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LE PB-100, MEDICAMENT ANTICANCEREUX SELECTIF, SUPPRIME
L'ACCROISSEMENT DE LA PROLIFERATION DES CELLULES DE
GLIOBLASTOME INDUIT PAR L'INTERLEUKINE-6.
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Résumé : cCytokine multifonctionnelle,
linterfeukine-6 (IL-6) agit comme un facteur de
croissance sur certains cancers. Les cellules de
glioblastome  produisent des  quantités
importantes d'IL-6. Si lon ajoute de [IIL-6
exogéne (pg/ml) au milieu de culture de cellules
de glioblastome humain et d‘astrocytes normaux
(non cancéreux), ces demiers servant de
témoins, la cytokine exerce un effet différentiel
et dose-dépendant sur ces deux lignées
cellulaires. L'accroissement de la prolifération
cellulaire est deux fois plus élevé pour les
cellules de glioblastome que pour les astrocytes.
In vitro, cette stimulation due & I'lL-6 est inhibée
de maniére dose-dépendante par le PB-100,
agent anticancéreux de conception nouvelle,
employé & des concentrations de lordre du
pg/ml. En outre, des concentrations croissantes
de PB-100 finissent par provoquer la mort des
cellules malignes, sans pour autant entraver la
muftiplication des astrocytes normaux. Le PB-
100 ne supprime pas fa production cellufaire
diL-6, mais [I'abaisse jusqu'a son niveau
physiologique. Le PB-100 devrait donc trouver
sa place dans des traitements ot il est
nécessaire de contrbler la production d'IL-6.

Abréviations : IL-6 : interleukine 6 ; PB-100 :
flavopéréirine : ADN : acide
désoxyribonucléique.

Mots clés . astrocytes, cellules de glioblastome,
interleukine 6, alcaloide PB-100.
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Introduction

L'interleukine-6 (IL-6) est une cytokine
d'importance majeure, aux multiples fonctions.
Elle est impliquée dans un grand nombre de
processus physiologiques, dont les uns sont

normaux, comme la  régulation de
I'hématopoiése ou I'activation des lymphocytes
T et B, mais dont d'autres sont pathologiques,
comme linduction et I'entretien de maladies
inflammatoires et autoimmunes ou de Ia
prolifération de certains cancers (1,3). Un grand
nombre de cellules de mammiféres peuvent
produire de I'IL-6, généralement en réponse a
divers facteurs d'activation, certains des plus
puissants, tant I'lL-1, le TNF et le LPS bactérien
(2). Les monocytes/macrophages, les cellules
endothéliales et fes- fibroblastes sont
d'importants producteurs d'IL-6.

Dans des tumeurs telles que les
myélomes (10), les lymphomes ou les
plasmocytomes (2), IIL-6 se comporte en
facteur de croissance endogéne. Ainsi, la lignée
cellulaire SK-MG4, obtenue & partir dun
glioblastome, tumeur  cérébrale létale
extrémement fréquente, produit spontanément
de I'lL-6. Une grande partie de notre recherche
a porté sur l'inhibition in vitro de la prolifération
d'une lignée humaine (U 251) de glioblastome
résistante au BCNU, et nous avons choisi
comme cellules-témoins une fignée d'astrocytes
normaux (CRL 1656). Nous avons récemment
démontré que nolre agent anticancéreux
sélectif, le PB-100, inhibe efficacement Ia
multiplication des cellules de glioblastome (5).

Dans le présent travail, en utilisant ces
cellules, nous avons dabord étudié
I'accroissement de la multiplication cellulaire
induit par IlL-6 ; cet accroissement est
beaucoup plus élevé pour les cellules de
glioblastome que pour les astrocytes. Nous
avons ensuite démontré que celte activité
pouvait étre efficacement supprimée par le PB-
100.

Les recherches décrites dans cet article
ont été faites & la lumiére des résultats
expérimentaux et des conclusions théoriques
auxquels notre étude du processus cancéreux
nous a conduits de longue date, et en utilisant
les techniques de base qui ont autorisé ces .
découvertes (7). Il nous faut briévement
résumer ce qui, dans cet ensemble de travaux,
concerne plus particuliérement le présent
exposeé.



