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Abstract—The cytotoxicity of four folic acid antagonists to Allium shows that aminop-
terin may be classified among the most powerful mitotic inhibitors. The effect is mainly
a preprophasic one and does not occur immediately. Some chromosome poisoning is
observed on resumption of mitotic activity after mitostasis or at concentration which
do not lower the mitotic index. In none of the many different experimental conditions
used has metaphase blocking been observed. Since the mitotic poisoning observed can
be antagonized by folinic acid and, to a lesser extent, by folic acid, it would appear to
result from a lack of folinic acid in the cell.

ON SAIT que I'acide folique est une vitamine du groupe B qui joue un rdle important
dans le métabolisme; en effet, sous I'influence de réductases et d’acide adénosine
tri-phosphorique, il se transforme en acide folinique (acide formyl-5 tétrahydro-
5,6,7,8 folique) qui intervient comme agent de méthylation dans la biosynthése des
purines et dans le métabolisme de plusieurs acides aminés.l Cette transformation
peut étre inhibée par divers analogues structuraux de I’acide folique dont I’amino-
ptérine est le type? 3 et qui ont une affinité supérieure a celle de 'acide folique pour
les réductases intervenant dans sa transformation en acide folinique.* On comprend
ainsi que ces divers antifoliques soient capables d’inhiber la prolifération cellulaire et
qu’ils puissent étre utilisés avec quelque profit dans la chimiothérapie de certainse
affections cancéreuses.®

D’aprés Jacobson®, I'acide folinique serait nécessaire 3 un double titre au déroule-
ment de la mitose normale: d’une part, il serait indispensable au passage de la méta-
phase a l'anaphase, c’est-a-dire a la séparation compléte des chromosomes-fils;
d’autre part, il intervient, a titre de coenzyme, dans une série de synthéses qui prennent
place aprés 'achévement de la mitose et qui permettront ultéricurement le déroule-
ment d’un nouveau cycle mitotique. Etudiant ’effet produit par divers antifoliques sur
des cellules animales cultivées in vitro, Jacobson observe trés rapidement un blocage
des mitoses en métaphase, les chromosomes n’arrivant pas a se scinder et formant un
amas compact; cet effet antimitotique peut étre empéché par addition d’acide folinique;
par contre, 'acide folique est inefficace. Les études de Jacobson ont été faites sur des
fibroblastes d’embryon de poulet et sur des cellules leucémiques. Hughes? a également
obtenu un blocage des mitoses en métaphase dans des cultures d’embryon de poulet
traitées par laminoptérine: pour I'a-méthoptérine, des concentrations 10 fois
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supérieures n’exercent qu’un effet partiel; Benitez et al.8 ont observé un effet mito-
clasique assez fugace dans les cultures de fibroblastes de rat. Biesele? a signalé ce
blocage métaphasique dans les cultures de peau embryonnaire de Souris et de sarcome
180, mais avec des concentrations plus élevées. Cependant, Gelfantl® ne retrouve pas
d’effet mitoclasique sur I’épiderme de 1oreille de Souris in vifro: pour lui, Pamino-
ptérine empéche uniquement Pentrée des cellules en mitose. Un tel effet inhibiteur
sur 'entrée en prophase avait d’ailleurs été déja décrit.? 11. 12 Enfin, s’il ne semble pas
qu'on ait signalé des altérations chromosomiques dans les cellules cultivées in vitro
soumises & "action des antifoliques, il n'en est pas de méme chez animal ol une
action ‘radiomimétique’ a €té observée au niveau de certains tissus aprés injection
d’aminoptérine, d’a-méthoptérine et d’amino-an-fol.13-15

