces utilisées étaient les 

suivantes :  5′-C GTT TAA ACG GGC CCT ATG GCG GCC CCC GGC AGC-3′ 

(sens) et 5′-TTG CTC ACC GCG CCG GTG GAG CCT GTG-3′.  Par la suite, la 

séquence codante pour la protéine mCherry fut à son tour amplifiée avec les 

amorces suivantes : 5′-CCG GCG CGG TGA GCA AGG GCG AGG AG-3′ (sense) 

et 5′-TTG GTA CCG AGC TCG TTA CTT GTA CAG CTC GTC CAT GC-3′ 

(antisense).  Après leur purification, ces deux fragments furent insérés dans la le 

vecteur pcDNA3.1(-) digéré par XbaI et BamHI en utilisant la méthode d’assemblage 

de Gibson (Gibson et coll., 2009).  La génération du vecteur LAMP1-mCherry fut 

confirmée par séquençage. 

 

1.2 Méthodes 

1.2.1 Transfection et vecteurs 

Les fibroblastes dermiques de souris furent transfectés avec différents vecteurs afin 

d’étudier la localisation subcellulaire de la quinacrine et la signalisation induite par 

le traitement de ce médicament cationique.  Les vecteurs codaient pour « Ras-

related protein » Rab5, Rab7 et Rab7-GTP fusionnés avec la protéine fluorescente 

mCherry.  Ces vecteurs furent des gracieusetés des Drs Robert Lodge (Institut de 

Recherches Cliniques de Montréal, Montréal, Canada) et Michael J. Tremblay (CHU 

de Québec, Québec, Canada).  Le réticulum endoplasmique fusionné avec la 

protéine rouge fluorescente (ER-RFP ; Klee et Pimentel-Muiños, 2005) était un don 

du Dr Felipe X. Pimentel-Muiños, Universidad de Salamanca-CSIS, Salamanca, 
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Espagne.  Le vecteur codant pour la forme myc-fusionnée au facteur de transcription 

EB (TFEB) fut acheté d’Origene (numéro de catalogue RC207153).  Les vecteurs 

d’expression furent transfectés pour une durée de 24 h ou 48 h en utilisant le 

protocole de transfection avec le polyéthylènimine (PEI) (Morissette et coll., 2008b) 

ou en utilisant la méthode de Roche avec X-tremeGENE pour la transfection du 

TFEB. 

 

Les cellules HEK 293a furent transfectées avec des vecteurs de différents 

transporteurs membranaires afin d’étudier le transport de la quinacrine.  Ces 

vecteurs codaient pour les formes myc-fusionnées des transporteurs OCT-1 à 3.  

Une confirmation de la transfection fut démontrée par immunobuvardage et par le 

transport d’un substrat propre aux transporteurs. 

   

1.2.2 Microscopie 

La fluorescence intrinsèque verte de la quinacrine fut exploitée afin d’étudier sa 

distribution subcellulaire après des traitements à 37°C à des temps variés (30 

minutes à 4 h) dans les fibroblastes dermiques de souris.  En plus de la fluorescente 

verte de la quinacrine, la colocalisation des protéines fluorescentes rouges fut aussi 

observée dans certaines expériences.  Un marquage mitochondrial (25 nM 

MitoTracker Red CMXRos, Invitrogen) fut ajouté dans le milieu de culture des FDS 

15 minutes avant l’observation en microscopie.  Les cellules fixées et perméabilisées 

furent soumises à l’immunofluorescence afin d’observer la présence de l’α-actine 

(anticorps monoclonal, clone 1A4, Sigma-Aldrich, dilution 1 :100 et révélé avec 

l’anticorps « anti-mouse » IgG polyclonal couplé avec l’AlexaFluor-488 (Molecular 

Probes) et la distribution subcellulaire du TFEB fusionné avec myc (anticorps 

monoclonal anti-myc, clone 4A6, couplé avec AlexaFluor-488, Millipore).  Toutes les 

photos microscopiques furent prises avec l’appareil Olympus BX51 (Center Valley, 

PA) couplé à une caméra digitale CoolSnap HQ (Photometrics, Tucson, AZ).  Les 

filtres utilisés pour la quinacrine et AlexaFluor-488 : excitation 460-500 nm, émission 

510-560 nm ; pour mCherry, RFP et Mitotracker Red : excitation 525-555 nm, 

émission 600-660 nm. 
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En plus de démontrer sa distribution subcellulaire chez les fibroblastes dermiques 

de souris, la quinacrine s’accumule aussi chez les cellules HEK 293a.  Les cellules 

furent traitées avec la bafilomycine A1 (100 nM) ou avec le véhicule (DMSO) pour 

une durée de 30 minutes et ensuite elles furent traitées avec la quinacrine (1 µM et 

2,5 µM) pour une durée de 4 h.  Afin de confirmer la transfection des HEK 293a avec 

les différents vecteurs, celle-ci furent soumises à des expériences 

d’immunofluorescences avec l’anticorps monoclonal anti-myc (clone 4A6, couplé 

avec AlexaFluor-488. Millipore).  Toutes les photos microscopiques furent prises 

avec l’appareil Olympus BX51 (Center Valley, PA) couplé à une caméra digitale 

CoolSnap HQ (Photometrics, Tucson, AZ).  Les filtres utilisés pour la quinacrine : 

excitation 460-500 nm, émission 510-560 nm.  

 

1.2.3 Transport cellulaire 

L’accumulation cellulaire de la quinacrine chez les fibroblastes dermiques de souris 

fut déterminée par une légère variation du protocole utilisé par Marceau et coll. 

(2009).  Le médicament en question fut ajouté aux flacons de 25 cm2 confluents 

contenant 3 ml de milieu DMEM supplémenté avec 10% de FBS, 1% de L-glutamine 

et 1% de pénicilline-streptomycine.  Plusieurs expériences furent entreprises avec 

des concentrations de médicament différentes et des temps d’incubation variés.  

L’accumulation de la quinacrine à la fin de l’incubation (37°C, 5% CO2) fut 

déterminée à la suite de trois rinçages avec 3 ml avec du PBS, à un pH de 7.4 et à 

température pièce, pour ensuite dissoudre les cellules de souris dans 10 ml de 

NaOH 1 N.  La fluorescence de la quinacrine fut analysée directement dans la 

solution de NaOH grâce au spectrophotomètre (FluoroLog tau-3 ; HORIBA 

JobinYvon Inc., Edison, NJ ou encore soit le Aminco Bowman Series 2) avec une 

comparaison à une courbe standard de concentrations variées de quinacrine 

dissoute dans une solution de NaOH 1 N (filtres : excitation 414 nm et émission 501 

nm).  La fluorescence très faible des cellules de souris sans la présence de 

quinacrine fut analysée et soustraite des valeurs expérimentales. 

 



36 
 

La même méthode expérimentale fut utilisée pour les organes extraits des souris 

traitées in vivo avec la quinacrine (40 mg/kg/jour intrapéritonéal pour 2 jours) ou 

avec une solution saline.  Les organes en question furent homogénéisés avec un 

mortier et pilon dans une solution de NaOH 1 N (10 ml pour chaque organe 

individuel).  L’autofluorescence ne pouvait pas être soustraite comme chez les 

fibroblastes dermiques de souris, mais fut quantifiée à partir de souris traitées avec 

la solution de saline. 

 

Le transport de la quinacrine fut aussi étudié chez les cellules HEK 293a.  Les 

cellules furent incubées avec la quinacrine pour une durée de 30 minutes dans des 

plaques de 12 puits avec 2 ml de milieu correspondant.  Trois séries d’expériences 

de transport furent effectuées avec les HEK 293a ; une série avec l’inhibiteur de la 

pompe V-ATPase : la bafilomycine A1, une seconde série avec l’inhibiteur des 

transporteurs OCT-1 à 3 : le décynium-22 et une troisième série avec les cellules 

HEK 293a transfectées avec les vecteurs des différents transporteurs (OCT-1 à 3).    

L’accumulation cellulaire de la quinacrine dans chacune des expériences fut 

déterminée à la suite de trois rinçages de 3 ml avec du PBS, à un pH de 7.4 et à 

température pièce, pour ensuite dissoudre les cellules dans 2,5 ml de NaOH 1 N.  

Ensuite, 1 ml de ce volume fut ajouté dans 3 ml de NaOH 1 N pour former une 

dilution 1 :10.  La fluorescence de la quinacrine fut analysée avec 1 ml de cette 

dilution de NaOH grâce au spectrophotomètre avec une comparaison à une courbe 

standard de concentrations variées de quinacrine dissoute dans une solution de 

NaOH 1 N.  La fluorescence des cellules HEK 293a sans la présence de quinacrine, 

comme chez les cellules de souris, fut analysée et soustraite des valeurs 

expérimentales. 

 

Le MPP+ (1-méthyl-4-phényl pyridinium), N-[méthyl-3H], avec une activité spécifique 

de 80Ci/nmol, fut obtenu d’American Radiolabeled Chemicals, Inc. (St-Louis, MO).  

Cet agent pharmaceutique est un substrat pour l’OCT-1, 2 et 3 (Nies et coll., 2011).  

Brièvement, les cellules HEK 293a furent cultivées dans des plaques à 24 puits et 

transfectées avec des vecteurs codants pour les OCTs ou avec des vecteurs vides.  
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Les cellules furent ensuite rincées et les puits furent remplis avec 1,25 ml de milieu 

DMEM sans sérum préchauffé contenant 100 nM [3H] MPP+.  Les cellules HEK 293a 

furent incubées à 37°C pendant 30 minutes et rincées 3 fois avec du PBS froid et 

finalement dissous dans 1 ml de NaOH 0,1 N.  Les suspensions résultantes ont été 

comptées par scintillation. 

 

1.2.4 Immunobuvardage 

Les fibroblastes dermiques de souris dans des flacons confluents de 25 cm2 furent 

soumis à des traitements de quinacrine (24 ou 48 h), d’agents pharmacologiques et 

un sevrage de sérum pour observer les effets sur les protéines autophagiques (LC3, 

p62/SQSTM1) et sur la lysosomogénèse (LAMP1 et LAMP2).  Les cellules extraites 

furent ajoutées dans le tampon de lyse bouillant, qui contenait 10 mmol/L de Tris, 

pH de 7.4, 1,0 mmol/L d’orthovanadate de sodium (Na3VO4) et 1,0% de SDS.  Les 

lysats furent ensuite centrifugés à 15,000 g pour une durée de 5 minutes et ensuite 

incubés à une température de 95°C pour une durée de 5 minutes.  La concentration 

totale de protéines présentent dans les échantillons fut déterminée en utilisant le kit 

BCA Protein Assay (PierceTM). 

 

Quinze microgrammes de protéines totales furent chargés dans chaque puits du gel 

de polyacrylamide avec du laurylsulfate de sodium de l’électrophorèse (SDS-PAGE) 

et par la suite transférés sur une membrane de fluorure de polyvinylidène (PVDF).  

Certains immunobuvardages ciblaient des protéines des fibroblastes dermiques et 

d’autres ciblaient des protéines des organes de souris.  L’anticorps contre la protéine 

humaine LC3B (Novus ; dilution 1 : 3,000) fut utilisé pour démontrer la forme 

cytosolique LC3 I (19 kDa) et la forme clivée et liée à la membrane LC3 II (17 kDa) 

sur un gel SDS-PAGE de 15% (Morisette, Lodge et Marceau, 2008a).  Des gels de 

9% furent utilisés afin de faire la séparation des protéines p62/SQSTM1, LAMP1, 

LAMP2 et β-actine des échantillons.  L’anticorps monoclonal contre la protéine 

autophagique p62/SQSTM1 fut commandé de Cell Signaling Technology (numéro 

de catalogue : 5114).  Les glycoprotéines lysosomales/endosomales LAMP1 et 

LAMP2 furent détectées dans les échantillons protéiques de souris en utilisant les 
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anticorps monoclonaux 1D4B et ABL-93 respectivement.  Chacun de ces deux 

anticorps, dilués 1 : 1,000, étaient obtenus de Developmental Studies Hybridoma 

Bank, Iowa City, IA.  Toutes les réactions comprenaient l’utilisation d’anticorps 

secondaires couplés à une peroxydase de raifort (HRP) et révélées avec un substrat 

luminescent de la trousse Western Lighting, Perkin Elmer et exposé sur des films 

CL-X Posure (Thermo Scientific). 

 

Un chargement égal de protéines dans chacun des puits fut démontré avec l’aide 

d’une migration parallèle pour la β-actine (dilution de 1 : 50,000, anticorps 

monoclonal Sigma-Aldrich) lors des autres immunobuvardages.  L’intensité du signal 

des immunobuvardages était numérisée à partir des films photographiques : les 

intensités moyennes des pixels (échelle de 0 à 255) des sélections rectangulaires 

correspondantes aux protéines migrées furent évaluées à partir du logiciel 

Photoshop (version 6, Adobe, San Jose, CA).  Le signal du fond fut soustrait de 

chaque échantillon. 

 

Afin de confirmer la transfection des vecteurs codant pour les transporteurs 

membranaires OCT-1 à 3, une série d’expériences d’immunobuvardages fut 

effectuée avec les HEK 293a.  Les extraits protéiques des cellules HEK 293a furent 

soumis à un protocole similaire aux extraits protéiques des fibroblastes dermiques 

de souris.  L’anticorps monoclonal anti-myc, clone 4A6, couplé avec AlexaFluor-488 

fut utilisé comme indiqué par le manufacturier (Millipore). 