Il y a une quinzaine d'années, aprés
avoir comparé un trés grand nombre d'ADN
cancéreux aux ADN normaux correspondants,
nous avons compris que la propriété essentielle
de I'ADN cancéreux, celle qui détermine le
comportement caractéristique des cellules
tumorales, est sa structure secondaire fortement
relachée et déstabilisée. Nous I'avons démontré
en mesurant ['absorption du rayonnement
ultraviolet de 260 nm par les ADN ; cette
absorption augmente & mesure que se rompt, a
lintéreur de la molécule, un nombre croissant
des liaisons hydrogéne qui relient les deux
brins. L'absorption UV des ADN cancéreux est
toujours nettement plus forte que celle des ADN
normaux. Cette hyperchromicité ressort comme
le caractére fondamental de I'ADN cancéreux,
s'écartent localement, de fagon transitoire, au
moment de leur liaisons hydrogéne; les brins
d’ADN  cancéreux restent séparés en
permanence en de nombreuses régions et sur
de longues étendues. De ce fait, une grande
diversité de molécules va avoir accés aux
zones dans lesquelles les brins sont isolés, et
beaucoup d'entre elles peuvent & leur tour
rompre des liaisons hydrogéne : pour cette
raison, ces molécules peuvent étre considérées
comme cancérogénes. Leur liste est longue et
comprend aussi bien des produits exogénes

qu'un certain nombre de substances
physiologiques, telles que les hormones
stéroides.

Dans les régions ol les brins d'ADN
cancéreux sont séparés, de nouveaux sites
d'initiation deviennent désormais accessibles,
de fagon anarchique, aux enzymes de
réplication et de transcription. Cela explique la
prolifération accrue et les synthéses protéiques
anormales des cellules malignes, I'expression
des génes se trouvant d'autant plus perturbée
que certains de ces demiers sont rendus muets
par le resserrement des chaines de part et
d'autre des régions distendues  (6).
Expérimentalement, on observe une nette
corrélation entre I'hyperchromicité de I'ADN
cancéreux élevée de sa synthése in vitro et la
multiplication accrue des cellules cancéreuses
in vitro et in vivo qui en résulte.

Nous avons pu découvrir un certain
nombre de substances de provenance naturelle,
telles que le PB-100, d'origine végétale, qui sont
spécifiquement capables de restabiliser I'ADN
cancéreux en ramenant ses brins I'un vers
l'autre en position normale pour refermer ses
chaines. La démonstration expérimentale en est
apportée par une diminution de I'absorption UV
de [I'ADN cancéreux ; cette absorption
redescend a sa valeur normale, tandis que
s'abaissent la réplication in vitro de I'ADN et Ia
multiplication cellulaire in vitro et in vivo.

Il est beaucoup plus difficile d'accéder
aux chaines non relachées, fermées, de I'ADN
normal ; ce demier est donc bien moins
sensible aux agents déstabilisants ou

restabilisants. Toutefois, des cancérpgénes
présents a fortes doses ou de fagon persistante
peuvent a |a longue surmonter les défenses de
la cellule normale et induire finalement un
processus malin. Comme 1nos agents
anticancéreux ne peuvent pas se lier & I'ADN
normal, ils ne troublent ni sa réplication, ni
l'expression de-ses génes et ne sont donc pas
toxiques pour les tissus non cancéreux. Comme
ils se lient sélectivement a I'ADN cancéreux, ils
agissent spécifiquement sur les cellules
malignes.

Il nous a semblé que le PB-100 serait
un moyen approprié d'inhiber la stimulation de
la muitiplication des cellules cancéreuses
induite par une molécule physiologique comme
I'IL-6, sans risquer de déséquilibrer Ia
production de cette cytokine par les cellules
normales,

Matériel et méthodes

Produits : 1L-6 : Boehringer-Mannheim
(Mannheim, Allemagne). IL-6 EASIA: Medgenix
Diagnostics (Fleurus, Belgique). Trypsine,
milieu de culture RPMI 1640, sérum de veau
foetal, glutamine : Gibco (Grand lIsland, NY,
USA). Autres produits chimiques : Prolabo
(Paris,France). Le PB-100 a été purifié dans
notre laboratoire.

