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1
METHODE DE CYTODIAGNOSTIC UTILISANT L'ALSTONINE COMME MARQUEUR
SELECTIF ET KIT DE DIAGNOSTIC CONTENANT CE MARQUEUR

La présente invention concerne les techniques de
cytodiagnostic.

Elle concerne plus particuliérement la détection
des tumeurs, notamment pour 1l'établissement d'un
diagnostic tumoral, et celle des aberrations
chromosomiques, au moyen d'alstonine avec un procédé de
révélation sélective par fluorescence.

Dans 1la présente description on entend par
cytodiagnostic aussi bien le diagnostic des affections
tumorales que la cytogénétique.

L'alstonine est un alcaloide extrait de Rauwolfia
vomitoria, Rauwolfia obscura et Vinca rosea, ainsi que
d'autres épocynacées. Elle appartient au groupe des béta-
carbolines quaternaires. Des procédés d'extraction de cet
alcaloide ont été décrits par M. Beljanski et J. Bugiel
dans les documents FR-A-78 30663 et EP-A-0 059 817, dont
le contenu est incorporé ici par référence. I1 a également
été montré que cet alcaloide présente une fluorescence

tres vive et bleu pdle, correspondant par analyse au moyen

d'un spectrophotométre & deux maxima d'absorption,

a by

respectivement a 252 et & 308 nm, caractéristiques de
l1'alstonine et de son isomére, la serpentine.

Il a également été montré, notamment dans les
documents susdits, que l'alstonine posséde des propriétés
anti-cancéreuses désormais bien établies sur les cellules
ascitiques du lymphome YC8 de la souris, sur des tumeurs
vagcites" d'Ehrlich chez la souris, sur des cellules
cancéreuses en culture de type KB, HELA, HEPII et L et sur
des cellules provenant de néphro-blastome, de neuro-
blastome ou de tératome, qui sont toutes des tumeurs
humaines en cultures primaires dont l'alstonine s'est
avérée assurer la destruction totale en 24/48 heures. A
titre de comparaison, afin de bien établir la sélectivité

b

de l'action de 1l'alstonine & cet égard, la méme dose
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d'alstonine (200 pg par ml de culture) a été appliquée a
des cultures de cellules primaires de reins de singe ou
sur des cellules de lignées de type Véro ou Circ; elle n'a
produit dans les 8 jours aucune destruction cellulaire.
Cela attestait de 1l'interaction spécifique de l'alstonine
avec 1'ADN des cellules tumorales, alors que 1'ADN des
cellules normales n'était pas affecté par cet alcaloide.

Il était cependant encore délicat de bien
maitriser un traitement antitumoral utilisant un tel
alcaloide et/ou de pouvoir donner un diagnostic sérieux de
l*état d'un patient aux stades pré-, per- et post-
opératoires.

Il existait donc un besoin pour un moyen
d'évaluation des affections tumorales destiné a faciliter
le diagnostic des lésions cancéreuses et des métastases et
a en améliorer le traitement. .

On a maintenant trouvé de maniére inattendue que
l'alstonine elle-méme, utilisée en une concentration
appropriée dans des compositions mises sous une forme
convenant a des applications in vitro ou in vivo, permet,
par révélation appropriée de sa bioluminescence aprés son
incubation, d'obtenir un diagnostic sélectif des
affections tumorales,tant pour .ce qui concerne leur
localisation que pour l'appréciation de leur ampleur. On a
également trouvé qu'une composition d'alstonine analogue
est utile en cytogénétique. L'alstonine s'est en effet
avérée présenter un spectre de fluorescence centré sur la
longueur d'onde 446 nm, tandis Qque son spectre
d'excitation de 1la fluorescence et son spectre
d'absorption présentaient tous deux des maxima au nombre
de trois, correspondant respectivement aux longueurs
d'onde de 252 nm, 310 nm et 375 nm.

L'invention a donc pour premier objet une
composition d'alstonine, pour utilisation comme marqueur
sélectif des cellules tumorales et/ou des aberrations
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chromosomiques, pour la révélation de celles-ci par mesure
de fluorescence a environ 375 nm.