C’est surtout dans le cas de 'a-méthoptérine que le mécanisme biochimique de
Paction exercée sur les cellules animales a fait I"objet de vérifications: ’effet inhibiteur
peut étre empéché par addition d’acide folinique (Sartorelli es «l.,'6 sur la tumeur
ascitique d’Ehrlich), de thymidine (Loh,17 sur les cellules He La), d’un mélange de
thymidine, hypoxanthine et glycocolle (Hakala,'8 sur les cellules de sarcome 180);
finalement, le blocage de la mitose doit étre rapporté a une inhibition de la synthése
de PADN, tandis que la synthése d’ARN et de protéines continue; d’ailleurs, on
constate que I’a-méthoptérine inhibe la synthése des virus 8 ADN et pas celle des virus
4 ARN.7

Sur la division des cellules végétales, 'action exercée par les antifoliques a été
assez peu étudiée. Himes et Leuchtenberger!® indiquent, dans un bref résumé, (le
mémoire correspondant n’a pas, a notre connaissance, été publié) que I'aminoptérine
bloque les mitoses au stade prophasique dans les méristémes radiculaires d’Allium
Cepa L. Au contraire, les stades ultérieurs s’observent encore lorsque les racines sont
traitées par I'a-méthoptérine, la téroptérine ou 'amino-an-fol et ’'un quelconque de
ces 3 composés empéche "'aminoptérine d’exercer son effet caractéristique. Levine et
Rice?® décrivent un effet inhibiteur sur la croissance des racines d’Oignon. Jakowska
et al2l concluent d’une étude plus détaiilée sur le méme matériel que aminoptérine
n’exerce qu’une action mitodépressive banale et ne produit pas d’anomalies mitotiques;
cette action ne serait pas empéchée par addition d’acide folique mais les auteurs ne
donnent aucun détail sur cette partie de leurs recherches. Schopfer et Grob? con-
statent également que I’addition d’acide folique ne rend pas réversible 'inhibition de
croissance des racines de pois produite sous I'influence de ’ac. diamino-diméthyl-
ptéroylglutamique, mais n’ont pas fait d’observations cytologiques. Quenette?? étudie
a son tour 'action de I'aminoptérine, sur les méristemes radiculaires d’Oignon, de lin
et d’orge; il fixe entre 10-8 et 109 le seuil d’activité de ce composé et montre que des
concentrations supérieures provoquent, toujours assez lentement, la disparition des
mitoses; divers essais au cours desquels I’action de I‘aminoptérine a été interrompue
et les racines replacées sur milieu témoin, n’ont pas permis d’obtenir une reprise de
’activité mitotique.

En somme, les données bibliographiques font apparaitre des résultats contra-
dictoires qui ne permettent pas de connaitre avec certitude le mécanisme de ’action
antimitotique des antifoliques ni, par conséquent, le réle que peut jouer 'acide folin-
ique dans le déroulement de la mitose normale.

1l nous a donc paru intéressant de reprendre I’étude de ces composés en utilisant le
test A//lium suivant la technique qui nous est habituelle et en faisant varier beaucoup



Sur les propriétés antimitotiques des antifoliques. Recherches a I'aide du test allium 1199

plus largement que les auteurs cités précédemment les concentrations mises en oeuvre
et la durée des expériences.

RESULTATS EXPERIMENTAUX

Rappelons briévement que nous utilisons, pour chaque expérience, les divers bulbes
d’Ail (Allium sativum L.) provenant d’une méme ‘té€te’ et qui sont mis a ‘germer’ en
méme temps sur du liquide de Knop dilué au demi. L’expérience commence dés que
les racines ont 2 4 3 cm. Un lot, cultivé sur liquide de Knop au demi, constitue le
témoin, tandis que les autres sont placés sur les solutions & étudier; chaque préleve-
ment est effectué simultanément sur le lot témoin et sur les lots en expérience et on a
soin de choisir, dans chaque cas, des racines dont la longueur correspond a la longueur
moyenne du lot. Pour I’examen cytologique, les extrémités radiculaires sont colorées a
I'orcéine acétique et dissociées sur lames.