Lignées cellulaires et méthodes de
culture. Lignée cellulaire U 251 de glioblastome
humain résistant au BCNU : Swedish Cell
Collection (Uppsala, Suéde). Lignée astrocytaire
normale CRL 1656 Mpf (American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). Les cellules
ont été cultivées & 37°C dans un incubateur et
entretenues par passage continu en milieu
RPMI 1640 addition, de 10% de sérum de veau
foetal. Le milieu a été renouvelé trois jours
aprés ensemencement, puis deux fois par
semaine. L'absence de mycoplasmes et de
bactéries a été vérifiée tous les trois mois. Pour
les expériences, un inoculum de 4x104 cellules
de chaque type a été mis en culture dans des
plaques & 6 puits (de 9.8 cm? chacun). La
viabilité cellulaire a été evaluée au bleu trypan :

elle atteignait 99-100% au début des
expériences.
Inhibition___et  stimulation _de la

croissance. Aprés avoir été stérilisées par
filtration, des concentrations croissantes des
substances testées (IL-6 et PB-100) ont été
ajoutées aux suspensions cellulaires dans les
puits. Au bout de 48 h d'incubation, 0,05 ml de
trypsine + 0,05% d'EDTA ont été ajoutés dans
chacun des puits. Ensuite, apréés 5 minutes
d'incubation, les cellules ont été détachées des
plaques de cuiture. La trypsinisation a été

terminée en ajoutant 4 ml de RPMI 1640 neuf ~

dans chacun des puits. Les cellules ont alors été
comptées au moyen d'un compleur Couiter.
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Chacun des essais, comprenant trois
expériences identiques, a été répété trois fois.
Isolement _des ADN. Les ADN des
cellules de glioblastome U 251 et des astrocytes
CRL 1656 ont été isolés et purifiés par la
méthode décrite par ailleurs (7). La quantité
d'’ADN a été déterminée .par pesée et par
absorption UV a 260 nm, puis la pureté des

ADN a été contrlée par -des techniques:

classiques (260/280=2,05) (8). Aprés incubation
avec une solution décinormale de KOH,
I'hyperchromicité des ADN était de 45-52%.

Mesure de 'absorption UV des ADN au
cours des expériences. L'ADN a été dissous
dans du tampon Tris-HCI (0,01M, pH 7,3). Des
concentrations croissantes des substances
testées, dissoutes dans 10 ul du méme tampon,
ont été ajoutées & la solution d'ADN et au
témoin de lecture. Le mélange a été agité
doucement & température ambiante, puis son
absorption UV & 260 nm a été mesurée.

Mesure de I'lL-6. Le test
immunoenzymatique  "Enzyme = Amplified
Sensitivity ImmunoAssay” (EASIA) est fond, sur
le systéme oligoclonal, qui utilise plusieurs
anticorps monoclonaux dirigés. contre des
épitopes distincts de I'lL-6. Il est présent, en kit
pour emploi sur sérum, plasma sanguin ou
milieu de culture. )

Résultats

Effet de I'IL-6 sur la prolifération cellulaire. Dans
une premiére série d'expériences, nous avons

montré que la production d'lL-6 par les cellules
de glioblastome U 251 atteignait plus de 8 fois
celle des astrocytes CRL 1656 ; parallélement,
la croissance des cellules de glieblastome était
de 30 & 40% plus forte que celle des astrocytes
normaux. Nous avons observé en outre que la
cytokine était principalement contenue dans le
lysat cellulaire ; le milieu de culture dans lequel
baignaient les cellules en renfermait beaucoup
moins. Le lysat de cellules de glioblastome
contenait cinq fois plus d'IL-6 que le milieu ol
elles s'étaient développées ; le lysat
d'astrocytes contenait quatre fois plus d'IL-6 que
le milieu qui les entourait (Tableau I).

Ces observations nous ont conduits a
investiguer de plus prés les effets de I'lL-6 sur la
prolifération in vitro des cellules de glioblastome
et des astrocytes. Lorsque de I'lL-6 exogéne fut
ajoutée au milieu de culture, la multiplication
cellulaire augmenta en fonction de la dose de
cytokine, mais, en outre, elle s'accrut
difféeremment selon qu'il s'agissait de la lignée
cancéreuse ou normale. L'augmentation
maximum, induite par 200 pg/mi d'IL-6,
atteignait 80% pour les cellules de glioblastome,
contre seulement 30-40% pour les astrocytes
(Fig. 1). L'élévation maximum de la synthése in
vitro d'ADN, obtenue sous l'effet de 2400 pg/ml

d'lL-6, était de 250% pour IADN de
glioblastome, mais ne dépassait pas 150% pour
IADN d'astrocyte (Fig. 2). A ces résultats
correspondent les valeurs de l'alijsorpﬁon uv
I'hyperchromicité maximum, induite par la
concentration ci-dessus d'IL-6, était de 39%
pour I'ADN de glioblastome et de 29% pour
I'ADN astrocytaire (Fig. 3). .
En étudiant [lactivité de multiple

substances mitogénes, nous avons
réguligrement noté cet écart entre les effets
obtenus sur les cellules en culture et sur les
ADN isolés (6). Dans la cellule vivante, I'activité
des substances mitogénes est limitée par de
nombreux processus de régulation
physiologique (dont certains sont mentionnés
plus loin dans la Discussion), qui mettent en jeu
la réponse coordonnée d'un certain nombre
d'éléments cellulaires. Aucune régulation de cet
ordre ne protége I'ADN isolé, et I'activité directe
de la substance mitogéne peut donc s'exercer
jusqu'a des concentrations beaucoup plus
fortes.