   

1.2.5 Isolation de l’ARN 

Les fibroblastes dermiques de souris furent ensemencés dans des plaques à 6 puits 

pour une durée de 2 jours avant leur stimulation.  Une quantité maximale d’ARN fut 

extraite en utilisant le protocole de Quiazol du manufacturier (Quiagen Inc., 

Mississauga, ON, Canada).  Après 24 h de traitements avec des concentrations 

variées de quinacrine, les FDS furent rincés à deux reprises avec du PBS à 

température pièce pour ensuite ajouter 1 ml de Quiazol dans chaque puits.  Une fois 
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détachées, les cellules furent ajoutées dans un tube contenant 200 μl de 

chloroforme.  Après avoir bien mélangé les tubes, ceux-ci furent centrifugés à 12,000 

g pour une durée de 15 minutes à 4°C.  La phase aqueuse (approximativement 400 

μl) fut transférée dans un tube Eppendorf de 1,5 ml avec un volume égal 

d’isopropanol.  Après une incubation d’une durée de 10 minutes à température 

pièce, les échantillons furent centrifugés à 12,000 g à 4°C pour une seconde durée 

de 10 minutes.  Après la centrifugation, le surnageant fut éliminé et le culot d’ARN 

fut rincé avec 500 μl d’éthanol 70% pour ensuite être recentrifugé pour une durée 

de 5 minutes à 12,000 g à une température 4°C.  Finalement, le culot fut séché pour 

une durée de 10 à 15 minutes pour ensuite être resuspendu dans l’eau libre 

d’ARNase.  La quantification de la solution d’ARN fut effectuée avec l’appareil 

Biodrop μLite (Isogen, Life Science). 

 

1.2.6 PCR quantitative 

Le niveau de transcription des ARN messager (ARNm) dans les fibroblastes 

dermiques de souris fut mesuré par la méthode de PCR quantitative décrite par 

Laflamme et coll. (2014).  En premier lieu, une transcription inverse fut effectuée 

avec 1 μg d’ARN total en utilisation les instructions fournies par le Transcriptor First 

Strand cDNA Synthesis kit (Roche Applied Science, Laval, QC, Canada).  Les 

amplifications des brins d’ADN complémentaires (ADNc) furent effectuées dans le 

Rotor-Gene Q avec le logiciel Q-series version 2.0.2 (Quiagen Inc., Mississauga, 

ON, Canada).  Une série de 35 cycles fut établie à 95°C pour une durée de 17 

secondes, ensuite à 58°C pendant 25 secondes et finalement à 72°C pour une durée 

de 25 secondes.  Chacune des réactions contenait 40 ng de ADNc, 2 μl de tampon 

10x, 100 μM de dNTPs, 0,1 unité d’ADN polymérase Taq (Roche Applied Science) 

et SYBR Green I (Life Technologies Inc., Burlington, ON, Canada) dilué à 1 : 30,000. 

 

Pour chacun des gènes murins d’intérêts, des amorces spécifiques furent établies à 

partir de la méthode décrite par Laflamme et coll. (2014).  Pour le gène codant pour 

LAMP1, les amorces suivantes furent utilisées : 5’-ACTGGTAACAACGGAACCTG-

3’ (sens) et 5’-ACACATTGGGGTTAGGAACA-3’ (anti-sens).  Pour le gène codant 
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pour LAMP2, les amorces suivantes furent utilisées : 5’-

CTAGGAGCCGTTCAGTCCAA-3’ (sens) et 5- CTTGCAGGTGAATACCCCAA-3 

(anti-sens).  La glycéraldéhyde 3-phosphate déhydrogénase (GAPDH) fut utilisée 

comme notre gène de référence.  Les amorces utilisées pour ce dernier furent : 5’-

AACTTTGGCATTGTAGAAGG- 3’ (sens) et 5’-ACACATTGGGGTTAGGAACA-3’ 

(anti-sens). 

 

1.2.7 Analyses statistiques 

Tous les résultats numériques furent présentés comme la moyenne ± l’erreur type.  

Les données obtenues par le transport de la quinacrine avec des concentrations 

variées à des temps d’incubations fixes furent ajustées au moyen d’une régression 

non linéaire selon l’équation de Michaelis-Menten en utilisant une méthode des 

moindres carrés (Prism 4.0; GraphPadSoftware Inc., San Diego, CA, USA).  Les 

valeurs des Km et des Vmax furent aussi calculées avec l’aide de cette méthode.  Les 

données numériques obtenues par la densitométrie des immunobuvardages, des 

intensités des cytofluométries, les activités enzymatiques et du transport MPP+ 

furent comparées avec l’aide d’ANOVA suivi du test de Bonferroni avec 

comparaisons multiples afin de faire la comparaison entre des paires de données 

ou le test de Dunnett afin de comparer les groupes expérimentaux avec un groupe 

témoin commun.  Lorsque les valeurs n’étaient pas normalement distribuées, le test 

non paramétrique ANOVA Kruskal-Wallis et le test de comparaison multiple de 

Dunnett furent utilisés.  L’effet qualitatif des traitements sur la distribution 

subcellulaire (cytosolique ou nucléaire) du facteur de transcription EB (TFEB) fut 

évalué pour chacun des fibroblastes dermiques de souris individuels dans les 

microphotographies et la proportion des cellules affectée fut analysée par le test 

statistique χ2.  L’intensité de la fluorescence des extraits des organes de souris 

traitées avec soit la quinacrine ou la solution saline fut comparée avec l’aide du test 

de Student (Test t).  Tous les calculs furent effectués avec l’aide du logiciel InStat 

3.05, GraphPad Software (San Diego, CA, USA).  



 

41 
 

2. L’effet cytostatique et cytotoxique des médicaments cationiques 

lysosomotropiques : rôle de la liposolubilité et du flux autophagique et effet 

de l’ablation du cholestérol 

 

2.1 Matériel 

2.1.1 Culture cellulaire 

Lors de la réalisation de cette étude, 4 lignées cellulaires furent utilisées.  La lignée 

dérivée d’un mélanome humain, M21, fut un cadeau Dr Eric Petitclerc (Héma-

Québec, Québec, Canada).  Elle fut originalement obtenue du Dr David Cheresh 

(The Scripps Research Institute, San Diego, CA, USA).  Elle fut maintenue dans le 

milieu DMEM supplémenté avec 5% de FBS, 1% de L-glutamine et 1% de 

pénicilline-streptomycine.  La lignée M21 est tumorigène chez des souris 

immunodéficientes (McMahon et coll., 2001).  La grande majorité des cellules de 

mélanomes sont très radiorésistantes et expriment généralement une forme non 

mutée de la protéine p53.  Les agents endommageant l’ADN induisent une 

accumulation de p53, mais ne provoquent pas le processus apoptotique, y compris 

dans la lignée M21 comme modèle cellulaire (Bao et Strömblad, 2004).  La lignée 

de cellules épithéliales de reins humains (HEK 293a) fut obtenue originalement de 

Sigma-Aldrich et fut maintenue dans le milieu de culture DMEM supplémenté avec 

10% de FBS, 1% de L-glutamine et 1% de pénicilline-streptomycine.  Le conseil 

institutionnel d’éthique de la recherche approuva l’utilisation anonyme de segments 

de cordons ombilicaux humains obtenus par césariennes électives.  Les cellules 

endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVECs) furent isolées par la 

digestion à la collagénase des veines ombilicales humaines des sections de 

cordons.  Les cellules furent maintenues dans le milieu Endothelial Cell é Medium 

(EGM, Lonza-Clonetics, Basel, Suisse) supplémenté avec des suppléments de 

croissance (2% FBS) et des antibiotiques (Koumbadinga et coll., 2010).  Les cellules 

leucémiques monocytaires humaines (U937) furent isolées originalement d’un 

lymphome histiocytaire d’un patient mâle âgé de 37 ans.  Elles furent maintenues 

dans le milieu RPMI 1640 (GIBCO) supplémenté avec 10% FBS, 1% L-glutamine, 
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1% pénicilline-streptomycine et 10 mM d’acide 4-(2-hydroxyéthyl) -1-pipérazine 

éthane sulfonique (HEPES).  Cette lignée est p53-nulle en raison d’une grande 

délétion dans les deux copies du gène codant pour la protéine p53 (Shiohara et coll., 

1994 ; Oliveira et coll., 1997). 

 

2.1.2 Produits pharmacologiques 

Les différentes lignées cellulaires furent traitées avec une série de triéthylamines 

substituées (s-Et3N) pour accomplir une variété d’expériences.  La série comprenait 

la procainamide, la lidocaïne, l’hydroxychloroquine, la chloroquine, la quinacrine et 

l’amiodarone (Sigma-Aldrich).  Les inhibiteurs β-cyclodextrine, lovastatine et 

géranylgéranyl-pyrophosphate, furent obtenus de Sigma-Aldrich.  Pour l’étude de la 

cytotoxicité des médicaments cationiques, le colorant DRAQ7 fut obtenu de Cell 

Signaling Technology.  Afin d’étudier l’effet des médicaments cationiques sur le 

cycle cellulaire, le Hoechst 33342 fut obtenu de Sigma-Aldrich.  La transferrine 

conjuguée avec l’AlexaFluor-594 fut obtenue de Sigma-Aldrich afin d’étudier la 

fonction d’endocytose. 

 

2.2 Méthodes 

2.2.1 Prolifération et décomptes cellulaires 

L’étude de l’effet antiprolifératif des médicaments s-Et3N est basée sur un essai 

prolifératif utilisé antérieurement.  Cinquante mille cellules furent ensemencées avec 

2 ml de milieu de culture propre au type de cellule en question dans des pétris de 

35 mm (obtenus de Starstedt) au temps zéro.  Vingt-quatre heures après 

l’ensemencement, les médicaments cationiques à concentrations variées furent 

ajoutés dans le milieu de culture.  Au temps 72 h, les cellules furent rincées avec du 

PBS 1X et ensuite détachées avec l’utilisation de la trypsine+EDTA (ThermoFisher 

Scientific), à l’exception des cellules non adhérentes U937.  Une fois les cellules 

décollées, les décomptes cellulaires furent effectués avec le Cellometer® mini 

(Nexcelom Bioscience, Lawrence, MA).  L’effet antiprolifératif des six médicaments 

cationiques, l’amiodarone, la quinacrine, la chloroquine, l’hydroxychloroquine, la 
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lidocaïne et la procainamide, fut étudié sur les quatre lignées cellulaires, la lignée de 

mélanome humain M21, la lignée leucémique monocytaire humaine U937, la lignée 

de cellules de reins humains HEK 293a et les cellules de la veine ombilicale humaine 

HUVECs. 

 

Une modification de l’essai de prolifération fut effectuée pour la lignée cellulaire 

leucémique des U937.  Cinquante-mille cellules de U937 furent incubées en 

présence des médicaments s-Et3N avec des cotraitements consistant en inhibiteurs 

du réseau de signalisation du mévalonate afin d’étudier leur influence sur l’effet 

antiprolifératif.  Ces cotraitements consistaient en la β-cyclodextrine 1 mM, la 

lovastatine 100 nM et la géranylgéranyl-pyrophosphate 10 μM.  Après une période 

d’incubation de 48 h, les décomptes cellulaires furent effectués. 

 

2.2.2 Microscopie 

La distribution subcellulaire de la quinacrine fut évaluée chez les cellules 

leucémiques (U937) après une période d’incubation entre 0 et 3 h à une température 

de 37°C.  Les cellules furent incubées dans un Eppendorf Thermomixer à une 

concentration de 1x106 cellules par ml.  Un prétraitement avec l’inhibiteur de la 

pompe V-ATPase, la bafilomycine A1, 100 nM pour une durée de 30 minutes était 

suivi par une incubation avec la quinacrine.  Après les traitements, les cellules furent 

centrifugées à 12,500 RPM pour une durée de 30 secondes à température pièce.  

Le surnageant fut aspiré et les cellules furent resuspendues et rincer avec 1 ml de 

Hank’s balanced salt solution (HBSS) préchauffé à 37°C.  Les cellules furent 

centrifugées une deuxième fois, avec les mêmes ajustements, pour ensuite être 

resuspendues dans 25 μl du milieu de culture RPMI 1640 + 1% pénicilline-

streptomycine.  Finalement, 5 μl de la suspension a été déposé sur une lame 

microscopique pour être observées avec la caméra Coolsnap HQ digital couplée au 

microscope Olympus BX51 (filtres pour la fluorescence de la quinacrine : excitation 

460-500 nm, émission 510-560 nm). 
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2.2.3 Cytométrie en flux (FACS) 

Une suspension de 1x106 cellules U937 fut traitée avec le médicament fluorescent 

quinacrine pour une durée soit de 1 h ou 48 h dans leur milieu de culture habituel.  

Un prétraitement avec la bafilomycine A1 100 nM était effectué 30 minutes avant le 

traitement de 1 h avec la quinacrine.  Deux cotraitements optionnels furent ajoutés 

au traitement de 48 h avec la quinacrine, dont la β-cyclodextrine 1 mM ou la 

lovastatine 100 nM.  Après les traitements, les cellules furent centrifugées à 12,500 

RPM pour une durée de 30 secondes à température pièce pour ensuite aspirer le 

surnageant.  Les cellules ont été resuspendues dans 1 ml de HBSS préchauffé à 

37°C et centrifugées une deuxième fois avec les mêmes réglages.  Elles furent 

ensuite suspendues dans 250 μl de HBSS préchauffé à 37°C.  Les cellules furent 

soumises à une analyse par cytofluométrie de la capture du médicament quinacrine 

décrite par Roy et coll. (2013).  Les analyses cytofluométriques furent effectuées à 

l’aide du BD SORP LSR II cell analyser, BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ ; 

réglage de fluorescence FITC).  Il fut possible dans les expériences suivantes 

d’étudier la fluorescence verte de la quinacrine parallèlement avec d’autres 

marqueurs fluorescents. 

 

Afin d’évaluer leur cytotoxicité, une suspension de 1x106 cellules U937 furent 

traitées avec des s-Et3N pour une durée de 24 ou 48 h dans leur milieu de culture 

habituel.  Après les traitements, approximativement 50,000 cellules furent 

centrifugées à 12,500 RPM pour une durée de 30 secondes à température pièce.  

Après avoir aspiré le surnageant, les cellules étaient rincées avec 1 ml de HBSS 

préchauffé à 37°C.  Après le rinçage, le marqueur d’ADN, DRAQ7 (Cell Signaling 

Technology) fut ajouté à une concentration de 3 μM.  Les cellules furent incubées 

avec le DRAQ7 pour une durée de 2 minutes à 37°C dans Eppendorf Thermomixer 

à 350 RPM.  Après les traitements, les cellules furent analysées comme indiqué 

(Ex/Em : 646/681 nm). 