La formule des composés que nous avons étudiés est indiquée dans le tableau
suivant, par comparison avec celle de I'acide folique.
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Acide folique OH H acide glutamique 4414
aminoptérine NHq H acide glutamique 440,4
améthoptérine NHq CHg3 acide glutamighe 454.4
amino-an-fol NH2 H acide aspartique 4274
téroptérine OH H acide triglutamique 654.,6

Etude des caracteristiques de cylotoxicité de I'aminopterine (acide amino-desoxy-4
pteroyl-glutamique)

Nous avons étudié I'influence de nombreuses concentrations comprises entre
6,6 . 107 M (0,025/100) et 10-1¢4 M, mais nous n’avons observé aucune activité pour
la concentration de 1,25 . 1012 M (0,0055 mg/100 g) et les concentrations inférieures.

D’une maniére générale, lors d’un traitement continu par une des concentrations
actives, on observe que les index mitotiques restent d’abord normaux puis qu’ils
diminuent progressivement sans apparition d’images pathologiques; la disparition des
mitoses est suivie plus ou moins rapidement par la mort.

Apres 1 hr et 3 hr de traitement, les index mitotiques restent sensiblement normaux
avec toutes les concentrations étudiées. Ultérieurement, la concentration de 1,25, 10-10
M continue a n’exercer aucune influence; aprés 7 jours d’expérience, les racines du lot
traité ont sensiblement Ja méme longueur que celles du lot témoin; 'index mitotique
est de 107,5/1000 dans un méristéme et de 106,3 dans un autre, contre 110,9 dans une
racine témoin et 106,7 dans une autre; les proportions des différents stades de la
mitose ne sont pas modifiées.
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Aprés 24 hr de traitement, les mitoses deviennent trés rares avec les concentrations
comprises entre 2,5. 10710 M et 2,25. 108 M; ainsi, pour 2,24 . 102 M, on a dé-
nombré 66 mitoses en tout dans un méristéme (41 prophases, 6 métaphases, 3 ana-
phases et 16 télophases), et 43 dans un autre. Pour la concentration de 2,25. 108 M
et les concentrations supérieures, on ne rencontre plus aucune mitose. Enfin, la mort
survient plus ou moins rapidement, avec altération de la structure des noyaux au
repos (en 48 hr pour 6,6 . 10-7 M; en 3 jours pour 2,25 . 10-8 M, en 4 jours pour 2,25 .
10-9 M, en 6 jours pour 2,50 . 10710 M).

Dans une seconde série d’expériences, le traitement par I'aminoptérine a été
limité & une durée de 1 hr, puis les bulbes d’Allium ont été reportés sur liquide de
Knop dilué au demi et on a observé le comportement des cellules méristématique-
radiculaires au cours des jours suivants. Avec la concentration de 5.10~% M et les
concentrations supérieures, ce court traitement est suffisant pour provoquer la dis-
parition de toute activité mitotique dans les heures qui suivent; cette disparition est
irréversible et les cellules méristématiques finissent par mourir. La concentration de
2,5. 1079 M n’exerce aucune influence sur I'index mitotique, mais provoque 'appari-
tion de tres rares cas de fragmentation chromosomique ou de ponts d’agglutination
entre le 2¢me et le Séme jour. Enfin, un traitement d’une heure avec la concentration
de 109 M et les concentrations inférieures, n’est suivi d’aucun effet décelable.

Dans une 3éme série d’expériences, nous avons cherché a déterminer, sous 1’influ-
ence de 'aminoptérine dans des conditions convenables, un effet mitostatique total
suivi d’une reprise d’activité. Nous avons tout d’abord constaté, au cours de
nombreuses expériences, qu’il est généralement impossible d’obtenir une telle
reprise des mitoses. Cependant, avec la concentration de 2,5. 10710 M, nous sommes
parvenus a des résultats satisfaisants, en interrompant le traitement aprés 24 hr; les
mitoses sont alors tres rares; elles le sont encore le lendemain (175 en tout dans
un méristeme, 142 dans un autre), puis leur fréquence s’accroit et I'index mitotique
retrouve une valeur normale aprés 3 jours de retour; on observe alors de trés rares
mitoses présentant des fragmentations chromosomiques qui donneront naissance
des cellules pourvues de micronoyaux.