L'invention a également pour objet l'utilisation
d'une composition d'alstonine pour 1l'obtention d'un
réactif de cytodiagnostic destiné a 1la révélation
sélective des affections tumorales et/ou des aberrations
chromosomiques.

Elle a encore pour objet une méthode d'évaluation
des tumeurs et/ou de cytogénétique, utile pour le
diagnostic des affections tumorales et des aberrations
chromosomiques, comprenant la révélation des cellules
tumorales par fluorescence sélective détectée au moyen
d'une activation par une lampe de Wood émettant a environ
375 nm ou d'une détection au microscope a fluorescence a
environ 375 nm, aprés fixation sélective d‘'une quantité
appropriée d'une telle composition pharmaceutique et
incubation.

Un autre objet de l'invention est un kit ou une
trousse pour faciliter le diagnostic des affections
tumorales et/ou des aberrations chromosomiques, comportant
notamment une composition comprenant de l'alstonine sous
une forme galénique appropriée.

On a en effet pu établir gqu'une solution
d'alstonine & 5.10°6 M excitée aux trois longueurs d'ondes
de 260, 310 et 375 nm donne une fluorescence dans le
domaine du visible (446 nm) avec des rendements quantiques

a

différents d'un maximum & l'autre. L'émission la plus

forte correspond au maximum a 310 nm.

Le spectre d'absorption dans 1'U.V. a donné trois
bandes d'absorption vers respectivement 260, 310 et 320
nm,

Le rendement quantique, qui mesure le rapport

entre l'intensité émise et l'intensité d'excitation, .

permet de classer ces maxima selon leur efficacité.

by

L'efficacité maximale est obtenue pour une excitation a

310 nm; le rendement est plus faible, mais encore tres
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voisin, pour 375 nm; en revanche il est trés inférieur
pour la radiation a 260 nm.

Mais 1les propriétés usuelles d'absorption
lumineuse présentées par les fibres optigques font qu'il
n'était pas possible d'envisager d'utiliser l'excitation
de la fluorescence a 260 nm pour une utilisation avec
endoscope. De méme on ne pouvait envisager d'utiliser la
longueur d'onde de 310 nm, car les verres employés dans
les appareillages de détection de fluorescence ne sont
transparents qu'au-deld de 360 nm. Aussi est-ce grédce a la
mise en évidence d'une longueur d'onde d'excitation
efficace a 375 nm que l'on a pu envisager une telle appli-
cation de révélation par fluorescence. |

On a au surplus pu établir que, & intensité
d'excitation constante, il existe une relation linéaire
entre 1'intensité de fluorescence et la concentration en
alstonine. Cela s'est vérifié tout particuliérement dans
un domaine de concentration en alstonine suffisant pour la
détection de l'alstonine, mais suffisamment faible pour
que soient minimisés les risques de toxicité du produit
vis-a-vis des cellules saines.

L'invention est décrite plus en détail ci-apreés en
référence aux figures annexées, dans lesquelles:

- Fig. 1 représente les spectres d'excitation et
d'émission de l'alstonine;

- Fig. 2 représente le spectre d'absorption de

l'alstonine;
' - Fig. 3 A représente la variation de 1l'intensité
de fluorescence en fonction de 1la concentration en
alstonine; Fig. 3 B et Fig. 3 C sont des tracés montrant
que cette variation est linéaire dans le domaine de
concentration en alstonine de 10-% & 10-3;

- Fig. 4 A a8 4 D montrent les résultats de
l'analyse de quelques grandeurs physico-chimiques de
l'alstonine mise & incuber selon 1l'invention dans deux
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populations cellulaires SK0 et ST3, effectuée au moyen
d'un analyseur 4'image par fluorescence;

- Fig. 5 A & 5 C représentent schématiquement les
résultats d'une chromatographie sur gel de Sephadex, avec
élution avec du tampon tris-HCl 10 mM, pH 7,5.

Comme il a été dit plus haut, le spectre de
fluorescence de l'alstonine est centré sur la longueur
d'onde de 446 nm (Fig. 1), tandis que 1le spectre
d'excitation de la fluorescence (Fig. 1) et le spectre
d'absorption (Fig. 2) se sont avérés présenter trois
maxima correspondant respectivement aux longueurs d'onde
de 252 nm, 310 nm et 375 nm.