Effet du PB-100 sur {a prolifération cellulaire
1) En I'absence d'IL-6 exogéne. De précédentes

expériences, effectuées sans addition d'IL6
exogéne, nous avaient montré que des
concentrations croissantes de PB-100 inhibent
efficacement la prolifération in vitro des ceflules
de glioblastome : avec 100 pyg/ml de PB-100,
toutes ces cellules cancéreuses sont tuées.

La multiplication des astrocytes n'est
aucunement diminuée; elle augmente méme
trés légérement, probablement & cause de la
présence d'un facteur tel que I'ATP dans le
milieu de culture, car le PB-100 n'accroit pas la
synthése d'ADN astrocytaire. En revanche, la
synthése d'ADN de glioblastome est
speclaculairement inhibéée (Fig. 2). De maniére
correspondante, le PB-100  supprime
I'hyperchromicité de FADN de glioblastome,
tandis que |'absorption UV de 'ADN d'astrocyte
n'est pas modifiée (Fig. 4) (5). Sous l'effet de
12,5 ug/ml de PB-100, la production d'IL-6 par
les cellules de glioblastome diminue de dix fois,
s'abaissant jusqu'au taux de sa production
astrocylaire normale. Dans les mémes
conditions, le nombre de cellules tumorales ne
diminue que de 10 & 20%, comme nous l'avions
précédemment indiqué (5). Quant a Ia
production astrocytaire d'IL-6, elle n'est pas
affectée. Sous l'effet de 25 pg/ml de PB-100, la
production de la cytokine par les cellules de
glioblastome n'évolue pratiquement plus, tandis
que celle des astrocytes diminue légérement, la
quantité totale d'iL-6 tant désormais également
répartie entre les cellules et le milieu de culture
(Tableau I).

2) En présence dL-6 exogéne. Des effets
inhibiteurs comparables sont obtenus en
présence d'lL-6 exogéne. Le PB-100 provoque



Table I. Production d'lL-6 endogéne par des lignées de cellules de
glioblastome humain (U 251) et d'astrocytes normaux (CRL 1656)

NOMBRE DE CELLULES
(% augmentation)

IL-6 pg/ml
U 251 CRL 1656

Milieu cellutaire témoin 58,33 8 .
Lysat cellulaire témoin 296,66 35
+PB 100 12,5 pg/ml

Milieu de culture 12 7.5

Lysat cellulaire 24,5 35,5
+PB 100 25 pg/m!

Milieu de culture 14 17

"Lysat cellulaire 23 16,5

Les. lignées de celiules de glioblastome humain résistant au
BCNU (U 251) et d'astrocyles normaux (CRL 1656) ont été
cultivées pendant 48 h 4 37°C. Le milieu de culture (2 mi) a &té
séparé des cellules et 0,1 ml a servi & la mesure de lL-6. Les
cellules de chaque espace (10 7 par puits) ont &té traitées a la
trypsine, lavées dans une solution tampon (HBSS),
centrifugées et remises en suspension dans 2 ml de Tris-HClI,
pH 7,5. Une solution de sulfate de fauryle (0,15 m! de solution
420%) a été employée pour lyser les cellules et 0,1 mi de lysat
a été ulilisé pour la. mesure de 'L-6 au moyen du kit Medgenix
(voir Méthodes). Les résultats représentent les moyennes de
trois expériences séparées. (U 251: DS +7,49 ; CRL 1656: DS
+4,58)
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Figure 1. Les lignées d'astrocytes normaux (CRL 1656) et de
cellules de gtioblastome humain résistant au BCNU (U 251)
ont été cullivées en labsence et en présence des
concentrations indiquées dinterleukine-6. Le nombre de
cellules (% d'augmentation) représente les moyennes de trois
expériences séparées. (U 251: DS + 5,09 ; CRL 1656: DS +
4,36)
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Figure 2, Effet de INL-6 sur la synthése in vitro CADN isolé a
partir de lignées d'astrocytes normaux (CRL 1656) et de
ceilules de glioblastome humain résistant au BCNU (U 251).
La synthése C'ADN a été évalude d'aprés lincorporation de 3H-
TTP dans le matériel précipitable en milieu acide, comme
décrit par ailleurs (5). Les résultats représentent les moyennes