Quenette, dans le mémoire cité plus haut, signale que trés souvent, aprés traitement
des méristtmes d’Oignon par I'aminoptérine pendant un temps relativement court,
les mitoses observées se trouvent assez haut dans ce méristéme et il pense que les
cellules les plus jeunes seraient les plus sensibles a 'action de I’antimitotique. Ce
mode de disparition des mitoses parait trés curieux; en effet, il résulte des recherches de
Mme. Benbadis?* que la disparition des mitoses dans les racines d’Ail en fin de crois-
sance s’effectue progressivement de haut en bas; lorsque cette disparition est provoquée
prématurément sous I'influence de la triéthyléne-mélamine, les derniéres mitoses sont,
au contraire, réparties uniformément dans toute I'étendue du méristéme et ne présent-
ent pas de localisation particuliére®; il nous a donc paru intéressant de rechercher si
le mode de disparition des mitoses sous I'influence de "aminoptérine répond a un
schéma différent. Dans ce but, nous avons effectué plusieurs séries d’expériences,
traitant les racines par aminoptérine a 5. 10-9 M pendant une heure et faisant des
prélevement 6 hr, 24 hr et 3 jours apres report sur liquide de Knop dilué au demi.
Nous avons également traité d’autres bulbes par une solution a 2,5 . 1010 M pendant
24 hr, prélevant des méristeémes a la fin du traitement et 48 hr aprés report des racines
sur liquide de Knop dilué au demi. Les racines ont été incluses en paraffine, coupées
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longitudinalement et colorées par la technique de Feulgen; on a fait, sur un certain
nombre de coupes axiales, un relevé des mitoses a P'aide d’un microscope & projection
de Leitz (Xb I1). Sans rapporter ici le détail de nos observations, nous indiquerons
seulement que, chaque fois que les mitoses étaient peu nombreuses, elles étaient ré-
parties uniformément dans les 2 premiers millimetres et que, par conséquent, leur
disparition s’effectuait de la méme maniére que sous I'influence de la triéthylene-
mélamine. La Fig. 1 constitue un exemple des résultats que nous avons obtenus.

2mm =efe /

fmm ==

Prophases

Métaphases

<> @ O

Ana et télophases

Fic. 1. Répartition des mitoses dans une coupe longitudinale axiale de méristeme radiculaire d’Allium

sativum ayant été traité 1 hr par P'aminoptérine a 5. 10~ M puis replacé pendant 24 hr sur liquide de

Knop dilué au demi. Les mitoses sont peu nombreuses, mais ont la méme répartition que dans les
méristémes normaux de racines du méme 4ge.

En conclusion, sur les méristémes radiculaires d’Allium, 'activité antimitotique de
Paminoptérine présente les caractéristiques suivantes. Une assez large gamme de
concentrations provoque une cessation générale de Pentrée des cellules en mitose:
les cellules qui avaient commencé & se diviser achévent cette division d’une maniere
normale; nous n’avons, en particulier, jamais observé d’effet mitoclasique. Lorsque
les méristémes ne renferment plus aucune mitose, il est généralement impossible
d’obtenir une reprise d’activité par interruption du traitement, sauf avec la concentra-
tion de 2,5. 10710 M. D’autre part, méme avec les concentrations les plus fortes que
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nous avons mises en oeuvre, la mort ne survient jamais avant un délai de 48 hr; elle
ne résulte donc pas d’une action toxique directe du produit mais des conditions
défavorables créées progressivement par suite de modifications du métabolisme.
Enfin, 'aminoptérine peut exercer un effet chromatoclasique; celui-ci, toujours trés
discret, se manifeste lorsqu’une reprise d’activité suit 'effet mitostatique ou avec la
plus forte concentration ne diminuant pas I'index mitotique,

Recherche d’un antagonisme entre Iaminoptérine, d’une part, et acide folinique
d’autre part

Afin de rechercher si les caractéristiques de I’activité antimitotique de 'aminoptérine
traduisent réellement une carence en acide folinique des cellules méristématiques, nous
avons effectué des essais selon le protocole suivant: des bulbes d’Allium sont traités
pendant une heure par une solution d’aminoptérine 4 5. 10-% M puis, tandis que
certains sont reportés sur liquide de Knop dilué au demi, d’autres sont placés sur une
solution d’acide folique ou d’acide folinique.