Ainsi que le montrent les résultats consignés sur
les figures 3 A a 3 C, l'intensité de fluorescence de
l'alstonine et la concentration en cet alcaloide sont dans
une relation linéraire entre elles, a intensité
d'excitation constante, dans un domaine de concentration
en alstonine approprié pour la détection par les
appareillages classiques en spectrofluorimétrie.

Par ailleurs des études effectuées par
chromatographie sur colonnes de gel de Sephadex (Fig. 5 A
a4 FiG 5 C) ont montré qu'il n'y a aucune interaction entre
1'ADN double brin ou 1'ADN simple brin isolés des cellules
normales et l'alstonine. Ces résultats sont en accord avec
les publications sur l'alstonine précisant que celle-ci ne
s'accumule que dans les cellules tumorales en raison de
son interaction avec 1'ADN tumoral [voir en particulier a
ce sujet: M. Beljanski et M.S. Beljanski, Exp. Cell.
Biol., S. Karger AG, Bédle, Pub. 50: 79-87 (1982) et M.
Beljanski et M.S. Beljanski, Oncology, S. karger AG, Béle,
Pub. 43: 198-203 (1986)].

Quant aux études d'accumulation de l'alstonine
réalisées sur des cellules vivantes en culture soit
normales (ST3) soit tumorales (SK0), elles montrent (Fig.
4 A 4 4 D) que, aprés une. incubation d‘'environ 20 minutes

ou plus en présence du produit, les études de fluorescence
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conduites avec un analyseur d‘image Samba 2000 révélent
une accumulation importante uniquement dans les cellules
SKO.

Pour la mise en oeuvre des moyens et de la méthode
gselon la présente invention, il convient dans la pratique
d'utiliser de l'alstonine en solution aqueuse a raison
d'environ 0,2 a 5 mg/20 ml d'eau, soit a une concentration
d'environ 1 & 25% en poids/volume, dans les applications
in vitro..

Pour la constitution d'un kit ou trousse de
diagnostic utilisable prihcipalement dans des tests in
vitro, il est recommandé d‘'utiliser comme matiére premieére
une solution aqueuse purifiée d'alstonine a saturation et
d'en effectuer extemporanément des dilutions & l'eau pure
pour analyses a des concentrations utiles, variant en
pratique entre environ 5 et 10% en poids/volume.

In vivo il convient en pratique d'administrer
l'alstonine sous une forme galénique appropriée,
comportant les supports ou vecteurs pharmaceutiques
classiques adaptés et des excipients éventuels, telle que
par exemple des comprimés ou des gélules, avantageusement
4 raison d'environ 3 & 500 mg d'alstonine par unité de
dosage, l'administration étant faite par voie orale, trois
fois par jour, la veille de l'exploration diagnostique in
vivo.

;'incubation est avantageusement effectuée sur une
durée de 20 a 40 minutes environ, & température ambiante.

Dans les applications in vitro, une fois cette
étape d'incubation terminée, on rince 1l'échantillon a
l'alcool, de préférence au méthanol, et on effectue une
lecture au microscope a fluorescence.

Pour une utilisation clinique de la méthode et des
moyens selon 1l'invention, notament dans le diagnostic
pré-, per- et/ou post-opératoire et dans le diagnostic de
maladies cutanées en confirmation d'autres examené,‘il_

convient de pratiquer une révélation de la fluorescence
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sous excitation a la lampe de Wood. Cette bioluminescence
34 la lampe de Wood est utilisée soit par illumination
directe, soit par transmission, notamment par des fibres
optiques, dans les cas d'explorations endoscopiques.

En variante, une composition a l'alstonine selon
1'invention peut aussi avantageusement é&tre utilisée en
cytogénétique, pour la recherche notamment d‘une
identification chromosomique aberrante, par la mise en
évidence au niveau chromosomigque de cassures, de
remaniements et/ou de recombinaisons. Dans la pratique
cette identification d'aberration chromosomique,
caractéristique d'une maladie génétique héréditaire,
s'opére sous la forme d'une bande de luminescence
spécifique d'un ou de plusieurs chromosomes impliqués dahs
ladite aberration chromosomigque et révélée par la
technique selon la présente invention.