de trois expériences séparées. (U 251: DS + 9,35 + CRL 1656:
DS +13,77)
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Figure 3. Effet de lnterleukine-6 sur Fabsorption UV des ADN
isolés & partir de lignées d'astrocytes normaux (CRL 1656) et
de cellules de glioblastome résistant au BCNU (U 251).
LADN (10 ug) a ét¢ dissous dans une solution tampon de
Tris-HCI, pH 7,3. Les subtances testées, dissoutes dans 1 ml
du tampon, ont é1é ajoutées 2 la solution témoin et a la solution
dADN, qui ont été agitées doucement a température ambiante.
L'absorption UV & 260 nm a ensuite €té mesurée pour chacune
des difféérentes concentrations diL-5. Les résultals
représentent les moyennes de trois expériences sééparées. (U
251: DS £3,27 ; CRL 1656: DS + 1,36) '
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Fig. 4: Effet du PB-100 sur l'absorption UV & 260 nm dADN Isolé a partir de lignées d'ast
de glioblastome humain résistant au BCNU (U 251) (5). Voir Iégendepde la Fig.g 3. PAR o (SR A B Ses ool
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Fig. 5. Les lignées d'astrocytes normaux (CRL 1656) et de cellules de glioblastome humain résistant au BCNU (U 251) ont été
cultivées pendant 48 h en 'absence et en présence d'IL-6, ajoutée soit seule (témoins), soit avant des concentrations croissantes d_e
PB-100. Au bout de 48 h, les cellules ont été traitées & la trypsine et comptées. Les résullats représentent les moyennes de trois
expériences séparées et sont exprimés en pourcentage de la variation du nombre de cellules. (U 251: DS £ 2,89 ; CRL 1656: DS +

3,48)

une diminution dose-dépendante de la
stimulation exercée par [IIL-6 sur la
multiplication cellulaire. Comme l'indique la Fig.
5, 12,5 pg/ml de PB-100 suppriment ['action
stimulante qu'exerce I'lL-6 a la fois sur la
prolifération des cellules de glioblastome et sur
celle des astrocytes ; 50 pg/ml de PB-100
diminuent ensuite de 75% le nombre des
cellules malignes, tandis que celui des
astrocytes augmente trés légérement. De fagon
correspondante, en utilisant pour chaque
expérience 20 pg de PB-100 et 2400 pg d'IL-6
(c'est-a-dire la dose de cylokine qui augmente

le plus fortement ['hyperchromicité de I'ADN
isolé), [I'hyperchromicité de [I'ADN de
glioblastome est largement supprimée, tandis
que l'absorption UV de I'ADN astrocytaire
demeure légérement supérieure & la normale,
indiquant ainsi que la dose de PB-100 utilisée,
tout en inhibant activement la réplication de
I'ADN tumoral, ne supprime pas totalement la
stimulation des cellules normales par I'lL-6 ;
c'est 1a, en fait, une condition nécessaire pour-.
que I'lL-6 puisse conserver son activité
physiologique (Figs. 6 et 7).
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Figure 6. L'absorption des UV de 260 nm par les ADN de
cellules de glioblastome humain résistant au BCNU (U 251) et
d'astrocyles normaux (CRL 1656) a élé mesurée en [absence
(témoins) et en présence de PB-100 seul, puis de PB-100 et
diL-6. Les résultats représentent les moyennes de ftrois
expériences séparées.
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Figure 7. Effet du PB-100 sur la multiplication de cellules de
glioblastome humain résistant au BCNU (U 251) et
dastrocytes normaux (GRL 1 656). Les cellules ont été
cultivées en 'absence (témoins) et en présence d'IL-6 pendant
48 ha 37°C. Les résultats expriment la variation du nombre de
cellules (%). (U 251: DS + 9,53 ; CRL 1656: DS + 5,95).