 

Afin d’évaluer l’effet sur le cycle cellulaire des s-Et3N, des suspensions de 1x106 

cellules U937 ou des cultures d’HUVEC confluentes à 80% furent traitées pour une 
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durée de 48 h.  Après les traitements, les deux types de cellules furent incubés avec 

le colorant de l’ADN Hoechst 33342 (10 μg/ml ; Sigma-Aldrich) pour une durée de 

1h à 37°C.  Après l’incubation, les HUVECs furent détachées avec l’aide de la 

trypsine+EDTA (ThermoFisher Scientific) pendant qu’approximativement 300,000 

cellules U937 furent récupérées.  Les deux types de cellules ont été centrifugé à 

température pièce ; les cellules U937 à 12,500 RPM pour une durée de 30 secondes 

et les HUVECs à 1,200 RPM pendant 5 minutes.  Après avoir aspiré le surnageant, 

les cellules furent rincées avec 1 ml de HBSS préchauffé à 37°C.  Après une 

deuxième centrifugation, les deux types de cellules furent resuspendus dans 250 μl 

de HBSS préchauffé à 37°C.  L’analyse par cytofluorométrie fut effectuée comme 

indiqué (Ex/Em : 346/460 nm). 

 

La fonction d’endocytose des cellules U937 à la suite de traitements avec les s-Et3N 

fut étudiée avec l’aide de la transferrine-AlexaFluor-594.  Brièvement, une 

suspension de 1x106 cellules U937 était traitée avec certains s-Et3N pour une durée 

de 24 h avec l’option de cotraitement par la β-cyclodextrine 1 mM.  Après les 

traitements, approximativement 200,000 cellules ont été récupérées et incubées 

dans Eppendorf Thermomixer à 350 RPM pour une durée de 15 minutes avec le 

marqueur transferrine-AlexaFluor-594 à 37°C.  À la suite des traitements, les cellules 

furent centrifugées (12,500 RPM pour une durée de 30 secondes) et rincées avec 

le HBSS préchauffé à 37°C.  Le culot fut suspendu dans 250 μl de HBSS préchauffé 

à 37°C.  L’analyse par cytofluorométrie était effectuée comme indiqué (Ex/Em : 

590/617 nm). 

 

2.2.4 Immunobuvardage 

Les cellules leucémiques U937 furent analysées selon une variation d’une technique 

utilisée par Parks et coll. (2015).  Une extraction de 3x105 cellules U937 fut effectuée 

comme décrit par Roy et coll. (2013).  Les cellules furent auparavant traitées pour 

une durée de 6 h avec une variété de médicaments cationiques afin d’étudier leur 

effet sur l’accumulation de la protéine autophagique LC3B.  Les extraits des cellules 

furent migrés sur un gel 15% SDS-PAGE et par la suite transférés sur une 
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membrane PVDF.  L’anticorps polyclonal du lapin anti-LC3B humain (Novus ; 

dilution 1 : 3,000) fut utilisé pour observer l’effet sur la forme cytosolique LC3 I (18 

kDa) et la forme lipidique liée à la membrane LC3 II (16 kDa) (Morissette et coll., 

2008a). 

 

En plus d’étudier l’effet des s-Et3N sur la protéine autophagique LC3B, l’effet sur une 

réponse apoptotique tardive médiée par la caspase-3, c’est-à-dire le clivage de 

poly(ADP-ribose) -polymérase I (PARP1), fut aussi étudié.  L’anticorps polyclonal de 

lapin anti-PARP1, provenant de Cell Signaling (cat. #9542, dilution 1 : 1,000), fut 

utilisé afin d’observer le clivage apoptotique de cette protéine. 

 

En plus des cellules leucémiques U937, le niveau basal de densité des lysosomes 

et de l’autophagie des trois autres lignées cellulaires furent aussi étudiés.  Le lysat 

des cellules M21, des cellules HEK 293a et de HUVECs furent centrifugés à 15,000g 

pendant 5 minutes et ensuite incubés à 95°C pour une durée de 5 minutes.  Un gel 

SDS-PAGE de 9% fut utilisé avec l’aide des anticorps spécifique contre les protéines 

p62/SQSTM1, LAMP1, P53 et β-actine.  La glycoprotéine lysosomale/endosomale 

LAMP1 fut détectée dans les lysats cellulaires avec l’aide de l’anticorps monoclonal 

de souris H4A3 (Developmental Studies Hybridoma Bank, Iowa City, IA. Dilution 1 : 

1,000).  L’anticorps monoclonal de lapin spécifique pour la protéine autophagique 

p62/SQSTM1 fut obtenu de Cell Signaling Technology (dilution 1 : 1,000. Cat. # 

5114).  Finalement, l’anticorps monoclonal de souris spécifique à la protéine p53 

(clone BP53-12, cat. #P5813) fut obtenu de Sigma-Aldrich et une dilution 1 : 1,000 

fut utilisée. 

 

La forme phosphorylée et non phosphorylée de la protéine du rétinoblastome (pRB) 

furent étudiées avec l’aide des anticorps anti-phospho-pRB et anti-pRB.  L’anticorps 

de lapin spécifique pour la forme phosphorylée de la protéine du rétinoblastome, 

Ser807/811, fut utilisé avec une dilution 1 : 1,000.  L’anticorps de souris spécifique pour 

la forme non phosphorylée du pRB, clone 4H1, fut utilisé avec une dilution de 1 : 
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2,000.  Ces deux anticorps furent obtenus de Cell Signaling Technology (cat. #8516 

et #9303 respectivement). 

 

Une quantité égale de protéine dans les puits était confirmée par 

l’immunobuvardage de la protéine β-actine.  L’anticorps monoclonal de souris 

obtenu de Sigma-Aldrich fut utilisé avec une dilution 1 : 50,000.  Toutes les réactions 

utilisent les anticorps secondaires couplés à une peroxydase de raifort (HRP) et 

révélées avec un substrat luminescent de la trousse Western Lighting, Perkin Elmer.  

Les réactions ont été exposé sur des films CL-X Posure (Thermo Scientific). 

 

2.2.5 Détermination du cholestérol chez les cellules U937 

La détermination du cholestérol (le cholestérol libre et total) fut établie à l’aide du 

Cholesterol Quantitation Kit obtenu chez Sigma-Aldrich (cat. #MAK043).  

Brièvement, 1x106 cellules U937 furent récupérées après 48 h de traitements avec 

certains s-Et3N.  Les lipides furent extraits des cellules avec une solution 

chloroforme : isopropanol : IGEPAL CA-630 (7 :11 :0.1).  Les échantillons furent 

centrifugés à 13,000g pour une durée de 10 minutes à température pièce.  Le 

surnageant était par la suite transféré dans un tube Eppendorf de 1,5 ml.  Les lipides 

furent séchés à une température de 50°C afin d’éliminer les résidus de solvants 

organiques.  Le Cholesterol Assay Buffer du kit était utilisé pour dissoudre le culot 

des lipides.  La concentration du cholestérol des cellules a été analysée avec 

l’utilisation d’une plaque à 96 puits et avec une comparaison à une courbe standard 

de 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 et 0,5 ng/puits en fluorométrie.  Les analyses ont été 

effectuées avec l’appareil TECAN Infinite® M200 series reader (Morrisville, NC ; 

Ex/Em : 535/587 nm). 

 

2.2.6 Analyses statistiques 

Les résultats numériques étaient présentés en moyenne ± l’erreur type.  Les 

ensembles de données numériques obtenus par la densité des immunobuvardages, 

par l’intensité de la cytofluorométrie, la concentration du cholestérol, de 
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l’accumulation du marqueur DRAQ7 et les valeurs des décomptes cellulaires furent 

généralement comparés par ANOVA suivie d’un test de Dunnett afin d’effectuer une 

comparaison entre les groupes expérimentaux et la valeur du contrôle commun.  Le 

de Student (Test t) était utilisé afin de comparer l’effet d’une seule intervention 

pharmacologique sur les cellules traitées de manière uniforme.  Une présentation 

par régression linéaire et le coefficient de corrélation r de Pearson furent également 

utilisés pour établir une corrélation entre la puissance antiproliférative des 

médicaments cationiques et d’autres paramètres.  Tous les calculs furent effectués 

en utilisant le logiciel InStat 3.05 et GraphPad Software (San Diego, CA). 



 

49 
 

RÉSULTATS 

1. Inhibition du flux autophagique et de la lysosomogénèse à la suite de la 

séquestration du médicament cationique quinacrine dans un modèle murin 

 

1.1 Transport de la quinacrine dans les fibroblastes de souris 

Les fibroblastes dermiques primaires des souris C57BL/6 étaient uniformément 

positifs pour l’α-actine du muscle lisse (immunofluorescence, Fig. 9 A) et sont donc 

identifiés plus précisément comme myofibroblastes.  Comme démontré chez une 

variété de types cellulaires (Marceau et coll., 2009 ; Marceau, Roy et Bouthillier, 

2014 ; Roy et coll., 2013), ces fibroblastes dermiques de souris accumulent la 

quinacrine sous forme de granules et de vacuoles périnucléaires et cytosoliques à 

la suite de traitements avec une variété de concentrations (250 nM – 5 μM).  Cette 

accumulation fut démontrée par la fluorescence verte naturelle du médicament (Fig. 

9 B).  Le marquage nucléaire de la quinacrine était négligeable avec les 

concentrations utilisées.  Le cotraitement des fibroblastes dermiques avec 

l’inhibiteur de la pompe V-ATPase, la bafilomycine A1, abolit quasi totalement 

l’accumulation du médicament (Fig. 9 B). 
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FIGURE 9 : Démonstration microscopique de l’accumulation de la 
quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris. 
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Des protéines fluorescentes et le marqueur Mitotracker red furent utilisés afin 

d’identifier les organelles qui accumulaient la quinacrine dans les fibroblastes 

dermiques de souris (Fig. 10).  La fluorescente verte de la quinacrine était 

généralement co-localisée avec les protéines de fusion du Rab7 et LAMP1, mais 

était aussi occasionnellement observée avec le Rab5 (un marqueur endosomal 

précoce).  Par contre, une construction activée « GTP-locked » de Rab5 conjugué 

avec une protéine fluorescente verte causait une localisation particulière de la 

quinacrine ; le médicament était à l’intérieur des vacuoles géantes et les protéines 

rouges les bordaient (Fig. 10).  Ces résultats indiquent une diversité des organelles 

qui accumulent les médicaments cationiques sous l’effet de la pompe V-ATPase. 

 

La quantification de la fluorescence de la quinacrine dans les extraits de fibroblastes 

dermiques de souris permettait une caractérisation plus détaillée de son transport 

dans les cellules pour une durée de 4 h (Fig. 11).  La quinacrine, à faible 

concentration de 2.5 μM, était accumulée par les cellules et son transport était saturé 

après une durée de seulement 60 minutes.  Un cotraitement avec la bafilomycine 

A1 inhiba l’accumulation de la quinacrine peut importe la période d’incubation.  

L’inhibition semblait plus complète tardivement comme si l’inhibiteur avait un effet 

progressif sur le pH des organelles acides des fibroblastes dermiques de souris (Fig. 

11 A).  Chez les FDS traités avec la quinacrine pour une durée de 2 h, une quantité 

significative du médicament fut relâchée suite à l’ajout de la bafilomycine A1, mais 

non pas après des rinçages avec le milieu de culture.  La rétention du médicament 

cationique est importante en l’absence de l’inhibiteur.  L’accumulation de la 

quinacrine pour une période de 30 minutes suit une cinétique hyperbolique avec un 

Km de 9.8 μM (8.7 μM chez les cellules du muscle lisse humain, Marceau et coll., 

2009) et un Vmax de 48.7 nmol/flacon/30 minutes (Fig. 11 B).  
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FIGURE 10 : Étude de la localisation de marqueurs à fluorescence 
rouge avec la quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris. 
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Un flacon de fibroblastes dermiques de souris contient approximativement 276,000 

± 43,000 cellules (n=6) qui correspondent à volume cellulaire de 5-7 μl.  Il y a donc 

approximativement 5,000 fois la concentration de la quinacrine dans le volume 

cellulaire comparativement à la concentration dans le milieu de culture du flacon.  La 

relation entre l’effet et la concentration de la bafilomycine A1 inhibant l’accumulation 

de la quinacrine chez les FDS fut étudiée à une concentration de 1 μM de quinacrine 

avec un temps d’incubation de 2 h (Fig. 12 A).  Une puissance nanomolaire était 

observée pour la bafilomycine A1.  L’ionophore des protons H+ monensin, qui 

perturbe les gradients de protons dans les organelles des cellules (Gil et coll., 2012), 

empêcha aussi l’accumulation de la quinacrine (Fig.12 A).  Dans ces expériences, 

où seulement 1 μM de quinacrine fut utilisé, la quantité résiduelle mesurée en 

présence de 100 nM de bafilomycine A1 était inférieure à celle mesurée dans les 

cellules traitées avec une concentration plus élevée de quinacrine (comparaison 

entre Fig. 11 A et 12 A).  Chez les expériences à court terme impliquant les 

FIGURE 11 : Accumulation de la quinacrine dans les fibroblastes 
dermiques de souris mesurée par sa fluorescence intrinsèque. 
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inhibiteurs des gradients de pH vacuolaire (Fig. 9, 11 A et 12 A) aucune cytotoxicité 

n’était observée.  Lorsque la bafilomycine A1 était appliquée aux FDS 30 minutes 

avant l’ajout de la quinacrine, elle inhiba l’accumulation du médicament cationique 

pour toutes les concentrations de quinacrine utilisées (Fig. 12 B). 