A titre d'exemple, des études diagnostiques
s'appuyant sur une composition d'alstonine conforme a
l'invention, selon des protocoles d'applications
biologiques appropriés, ont permis de vérifier du point de
vue cytogénétique les corrélations entre la perte d'un des
deux gonosomes et l'installation de tumeurs solides ou
hémopathies malignes:

- dans le cas des sujets féminins, le caryotype
devenant alors 45 X 0 par la perte d'un chromosome X,

- dans le cas des sujets masculins, le caryotype
devenant alors 45 X 0, -par la perte du chromosome Y.

Le mécanisme d'action cytogénétique qui contrdle
ces événements peut ainsi étre apprécié qualitativement et
quantitativement par des études différentielles de
coloration et de culture lymphocytaire, permettant de
mettre en évidence les ponts et cassures et les
recombinaisons.

Bien que la description qui précede et les
exemples illustratifs ci-aprés fassent référence. a

l'alstonine en tant qu'alcaloide particulier, 1'homme du
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métier est a méme de concevoir aisément que des résultats
comparables peuvent é&tre obtenus si 1l'on substitue
totalement ou partiellement a cet alcaloide un quelconque
équivalent technique de celui-ci pour 1l'application

considérée, notamment son isomére la serpentine.

Exemples d'utilisation pour un diagnostic sur prélévements

biologiques

Exemple 1

On a imprégné avec une solution aqgueuse
d'alstonine contenant environ 200 microgrammes d'alstonine
par millilitre divers prélévements biologiques, qui ont
été ensuite incubés pendant 20-40 minutes, puis un examen
microscopique sous microscope a lampe de Wood a été
effectué.

On a ainsi traité et examiné un étalement de
prélevement de col utérin sur lame de verre et mis en
évidence par la bioluminescence observée sous microscope a
lampe de Wood 1la nature cancéreuse des éléments

cellulaires.

Exemple 2

On a procédé comme indiqué dans l'exemple 1 sur un
étalement de moelle osseuse sur lame de verre.

La bioluminescence observée sous microscope a
lampe de Wood a révélé .la nature cancéreuse des éléments
cellulaires.

Exemple 3 _

En procédant comme indiqué dans l'exemple 1 avec
un prélévement gastrique, aprés centrifugation et
étalement sur lame de verre, on a mis en évidence la
présence de cellules tumorales par la bioluminescence de
l'étalement sur 1&me révélée par la méthode sélective

selon l'invention.
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Exemple 4

En procédant comme indiqué dans l'exemple 1 avec
un prélévement vésical étalé sur lame de verre, on a mis
en évidence la présence de cellules tumorales par la
bioluminescence de l'étalement sur lame révélée par la
méthode sélective selon l'invention.

Les moyens et la méthode selon la présente
invention sont également utiles pour la révélation en
cytogénétique in vitro des aberrations chromosomiques
liées a une maladie génétique héréditaire, cette
révélation s'opérant par l'identification d'une bande de
luminescence spécifique d‘un ou de plusieurs chromosomes
impliqués dans des cassures, remaniements ou

recombinaisons.

Exemples d'utilisation clinique

Exemple 5

On a administré par voie orale, trois fois a des
intervalles sensiblement équivalents sur une journée, la
veille de l'exploration diagnostique, une gélule dosée a
250 mg d'alstonine, préparé comme indiqué plus haut, a des
patientes chez lesquelles devaient étre recherchées et
évaluées des tumeurs ovariennes ou vésicales. Une
observation par endoscopie effectuée le jour suivant
1'administration des gélules, avec transmission a travers
1'endoscope des rayonnements d'excitation en UV générés
par une lampe de Wood, a permis de vérifier que 1la
détection des tumeurs néoplasiques était aisée par ce
moyen. On a également pu établir que le diagnostic
différentiel avec des tumeurs cancéreuses était confirmé

par prélévement biopsique et examen anatomopathologique.
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Exemple 6

Selon le mode opératoire indiqué dans 1'exemple 5,
un diagnostic de pancréatite avec évolution en vascularite
extra-pancréatique de type Weber-Christian a été effectué
chez un malade, Mr. A.G., présentant une évolution torpide
depuis 10 ans. On a ainsi pu vérifier significativement
que la consolidation était effective aprés ces dix années.
Exemple 7

Selon le mode opératoire indiqué dans 1'exemple 5,
le diagnostic d'une tumeur de Merkel a été confirmé chez
une femme de 74 ans; ce diagnostic a également été
confirmé par des analyses‘histologiques de l'exérése d'une

tumeur du type carcinome neuro-endocrinien de type APUD.