Discussion

Cette recherche avait
objectif. En premier lieu, nous voulions étudier
l'activité de l'interleukine-6 en tant que facteur
de croissance des cellules de glioblastome.
Ensuite, nous désirions voir dans quelle mesure

il serait possible, au moyen de notre
médicament anticancéreux séleclif et non
toxique, le PB-100, de supprimer

+ PB 100 50pg/ml

un double

I'accroissement de la multiplication des cellules
cancéreuses induit par I'lL-6. Cette recherche a
été effectuée in vitro en utilisant la lignée
cellulaire humaine U 251 provenant d'un
glioblastome résistant au BCNUj et la lignée
astrocytaire normale CRL 1656, choisie comme
témoin normal corrrespondant.

Les données expérimentales présentées
dans cet article, tout en confirmant le fait que
les cellules de glioblastome sont des
productrices d'IL-6 beaucoup plus actives que
les astrocyles normaux, démontrent deux faits :
1) l'addition d'IL-6 exogéne au milieu de culture
cellulaire augmente de maniére différentielle et
dose-dépendante le nombre des cellules
tumorales ainsi que celui des cellules non
cancéreuses ; et 2) l'anticancéreux sélectif PB-
100 supprime efficacement cette activité
stimulante due & I'lL-6, sans empécher la
cytokine de jouer son réle physiologique dans
les cellules normales.

Il est bien connu que les cytokines
peuvent se comporter "comme des anges ou
des démons" et I'lL-6 ne fait pas exception. Elle
a des aclivités béneéfiques, comme la capacité
de promouvoir les défenses immunitaires a
différents niveaux (1,2,9) ou de favoriser la
différentiation des cellules souches des
plaquettes sanguines et des cellules nerveuses ;
mais elle est également un facteur de
croissance pour certains cancers du sang (2)
tels que les lymphomes T ou B, les myélomes
et les plasmocytomes (10).

Dans les cellules humaines U 251,
oblenues & partir d'une tumeur cérébrale
hautement maligne, le glioblastome, nous
avons détecté une production significative d'IL-
6, qui leur permet de proliférer de maniére
autocrine. Notre travail indique que la presque
totalité de la cytokine se trouve a l'intérieur des
cellules (ou elle se comporte
vraisemblablement en facteur de croissance
autocrine), les quantités libérées dans le milieu
de culture, tant de 3 a 4 fois plus faibles. Quant
aux astrocyles témoins, ils contiennent des
quantités plus modestes, physiologiques, d'IL-6,
soit 40 & 50 pg/ml. La mesure de I'absorption
UV & 260 nm confirme également que celle-ci
est plus forte (hyperchromicité) pour I'ADN de
glioblastome que pour I'ADN d'astrocyte, ce qui
est le cas pour tous les ADN cancéreux que
nous avons comparés aux ADN normaux
correspondants durant plus de 15 années de
recherche a ce sujet (voir I'introduction).

Pour mieux connaitre I'activité de [I'IL-6,
il nous fallait étudier les effets de I'addition de
cytokine  exogéne. En  ajoutant  des
concentrations croissantes d'IL-6 au milieu de
culture cellulaire, la prolifération des cellules,
malignes aussi bien que normales, a augmenté.
Le plus fort accroissement de la multiplication
des cellules de glioblastome, provoqué par 200
pg/ml de cytokine, a atteint le double de celui
des astrocyles ('augmentation était



respectivement de 80% et de 30-40%).
Obtenues avec 2400 pg/ml d'IL-6, I'élévation
maximum de la synthése in vitro d'ADN,
respectivement de 250% et de 150%, et
I'hyperchromicité maximum de I'ADN, de 39%
et de 29%, évoluaient de fagon semblable.

Ces résultats appellent plusieurs
remarques. La premiére conceme le mode
d'action de I'IL-6. Elle se lie & un récepteur a la
surface de la cellule ; ce dermier, qui a été cloné
et séquencé, est constitué de deux
glycoprotéines, dont l'une porte un site de
liaison pour une protéine G (2). Il est donc
admis que I'lL-6 agit par lintermédiaire d'un
second messager.

Au cours de nos travaux, nous avons
montré, dans des essais sur 'ADN isolé, que
I'L-6 elle-méme peut se lier in vitro a la
molécule déstabilisée de 'ADN cancéreux, dans
laquelle la cytokine poursuit la cassure des
liaisons hydrogéne, comme en atteste
l'augmentation de I'hyperchromicité. D'aprés les
conclusions de nos recherches précédentes
(voir l'Introduction), il s'agit 1 d'une activité
"cancérogéne-like”, pour ne pas dire
cancérogéne. L'augmentation paraliéle de la
prolifération des cellules de glioblastome en
apporte la confirmation.