 

Comme observé chez d’autres modèles cellulaires, l’inhibiteur des transporteurs 

OCTs, le décynium-22 (Hayer-Zillgen, Brüss and Bönisch, 2002) échoua à modifier 

le transport de la quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris après une 

période d’incubation de 30 minutes (Fig. 12 B).  L’inhibiteur de la glycoprotéine P, 

l’élacridar (GF120918) ne modifia pas le transport de la quinacrine chez les FDS 

(Fig. 12 B).  Une panoplie d’inhibiteurs de transporteurs membranaires de faible 

sélectivité, dont le gemfibrozil, le verapamil, le β-estradiol et la cétirizine, n’ont pas 

changé l’accumulation de la quinacrine chez les fibroblastes dermiques de souris 

(Fig. 12 C).  Aux concentrations utilisées, le gemfibrozil inhibe la PGP (glycoprotéine 

P) l’ « organic anion-transporting polypeptide » (OATP) 1B1 et l’OATP 1B3 (Joeong 

et coll., 2015 ; Seral et coll., 2003), le verapamil inhibe la PGP, l’OCT-1, l’ «organic 

zwitterions/cations transporters »-1 et 2  (OCTN-1 et 2) (Salomon et coll., 2014), le 

β-estradiol inhibe l’OCT-3 et l’OCT-1 (Hayer-Zillgen, Brüss et Bönisch, 2002) et la 

cétirizine inhibe la PGP, l’OCT-2 et l’OCTN-2 (Tsuroka et coll., 2006 ; Diao, Ekins et 

Polli, 2010). 
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FIGURE 12 : Effet d’agents inhibiteurs sur l’accumulation de la quinacrine dans les 
fibroblastes dermiques de souris. 
(A) L’abolition de l’accumulation de la quinacrine en réponse à la bafilomycine et au 
monensin dans les fibroblastes dermiques de souris.  Les valeurs expérimentales furent 
comparées avec l’ANOVA (P < 10-4) et avec le test de Dunnett.  Toutes les 
concentrations des 2 inhibiteurs produisent des inhibitions significatives.  (B) L’effet de 
l’inhibiteur de la glycoprotéine-P, l’élacridar, l’inhibiteur des OCT-1 à 3, le décynium-22 
et la bafilomycine A1 sur l’accumulation de la quinacrine chez les fibroblastes dermiques 
de souris.  (C) L’effet d’inhibiteurs de transport membranaire sur l’accumulation de la 
quinacrine (même protocole que dans (B).
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1.2 Accumulation autophagique chez les fibroblastes dermiques de souris traités 

avec la quinacrine 

La macroautophagie est activée chez les cellules traitées avec l’inhibiteur de mTor, 

la rapamycine (elle imite une privation métabolique (Codogno et Meiler, 2005)), 

pendant qu’une inhibition du flux autophagique est le mécanisme suspecté à la suite 

de la séquestration d’amines ou par des traitements avec la bafilomycine A1 

(Marceau et coll., 2012).  Ce mécanisme fut confirmé dans les fibroblastes 

dermiques de souris et démontré par l’accumulation de la forme activée et lipidée 

(II) de l’effecteur autophagique LC3 à la suite de traitement avec quinacrine à une 

concentration de 5 μM (Fig. 13 A).  La spautin-1 est un inhibiteur du processus 

autophagique grâce à son action inhibitrice sur la Beclin-1 qui initie l’enveloppement 

membranaire des autophagosomes (Liu et coll., 2011 ; Shao et coll., 2014).  Ce 

médicament inhiba significativement l’accumulation de la protéine LC3 II induite par 

un traitement d’une durée de 4 h avec la quinacrine ou avec la bafilomycine A1 (Fig. 

13 A).  Ces résultats indiquent un effet inhibiteur potentiel de l’accumulation 

autophagique.  Cependant, la spautin-1 n’avait pas modifiée l’accumulation de la 

quinacrine dans les cellules (transport quantitatif de la quinacrine sur une période 

de 4 h, Fig. 13 B).  Cette absence de modification suggère que l’accumulation 

autophagique est une réponse en aval du transport du médicament cationique 

lysosomotropique  
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FIGURE 13 : Effet de l’inhibiteur autophagique, spautin-1, sur le transport de la 
quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris. 
(A) Confirmation de l’effet inhibiteur de la spautin-1 de l’accumulation de la protéine LC3 
II dans les cellules traitées pour une durée de 4 h.  La densitométrie moyenne des 
immunobuvardages est représentée par les histogrammes des réplicas expérimentaux. 
La concentration de LC3 I n’a pas changé significativement (ANOVA).  Les valeurs de 
LC3 II étaient hétérogènes (P < 0,001; test de Bonferroni de comparaison multiple pour 
les paires de données : * P < 0,05, ** P < 0,001 vs témoin ; † P < 0,05 vs les traitements 
sans spautin-1). (B) L’effet de la spautin-1 sur l’accumulation de la quinacrine sur une 
période de 4 h suffisante pour induire une accumulation autophagique (n = 5).  La 
spautin-1 fut appliquée 30 minutes avant les autres agents pharmacologiques. 
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Les fibroblastes dermiques de souris C57BL/6 furent mis en culture pour une durée 

de 24 h en présence de quinacrine afin d’imiter une administration in vivo.  

L’accumulation de la protéine LC3 II était dépendante de la concentration et elle était 

statistiquement significative à une concentration de quinacrine de 2,5 μM (Fig. 14 

A).  La présence de la rapamycine avait seulement un léger effet après une période 

de traitements de 24 h et il n’avait pas été additif avec celui de la quinacrine (2,5 

μM).  La protéine p62/SQSTM1 joue un rôle essentiel dans la macroautophagie et 

est aussi un indicateur du flux autophagique (définie dans l’Introduction).  Des 

traitements avec la quinacrine (≥2,5 μM) ou la bafilomycine A1 induisaient une 

accumulation significative de la protéine p62/SQSTM1 comparativement au faible 

niveau basal chez les fibroblastes dermiques de souris témoins (Fig. 14 B). 
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FIGURE 14 : Caractérisation de l’autophagie induite par l’accumulation de la quinacrine 
dans les fibroblastes dermiques de souris comparativement à d’autres traitements. 
L’effet de la quinacrine et autres agents pharmacologiques, pour une durée de 24 h, sur 
l’accumulation de LC3 (A) et p62/SQSTM1 (B) dans des extraits cellulaires 
(immunobuvardages).  Dans (A) et (B), la densitométrie moyenne est représentée par 
les histogrammes pour les réplicats expérimentaux (indiqué par n).  Les valeurs de LC3 
I (A) n’ont pas changé significativement entre les groupes, mais les valeurs de LC3 II (A) 
et p62/SQSTM1 (B) étaient hétérogènes (ANOVA : P < 10-4 et 0.001, respectivement).  
Comparaison avec le groupe témoin de chaque protéine : * P < 0,05; ** P < 0,01 (Test 
de Dunnett). 
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1.3 La lysosomogénèse chez les fibroblastes dermiques de souris traités avec la 

quinacrine 

L’inhibition ou le tamponnage de l’acidification des organelles contenants la pompe 

V-ATPase peuvent causer une lysosomogénèse.  Comme jugé par l’abondance de 

LAMP1 et LAMP2 dans les cellules, un traitement avec la quinacrine d’une durée de 

48 h (≥1 ou 0,25 μM, respectivement) a augmenté de manière significative la masse 

des compartiments des endosomes/lysosomes tardifs où ces protéines sont 

trouvées (Fig. 15).  Le sevrage de sérum, un stimulant du processus autophagique 

(Li, Chen et Gibson, 2013), et la rapamycine étaient moins actifs à cet égard (les 

effets n’étaient pas statistiquement significatifs).  Seulement le sevrage de sérum 

des cellules induisait une augmentation de LAMP1, mais seulement en présence de 

traitements d’une durée de 24 h (non montré).  Une RT-PCR était effectuée après 

une stimulation avec la quinacrine ou avec un sevrage de sérum d’une durée de 24 

h.  Elle démontrait que ces deux types de traitement augmentaient la présence des 

ARNm pour les protéines LAMP1 et LAMP2 dans les fibroblastes dermiques de 

souris (une différence significative observée à une concentration de 2,5 μM du 

médicament, mais non significative à une concentration de 250 nM) (Fig. 16 A). 
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FIGURE 15 : Présence de lysosomogénèse démontrée par immunobuvardage dans les 
fibroblastes dermiques de souris à la suite de traitements avec la quinacrine. 
(Haut) L’effet prolongé (48 h) de la quinacrine et autres traitements sur la 
lysosomogénèse des fibroblastes dermiques de souris démontrée par des 
immunobuvardages des protéines LAMP 1 et LAMP 2. (Bas) La densitométrie moyenne 
des immunobuvardages des réplicats expérimentaux.  Les valeurs de LAMP1 et LAMP2 
variaient significativement pour chaque protéine (P < 0,05, test de Kruskal-Wallis).  
Comparaison entre les groupes contrôles de chaque protéine : * P < 0,05; ** P < 0,01 
(test de comparaison multiple de Dunnett). 
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FIGURE 16 : Détermination par RT-PCR des niveaux d’ARNm des protéines LAMP1 et 
LAMP2 dans les fibroblastes dermiques de souris à la suite de traitements par la 
quinacrine ou par le sevrage de sérum pour une durée de 24 h. 
(A) Le rapport LAMP/GAPDH fut normalisé à 1 pour chaque puit de cellule témoins des 
5 séries de puits et les résultats sont exprimés en facteur d’augmentation vs les groupes 
contrôles.  Le test Kruskal-Wallis démontrait que les valeurs des deux protéines, LAMP1 
et LAMP2, étaient hétérogènes (P < 0,01 pour chaque ensemble).* P < 0,05; ** P < 0,01; 
*** P < 0,001 vs témoin (Test de comparaison multiple de Dunnett pour chaque paires).  
(B, C) La translocation nucléaire du TFEB marqué avec la séquence myc à la suite de 
traitements avec la quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris 
(immunofluorescence des cellules fixées et perméabilisées).  Des exemples des 
microphotographies sont présentés en (C).  Les histogrammes représentent la proportion 
de cellules avec un marquage nucléaire significatif, indiquant une translocation nucléaire 

du TFEB.  Statistiques χ2 : * P < 0,01; ** P < 0,001 vs les cellules contrôles. 
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Le facteur de transcription EB (TFEB) contrôle l’expression des protéines LAMP1, 

LAMP2, les sous-unités de la pompe V-ATPase et l’expression de plusieurs autres 

gènes codants pour des protéines présentes dans les lysosomes (Sardiello et coll., 

2009 ; Peña-Lopis et coll., 2011).  Les fibroblastes dermiques de souris qui 

exprimaient le facteur de transcription EB marqué avec un épitope « myc » étaient 

soumis à une immunofluorescence avec l’utilisation de l’anticorps « anti-myc » (Fig. 

16 B et 16 C).  Les cellules au repos démontraient une localisation cytosolique du 

TFEB comparativement aux cellules traitées avec la quinacrine pour une durée de 

24 h, où la localisation était plutôt nucléaire (proportions statistiquement différentes 

aux concentrations 0,25 et 2,5 μM, Fig. 16 B et 16 C). 

 

Les fibroblastes dermiques de souris furent utilisés afin d’étudier si des traitements 

de 24 et 48 h de quinacrine augmentent l’activité d’une hydrolase lysosomale, la 

cathepsine D (Fig. 17).  Les traitements de quinacrine et de sevrage de sérum n’ont 

pas modifié l’activité enzymatique comparativement au groupe contrôle. 
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FIGURE 17 : Activité enzymatique de la cathepsine D dans les fibroblastes dermiques 
de souris. 
Les fibroblastes dermiques de souris furent traités pendant 24 et 48 h avec la quinacrine 
ou le sevrage de sérum.  L’ANOVA démontra qu’aucune différence significative n’était 
présente dans l’activité enzymatique entre chaque traitement.
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1.4 La distribution tissulaire de la quinacrine chez la souris 

L’administration de la quinacrine pour une durée de 48 h n’avait aucun effet 

observable sur les souris vivantes (comportement, poids).  Dans les poumons 

disséqués des souris traitées avec la quinacrine (40 mg/kg/jour), la fluorescence 

verte du médicament était observée suivant un motif de points granulaires (Fig. 18 

A ; l’autofluorescence était négligeable dans des organes de souris traitées avec la 

saline).  Des tranches de poumons de souris non traitées furent incubées pendant 

30 minutes à 37°C et pouvaient accumuler la quinacrine in vitro (1 μM dans HBSS) 

sous la forme de points lumineux discrets et dispersés dans la structure alvéolaire 

(Fig. 18 B).  Un cotraitement avec la bafilomycine A1 réduisit fortement cette 

concentration qui concerne probablement des macrophages alvéolaires.  Une étude 

basée sur la microscopie des cellules obtenues après un lavage broncho-alvéolaire 

confirme leur capacité à concentrer la quinacrine (0,1 ou 1 μM, 4 h) avec une haute 

affinité (Fig. 18 C). 
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FIGURE 18 : Tropisme de la quinacrine pour les poumons de souris. 
(A) Des tranches fraîches de poumons de souris traitées in vivo avec la quinacrine (40 
mg/kg/jour) pour 48 h observées en fluorescence avec la microscopie à dissection 
(magnification 80x ou high power, HP).  Les organes des souris traitées avec la saline 
démontrent le niveau d’autofluorescence.  (B) Le marquage ex vivo de tranches fraîches 
de poumons avec la quinacrine, avec cotraitements optionnels de bafilomycine A1.  Les 
coupes furent incubées dans du Hank’s balanced salt solution à 37°C et ensuite traitées 
avec les médicaments pour une durée de 30 minutes (grossissement 80x). (C) Marquage 
ex vivo de macrophages broncho-alvéolaires de souris avec la quinacrine, avec 
cotraitements optionnels de bafilomycine A1.  Les cellules furent ensemencées 1 h avant 
les traitements de 4 h (grossissement 600x).  
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Une méthode quantitative basée sur la fluorométrie était appliquée afin de mesurer 

l’accumulation de la quinacrine dans des explants d’organes provenant de différents 

groupes de souris traitées in vivo.  Le foie et la rate démontraient une grande 

quantité du médicament, comparativement au cerveau qui n’en contenait presque 

pas, et la quantité de quinacrine dans les autres organes était intermédiaire (Fig. 

19).  Les poumons de souris furent choisis afin d’étudier en profondeur la 

signalisation induite par la quinacrine in vivo.  Ces organes sont situés dans une 

zone extra-abdominale et ils sont isolés du site d’injection péritonéal du médicament.  