Exemple 8

Selon le mode opératoire indiqué dans 1‘'exemple 5,
une ichtyose généralisée a été détectée sous UV chez le
jeune S.L., a4gé de 8 ans, et il a ainsi été constaté
l'existence d'une kératose épaisse sans oligophrénie. En
répétant ultérieurement l'investigation selon 1l'invention,
on a vérifié l'amélioration résultant du traitement, se
traduisant par un décapage du visage, des membres
inférieurs et des membres supérieurs, mais avec
persistance de 1l'ichtyose au niveau du cuir chevelu, de
l'abdomen, du thorax et du dos.

Exemple 9

Selon le mode opératoire indiqué dans 1l'exemple 5,
une épithéliomatose du visage de type sénile avec
évolution vers une formation baso-cellulaire frontale
droite a été analysée et localisée chez un patient. En
répétant les investigations conformément a 1l'invention a.

des intervalles de temps appropriés, on a pu suivre les
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effets du traitement appliqué, jusqu'au comblement de la
formation baso-cellulaire et & sa cicatrisation.

Exemple 10

Le mode opératoire indiqué dans l'exemple 5 a été
appliqué a un patient, Mr. C.Y., présentant un lymphome
cutané du type maladie de Sésary. Celui-ci a montré sous
exploration UV aprés l'administration d‘'alstonine dans les
conditions indiquées & l'exemple 1 une infiltration
lymphoide du visage de type léonin, ainsi que des zones de
dermo-épidermite et des pseudo-plaques de leucodysplasie

du visage et des lévres.

Exemple 11 )

Chez un patient, Mr. D.F., sur lequel il a été
opéré comme indiqué dans l'exemple 5, l'effet marqueur de
l'alstonine sous UV a montré l'existence d'une récidive de
fibrosarcome, aprés échec de son traitement thérapeutique
a une date antérieure de cing ans & cette observation sous
UV. Le contrble du traitement par de l'alstonine sous UV a
montré la disparition de la luminescence cicatricielle, ce
qui témoignait de la récupération du tissu normal au

niveau de la tumeur.

Exemple 12

Selon le mode opératoire indiqué dans l'exemple 5,
l'existence d'un adéno-carcinome recto-sigmoidien a été
établie et visualisée par la fluorescence de l'alstonine
chez un patient, Mr. K., pour lequel ce diagnostic a été
confirmé par 1l'étude anatomopathologique de 1l'exéreése
d'une récidive d'une 1lésion villeuse montrant en
particulier la présence d'un foyer prolifératif adéno-

carcinomateux de stade I.
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Exemple 13

En opérant comme indiqué dans l'exemple 5 et aprés
gastréctomie totale sur un patient, Mr. A.J., en raison de
l'existence au niveau de la petite courbure gastrique et
de 1la chaine ganglionnaire coéliaque d‘'une masse
néoplasique, on a pu sous la bioluminescence de la piece
opératoire faire la topographie des zones
hyperluminescentes, correspondant aux sites des

ulcérations néoplasiques de la petite courbure verticale.

Exemple 14

En opérant comme indiqué dans l'exemple 5 sur une
patiente, Mme E.Y., sur laguelle a ensuite été opérée une
laparotomie aprés contrdle échographigque, on a pu voir,
grdce a 1la bioluminescence de 1l'alstonine aprés
laparotomie, l'existence d'une luminescence importante sur
un ovaire et vérifier qu'il s'agissait en fait d'une

prolifération métastatique d'une tumeur primaire du sein.

