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Introduction

Résumé — Objectif : Les mécanismes de toxicité et de génotoxicité induits par la Para-phényléneDiamine (p-PD),
un composant de la teinture pour cheveux suspecté d’étre carcinogene, sur des cellules tumorales murines, type
P3X63Ag8.653 ont été étudiés. Méthodes : L’effet de la p-PD sur la viabilité et celui sur la prolifération cellulaire
ont été évalués par la méthode d’exclusion du bleu de trypan. Son effet sur I’ADN des cellules P3X63Ag8.653 a été
analysé apres une extraction d’ADN et une €lectrophorese sur gel d’agarose puis confirmé par la technique TUNEL en
cytométrie en flux. Résultats : Un blocage de la prolifération avec diminution de la viabilité cellulaire ont été obser-
vés. La fragmentation de I’ADN dose-dépendante témoignant de 1’effet apoptotique a été détectée sur gel d’agarose et
confirmée par cytométrie en flux (technique TUNEL). Conclusion : Les résultats obtenus montrent que la p-PD induit
in vitro un blocage de la prolifération cellulaire et une apoptose dose-dépendante des cellules tumorales murines.

Mots clés : Para-phényléneDiamine (p-PD), apoptose, cellules tumorales murines, toxicité, teinture capillaire

Abstract — Aims: The mechanism of toxicity and genotoxicity of p-Phenylenediamine (p-PD), a component of hu-
man permanent hair dye and suspected to be a carcinogen, on the growth of murine tumor cells (P3X63Ag8.653) was
investigated. Methods: The effect of p-PD on cell viability and proliferation was evaluated by the trypan blue exclusion
method. The effect on the P3X63Ag8.653 cell DNA was analyzed by gel electrophoresis and confirmed by flow cy-
tometry analysis (TUNEL technique). Results: A dose-dependent DNA fragmentation analyzed by gel electrophoresis
shows a strong correlation with the flow cytometry analysis (TUNEL technique), suggesting that the effect of p-PD on
overall viability and proliferation is mediated by DNA damage and an increase in apoptosis. Conclusion: The results
suggest that the effect of p-PD on overall viability and proliferation of murine tumor cells is mediated by DNA damage
and an increase in apoptosis in a dose-dependent manner.
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La ParaphényléneDiamine (p-PD) ou Para-aminobenzene
est une amine aromatique dérivée de la famille des anilines,
utilisée depuis 1863 par les femmes comme teinture capillaire
noire ou adjuvant au henné pour les tatouages dans plusieurs
pays d’Afrique et du Moyen Orient. Elle est également tres
utilisée en milieu industriel pour la teinture des fourrures et
du textile, dans la fabrication d’articles domestiques, d’agents
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cosmétiques, des pneus et des caoutchoucs, dans la synthese
du plastique ou comme révélateur photographique [1, 2].

Sa disponibilité, en absence de réglementation, a conduit
vers d’autres utilisations notamment dans un but d’autolyse
ou d’avortement. Ses effets toxiques apparaissent en général
entre 1 h a 3 h apres son ingestion. Les symptomes d’in-
toxications a la p-PD sont stéréotypés : un cedéme cervico-
facial et pharyngo-laryngé a1’ origine du syndrome asphyxique
est d’abord observé nécessitant une trachéotomie ou une in-
tubation en urgence. Ensuite, une lyse musculaire diffuse a
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partir de la 24° heure affectant tous les muscles squelettiques.
Finalement, la néphrotoxicité par les dérivés de la p-PD se ma-
nifeste par une oligurie avec émission d’urines foncées tres
caractéristiques [2-5]. Lapplication cutanée de la p-PD cause
des inflammations caractérisées par des irritations aigués, sui-
vies d’ampoules, de plaies purulentes, de rougeurs et de des-
quamations de la région en contact avec la p-PD [6].

Plusieurs études expérimentales ont étudié la toxicité de la
p-PD au niveau musculaire. Mascres et Jasmin [7] ont observé
chez le rat des 1ésions musculaires diaphragmatiques. Munday
et coll. [8] ont constaté apres une injection en sous-cutanée de
la p-PD chez le rat une nécrose musculaire de sévérité variable
touchant le diaphragme et la langue. Dans une autre étude chez
le rat [9] une rhabdomyolyse aigué avec nécrose segmentaire
des myofibrilles, une prolifération des cellules satellites et une
infiltration par des macrophages ont été observées a la 72°¢
heure.