La seconde remarque conceme le
degré d'activité de IL-6 observé dans nos
expériences. L'augmentation de 80% de la
multiplication des cellules de glioblastome, sous
l'effet de quantités de cytokine bien au-dessus
de leur niveau physiologique (lequel ne dépasse
pas 40-50 pg/ml), doit étre considérée comme
une réponse modérée, Celle relative faiblesse
peut s'expliquer de plusieurs fagons. D'une part,
la capacité de réponse des cellules de
glioblastome & [lL-6 exogéne pourrait élre
partiellement satuée en raison de la forte
activité autocrine de I'lL-6. D'autre part, dans
certaines cellules, telles que les hépatocytes, la
présence d'IL-6 diminue le nombre de ses
récepteurs membranaires (2). Un processus
similaire se produit peut-étre 3 la surface des
cellules de glioblastome ; en outre, I'expression
des récepteurs est peut-étre déja limitée en
raison de la production endogéne d'{L-6.

Or, [l'addition d'IL-6 exogéne agit
également, bien que deux fois moins, sur les
astrocytes. N'étant pas cancéreuses, ces
cellules ne devraient répondre que trés
faiblement & l'activité "cancérogéne-like" de la
cytokine, Cependant, la relation entre I''L-6 et
les astrocytes est complexe : c'est celle d'un
médiateur physiologique et de ses cellules-
cibles. Non seulement les astrocytes portent des
récepteurs de I'lL-6 & leur surface, propriété
qulils partagent avec de nombreuses autres
espéces cellulaires de mammiféres, mais, en
outre, on sait qu'ils produisent eux-mémes cette
cytokine (11). lls ne sont plus considérés
comme de simples cellules nourriciéres des
neurones. On constate aujourd'hui qu'ils jouent

un réle dans divers processus fondamentaux,
tels que le développement du systéme nerveux
central, le métabolisme de certains
neuromédiateurs et méme_ la défense
immunitaire du cerveau (12) ; dans ce demier
domaine, quelques-unes de leurs activités
évoquent celles des monocytes/macrophages,
importants producteurs d'IL-6. L'IL-6 synthétisée
par les astrocytes semble avoir une activité
autocrine, du moins en ce qui conceme la
stimulation qu'elle exerce sur la libération du
facteur de croissance des nerfs (NGF) par ces
cellules (11). On peut donc s'attendre a ce que
les astrocytes se comportent comme des
cellules-cibles soumises a l'activité
physiologique normale de [IL-6. Etant en
quelque sorte destinés & répondre & de faibles
variations de la quantité d'IL-6, les astrocytes
devraient étre particulierement sensibles & cette
cylokine, méme au niveau de leur ADN. |I faut
se rappeler que, de fagon semblable, d'autres
composés  physiologiques, comme, par
exemple, les hormones stéroides, deviennent
cancérogénes pour leurs cellules-cibles
lorsqu'ils sont présents en quantités excessives

" ou simplement en proportions mal équilibrées.

De fait, nous avons montré que cet effet bien
connu des hormones stéroides s'accompagne
d'une augmentation de ['hyperchromicité de
FADN des cellules-cibles (7). 1l faut donc savoir
que des quantités excessives d'IL-6
n'accentuent pas seulement fa prolifération des
cellules de glioblastome, mais également celle
des astrocytes normaux ; cela signifie que I'lL-6
est potenticllement cancérogéne pour ces
demiers. Une production accrue d'IL-6 par les
cellules de glioblastome peut affecter les
astrocytes voisins, de méme qu'une production
accrue d'IL-6 par les astrocytes peut présenter
divers dangers (voir plus loin). I ne faut pas non
plus oublier que les cytokines sont intégrées a
des réseaux d'activités auxquels appartiennent
de nombreuses autres cytokines, chacune
subissant l'influence des autres.

Le PB-100, anticancéreux non toxique
d'origine végétale (c'est un alcaloide de la
classe des beta-carbolines) supprime de fagon
dose-dépendante  l'accroissement de la
prolifération cellulaire in vitro que provoque I'lL-
6. Sous l'effet de 12,5 ug de PB-100/ml, a) la
forte production d'IL-6 endogéne par les cellules
de glioblastome s'abaisse jusqu'a redevenir
normale, c'est-a-dire qu'elle diminue d'environ
80% (Tableau I) ; b) l'‘augmentation de la
prolifération des cellules de glioblastome induite
par 200 pg d'L-6 exogéne/ml est totalement
supprimée ; c) dans les astrocytes témoins, la
production physiologique d'IL-6 endogéne n'est
pas affectée ; d) la prolifération des astrocytes
induite par 200 pg dIL-6 exogéne/ml est
supprimée (Fig. 5, Tableau ). Lorsqu'on utilise
50 pg de PB-100/m! en présence de 200 pg
d'lL-6 exogéne/ml, 75% des cellules de
glioblastome sont tuées, tandis que la



multiplication des astrocytes augmente
faiblement (Fig. 5). Parallélement, et avec les
mémes concentrations de produits,
'hyperchromicité de I'ADN de glioblastome est
supprimée par le PB-100, mais |'absorption UV
de I'ADN d'astrocyte demeure Iégérement
supérieure a la normale (Fig. 6).