Exemple 15

On a opéré comme indiqué dans 1l'exemple 5 chez un
patient, Mr. G.M., traité par cobaltothérapie de contact
pour une tumeur spino-cellulaire de l'aile du nez. La
bioluminescence de l'alstonine a permis de mettre en
évidence la récidive et des modifications dysplasiques
naso-orbitales du cb6té opposé (effet ricochet).

Des essais comparables menés avec les autres béta-
carbolines ayant des caractéristiques équivalentes de
fluorescence, a savoir principalement la serpentine, ont
donné des résultats analogues et constituent donc des .
équivalents techniques de l'alstonine dans le cadre de la

présente invention.
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Les moyens selon l'invention sont donc
remarquablement utiles pour le cytodiagnostic, qui
comprend 1l'évaluation des affections tumorales et 1la
cytogénétique. In vivo, ils permettent, avec une précision
et une facilité jamais atteintes a ce jour, au stade
préopératoire de localiser une tumeur avant opération; au
stade peropératoire de suivre grdce a la fluorescence
1'étude des lésions cancéreuses et des métastases; au
stade postopératoire de vérifier par endoscopie, en
utilisant des fibres optiques, si des métastases
apparaissent ou progressent postérieurement a un
traitement anticancéreux ou & une chimiothérapie par des

méthodes traditionnelles.
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REVENDICATIONS

1. Composition d'alstonine, pour utilisation comme
marqueur sélectif des cellules tumorales et/ou des
aberrations chromosomiques, avec révélation de celles-ci
par mesure de fluorescence a environ 375 nm.

2. Composition selon 1la revendication 1,
caractérisée en ce qu'elle comporte de l'alstonine en
solution aqueuse & raison d'environ 0,2 a 5 mg/20 ml
d'eau, soit & une concentration d'environ 1 a 25% en
poids/volume.

3. Composition selon 1la revendication 1,
caractérisée en ce qu'elle consiste en une solution
agueuse purifiée d'alstonine a saturation, pour dilution
extemporanée a des concentrations utiles variant entre
environ 5 et 10% en poids/volume.

4. Composition selon 1la revendication 1,
caractérisée en ce qu'elle est sous forme de comprimés ou
de gélules, comprenant de préférence environ 3 a 500 mg
d'alstonine par unité de dosage, ainsi que des supports ou
vecteurs pharmaceutiques classiques et des excipients
habituels.

5. Composition selon 1l'une quelconque des
revendications 1 a& 4, caractérisée en ce qu'elle comporte
de la serpentine, en complément ou en remplacement de
l'alstonine. .

6. Utilisation d'une composition d'alstonine selon

"1'une quelconque des revendications 1 & 5 pour l'obtention

d'un réactif de cytodiagnostic destiné a la révélation
sélective des affections tumorales. ’

7. Utilisation d'une composition d'alstonine selon
l'une quelconque des revendications 1 & 5 pour la
révélation in vitro des aberrations chromosomiques liées a
une maladie génétique héréditaire.

8. Méthode d'évaluation des tumeurs et/ou .de

cytogénétique, utile pour le diagnostic des affections
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tumorales et des aberrations chromosomiques, caractérisée
en ce qu'elle comprend la révélation des cellules
tumorales par fluorescence sélective détectée au moyen
d'une activation par une lampe de Wood émettant & environ
375 nm ou d'une détection au microscope a fluorescence a
environ 375 nm, aprés fixation sélective d'une quantité
appropriée d'une composition pharmaceutique selon 1'une
quelconque des revendications 2 & 5 et incubation.

9. Méthode selon la revendication 8, caractérisée
en ce qu'elle comprend, pour une évaluation in vitro,
1'imprégnation de 1'échantillon avec une solution aqueuse
comportant environ 200 mg d‘'alstonine par mnl et
1'incubation pendant 20-40 minutes & température ambiante.

10. Méthode selon la revendication 9, caractérisée
en ce qu'on effectue la révélation au moyen d'une lampe de
wood ou d'un microscope a fluorescence.

11. Kit ou trousse pour faciliter le diagnostic
des affections tumorales et/ou des aberrations
chromosomiques, caractérisé en ce qu'il comporte une
composition comprenant de 1l'alstonine selon 1'une

quelconque des revendications 1 a 5.
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