Dans les racines traitées par aminoptérine puis reportées sur liquide de Knop au
demi, les mitoses ont pratiquement disparu 3 hr plus tard; aprés 24 hr et 48 hr, les
méristémes ne renferment aucune mitose et les noyaux deviennent légérement con-
densés; enfin, 3 jours aprés le traitement, les racines, qui n’ont présenté aucun allonge-
ment, deviennent flaccides.

Lorsque, aprés avoir subi le méme traitement par ’aminoptérine, les racines sont
reportées sur une solution d’acide folique a 5. 1078 M, on constate que les mitoses,
rares au bout de 3 hr, redeviennent assez nombreuses aprés 24 et 48 hr; elles se raré-
fient le 3éme jour et disparaissent le 4eme mais, 5 jours aprés le traitement, les racines
ne sont pas encore mortes bien qu’elles n’aient pas présenté d’allongement apparent,
Si la concentration de la solution d’acide folique était seulement de 5. 1079 M, on
constate que, 3 hr aprés 'action de 'aminoptérine, les méristémes ne présentent plus
que de rares mitoses: elles ont totalement disparu 24 hr plus tard et les racines sont
mortes le 3¢me jour.

L’influence de I'acide folinique & la concentration de 5. 108 M montre une effi-
cacité supéricure 4 celle de I'acide folique & la m&me concentration; la fréquence des
mitoses n’est que légérement diminuée au bout de 3 hr et Iactivité mitotique est
normale dans les méristemes prélevés 24 hr, 48 hr, 3, 4 et 5 jours aprés le traitement
par Paminoptérine;* I'allongement des racines, nul les 2 premiers jours, reprend
faiblement le 3éme et redevient identique & celui du lot témoin le 5¢me jour,

Ces expériences nous autorisent donc a rapporter 4 une carence en acide folinique
Paction antimitotique observée sous Pinfluence de aminoptérine: 'apport d’acide
folique exogene permet de prolonger Pactivité mitotique mais n’empéche pas Parrét
de la croissance; Papport d’acide folinique permet le maintien d’une activité mitotique
normale et la reprise de la croissance apres un arrét temporaire.

Etude des caracteristiques de cytotoxicité de I’ A-methoptérine (acide aminodesoxy-4
methyl-10 pieroyiglutamique ou methotrexate)

Ce dérivé, trés proche de "aminoptérine par sa constitution, a été étudié 2 des
concentrations variées, allant de 107 M (4,54 mg/100 g) 4 2,5, 1011 M; la concen-
tration de 1,25.10-10 (0,0056 mg/100 g) et les concentrations inférieures se sont
montrées totalement dépourvues d’activité,

* Signalons, cependant, Pexistence d’un certain nombre de fragmentations chromosomiques a
partir du 3¢me jour.
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La premiére concentration active en traitement continu est celle de 2,5 . 1010 M ;
on observe que les mitoses sont nettement moins fréquentes aprés 24 hr et qu’elles ont
pratiquement toutes disparu aprés 48 hr. Cependant, cette cessation de ['activité
mitotique n’est que transitoire et, bien que le traitement soit poursuivi, les mitoses
reparaissent le 3¢me jour et sont assez nombreuses le 5¢me et le 7éme; d’ailleurs,
parallélement, la croissance des racines, qui avait pratiquement cessé apres le 2¢me
jour, reprend le 5éme jour. Signalons que la reprise de I'activité mitotique s’accom-
pagne de I'apparition de quelques cas de fragmentations et de rares ponts chromo-
somiques.