Le tableau clinique de I’intoxication par la p-PD était ex-
pliqué depuis longtemps par I’approche physiopathologique
classique ou la plupart des manifestations étaient automati-
quement imputées a la rhabdomyolyse [3, 5, 10]. Cependant,
de nouvelles constatations expliquent le role immunogénique
de la p-PD [11], et surtout de ses dérivés d’oxydation dans la
genese de la dermatite de contact.

Les études in vitro ont montré que la p-PD, comme
plusieurs autres amines aromatiques de la famille des ani-
lines peut réagir avec I’ADN et provoquer des cassures [12].
L’effet génotoxique de la p-PD a été montré dans plusieurs
études [13-15]. Guarrigue et coll. et Chye et coll. ont éga-
lement mis en évidence les propriétés génotoxiques de la
p-phénylénediamine et de ses dérivés acétylés [12,16]. Picardo
et coll. ont démontré que la p-phénylénediamine a de faibles
concentrations (plus que 10 micrograms/mL) et pour des
temps d’exposition courts (0,5 h) augmentait la prolifération
des kératinocytes, mais qu’a de fortes concentrations et pour
des temps d’exposition longs, induisait un blocage du cycle
cellulaire et une toxicité [17]. D’autres études ont révélé que
la p-PD serait mutagene du fait qu’elle était capable de provo-
quer des mutations dans le TP53 et par conséquent une aug-
mentation de I’expression et de 1’accumulation de la protéine
pS53 mutée [18]. Il en résulte un déreglement dans le controle
du cycle cellulaire aboutissant a une tumeur [11, 12]. En ef-
fet la p-PD a été associée a plusieurs cancers notamment des
leucémies [19-23]. Par contre d’autres auteurs suggerent que
la toxicité de la p-PD serait due a une stimulation de I’apop-
tose suite a une augmentation dose-dépendante de I’activité de
I’oncoprotéine pS3 non mutée [18, 24,25]. L’apoptose est un
processus régulé qui implique I’expression de genes distincts
qui protegent la cellule des altérations tumorégéniques. Une
cellule qui est incapable d’échapper a I’apoptose apres I’action
d’un agent génotoxique démarre un processus cancérigene.

La p-PD présente un intérét dans les études des voies
d’apoptose et de génotoxicité. En chimiothérapie, le contrdle
des cancers peut étre effectué par des molécules apoptotiques
qui permettent la régulation de la prolifération cellulaire et
dont les effets cliniques indésirables sont minimes ou inexis-
tants.

Toutes ces études ont été réalisées sur des cellules nor-
males en culture primaire, jamais sur des cellules tumorales.
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L’objet de cette étude était d’évaluer les effets génotoxiques
de la p-PD in vitro sur des cellules tumorales murines et d’ex-
pliciter son mode d’action.

2 Matériel et méthodes
2.1 Conditions de culture de la lignée cellulaire

Le myélome P3X63Ag8.653 de souris Balb/c (European
Collection of Cell Cultures, Grande Bretagne) a été utilisé. Les
cellules ont été suspendues a 1 x 103 cellules/mL dans du mi-
lieu de culture RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, USA) contenant
du sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté a 10 % (Sigma-
Aldrich, USA), de la pénicilline a 100 Ul/mL, de la strepto-
mycine a 100 ug/mL, du glucose a 4 g/L, de la L-glutamine a
0,3 g/L et mises en culture a 37 °C dans une atmosphere hu-
mide a 5 % de CO,. Tous les tests ont été réalisés dans les
mémes conditions de culture avec des cellules en phase expo-
nentielle suspendues 4 2 x 103 cellules/mL dans des flacons de
25 cm? ou dans des plaques de 6 puits. Les cultures ont été
maintenues pendant 5 jours en absence ou en présence de dif-
férentes concentrations de p-PD. Le contrdle positif de 1’effet
apoptotique sur les cellules a été réalisé en remplacant la p-PD
par de la dexaméthazone a 200 mM.

2.2 Test d’évaluation de la viabilité cellulaire

La cytotoxicité cellulaire a été évaluée durant les 5 pre-
miers jours de culture par numération quotidienne au bleu de
trypan.

2.3 Test de prolifération

Cinq cents cellules ont été réparties dans des plaques de
96 puits a raison de 5 cellules/puits. Trois plaques contenant
différentes concentrations de la p-PD et une plaque controle
sans p-PD ont été préparées. L’incubation a duré 4 jours dans
les mémes conditions de culture décrites ci-dessus. Le pour-
centage de prolifération a été calculé aprés comptage au mi-
croscope des puits présentant une prolifération cellulaire.