Les poumons des souris traitées avec la quinacrine pour une période de 2 jours (40 

ou 80 mg/kg/jour) ou avec le véhicule (saline) furent homogénéisés et les extraits 

furent soumis à des immunobuvardages.  Dans ces poumons, une accumulation 

dépendante de la dose fut observée pour la protéine p62/SQSTM1 (significative à 

80 mg/kg/jour ; Fig. 20).  Une inhibition du flux autophagique était donc observée 

après 24 h de la dernière administration.  La glycoprotéine lysosomale LAMP2 était 

peu augmentée, mais la différence était statistiquement significative dans les 

poumons des souris traitées avec les deux niveaux de dose. 
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FIGURE 19 : Détermination de la quinacrine par fluorescence dans les organes de souris 
à la suite de traitements avec la quinacrine ou la saline in vivo (40 mg/kg/jour i.p. pour 2 
jours). 
L’autofluorescence est quantifiée à l’aide des extraits des souris traitées avec la saline 
et fut comparée avec la fluorescence des extraits d’organes des souris traitées avec la 
quinacrine avec le test de Student (* P < 0,05 ; ** P < 0,01 ; *** P < 0,001). 
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FIGURE 20 : Réponses in vivo aux traitements avec la quinacrine des marqueurs de 
l’autophagie et de la lysosomogénèse démontrées par immunobuvardages des extraits 
de poumons de souris. 
(A) Des groupes de 4 souris furent traitées 2x à des intervalles de 24 h et euthanasiées 
24 h après la dernière injection.  La numérotation 1-4 de chaque groupe expérimental 
représente les extraits de chaque animal expérimental.  (B)  Les quantités moyennes 
des protéines p62/SQSTM1 et LAMP2 étaient hétérogènes entre les groupes (ANOVA : 
P < 0,01 et 0,05, respectivement).  Comparaison avec les valeurs du groupe contrôle de 
chaque protéine : * P < 0,05; ** < 0,01 (test de Dunnett).  
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1.5 Expériences supplémentaires avec les cellules HEK 293a 

Les cellules HEK 293a furent utilisées afin de confirmer quelques aspects démontrés 

chez les fibroblastes dermiques de souris.  Les cellules HEK 293a furent incubées 

avec la quinacrine (1 µM ou 2.5 µM) pour une durée de 4 h avec la bafilomycine A1 

(100 nM) ou avec le véhicule (DMSO) afin d’étudier sa distribution subcellulaire.  

Comme chez les fibroblastes dermiques de souris, une fluorescence intense est 

observée dans les granules périnucléaires.  Un faible marquage nucléaire est 

observé aux concentrations plus fortes sans aucun dommage cellulaire observé 

(Fig. 21).  Les cellules ayant reçu un cotraitement avec l’inhibiteur de la pompe V-

ATPase ; la bafilomycine A1, ne démontraient aucune fluorescence granulaire, mais 

une fluorescence nucléaire était observée.  Ce marquage nucléaire est consistant 

avec l’affinité de la quinacrine pour l’ADN. 

 
FIGURE 21 : Démonstration de la fluorescence de la quinacrine dans les cellules HEK 
293a. 
Démonstration morphologique de la fluorescence à la suite de l’absorption de la 
quinacrine dans les vacuoles périnucléaires et/ou nucléaire avec l’effet de cotraitements 
avec la bafilomycine A1sur sa distribution subcellulaire chez les cellules HEK 293a. 
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Le transport de la quinacrine fut analysé chez les cellules HEK 293a après une 

période d’incubation de 30 minutes.  La fluorescence fut mesurée dans des extraits 

cellulaires totaux et modélisée comme une courbe hyperbolique avec les 

paramètres : Vmax = 14,1 ± 2,3 nmol/puits/30minutes et Km = 14,1 ± 2,5 µM (Fig. 22).  

Chez les cellules cotraitées avec la bafilomycine A1 (100 nM), l’ampleur de 

l’absorption de la quinacrine était significativement, mais pas complètement, abolie 

(Vmax = 2,3 ± 0,5 nmol/puits/30minutes).  L’absorption de la quinacrine résiduelle 

chez ces cellules peut être expliquée par une coloration nucléaire comme démontrée 

par les expériences de microscopie (Fig. 21). 

 

Les OCT-1 à 3 humains fusionnés avec le marqueur myc furent codés dans des 

vecteurs transfectés dans les cellules HEK 293a (Fig. 23).  L’immunobuvardage des 

extraits protéiques de ces cellules transfectées révèle des bandes protéiques 

doubles (55 et 85 kDa) pour chacunes des constructions comme indiqué par le 

fabricant des vecteurs (Fig. 23 A).  L’expression des transgènes à différents niveaux, 

y compris la membrane plasmique, est mise en évidence par l’immunofluorescence 

des cellules transfectées (l’anticorps monoclonal anti-myc, clone 4A6, couplé avec 

AlexaFluor-488 (Millipore), fig. 23 B).  De plus, l’absorption d’une concentration 

FIGURE 22 : Transport de la quinacrine chez les cellules HEK 293a. 
Absorption de la quinacrine dans les cellules HEK 293a mesurée par la fluorescence 
associée aux extraits cellulaires.  L’effet de cotraitements optionnels avec la bafilomycine 
A1 sur le transport de la quinacrine après traitements de 30 minutes. 
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relativement faible (100 nM) de [3H] MPP+, un substrat des OCT-1 à 3 (Nies et coll., 

2011), était significativement plus élevée chez les cellules HEK 293a transfectées 

comparativement aux cellules transfectées avec le vecteur vide pcDNA 3.1 (Fig. 23 

C).  L’inhibiteur des OCTs, le décynium-22, avait légèrement diminué le transport de 

la quinacrine chez les cellules HEK 293a (Fig. 24).  Cependant, les cellules 

transfectées avec les vecteurs des OCT-1 à 3 ne démontraient pas de variation 

significative entre le transport de la quinacrine (gamme de concentration 

micromolaire ; Fig. 24 B) : les valeurs de Vmax et Km étaient similaires à celles des 

cellules transfectées avec le vecteur vide. 
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FIGURE 23 : Validation de l’expression transitoire des OCTs fusionnés avec myc dans 
les cellules HEK 293a. 
(A) Immunobuvardage du marqueur myc des constructions dans des extraits protéiques 
de cellules HEK 293a transfectées (n = 2).  (B) Immunofluorescence de cellules HEK 
293a fixées et perméabilisées qui expriment les OCTs.  (C)  Absorption du [3H]MPP + 
(100 nM) influencée par l’expression des OCTs.  Les résultats sont exprimés sous forme 
de l’amplitude des valeurs observées chez les cellules transfectées avec le vecteur vide 
(valeur moyenne absolue 283 ± 53 fmol/puits).  Les valeurs étaient significativement 
hétérogènes (ANOVA, p < 0,01).  * P < 0,01 vs les cellules transfectées avec le vecteur 
vide. 



74 
 

 

  

FIGURE 24 : Transport de la quinacrine dans les cellules HEK 293a. 
(A) L’effet de l’inhibiteur des OCTs, le décynium-22, sur le transport de la quinacrine 
dans des extraits totaux de cellules HEK 293a.  (B) L’effet de la surexpression des OCTs 
fusionnés avec le marqueur myc sur le transport de la quinacrine dans les cellules HEK 
293a transfectées (exprimé en valeurs absolues ou en pourcentage du transport 
maximal enregistré à 30 µM ; aucune différence significative ne fut observée. 
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2. L’effet cytostatique et cytotoxique des médicaments cationiques 

lysosomotropiques : rôle de la liposolubilité et du flux autophagique et effet 

de l’ablation du cholestérol 

 

2.1 Modèles cellulaires 

Quatre modèles cellulaires humains furent testés pour l’effet antiprolifératif d’une 

série de 6 amines tertiaires.  Les cellules non adhérentes leucémiques monocytaires 

humaines, U937, n’exprimaient pas la protéine p53 (Fig. 25).  Cette absence est 

consistante avec les délétions des deux copies du gène codant pour cette protéine 

dans leur génome (Shiohara et coll., 1994).  Ces cellules exprimaient la plus grande 

quantité de LAMP1, indiquant une grande quantité de compartiments 

lysosomaux/endosomaux tardifs.  Les lignées d’un mélanome humain, M21, les HEK 

293a et les cellules endothéliales HUVEC furent aussi soumises à 

l’immunobuvardage.  Ces trois dernières lignées cellulaires démontraient un niveau 

basal variable de p62/SQSTM1, LC3, p53 et LAMP1 (Fig. 25).  Le niveau basal des 

marqueurs autophagiques LC3 II et p62/SQSTM1 était particulièrement élevé chez 

les cellules M21. 
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FIGURE 25 : Expression de protéines spécifiques chez 4 lignées cellulaires sans 
traitements. 
La morphologie des cellules est démontrée après leur détachement avec la trypsine 
(sauf chez les cellules U937 non adhérentes). 
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2.2 L’effet des s-Et3N sur la prolifération cellulaire 

Un essai de prolifération cellulaire utilisé précédemment fut appliqué à notre modèle 

cellulaire ; 50,000 cellules furent ensemencées dans des pétris au temps zéro ; les 

médicaments cationiques furent introduits au temps 24 heures et les cellules furent 

détachées (sauf les cellules non adhérentes, U937), et comptées au temps 72 

heures (Fig. 26).  Dans les conditions témoins, tous les 4 types de cellules étaient 

prolifératifs (nombre moyen du décompte cellulaire est donné dans la légende de la 

Fig. 26).  Cependant, tous les 6 médicaments cationiques ont diminué profondément 

leur prolifération d’une manière dépendante de la concentration avec un ordre de 

puissance qui était semblable d’un type de cellule à l’autre.  La quinacrine était 

l’inhibiteur de la prolifération le plus puissant, suivi de l’amiodarone, de la 

chloroquine = l’hydroxychloroquine, de la lidocaïne et de la procainamide (Fig., 22).  

La puissance de l’activité antiproliférative de chaque médicament était variable pour 

chaque lignée cellulaire, plus remarquablement pour l’amiodarone et 

l’hydroxychloroquine.  Les valeurs enregistrées des CI50 pour chacun des 

médicaments cationiques lysosomotropiques sont réparties sur une grande gamme 

de concentration, d’environ 1 µM pour la quinacrine jusqu’à 3 mM pour la 

procainamide.  Ces valeurs sont globalement inversement corrélées avec leur 

lipophilicité, exprimée en logP (Fig. 27).  Les cellules qui prolifèrent les plus 

rapidement, U937, étaient souvent présentes en grand nombre après la période 

d’incubation, possiblement due à la leur prolifération lors du premier 24 h, pendant 

que les autres lignées cellulaires doivent adhérer.  Des cellules U937 résistantes à 

la quinacrine (5-10 µM) ou la chloroquine (25-50 µM) ne pouvaient pas être 

sélectionnées après une période de traitements d’une durée de 5 semaines. 
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FIGURE 26 : Effet des médicaments triéthylamines substitués (s-Et3N) sur la 
prolifération de 4 lignées cellulaires. 
50,000 cellules furent ensemencées 72 h avant le décompte cellulaire.  Chaque 
traitement fut ajouté 48 h avant le décompte.  Le décompte cellulaire est normalisé 
comme un pourcentage des valeurs du groupe contrôle pour chaque journée 
expérimentale.  Les valeurs absolues de chaque décompte des contrôles à 72 h étaient 
946,592 ± 51,976 (n = 38) pour les cellules U937, 484,597 ± 24,501 (n = 36) pour les 
cellules M21, 308,315 ± 9,089 (n = 36) pour HUVECs et 528,015 ± 22,496 (n = 34) pour 
les cellules HEK 293a. 
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La proportion des cellules dans leurs différentes phases du cycle cellulaire fut testée 

chez les cellules U937 (p53-négatives) et chez les cellules primaires HUVECs à la 

suite de traitements d’une durée de 48 h avec 3 médicaments s-Et3N.  Ces derniers 

représentent toute l’échelle de la lipophilicité (évaluation de la coloration du 

FIGURE 27 : Corrélation entre les valeurs antiprolifératives CI50 des 6 s-Et3N de la série 
chez les 4 lignées cellulaires et leur lipophilicité, exprimée en logP.   
Les valeurs du logP sont obtenues sur le site web http://chembank.broadinstitute.org/.  
Les structures de chaque médicament sont démontrées en bas de la figure. 
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marqueur d’ADN Hoechst 33342 par cytofluorométrie, Figs. 28, 29 respectivement).  

Aucun effet consistant ne fut observé à la suite de traitements à des concentrations 

cytostatiques des médicaments cationiques ; quelques changements peuvent être 

reliés à l’effet cytotoxique de médicaments individuels.  Ces derniers étaient 

démontrés par une distribution élevée de la phase sub-G1 (particulièrement pour la 

procainamide 5 µM chez les cellules U937).  Une détermination simultanée de la 

fluorescence verte de la quinacrine, dans les mêmes lignées cellulaires, met en 

évidence son accumulation qui est dépendante de sa concentration.  La quinacrine 

était le seul médicament s-Et3N intrinsèquement fluorescent (Figs. 28, 29).  Afin de 

vérifier un arrêt dans les phases GoG1 du cycle cellulaire à la suite de traitements 

par les s-Et3N chez les cellules, l’expression et la phosphorylation de la protéine pRB 

furent testées avec les mêmes échantillons cellulaires (traitements avec les s-Et3N 

pour une période de 48 h chez les cellules U937 et les HUVECs, Figs 30 et 31 

respectivement).  Les médicaments cationiques n’ont pas augmenté 

significativement la déphosphorylation du pRB chez les HUVECs qui est prédictive 

d’un tel arrêt. 
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FIGURE 28 : Analyse du cycle cellulaire basée sur la détermination par cytofluorométrie 
du Hoechst 33342 dans les cellules U937 traitées avec les s-Et3N pour une durée de 48 h. 
En haut à gauche, on représente les histogrammes qui démontrent la proportion des 
cellules dans chaque phase du cycle cellulaire.  Des échantillons des enregistrements des 
expériences cytofluorométriques correspondantes aux conditions expérimentales 
indiquées par des lettres minuscules sont démontrés en bas de la figure.  En haut à droite, 
on représente la fluorescence verte enregistrée simultanément dans les cellules. 
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FIGURE 29 : Analyse du cycle cellulaire basée sur la détermination par cytofluorométrie 
du Hoechst 33342 dans les HUVECs traitées avec les s-Et3N pour une durée de 48 h. 
En haut à gauche, on représente les histogrammes qui démontrent la proportion des 
cellules dans chaque phase du cycle cellulaire.  Des échantillons des enregistrements 
des expériences cytofluorométriques correspondantes aux conditions expérimentales 
indiquées par des lettres minuscules sont démontrés en bas de la figure.  En haut à 
droite, on représente la fluorescence verte enregistrée simultanément dans les cellules. 