La concentration de 5. 10710 M et les concentrations supérieures provoquent la
disparition totale et définitive des mitoses; celle-ci est suivie de la mort des cellules
le 3éme jour a partir de 1079 M.

Comme pour 'aminoptérine, nous avons effectué une seconde série d’expériences
dans lesquelles le traitement a été limité a une durée de 1 hr; lorsque ce traitement est
réalisé avec la concentration de 10 8 M, les mitoses deviennent rares quelques heures
plus tard ; toute activité mitotique a cessé en 24 hr et les cellules radiculaires ne tardent
pas 2 mourir. Avec les concentrations de 5. 10-% M et de 109 M, la fréquence des
mitoses diminue fortement le ler jour puis on observe, suivant les racines, soit une
remontée de I’'index mitotique, soit une disparition totale des mitoses suivie de mort. La
concentration de 5. 10710 M diminue fortement l'index mitotique (quelques heures
apres le traitement, les méta et anaphases sont, en particulier, trés rares) mais cette
diminution n’est que transitoire et la reprise d’activité mitotique s’observe dans tous
les méristémes. Enfin, la concentration de 2,5. 10-1¢ M n’exerce, dans ces conditions,
aucune influence, méme transitoire.

En conclusion, les caractéristiques de I'activité antimitotique de 1’a-méthoptérine
sont de méme nature que celles de I'aminoptérine; il s’agit d’une action inhibitrice
sur I’entrée en mitose et on n’observe aucun effet mitoclasique. La plus forte concen-
tration inactive est la méme pour les 2 composés, mais I'action mitostatique est ici
un peu plus facilement réversible et les cellules présentent méme un phénoméne
d’accoutumance vis-d-vis des concentrations faiblement actives. Enfin, un effet
chromatoclasique discret a pu étre mis en évidence dans certaines conditions.

Etude des caracteristiques de cytotoxicité de I'amino-an-fol (acide aminodésoxy-4
ptéroylaspartique)

La solution saturée d’amino-an-fol dans le liquide de Knop dilué au demi a une
concentration trés voisine de 10-8 M (0,427 mg/100 g); nous avons étudié I'effet de
cette concentration et celui de concentrations plus faibles, allant jusqu’a 5. 10 1% M.
La concentration de 5. 101 M (0,021 mg/100 g) et les concentrations inférieures se
sont révélées dépourvues de toute activité.

En traitement continu, la premiére concentration active est celle de 10-% M. Elle
exerce un léger effet mitodépresseur les 2 premiers jours (aprés 48 hr, 'index mitotique
était de 82,1/1000 dans un méristéme et de 80,2 dans un autre contre 110,6 et 106.3
chez les témoins correspondants), mais celui-ci disparait les jours suivants et, en fin
d’expérience, la longueur moyenne des racines est pratiquement identique a celle
du lot témoin (59 mm au lieu de 63); on note, dans les divers prélévements effectués,
quelques rares cas de fragmentations chromosomiques.

3Q—B.P.
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L’effet est de méme nature, mais un peu plus accentué, avec la concentration de
5. 109 M. Les mitoses sont peu nombreuses aprés 24 hr (336 en tout dans un méris-
téme, 267 dans un autre) et apres 48 hr (259 en tout dans un méristéme et 173 dans
un autre), puis 'activité mitotique redevient normale, méme si les solutions sont
renouvelées quotidiennement. Les fragmentations chromosomiques sont plus fré-
quentes qu’avec la solution précédente et, a partir du 3éme jour, les micronoyaux
sont assez nombreux.

Enfin, les concentrations supérieures (7,5 . 10~2 M et solution saturée) provoguent
la disparition totale et définitive des mitoses en 2 a 3 jours; celle-ci est suivie de la
mort des cellules le 6éme jour dans le cas de la solution saturée.

Au cours d’une seconde série d’expériences, dans laquelle ’action de I’amino-an-fol
a été limitée a 1 hr et les cellules reportées sur liquide de Knop dilué au demi, la
concentration de 10~ M et les concentrations supérieures ont exercé un effet mito-
dépresseur net, mais, 24 hr plus tard, Pactivité mitotique avait retrouvé une valeur
normale.