2.4 Test d’évaluation de la génotoxicité (fragmentation
d’ADN sur gel d’agarose)

Les cellules cultivées en absence ou en présence de p-PD
a différentes concentrations ou en présence de dexaméthazone
ont été récupérées. L’ADN a été extrait par la technique du
chlorure de sodium décrite par Miller et coll. en 1988 [20].
La lyse des cellules a été effectuée par du dodécyl sulfate de
sodium (SDS) 20 %. L’ ADN nucléaire a été dénudé des pro-
téines par 1’ajout de la proétinase K a 10 ug/mL dans du tam-
pon NaCl 5 M, EDTA 0,5 M pH 8. Le mélange a été incubé
30 mn a 56 °C puis 100 uL. d’une solution de NaCl 6 M ont été
rajoutés. L’ ADN a été précipité par 900 uL d’éthanol absolu et
centrifugé 10 mn & 1000 g. Le culot a été suspendu dans 1 mL
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d’éthanol 70 % et centrifugé 10 mn a 1000 g avant d’étre sé-
ché et reconstitué dans 100 pL du tampon tris 10 mM-EDTA
1 mM pH 8. Les échantillons d’ ADN ont été€ déposés sur un gel
d’agarose a 2 % contenant 0,5 ug/mL de bromure d’éthidium.
La migration électrophorétique a été réalisée dans un tampon
tris-borate-EDTA 2 h a 50 V. Le gel a été photographié sous
une lampe UV.

2.5 Evaluation de I'apoptose par la technique TUNEL

La technique TUNEL a été réalisée a I’aide d’un Kit
pour la détection et la quantification des cellules apopto-
tiques (MEBSTAIN Apoptosis Kit Direct — Beckman Coulter,
France).

Un million de cellules a été lavé et centrifugé 2 min a
700 x g. Les cellules ont été fixées 30 min a —20 °C dans
200 uL. de para formaldéhyde (PFA) a 4 % dans du tampon
NaH,PO4 0,1 M pH 7,4. Les cellules fixées ont été ensuite
lavées 2 fois et centrifugées 3 min a 700 X g a température
ambiante, puis reprises dans 200 uL. d’éthanol a 70 % et in-
cubées 30 min a —20 °C afin de perméabiliser les membranes
plasmiques. Les cellules ont été ensuite lavées et reprises dans
du tampon mix contenant le tampon TdT, les nucléotides mar-
qués a la FITC (FITC-dUTP) et la « terminal deoxynucleotidyl
transferase » (TdT) puis incubées 1 h a 37 °C. Les cellules la-
vées sont reprises a nouveau dans du tampon phosphate PBS
a 0,2 % de BSA et conservées a 4 °C a I’obscurité pendant
24 h. Les lavages ont été réalisés dans | mL de PBS 20,2 % de
BSA. Le contrdle négatif était une suspension cellulaire sans
aucun traitement toxique et sans TdT préparé dans le tampon
mix. Le controle positif était une suspension cellulaire traitée
par de la dexaméthazone a 200 mM dans les mémes conditions
expérimentales que les autres échantillons. La lecture de la flo-
rescence a été effectuée a I’aide d’un cytometre en flux (Facs
Calibur, Becton Dickinson, Etats-Unis).

3 Résultats

3.1 Effets des différentes doses de p-PD
sur la prolifération et la viabilité du myélome
P3X63Ag8.653 en fonction des différentes phases
de la culture cellulaire

La figure 1 montre qu’a 18,5 uM, la p-PD ralentit la crois-
sance cellulaire entre le premier et le deuxieme jour. Au-dela
elle n’a plus d’effet. A la dose de 46,3 uM la prolifération est
freinée et apres trois jours de culture on note une mort cellu-
laire totale.

Au pic de la phase exponentielle correspondant au 3¢ jour
de culture, une seconde dose de p-PD a fait chuter la viabilité
et la prolifération cellulaire pour les deux doses testées.