 

83 
 

 
FIGURE 30 : Démonstration du niveau de phosphorylation du pRB chez les cellules 
U937 traitées pour une durée de 48 h avec des médicaments s-Et3N sélectionnés. 
Résultats représentatifs de 2 expériences.
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FIGURE 31 : Démonstration du niveau de phosphorylation du pRB chez les HUVEC 
traitées pour une durée de 48 h avec des médicaments s-Et3N sélectionnés. 
Résultats représentatifs de 2 expériences. 
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2.3 Transport des médicaments cationiques et l’autophagie chez les cellules U937 

traitées aux s-Et3N 

Le seul médicament cationique de la série des s-Et3N qui possède suffisamment de 

fluorescence intrinsèque pour une détermination par cytofluorométrie dans les 

cellules U937 est la quinacrine (Fig. 32).  Il fut démontré que l’accumulation de la 

quinacrine dans les cellules U937 était rapide (significative à l’intérieur de 60 

minutes) et dépendante de l’acidification des compartiments vacuolaires par la 

pompe V-ATPase : les cotraitements de bafilomycine A1 ont abrogé la séquestration 

aiguë de la quinacrine dans ces cellules (cytofluorométrie et microscopie Fig. 32 A, 

B). 

 

Les cellules vacuolaires qui capturent et retiennent diverses amines présentent une 

inhibition de leur flux autophagique (voir introduction).  Une de deux lignées 

cellulaires dérivées de cas cliniques en oncologie, les cellules U937, fut examinée 

pour son accumulation autophagique après une période de traitements de 6 h avec 

l’aide du marqueur autophagique LC3 II (Fig. 33).  Le puissant inhibiteur de la 

résolution autophagique, bafilomycine A1, fut aussi utilisé lors de ces expériences.  

Une augmentation importante dans les extraits protéiques des cellules U937 de 

l’effecteur autophagique LC3 II à la suite des traitements avec les 6 s-Et3N fut 

observée d’une manière dépendante de leur concentration (avec l’exception de 

l’amiodarone à 25 µM, une concentration cytotoxique).  Les valeurs de concentration 

qui produisent un seuil d’accumulation de LC3 II (intensité arbitraire de 50) à la suite 

de traitements de courtes durées (temps d’incubation de 6 h) prédisent fortement la 

concentration de médicaments nécessaire pour réduire de 50% la prolifération des 

cellules U937 (Fig. 34 A, corrélation avec les valeurs de log (concentration) : r = 

0,94, p < 0.01).  L’analyse présentée dans la figure 34 B démontre, chez chaque 

médicament cationique lysosomotropique de la série, que l’accumulation du 

marqueur autophagique LC3 II (à la suite de traitements de 6 h) est inversement 

corrélée avec le décompte cellulaire final des cellules U937, d’une manière 

indépendante de la concentration des s-Et3N. 
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FIGURE 32 : Mécanisme de la séquestration de la quinacrine chez les cellules U937. 
(A) L’effet de la concentration de la quinacrine et des cotraitements optionnels avec la 
bafilomycine A1 (quantification par cytofluorométrie de la fluorescence verte).  Des 
exemples de la distribution de la fluorescence sont démontrés à l’intérieur de la figure.  
(B) Démonstration morphologique de la capture de la quinacrine et abolition par 
cotraitements de la bafilomycine A1.  Magnification 400x avec une microphotographie 
en épifluorescence (droite) et en transmission (gauche) des champs sélectionnés. 



 

87 
 

 

FIGURE 33 : Immunobuvardages des extraits de cellules U937 traitées avec les 
médicaments s-Et3N pour la protéine LC3. 
Les cellules furent traitées pour une durée de 6 h avec les médicaments.  Les 
immunobuvardages représentatifs sont démontrés en haut de la figure.  Ils présentent 
une diminution de LC3 I et une accumulation de LC3 II d’une manière dépendante de la 
concentration.  Un chargement égal dans chacun des puits fut confirmé par un 
immunobuvardage pour la protéine β-actine.  Les valeurs densitométriques de LC3 II 
sont montrées en bas de la figure (n = 3-4). 
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FIGURE 34 : Prédiction de l’effet antiprolifératif des médicaments s-Et3N par 
l’accumulation de la protéine LC3 II. 
(A) Corrélation entre l’activité antiproliférativedes médicaments s-Et3N lors des essais de 
prolifération (traitements de 48 h, Fig. 22) et l’accumulation de LC3 II (traitements de 6 h 
Fig. 29) dans les cellules U937.  (B) Corrélation entre la protéine LC3 II et le décompte 
cellulaire pour chaque médicament individuel.  Les intensités de LC3 II ayant une valeur 
supérieure à 100 furent exclues de même que les valeurs des cellules traitées avec des 
concentrations cytotoxiques d’amiodarone (25 µM). 
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2.4 Réponses tardives à la suite de traitements aux s-Et3N chez les cellules U937 

Les cellules U937 furent soumises à des analyses supplémentaires afin de 

caractériser des réponses tardives à la suite de traitements avec les médicaments 

cationiques lysosomotropiques.  Ces tests furent appliqués à une grande quantité 

de cellules U937 traitées pour une période de 24 - 48 h avec des s-Et3N à des 

concentrations qui inhibent la prolifération cellulaire d’un facteur d’un ou deux tiers.  

Ces concentrations furent utilisées afin de dépister un phénotype typique qui pourrait 

prédire une utilité anti-tumorale. 

 

Plus de 90% des cellules U937 n’étaient pas colorées par le marqueur d’ADN, 

imperméable aux membranes, DRAQ7 dans les tests de viabilité par analyse 

fluorométrique (Fig. 35).  Les traitements avec l’actinomycine D (400 nM) ont réduit 

la viabilité cellulaire de 66% après une période de 24 h et environ ~80% après une 

période de 48 h.  En revanche, les s-Et3N étaient étonnamment bien tolérés par les 

cellules avec des concentrations cytostatiques, mais pas cytotoxiques (quinacrine 

1-5 µM, amiodarone 5-10 µM, chloroquine et hydroxychloroquine 50 µM, lidocaïne 

et la procainamide 2,5 mM).  La viabilité des cellules U937 avait diminué 

significativement lorsqu’elles furent traitées avec l’amiodarone 25 µM, la chloroquine 

et l’hydroxychloroquine 100 µM et la lidocaïne et la procainamide 5 mM.  
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FIGURE 35 : Viabilité des cellules U937 estimée par détermination cytofluorométrique 
de capture de DRAQ7. 
Les cellules furent traitées pendant 24 ou 48 h avec le médicament indiqué.  Les 
résultats sont exprimés en proportion des cellules excluant le marqueur d’ADN.  
L’ANOVA indiquait que les ensembles des valeurs étaient hétérogènes (traitements de 
24 h : P < 10-4 ; traitements de 48 h : P < 10-4).  L’effet individuel de chaque traitement 
était analysé avec le test de Dunnett (* P < 0,05 ; ** P < 0,01 vs les valeurs des 
groupes témoins).  Des exemples de fluorescence sont démontrés en bas de la figure 
(traitements de 24 h). 
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Une détection du processus apoptotique à la suite de traitements avec les 

médicaments cationiques lysosomotropiques était basée sur le niveau de clivage de 

PARP1 ; une réaction tardive médiée par la caspase-3 (Nicholson et coll., 1995).  

Chez la plupart des cellules des groupes contrôles, il y avait une petite proportion 

de clivage de PARP1 (Fig. 36).  Des traitements avec les s-Et3N pour une durée de 

24 h n’augmentaient généralement pas le niveau de clivage des cellules, sauf avec 

les traitements avec l’amiodarone (25 µM) et la lidocaïne (5 mM) (Fig. 36).  Des 

traitements avec l’actinomycine D furent utilisés comme témoins positifs : le clivage 

de PARP1 était presque complet dans les cellules U937 suite à ce traitement. 
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FIGURE 36 : Clivage de PARP1 à la suite de traitements de 24 h avec les médicaments 
s-Et3N chez les cellules U937. 
(A) Exemples des immunobuvardages pour la protéine PARP1.  (B) Le taux de clivage 
de PARP1 représenté par densitométrie des réplicats expérimentaux.  L’ANOVA 
démontrait que les valeurs étaient hétérogènes (P < 10-4).  L’effet individuel de chaque 
traitement fut analysé avec le test de Dunnett (* P < 0,01 vs les valeurs du groupe 
témoin).   
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2.5 Réversibilité de l’effet antiprolifératif des amines par des agents qui interfèrent 

avec le réseau de signalisation du mévalonate conduisant à la synthèse du 

cholestérol et à la prénylation des protéines 

Les cotraitements avec la β-cyclodextrine réduisent l’effet antiprolifératif de l’amine 

primaire, la leelamine (Kuzu et coll., 2014).  Dans les expériences rapportées dans 

la Figure 37, l’essai de prolifération des cellules U937 était légèrement modifié 

comparativement aux autres essais mentionnés antérieurement : Brièvement, 

50,000 cellules furent ensemencées dans des pétris au temps zéro avec les 

médicaments s-Et3N et avec ou sans cotraitement avec la β-cyclodextrine (1 mM).  

Les cellules U937 furent ensuite soumises à un décompte cellulaire après une 

période d’incubation de 48 h.  Lors de ces essais, la β-cyclodextrine ajoutée en 

absence de s-Et3N n’a pas modifié la prolifération rapide des cellules (~8 fois) et n’a 

pas empêché la perte complète des cellules induite par l’actinomycine D (400 nM, 

un témoin positif de cytotoxicité).  Cependant, les cotraitements avec la β-

cyclodextrine ont partiellement renversé l’effet antiprolifératif des 6 triéthylamines 

substituées (généralement lorsque le décompte cellulaire était sous la zone 

pointillée, Fig. 37). 
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Les statines inhibent la synthèse du cholestérol au niveau de la 3-hydroxy-3-

méthylglutarul-CoA réductase ; le produit de cette dernière étant l’acide 

mévalonique.  Il fut démontré par Burke et Kykoly (2008) que des concentrations 

micromolaires de lovastatine inhibent la prolifération cellulaire des U937.  Lors de 

nos essais de prolifération de 48 h, une concentration plus faible fut utilisée (100 

nM), qui était légèrement, mais significative antiproliférative (Fig. 38).  Les 

cotraitements avec la lovastatine ont partiellement, mais significativement renversé 

l’effet antiprolifératif de tous les médicaments cationiques lysosomotropiques de la 

série à toutes les concentrations testées, mais pas celle de l’actinomycine D.  La 

FIGURE 37 : Renversement partiel de l’effet antiprolifératif des s-Et3N par des 
cotraitements avec la β-cyclodextrine (1 mM) chez les cellules U937 
50,000 cellules furent ensemencées avec les traitements 48 h avant chaque décompte 
cellulaire.  L’actinomycine D était choisi comme témoin positif.  Les valeurs sont les 
moyennes ± l’erreur-type d’au moins 4 déterminations.  L’effet des cotraitements avec 
la β-cyclodextrine à chaque concentration de chaque médicament s-Et3N : * P < 0,05 ; 
** P < 0,001 (test de Student). 
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prolifération maximale avec des cotraitements de lovastatine était équivalente au 

niveau observé chez les cellules traitées avec seulement la statine (Fig. 38).  

 

Certains effets des statines sur les cellules se rapportent à l’inhibition de la 

prénylation des protéines médiées par un métabolite en aval du mévalonate : le 

géranylgéranyl pyrophosphate (GGPP).  Il a été précédemment démontré qu’un 

ajout de GGPP (10 µM) dans le milieu de culture augmente le contenu intracellulaire 

d’isoprénoïdes (Mohamed et coll., 2012).  Cependant, des cotraitements de GGPP 

n’avaient aucun effet significatif sur l’effet antiprolifératif des composés s-Et3N (Fig. 

39).  

FIGURE 38 : Renversement partiel de l’effet antiprolifératif des s-Et3N par des 
cotraitements avec la lovastatine (100 nM) chez les cellules U937. 
50,000 cellules furent ensemencées avec les traitements 48 h avant chaque décompte 
cellulaire.  L’actinomycine D était choisi comme contrôle positif.  Les valeurs sont les 
moyennes ± l’erreur-type d’au moins 4 déterminations.  L’effet des cotraitements avec 
la lovastatine à chaque concentration de chaque médicament s-Et3N : * P < 0,05 ; ** P 
< 0,01 ; *** P < 0.001 (test de Student). 
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FIGURE 39 : Absence du renversement de l’effet antiprolifératif des médicaments s-Et3N 
par le géranylgéranyl-pyrophosphate (GGPP) chez les cellules U937. 
Présentation identique aux Figures 33 et 34. 
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L’effet de ces cotraitements fut observé après un traitement avec la quinacrine, à 

faible concentration (1 µM), afin d’exclure que le gain de la fonction proliférative des 

cellules U937 à la suite de traitements avec la β-cyclodextrine (1 mM) ou lovastatine 

(100 nM) résulte de la liaison des s-Et3N à l’oligosacharides ou d’une autre inhibition 

non spécifique (Fig. 40).  Cette concentration de quinacrine fut choisie car elle avait 

un effet minimal sur la prolifération cellulaire.  Après le traitement avec la quinacrine 

et les cotraitements (β-cyclodextrine, lovastatine ou véhicule), les cellules U937 

furent soumises à une analyse cytofluorométrique à l’aide du BD SORP LSR II cell 

analyser, BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ ; réglage de fluorescence FITC).  