En conclusion, I'amino-an-fol est moins toxique que les 2 composés précédents.
Son action mitodépressive, un peu moins prononcée puisque la premiére concentra-
tion efficace est celle de 109 M, est toujours réversible lorsque le traitement n’est
pas poursuivi. On observe souvent également une accoutumance des cellules et la
régression de l'effet mitodépresseur en traitement continu. Enfin, Pamino-an-fol
exerce parfois un effet chromatoclasique modéré, mais jamais d’action mitoclasique.
L’effet global est donc du méme type que celui de I'a-méthoptérine mais plus
faible.

Etude des caracteristiques de cytotoxicité de la teropterine (acide pteroyl-triglhitamique)

L’action de la téroptérine a ¢té étudiée pour les concentrations comprises entre
10-¢M (65,4 mg/100 ml) et 1071 M. La concentration de 5. 1078 M (2,20 mg/100) et
les concentrations inférieures se sont révélées totalement inactives.

Les concentrations supérieures exercent un effet mitodépresseur temporaire qui
disparait bientot, méme si le traitement est continué. Enfin, quelques fragmentations
chromosomiques ont €té observées, a partir du 4 éme jour, avec la concentration de
10-¢ M.

Dans le cas des expériences dans lesquelles la durée du traitement est limitée a
1 hr, on peut également observer un effet mitodépresseur parfois important (3 hr
aprés la fin du traitement, avec la concentration de 5. 10~7 M, il ne restait que 280
mitoses dans un méristéme et 268 dans un autre), mais, 24 hr plus tard, 'index mitotique
est déja revenu & des valeurs normales.

En conclusion, les propriétés antimitotiques de la téroptérine sont beaucoup plus
faibles que celles des dérivés précédents, mais elles sont de méme nature et, en par-
ticulier, la téroptérine n'exerce jamais non plus d’effet mitoclasique.

DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

Les 4 antagonistes de ’acide folique étudiés sur le test A/ium présentent une ac-
tivité antimitotique de méme type dont les caractéristiques sont indiquées dans le
Tableau 1.
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Le composé le plus actif est "aminoptérine; ’activité de ’a-méthoptérine est & peine
plus faible, mais un phénoméne d’accoutumance se manifeste; au contraire, I’amino-
an-fol et surtout la téroptérine sont beaucoup moins efficaces. Ces résultats présentent
une concordance satisfaisante avec ceux de Eagle et Foley?¢ qui, sur des cellules He
la cultivées in vitro, ont déterminé les doses inhibitrices 50 (ID 50) suivantes (en mmol.):
aminoptérine 4,5 . 1078, a-méthoptérine 1,9 . 1075, amino-an-fol 2,2 . 10-4. D’autre

TABLEAU 1.

Aminoptérine A-méthoptérine Amino-an-fol Téroptérine

Seuil d’action mitodépressive 2,5.10°1°M 2,5.1001°M 10°*M 10"M

Accoutumance 0 -+ - -

Action chromatoclasique + - + }

Action mitoclasique 0 0 0 0

Seuil d’action mitostatique 2,5.101°M 5.10°'*M 75.10 °M 0
24 hr 3 jours 3 jours

Seuil d’action léthale 2,5.10'M 10-*M 10*M 0
6 jours 3 jours 6 jours

part, I'ordre de grandeur des concentrations trouvées actives pour I'aminoptérine
concorde, compte tenu des différences dans le mode d’expression, avec les résultats
de Jakowska et al. et avec ceux de Quenette.

Le fait que lactivité antimitotique de Paminoptérine sur le test A/lium peut étre
retardée par I’acide folique et inhibée par 'acide folinique autorise a considérer les
troubles observés comme résultant d’une carence en acide folinique.