Les recherches en cours dans notre
laboratoire indiquent que l'entrée de la petite
molécule de PB-100 dans la cellule ne dépend
pas d'un récepteur ; la compétition avec !'|L-6
n'a donc pas lieu au niveau d'un récepteur.
L'une des régions de 'ADN dans lesquelles le
PB-100 corrige la séparation anarchique des
brins contient sans doute le géne de I'IL-6.

Le PB-100 forme un complexe avec
I'ADN de glioblastome (6), mais ne se lie a
I'ADN d'astrocyte que dans la mesure ol ses
chaines ont été anormalement ouvertes par ['IL-
6 exogéne. Si l'on ajoute le PB-100 au milieu de
culture avant IIL-6 exogéne, il inhibe la
stimulation de la prolifération tumorale par la
cytokine, parce que les chaines de I'ADN de
glioblastome sont fermées préventivement par
l'anticancéreux. Ainsi, le PB-100 ne fait pas que
supprimer la production excessive d'iL-6 par les
cellules de glioblastome ; il les empéche
également de répondre & l'activité stimulante de
la cytokine, qu'elle soit endogéne ou exogéne.
De plus, & mesure que les concentrations (en
pg/ml) de ['anticancéreux augmentent, les
cellules malignes ne peuvent plus survivre, car
leur multiplication et leur métabolisme
dépendaient de sites d'initiation anormalement
exposés par la séparation des brins (voir
l'Introduction) et que le PB-100, en refermant
les chaines, les rend désormais inaccessibles.
Dans le cas des astrocytes, nos résultats
montrent que le PB-100 diminue la réceptivité
de leur ADN & des quantités excessives d'IL-6,
mais n'altére ni leur production physiologique de
la cytokine, ni leur multiplication normale
(Tableau |, Fig. 5).

Ces données indiquent non seulement
que le PB-100 représente un bon candidat pour
le traitement du glioblastome, mais qu'il pourrait
servir & contrdler les effets et la production de
I'lL-6 dans d'autres cas aussi. L'IL-6 est
impliquée dans bien d'autres maladies que le
cancer (14). Elle est présente dans diverses
affections liées a une prolifération cellulaire non
cancéreuse (kératinocytes dans le psoriasis,
cellules mésangiales dans certaines
glomérulonéphrites) et dans des maladies auto-
immunes, comme le lupus érythémateux. L'IL-6
est largement présente dans les maladies
inflammatoires : exemple frappant, il a été
rapporté que le liquide synovial des patients
atteints d'arthrite rhumatoide peut contenir des
quantités d'lIL-6 de 10 & 1000 fois supérieures a
la normale (15, 16, 17) ; les synoviocytes et
chondrocytes endommagés contribuent 3 leur
. tour & la production d'IL-6.

L'IL-6 augmente également dans les
liquides biologiques au cours des maladies
infectieuses et en particulier au cours de
l'infection par le virus du sida (VIH). Il a été
démontré que I'L-6 et le TNF-alpha stimulent la
multiplication du VIH (18). Il a été suggéré que
I'L-6 libérée par les lymphocytes B activés
pouvait réactiver le VIH & lintérieur des
monocytes (2). En outre, l'inflammation de la
barriere hématoencéphalique peut faciliter
linfection du cerveau par le VIH et par d'autres
pathogénes. Des observations récentes ont
montré que les monocytes/macrophages de
patients infectés par le VIH produisaient de
fortes quantités d'IL-6. In vitro, environ 80% de
cette production peut étre supprimée par le PB-
100 (Pr. J. Cahn, communication personnelle) ;
ainsi la synthése de cytokine demeure-t-elle
suffisante pour assurer son role physiologique.

L'on peut espérer que le PB-100
trouvera sa place en thérapeutique chaque fois
qu'une production excessive d'IL6 se trouve
impliquée.
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