Aucun effet significatif fut observé à la suite de cotraitements avec la β-cyclodextrine, 

ou lovastatine.  Ces traitements moléculaires ont aussi failli à modifier 

significativement l’accumulation de la protéine autophagique LC3 II à la suite de 

traitements avec des s-Et3N à des concentrations cytostatiques (Fig. 41).  Les 

cotraitements étaient d’une durée de 48 h.  

FIGURE 40 : Détermination par cytofluorométrie du transport de la quinacrine avec des 
cotraitements optionnels de β-cyclodextrine ou lovastatine. 
L’effet de cotraitements d’une durée de 48 h avec la β-cyclodextrine (1 mM) ou 
lovastatine (100 nM) sur le transport de la quinacrine (1 µM) chez les cellules U937.  
Aucune différence statistiquement significative n’était observée entre les groupes avec 
ou sans cotraitements. 
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Dans les cellules U937 traitées pour une durée de 48 h avec la β-cyclodextrine ou 

la lovastatine, les niveaux de cholestérol total et libre n’ont pas été modifiés par 

rapport à ceux dans les cellules des groupes contrôles (Fig. 42 A).  Cependant, 

l’hydroxychloroquine, l’un des deux médicaments s-Et3N testés à une concentration 

cytostatique (50 µM), augmenta le niveau de cholestérol total et libre sur une période 

de 48 h ; la procainamide (2,5 mM) était inactive à cet égard (Fig. 42 B). 

FIGURE 41 : Effet de cotraitements avec la β-cyclodextrine ou lovastatine sur 
l’accumulation de LC3. 
L’effet de cotraitements d’une durée de 48 h avec la β-cyclodextrine (1 µM) ou 
lovastatine (100 nM) sur l’accumulation de la protéine autophagique LC3 à la suite de 
traitements avec des concentrations cytostatiques de s-Et3N chez les cellules U937.  
AD signifie l’actinomycine-D (400 nM) et ctl signifie le contrôle.  Aucun effet significatif 
sur LC3 II était observé à la suite des cotraitements. 
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FIGURE 42 : Effet des interventions pharmacologiques (48 h) sur le contenu de 
cholestérol des cellules U937. 
(A) Absence d’effet de la β-cyclodextrine et la lovastatine.  Les valeurs sont homogènes 
entre traitements (ANOVA).  (B) L’effet de deux médicaments s-Et3N à leur concentration 
cytostatique.  Les valeurs du cholestérol libre ou total n’étaient pas homogènes (ANOVA, 
P < 0,05).  * Valeurs significativement différentes des contrôles (test de Dunnett). 
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Une forme de trafic vacuolaire fut évaluée par l’accumulation endosomale de la 

transferrine marquée avec l’AlexaFluor-594 (Fig. 43).  À des concentrations 

antiprolifératives, les médicaments s-Et3N ont généralement déprimé l’absorption de 

la transferrine avec l’exception notable de l’amiodarone. Celle-ci l’augmente un peu 

à 5-10 µM, mais la diminue à 25 µM.  Parallèlement à la détermination 

cytofluorométrique des cellules associées à la transferrine (marqué avec 

l’AlexaFluor-594), il était possible de mesurer l’absorption de la quinacrine d’une 

manière dépendante à sa concentration (Fig. 43, en haut à gauche).  Les traitements 

avec la β-cyclodextrine n’ont pas modifié les effets des s-Et3N sur la capture de la 

transferrine ou la quinacrine. 
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FIGURE 43 : Accumulation de la transferrine marquée avec l’AlexaFluor-594 chez les 
cellules U937 traitées avec les médicaments s-Et3N avec des cotraitements optionnels 
de la β-cyclodextrine (1 mM) pour 24 h (détermination cytofluorométrique avec la 
fluorescence rouge). 
La détermination simultanée de l’accumulation de la quinacrine était possible grâce à 
sa fluorescence verte (en haut à gauche).  Les résultats sont les moyennes de 
l’intensité de la fluorescence ± l’erreur-type.  Certaines distributions des cellules sont 
illustrées pour les cellules traitées avec la quinacrine. 
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DISCUSSION 

1. Les médicaments cationiques lysosomotropiques et la bafilomycine A1 

Une famille de 6 agents pharmaceutiques s-Et3N fut choisie afin d’étudier les effets 

cytostatiques et cytotoxiques de chacun.  De plus, la distribution subcellulaire et 

tissulaire de la quinacrine furent étudiées dans un modèle murin.  Cette série de 

médicaments consiste en une liste arbitraire d’agents pharmaceutiques concernant 

leur utilisation clinique (voir Introduction).  Ils sont tous des bases faibles (pKa ≥ 8) 

et ils couvrent l’échelle de la lipophilicité.  Tous ces médicaments cationiques 

lysosomotropiques sont généralement concentrés dans les régions acides 

vacuolaires des cellules à l’aide d’un mécanisme médié par la pompe V-ATPase.  

Ainsi, la solubilité élevée, caractéristique des lipides, facilite la diffusion des 

molécules vers les compartiments acides vacuolaires.  Ces dernières seront 

protonées, séquestrées et concentrées (Fig. 44).  La quinacrine, un des agents 

pharmaceutiques de la liste des 6 s-Et3N, a deux fonctions protonables (pKa 1,3 et 

7,7) et a une lipophilie élevée (logP 5,67).  De plus, sa faible toxicité (non-mutagène 

malgré sa capacité à se lier à l’ADN à des concentrations élevées), son métabolite 

principal (une amine secondaire) qui conserve son tropisme pour les régions acides 

des cellules, sa lipophilie élevée et sa fluorescence verte intrinsèque sont tous des 

considérations pertinentes qui privilégient cette molécule-modèle (représentation 

schématique, Fig. 45).   

 

Un fait remarquable observé est que les 6 s-Et3N partagent des effets cellulaires 

semblables (l’inhibition du flux autophagique démontré par l’accumulation de la 

protéine autophagique LC3 II ; Fig. 13 et 33, et un effet antiprolifératif ; Fig. 26).  

L’effet antiprolifératif des s-Et3N avait des intensités corrélées avec leur lipophilicité 

(Fig. 27).  L’amiodarone, le médicament le plus lipophile de la série, était 

régulièrement le deuxième agent le plus puissant dans les divers essais, 

possiblement en raison de sa répartition dans tous les lipides cellulaires.  Cette 

répartition s’explique par sa séquestration non granulaire résistante à la bafilomycine 

A1.  La séquestration de l’amiodarone résistante aux traitements avec la 
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bafilomycine A1 fut démontrée grâce à sa faible fluorescence violette diffuse, mais 

ce n’est pas le cas avec la quinacrine (Marceau et coll., 2012 ; 2014).  

 

La bafilomycine A1, l’inhibiteur spécifique de toutes les isoformes de la pompe V-

ATPase des mammifères, a réduit d’un facteur > mille la concentration de la 

quinacrine dans les fibroblastes dermiques de souris (Fig. 11 et 12) et elle a 

démontré un même pouvoir inhibiteur chez les cellules U937 (Fig. 32).  De plus, 

l’ionophore H+ monensin a également empêché la séquestration de la quinacrine 

dans les fibroblastes dermiques des souris (Fig. 12 A).  L’effet de cet ionophore 

permet de confirmer le modèle de la cytopathologie causée par la séquestration des 

amines via une approche expérimentale alternative.  Il est possible que la lente 

réversibilité de l’accumulation de la quinacrine lors des lavages des cellules soit 

causée par sa liaison aux phospholipides vacuolaires (Fig. 11 A).  Comparativement 

à la quinacrine, un autre médicament cationique lysosomotropique, la procainamide 

est rapidement libérée à la suite d’un lavage des cellules (Morissette, Lodge et 

Marceau, 2008). 

 

Nos études de la colocalisation de la quinacrine chez les fibroblastes dermiques de 

souris récapitulent bien les études antérieures effectuées par notre laboratoire 

(Morissette, Lodge et Marceau, 2008 ; Marceau et coll., 2009 ; Bawolak, Morissette 

et Marceau, 2010).  La plupart des vacuoles, qui ont été dilatées par l’accumulation 

de la quinacrine, contenaient des marqueurs d’endosomes/lysosomes tardifs : le 

Rab7 et le LAMP1 (Fig. 10).  Une colocalisation avec le marqueur endosomal Rab5 

était parfois observée surtout si la forme continuellement active de Rab5 était 

exprimée chez les cellules (Fig. 10).  Ces résultats étaient compatibles avec 

l’expression connue de la pompe V-ATPase dans les diverses organelles dérivées 

du trans-Golgi de la cellule de mammifères. 

 



104 
 

2. Transporteurs membranaires 

En théorie, les types cellulaires individuels peuvent posséder des mécanismes de 

captation ou d’extrusion qui modulent l’accès à la quinacrine (Fig. 44).  Le rôle de la 

glycoprotéine-P et des OCT-1 à 3 ont été étudiés à l’aide de notre modèle murin 

(utilisation des inhibiteurs de transporteurs membranaires, transfection de vecteurs 

codant pour les OCTs dans les cellules HEK 293a).  Dans la gamme des 

concentrations micromolaires utilisées lors de nos expériences in vitro, il n’y avait 

aucune preuve de transport de quinacrine médié par ces transporteurs dans les 

fibroblastes dermiques de souris (Fig. 12 B, C).  Une explication possible de cette 

différence entre nos résultats obtenus et ceux démontrés précédemment dans la 

littérature serait que des concentrations de quinacrine grandement supérieures à 

celles employées dans nos expériences (généralement supérieures à 50 µM) ont 

été utilisées dans certaines études antérieures du transport de la quinacrine (Sweet 

et Pritchard, 1999).   

 

3. Flux autophagique 

L’accumulation des médicaments cationiques lipophiles peut déterminer les 

réponses de signalisation cellulaire à la suite du tamponnage du pH lysosomal, c’est-

à-dire une accumulation macroautophagique et de la lysosomogénèse, et ce 

indépendamment de la classe thérapeutique à laquelle chaque médicament 

appartient (voir Introduction).  Ces prédictions furent confirmées et furent vérifiées 

dans nos modèles murins (Fig. 14 et 15), y compris dans les tissus pulmonaires 

provenant de souris traitées avec la quinacrine (Fig. 20). 

 

La mesure du flux autophagique peut se faire de différentes façons.  Parmi ces 

approches, la méthode d’immunobuvardage du marqueur autophagique LC3 

demeure une des techniques les plus utilisées (Mizushima et Yoshimori, 2007).  

Pourtant, l’étude de cette protéine autophagique ne fournit pas une étude complète 

du flux autophagique.  Notons qu’en plus de la protéine LC3, nous avons aussi 

étudié la présence de la protéine p62/SQSTM1.  Le taux de dégradation de cette 

dernière agit comme indicateur du flux autophagique dans les cellules.  Une 
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augmentation de la concentration cellulaire de la protéine p62/SQSTM1 découle 

nécessairement d’une inhibition du flux autophagique (Bjorkoy et coll., 2005).  En 

effet, la figure 14 démontre une augmentation significative de ces deux protéines 

autophagiques à la suite des traitements avec la quinacrine dans les fibroblastes 

dermiques de souris.  Une accumulation significative de LC3 II fut aussi observée 

chez les cellules U937 à la suite de traitements avec les 6 médicaments cationiques 

de la série des s-Et3N (Fig. 33).  L’inhibition du flux autophagique à la suite de 

traitements avec des médicaments cationiques lysosomotropiques est commune à 

ces deux types cellulaires. 

 

Cette inhibition signifie que le niveau basal de l’autophagie est inhibé sans 

déclencher la signalisation cellulaire associée à la privation nutritionnelle, qui est 

associée, à son tour, à une augmentation du niveau autophagique basal (Li, Chen 

et Gibson, 2013).  Si le tamponnage du pH des compartiments acides de la cellule 

est suffisant pour expliquer l’accumulation de la protéine LC3 II (Funakoshi et coll., 

2013), il serait donc possible de reproduire son accumulation avec des traitements 

avec l’inhibiteur de la pompe V-ATPase, la bafilomycine A1.  Cette hypothèse fut 

vérifiée dans le système actuel (Fig. 14 A).    De plus, les expériences avec la 

spautin-1 démontraient que l’accumulation autophagique est secondaire et n’a 

aucune incidence sur le transport de la quinacrine (Fig. 13). 

 

4. Lysosomogénèse 

La localisation nucléaire du facteur de transcription EB et l’augmentation des 

concentrations des ARNm de LAMP1 et LAMP2 étaient des réponses que nous 

avons observées à la suite de traitements avec la quinacrine chez les fibroblastes 

dermiques de souris (Fig. 16).  Ces réponses précédaient la surexpression des 

protéines lysosomales LAMP1 et LAMP2 (Fig. 15).  Le TFEB contrôle aussi 

l’expression des gènes autophagiques (Settembre et Ballabio, 2014).  Par contre, 

l’activité de la cathepsine D ne fut pas altérée dans les fibroblastes dermiques de 

souris traitées avec la quinacrine (Fig. 17).  La maturation de la proenzyme de la 

cathepsine, un clivage lié à l’environnement acide des lysosomes matures (Liu et 
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coll., 2014), peut être altérée par l’effet de la quinacrine sur le pH des lysosomes.  

Alors, chez les cellules où les autophagosomes ont accumulé une quantité 

excessive de quinacrine, une lysosomogénèse est observée à la suite de cette 

accumulation.  Ce mécanisme cellulaire fait partie d’une rétroaction finement régulée 

qui maintient l’activité de cette hydrolase lysosomale constante. 

 

5. Effet antiprolifératif des amines 

Lors de nos études de la prolifération cellulaire et de l’effet de traitements avec les 

médicaments cationiques lysosomotropiques sur cette dernière, nous avons utilisé 

4 lignées cellulaires.  Avec les traitements témoins (véhicule), tous les types 

cellulaires étaient prolifératifs (Fig. 26).  Par contre, les traitements avec tous les 6 

s-Et3N ont significativement diminué la prolifération de tous les lignées cellulaires.  