Ces troubles consistent essentiellement en une inhibition de ’entrée des cellules en
mitose et cet effet ne se manifeste qu’apres un certain temps de latence mais d’une
maniére brutale. Il ne s’agit donc pas d’un effet toxique direct sur I’entrée en pro-
phase mais I'incapacité des cellules & se multiplier parait étre la conséquence de
I’inhibition de certaines synthéses dépendant de l'acide folinique (sans doute celle
des bases puriques).

Rappelons qu’a la suite d’un traitement d‘une heure, les concentrations minimales
efficaces pour abaisser temporairement ou faire cesser P'activité mitotique sont les
suivantes:

aminoptérine: 5.10-9 M-—disparition des mitoses
a-méthoptérine: 5. 10~ M-—disparition des mitoses
a-méthoptérine: 5. 10710 M—mitodépression temporaire
amino-an-fol: 10-2 M-—mitodépression temporaire
téroptérine: 10-7 M—mitodépression temporaire

Ayant étudié I'action d’un grand nombre de composés antimitotiques dans les
mémes conditions,2? nous constatons que 'aminoptérine figure parmi les composés
actifs aux plus faibles concentrations comme le montre le tableau suivant dans lequel
nous avons classé les composés les plus actifs en fonction de leur effet mito-
dépresseur:
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Concentration maximale inactive sur I’index
mitotique pendant au moins 7 jours

Fluorozdésoxy, uridine 10" M
Aminoptérine 1,25.10°'*M
Mitomycine C 1,8.107'°M
Acide fluoro; orotique 5.100*M
Diazo-oxo-norleucine 10-* M
Ethyléne-imino-quinone (E 39) 1,5.10°* M
Carzinophiline 25.10* M
Ethyléne-imino-quinone (A 139) 3.100* M

Ces différents résultats nous incitent a penser que ’action antimitotique de I’'amino-
ptérine n’est pas une action ‘non spécifique’ comme le disent Jakowska er al., mais
qu’elle est, au contraire, produite a la suite d’une inhibition métabolique trés spéci-
fique.

1l nous parait également important de signaler que, malgré la variété des conditions
expérimentales réalisées, dans notre travail, nous n’avons jamais observé de blocage
de mitoses en métaphase. Ces résultats indiquent que les conclusions de Jacobson, selon
lesquelles I’acide folinique interviendrait pour permettre I"'achévement de la métaphase,
c’est-a-dire la séparation compléte des chromosomes-fils, ne peuvent étre considérées
comme ayant une portée générale.

Enfin, les différents antagonistes de I’acide folique étudiés ici se sont tous montrés
capables, dans des conditions convenables, d’exercer une action chromatoclasique,
c’est-a-dire de produire des fragmentations chromosomiques. Ces résultats sont a
rapprocher de ceux de P. Dustin qui observe chez I’animal un ‘effet radiomimétique
partiel’ a la suite de "administration d’antagonistes de I’acide folique. lls n’ont rien
de surprenant puisque nous savons que ces composés agissent finalement comme in-
hibiteurs de la synthése de TADN;; lorsque cette inhibition n’est pas totale, on com-
prend facilement que des anomalies de structure de PADN puissent se produire et
que des fragmentations chromosomiques puissent en résulter.

RESUME

L’étude des caractéristiques de cytotoxicité de 4 antagonistes de I’acide folique sur
le test Allium permet de conclure que I"Taminoptérine se classe parmi les antimitotiques
les plus actifs. L’effet obtenu consiste essentiellement en une inhibition de I’entrée en
mitose; quelques altérations chromosomiques peuvent étre observées lorsqu’une
reprise d’activité suit I’effet mitostatique ou avec la plus forte concentration ne
diminuant pas I'index mitotique. Bien que les conditions expérimentales réalisées aient
été trés variées, il n’a jamais été observé de blocage des mitoses en métaphase.

Le fait que Pactivité antimitotique étudiée dans ce travail peut étre retardée par
’acide folique et inhibée par Iacide folinique autorise a considérer les troubles ob-
servés comme résultant d’une carence en acide folinique.

Les résultats obtenus sont discutés comparativement aux données contradictoires
de la bibliographie.
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