La mesure de l'effet des concentrations croissantes de
p-PD (18,5 uM, 46,3 uM) sur le taux de prolifération d’un
nombre restreint de cellules P3X63Ag8,653 (5 cellules par
puits) a révélé qu’il était de 1 % pour la dose de 18.5 uM de
p-PD et de 0 % pour 46,3 uM alors qu’il était pour les cellules
non traitées de 100 % de prolifération apres 4 jours de culture.
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Fig. 1. Effets des diftérentes doses de p-PD sur la prolifération et
la viabilité du myélome P3X63Ag8,653 en fonction des différentes
phases de la culture cellulaire. Les cellules ont été mises en culture a
une concentration de 2 x 10° cellule/mL dans le milieu RPMI 1640 a
10 % de SVF additionné ou non de p-PD et incubées dans une atmo-
sphere a5 % de CO2 et a 37 °C pendant 5 jours. Deux concentrations
de p-PD ont été utilisées : 18,5 uM (== ) et 46,3 uM (—+—) au jour O et
pour certaines cultures une deuxieme dose de la méme concentration
a été rajouté au 3¢ jour de culture (—) (=*=). Une culture contrdle
a été réalisée dans les mémes conditions mais sans aucun traitement
toxique (——).

MM

Fig. 2. Electrophorese d’extraits d’ADN a partir des cellules myélo-
mateuses préalablement traitées a la p-PD sur gel d’agarose (2 %).
Les cellules myélomatoses (3.0 x 107 cellules) ont été traitées pen-
dant 24 h avec différentes concentrations de p-PD. L’extrait d’ADN
a subi une électrophorese sur gel d’agarose a 2 %. (a) Cellules non
traitées ; (b) cellules traitées par la dexaméthazone a 200 nM ; (c) cel-
lules traitées par la p-PD a 46,3 uM ; (d) cellules traitées par la p-PD
a 231,5 uM; (e) cellules traitées par la p-PD a 463 uM, (MM) mar-
queurs de poids moléculaires.

L’effet dose-dépendant de la p-PD sur la lignée cellulaire
testée est donc un effet de blocage de la multiplication cellu-
laire et cet effet est dose-dépendant.

3.2 Effet de la p-PD sur la qualité de ’ADN

La figure 2 montre les profils de migration d’ADN extrait
des cellules non traitées (colonne a), de celles traitées pendant
24 h avec 200 mM de dexaméthazone (colonne b) ou avec
46,3 uM, 231,5 uM ou 463 uM de p-PD (colonnes c, d, ). On
peut noter la présence d’une grande quantité d’ADN en haut de
la colonne a, ce qui témoigne d’une absence de fragmentation
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Fig. 3. Evaluation de la fragmentation d’ADN des cellules myélomateuses aprés 24 h de traitement par différentes concentrations de p-PD
en cytométrie en flux. (A) Cellules sans traitement toxique et sans enzyme TdT. (B) Cellules sans traitement toxique et avec enzyme TdT.
(C) Cellules traitées avec la Déxaméthazone a 200 nM. (D) Cellules traitées avec la p-PD a 46,3 uM. (E) Cellules traitées avec la p-PD a

231,5 uM. (F) Cellules traitées avec la p-PD a 463 uM.

de I’ADN et donc de migration. Pour les cellules traitées a la
dexaméthazone (controle positif) ou a la p-PD, le gel d’aga-
rose montre clairement une fragmentation de I’ADN de type
apoptotique. En effet, sur la figure 2, des « DNA ladder » sont
clairement visibles sur les tracés b, c, d et e. De plus, I’inten-
sité de marquage des bandes d’ADN au bromure d’éthidium
est inversement proportionnelle a la dose de p-PD.

En somme la figure 2 montre clairement la fragmentation
de ’ADN de type apoptotique apres traitement des cellules
avec différentes doses de p-PD. Ceci est en parfaite corrélation
avec les résultats de la cytométrie en flux.

En effet, ’analyse TUNEL basée sur le marquage des ex-
trémités 3’-OH libres de I’ADN par la terminal transférase
(TdT) a permis de mettre en évidence cette activité endo-
nucléasique. La fluorescence émise apres polymérisation des
dUTP marqués a la FITC au niveau des extrémités 3'-OH est
détectée par cytométrie en flux (figure 3).

Les figures 3D-3F montrent que plus la dose de p-PD était
forte, plus le pourcentage de fluorescence détecté dans la zone
de positivité M1 était élevé en comparaison avec le témoin né-
gatif traité a la TdT uniquement (figure 3B).

Pour les trois doses de p-PD utilisées (46,3; 231,5 et
463 uM), le pourcentage de fluorescence atteint les mémes
zones de valeurs (figures 3D-3F) que celles obtenues avec le
test controle positif réalisé avec la dexaméthazone (figure 3C).