La puissance de chacun des s-Et3N variait entre les lignées cellulaires, mais elle 

était tout de même semblable.  Enfin, les CI50 de chaque médicament cationique 

lysosomotropique sont inversement corrélées à sa lipophilicité exprimée en valeur 

de logP (Fig. 27). 

 

Une corrélation plus précise entre la puissance de l’effet antiprolifératif et 

l’accumulation relativement rapide de l’effecteur autophagique LC3 II a été établie 

en réponse aux différents s-Et3N (Fig. 34).  L’observation de cette accumulation 

rapide suggère que la réponse tardive est déterminée au début de la séquestration 

des médicaments cationiques lysosomotropiques dans les compartiments acides 

des cellules.  Ces conséquences découlent de l’incompétence lysosomale.  Il est 

important d’observer que les traitements avec l’amiodarone à la concentration de 25 

µM était cytotoxique.  Les cellules traitées avec cette concentration démontraient 

une diminution anormale de l’effecteur autophagique LC3 II par rapport aux cellules 

traitées avec des concentrations tolérées (Fig. 33). 

 

Dans une étude récente, le médicament cationique lipophile, leelamine, induisait 

l’apoptose dans une lignée cellulaire tumorale.  Cette induction était parallèle à 

l’accumulation de cholestérol libre, mais renversée par la présence de la β-
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cyclodextrine.  Nous avons observé une inhibition partielle de l’effet antiprolifératif 

de toutes les 6 s-Et3N de la série chez les cellules U937 avec des cotraitements de 

β-cyclodextrine (Fig. 37) et nous avons étendu notre approche avec un médicament 

qui inhibe la synthèse du cholestérol : une statine (lovastatine) (Fig. 38).   

 

Les interventions anti-cholestérol n’ont eu aucun effet significatif sur l’inhibition du 

flux autophagique des s-Et3N (Fig. 41) et sur le transport de la quinacrine (Fig. 40) 

dans les cellules U937.  Par contre, la β-cyclodextrine peut potentiellement 

redistribuer le cholestérol dans les compartiments cellulaires.  Ajoutons qu’un dérivé 

de cyclodextrine est présentement à l’étude afin d’éliminer le cholestérol accumulé 

dans les lysosomes chez les patients atteints de la maladie de Niemann-Pick du 

type C (Santos-Lozano et coll., 2015).  De plus, il a été démontré que la β-

cyclodextrine renverse l’accumulation du cholestérol dans les plaques 

athérosclérotiques dans des modèles animaux (Zimmer et coll., 2016). 

 

Le taux de cholestérol libre ou estérifié sur une période de 48 h chez les cellules 

U937 est demeuré inchangé lors des deux interventions à une concentration de s-

Et3N qui n’était pas toxique pour les cellules (Fig. 42 A).  Ces résultats confirment 

l’hypothèse affirmant qu’il existe une tolérance étroite lors d’une déplétion du 

cholestérol dans les cellules (Burke et Kukoly, 2008).  De plus, au moment de 

l’analyse, seul un des deux s-Et3N testés à une concentration cytostatique a 

augmenté de manière significative le niveau de cholestérol dans les cellules U937 

(Fig. 42 B). 

 

7. Transferrine 

La cytopathologie causée par la séquestration des amines démontre également une 

dépression non spécifique du trafic vacuolaire affectant à la fois l’endocytose et 

l’exocytose (Marceau et coll., 2012).  La privation en fer crée un arrêt mitotique 

désynchronisé similaire à celui après des traitements avec des médicaments 

cationiques lysosomotropiques (Trowbridge et Lopez, 1982 ; Daniels et coll., 2006).  
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Cependant, la diminution de la capture endosomale de la transferrine suivant des 

traitements avec les s-Et3N n’était pas affectée par des cotraitements avec la β-

cyclodextrine (Fig.  43).  Kuzu et coll. (2014) ont observé une inhibition de 

l’endocytose induite par les récepteurs sous traitement à leelamine.  Toutefois, ils 

étaient tout de même plus intéressés à étudier les niveaux de concentration 

cytotoxiques de leur médicament cationique.  Il serait essentiel de poursuivre les 

recherches, notamment des études ultrastructurales des autophagosomes et de la 

phospholipidose, afin d’identifier l’étape critique sensible à la redistribution cellulaire 

du cholestérol.  Cette redistribution peut mener à un arrêt mitotique dans les cellules 

traitées avec les médicaments cationiques lysosomotropiques. 

 

8. Essais supplémentaires (cycle cellulaire, apoptose et cytotoxicité) 

D’autres types d’effets pharmacodynamiques peuvent être causés par la série des 

médicaments cationiques lysosomotropiques testés.  La toxicité observée à 5 mM 

(Fig. 35 et 36) peut être expliquée par la cytotoxicité mitochondriale connue de la 

lidocaïne à des concentrations micromolaires (Johnson et coll., 2004).  Par contre, 

le mécanisme de transport ou d’extrusion peut fonctionner dans la membrane 

plasmique des cellules et il peut aussi moduler l’activité apparente des médicaments 

cationiques antiprolifératifs d’un type de cellule à l’autre.  Ceci pourrait expliquer que 

l’amiodarone et l’hydroxychloroquine présentent une puissance antiproliférative 

assez variable d’un type cellulaire à l’autre (Fig. 35).  Cependant, nos expériences 

antérieures avec des inhibiteurs des transporteurs membranaires (PGP et OCT) ne 

démontraient aucun mécanisme de transport de la quinacrine dans la membrane 

plasmique des fibroblastes dermiques de souris (Fig. 12).   

 

Quelques s-Et3N à certaines concentrations ont une certaine affinité pour l’ADN : la 

chloroquine (10-500 µM ; Allison et coll., 1965), la quinacrine (Ehsanian et coll., 2011 

; Macfarlane et Manzel, 1998) et la procainamide (Thomas et Messner, 1986).  Par 

contre, le médicament de la série qui se prête le mieux à l’imagerie cellulaire via sa 

fluorescence verte intrinsèque, soit la quinacrine, n’a pas marqué les noyaux des 

cellules U937, et ce même avec un cotraitement avec la bafilomycine A1 (Fig. 32).  
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Cette absence de marquage exclut la liaison à l’ADN comme explication de 

l’accumulation du médicament dans les cellules traitées.   

 

En plus des expériences d’imagerie cellulaire, des essais des phases du cycle 

cellulaire (Fig. 28 et 29) et des immunobuvardages de la protéine pRB (Fig. 30 et 

31) furent effectués.  Ces essais chez les cellules U937 et les HUVECs étaient 

nécessaires afin d’étudier l’effet de certains s-Et3N (la quinacrine, 

l’hydroxychloroquine et la procainamide) sur le cycle cellulaire et sur l’expression de 

la protéine apoptotique pRB.  Les figures 28 et 29 ne démontrent aucun effet 

significatif sur chacune des phases du cycle cellulaire des deux types de cellules 

traitées avec les s-Et3N.  Une augmentation dans le taux d’hypophosphorylation de 

la protéine pRB indiquerait une suppression dans le cycle cellulaire (spécifiquement 

dans dans la phase G1).    Par contre, il n’y avait aucun changement statistiquement 

significatif dans le taux d’hypophosphorylation de la protéine pRB chez les cellules 

U937 et les HUVECs (Fig. 30 et 31 respectivement).  Tout compte fait, les résultats 

démontrent que les s-Et3N induisent un arrêt mitotique désynchronisé.  

 

9. Expériences in vivo 

La cytopathologie causée à la suite de la séquestration des cations découle de la 

migration du médicament du cytosol vers les régions acides de la cellule (De Duve 

et coll., 1974), mais la sélectivité apparente de la formation du réservoir d’un tissu à 

l’autre est intrigante (Fig. 18 et 19).  La haute densité de macrophages dans certains 

organes comme les poumons, la rate et le foie peut expliquer l’accumulation 

significative de la quinacrine comparativement aux autres organes pauvres en 

macrophages résiduels (le cerveau, le cœur, etc.).  Une explication possible de cette 

sélectivité tissulaire serait la présence d’un réservoir plus grand de compartiments 

acides dans certains types de cellules ou une lysosomogénèse plus vigoureuse.  

Cette hypothèse permettrait d’expliquer l’affinité élevée observée des phagocytes 

matures pour les médicaments basiques (Roy et coll., 2013).  La fluorescence de la 

quinacrine fut également remarquée dans une tumeur formée par une lignée de 
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cellules de gliomes humaines transplantées chez des souris qui furent traitées avec 

la quinacrine à 50 mg/kg (Golden et coll., 2015).   

 

Puisque l’inactivation génétique de sous-unités essentielles à la pompe V-ATPase 

détermine une létalité embryonnaire chez la souris (Inoue et coll., 1999) et que 

l’inhibition pharmacologique in vivo de la V-ATPase semble être mal tolérée (Niikura, 

Takeshite et Takano, 2005), nous avons mené des expériences en utilisant des 

tranches fraîches de poumons et des macrophages broncho-alvéolaires traités à la 

bafilomycine A1 afin de démontrer le rôle principal de la pompe V-ATPase dans 

l’accumulation de la quinacrine chez la souris.  Les cotraitements ex vivo avec la 

bafilomycine A1 chez les macrophages broncho-alvéolaires démontraient une 

inhibition quasi-totale de la séquestration de la quinacrine (Fig. 18 B et C).  Puisque 

les expériences in vivo avec la bafilomycine A1 ne sont pas bien tolérées (voir 

Introduction), seules les expériences ex vivo peuvent démontrer le pouvoir de cet 

inhibiteur dans nos modèles murins (Fig. 18). 
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FIGURE 44 : Schéma des réponses cellulaires à la suite de traitements avec les s-Et3N. 
Le mode d’action des interventions expérimentales est aussi montré. 
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FIGURE 45 : Schéma des réponses cellulaires à la suite de traitement avec la 
quinacrine. 
Le mode d’action des autres médicaments ou interventions utilisées dans l’étude sont 
également indiqués. 
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 

Mon projet de maitrise a permis de décrire le mécanisme de la séquestration de la 

quinacrine médiée par la pompe V-ATPase dans un modèle murin et aussi à 

généraliser le modèle de l’effet cytostatique et cytotoxique à l’aide d’une série de 6 

médicaments cationiques lysosomotropiques.  La quinacrine, un médicament 

anciennement utilisé pour traiter la malaria, a été identifiée comme un inhibiteur du 

flux autophagique et induisait aussi une lysosomogénèse chez la souris, in vitro et 

in vivo.  L’inhibition du flux autophagique fut démontrée par des immunobuvardages 

des protéines autophagiques, tandis que l’induction de la lysosomogénèse fut 

démontrée par différentes analyses (immunobuvardages et q-PCR) des protéines et 

des ARNm associées aux lysosomes.  L’orientation des recherches futures serait 

d’identifier des biomarqueurs des réservoirs cationiques en clinique.  Ces 

biomarqueurs pourraient être présents sous forme de protéines autophagiques, 

lysosomales ou sous forme d’hydrolase lysosomales immatures.  À la suite des 

traitements avec des médicaments cationiques lysosomotropiques, il serait 

important d’identifier, avec l’aide de ces biomarqueurs, la présence de réservoirs 

cationiques dans des leucocytes périphériques (Liu et coll., 2014).  La base de la 

distribution tissulaire préférentielle des amines reste également à être élucidée.  La 

distribution tissulaire de la quinacrine chez les souris traitées varie considérablement 

d’un organe à l’autre.  Par contre, nous n’avons pu démontrer un mécanisme de 

modulation d’absorption cellulaire par des transporteurs membranaires à des 

niveaux de concentrations micromolaires de quinacrine.  Il est possible que les s-

Et3N lipophiles peuvent avoir un tropisme pour des cellules phagocytaires matures, 

par exemple les neutrophiles en circulation (Morissette et coll., 2009 ; Roy et coll., 

2013) ou dans des tissus pulmonaires (Fig. 18 et 19).  Une telle distorsion 

pharmacocinétique peut être contre-productive.  Cependant, la distribution de la 

quinacrine dans une xénogreffe de tumeur a récemment été observée chez la souris 

(Golden et coll., 2015) ; cette observation suggère que l’étude des déterminants de 

la distribution tissulaire des amines soit expérimentalement accessible.   
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En plus de généraliser le mécanisme de la séquestration de la quinacrine dans un 

modèle murin, mes travaux consistaient aussi à étudier l’effet cytostatique et 

cytotoxique d’une série de 6 médicaments cationiques lysosomotropiques.  Nous 

avons observé un manque de spécificité dans le type cellulaire, ainsi qu’une action 

graduée qui impliquait l’effet cytostatique avec des concentrations plus faibles des 

médicaments.  Les essais du cycle cellulaire et d’apoptose avec les cellules U937 

et les HUVECs traitées avec des médicaments cationiques lysosomotropiques ne 

démontraient aucun changement à des niveaux de concentrations cytostatiques.  

Nous avons démontré qu’il était possible de partiellement, mais significativement, 

renverser l’effet antiprolifératif des amines avec des cotraitements de β-

cyclodextrine ou de lovastatine. 

 

Concernant l’effet antiprolifératif des s-Et3N ; la supériorité de la quinacrine sur 

l’hydroxychloroquine et sur la chloroquine, l’indépendance de la présence de la 

protéine p53 (chez les cellules U937), la présence de biomarqueurs possibles 

comme l’accumulation de la protéine LC3 II et de l’antagonisme par la lovastatine 

sont d’intérêts clinique.  Comme le montrent nos expériences in vitro et in vivo, la 

séquestration des cations médiée par la pompe V-ATPase est associée, au-dessus 

d’un certain seuil de concentration, à une accumulation autophagique à la suite du 

blocage du flux et à une lysosomogénèse dans nos modèles murins.  Les possibilités 

d’étudier l’effet antiprolifératif et d’identifier des biomarqueurs de l’accumulation 

autophagique auraient une grande importance en oncologie clinique, où on 

commence à exploiter les inhibiteurs de flux autophagique (voir Introduction). 
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