Le pourcentage de cellules en apoptose a montré que I’ effet
apoptotique était dose-dépendant. Il était de 61,62 %, 70,48 %
et 89,02 % pour les cellules traitées avec 46,3 uM, 231,5 uM et
463 uM de p-PD respectivement ; par rapport au témoin négatif
ol le pourcentage ne dépassait pas 7,35 % de mortalité.
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La fragmentation de I’ADN observée apres migration sur
gel semble étre due a une induction d’apoptose par la p-PD
comme confirmée par les analyses en cytométrie et celle-ci est
dose-dépendante.

4 Discussion

Dans les conditions de cultures utilisées, on a noté un ef-
fet cytotoxique dose-dépendant de la p-PD révélé par une di-
minution de la viabilité et un arrét de croissance des cellules
tumorales.

En effet, un blocage de la multiplication suivi d’une di-
minution de la viabilité cellulaire a été observé pour les
fortes doses de p-PD utilisées. Cependant, une résistance cel-
lulaire a 18,5 uM de p-PD a été observée apres trois jours de
culture. La capacité de ces cellules a surmonter 1’effet toxique
de 18,5 uM de la p-PD pourrait étre expliquée par 1’aug-
mentation des parametres antioxydants tels que les catalases
(CAT), les superoxydes dismutases (SOD) et/ou le glutathion
(GSH) [17]. Le méme effet a été démontré pour les kératino-
cytes : la p-phénylenediamine a de faibles concentrations (plus
que 10 pg/mL) et pour des temps d’exposition courts (0,5 h)
augmentait la prolifération des kératinocytes, mais a de fortes
concentrations et pour des temps d’exposition longs, induisait
un blocage du cycle cellulaire et une toxicité [17].

Sous I’action des signaux tant physiologiques que patho-
logiques, intracellulaires ou extracellulaires (substances cyto-
toxiques « p-PD », privation en facteur de croissance, TNF-a,
pS3...), la cellule active un programme intrinseéque dont I’ exé-
cution conduit a une forme de mort cellulaire dite I’apoptose.
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En dépit de ces signaux, toutes les cellules engagées dans le
processus apoptotique montrent des modifications morpholo-
giques (condensation du noyau et la chromatine) [26] et mo-
Iéculaires (fragmentation d’ADN en fragments oligonucléoso-
miques) similaires suggérant I’existence d’une phase effectrice
ou pro-apoptotique commune a tous les types cellulaires [27].
Cette signalisation aboutit a 1’activation irréversible des cas-
pases et des endonucléases.

L’analyse du gel d’électrophorese a révélé une augmenta-
tion progressive de la fragmentation en échelle entre 1200 et
100 Pb de I’ADN extrait des cellules traitées par 46,3, 231,5
ou 463 uM de p-PD. Les données de la cytométrie en flux ont
confirmé que la p-PD cause bien une fragmentation d’ADN
dose-dépendante. Ces résultats suggerent que 1’action générale
de la p-PD sur la viabilité cellulaire est médiée par une aug-
mentation de 1’apoptose dose-dépendante. Cet effet est com-
parable a celui observé chez les cellules de la lignée cellulaire
Mardin-Darby Canine Kidney (MDCK) [25] ainsi que sur des
cellules urothéliales SV-HUC-1 [18]. Ceci pourrait expliquer
les différents effets cliniques observés suite a un contact ou
a I’ingestion de la p-PD en particulier la forte néphrotoxicité
observée.

Par quelle voie apoptotique agirait la p-PD ? Deux voies
principales d’induction d’apoptose sont actuellement identi-
fiées : la voie extrinseque par le biais des récepteurs a do-
maines de mort [28-30] (Fas — TNF-a) et la voie intrinseque
impliquant la mitochondrie [31, 32]. D’apres les études réali-
sées, les dommages nucléaires induits par la p-PD peuvent étre
la conséquence de I’interaction entre le TNF-a et son récepteur
membranaire [33]. On a bien montré que la p-PD et ses déri-
vés stimulaient les lymphocytes T [34, 35] de sujets humains
exposés a la p-PD. Les cellules T stimulées exprimaient le
CD4+/CD45RO+/HLA 11, cellules mémoires impliquées dans
les réactions de dermatites de contact impliquant également la
production de cytokines de type Ty 1 dont le TNF-a [34].

De cette étude, on conclut que la p-PD-molécule tres ré-
active serait capable d’induire une apoptose in vitro dose-
dépendante se répercutant sur le cycle cellulaire et la viabilité
des cellules myélomateuses.
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