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SOMMAIRE 

Ce mémoire résume les travaux qui ont été réalisés dans le but de déterminer les 

effets de combinaisons entre le MCC, une préparation de murs mycobactériens à 

activité anticancéreuse, et trois autres drogues anticancéreuses, au niveau de 

l'inhibition de la prolifération cellulaire et de l'induction de l'apoptose de deux 

lignées leucémiques in vitro. 

L'introduction constitue le premier chapitre du mémoire, et elle est divisée en trois 

grandes parties. Tout d'abord, elle traite du mécanisme d'action de chacune des 

drogues utilisées seules et en combinaison lors des travaux de recherche, étant 

donné que la nature des interactions observées entre drogues en combinaison 

dépend des mécanismes d'action respectifs de chaque drogue. Dans un deuxième 

temps, elle traite des différentes méthodes utilisées pour déterminer la nature des 

interactions observées entre drogues en combinaison, ainsi que des raisons qui 

nous ont poussés à en choisir une en particulier pour l'analyse des résultats des 

présents travaux. Finalement, elle traite des principaux joueurs dans l'apoptose et 

de la place qu'ils occupent dans les voies biochimiques empruntées lors de ce 

processus. 

Le deuxième chapitre, quant à lui, est constitué d'un article soumis pour 

publication dans une revue scientifique, qui résume le matériel et les méthodes 

utilisés lors des travaux de recherche, ainsi que les principaux résultats obtenus. 

Brièvement, il démontre que le MCC agit de façon additive avec la cytosine 

arabinoside et le mitoxantrone pour inhiber la prolifération cellulaire des cellules 

HL-60 et Jurkat à toutes les concentrations étudiées, et de façon additive ou 

synergique avec la vincristine pour inhiber la prolifération cellulaire et/ou induire 

l'apoptose, selon la lignée cellulaire et les concentrations étudiées. Il démontre 

également qu'une méthode utilisée pour quantifier les cellules apoptotiques par 

cytométrie de flux peut être utilisée pour étudier les effets de combinaisons de 

drogues au niveau de l'induction de l'apoptose. 
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Finalement, le troisième et dernier chapitre fait la discussion générale des 

principaux résultats obtenus, en proposant plusieurs mécanismes pour la synergie 

observée entre la vincristine et le MCC chez les cellules Jurkat. 
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CHAPITRE 1 

INTRODUCTION 

L'utilisation de drogues en combinaison peut être avantageuse dans le traitement 

de diverses affections tel que l'hypertension sévère [Moser, 1989], l'asthme 

[Shenfield, 1982; Dahl et al., 1989; Horn et al., 1989], l'insuffisance cardiaque 

[Taylor et al., 1982; Rahimtoola, 1989], l'infarctus du myocarde [Collen et al., 

1986; Collen et al., 1987; Collen, 1988], les infections sévères [Klastersky et al., 

1972; Tattersall et al., 1973; Fox et al., 1975; Klastersky et al., 1976; Klastersky 

et al., 1977; Klastersky, 1979; Klastersky et al., 1982; D'esopo, 1982; Young, 

1988] et le cancer. Dans le traitement du cancer par exemple, l'utilisation de 

combinaisons de drogues anticancéreuses permet d'atteindre des taux de rémission 

plus élevés que l'utilisation de drogues en monothérapie. 

En effet, chez les enfants atteints de leucémie lymphatique aiguë, l'utilisation 

d'une combinaison de trois drogues anticancéreuses entraîne une rémission chez 

94-95% des enfants, alors que l'utilisation d'une seule drogue anticancéreuse 

entraîne une rémission chez seulement 40-50% des enfants [Simone, 1979]. De 

la même façon, le traitement avec deux à quatre drogues anticancéreuses entraîne 

une rémission chez 25% des patients atteints du cancer du poumon à petites 

cellules, alors que le traitement avec une seule drogue entraîne une rémission 

complète chez seulement 2.5% des patients [Bunn et al., 1977; Greco et al., 

1985]. 

Il semble également qu'il soit possible de sélectionner les combinaisons de 

drogues susceptibles d'apporter un véritable avantage thérapeutique lors du 

traitement d'affections chez l'humain, en les étudiant in vitro. En effet, il a été 

démontré que les combinaisons d'antibiotiques démontrant une synergie in vitro 

sont plus efficaces pour traiter les infections chez l'humain que les combinaisons 
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ne démontrant pas de synergie in vitro [Klastersky et al., 1972; Klastersky et al., 

1976; Klastersky et al., 1977; Klastersky, 1979; Klastersky et al., 1982]. 

C'est dans le but d'identifier des combinaisons de drogues potentiellement 

avantageuses dans le traitement des leucémies chez l'humain, que nous avons 

étudié les effets du MCC, une préparation de murs mycobactériens à activité 

anticancéreuse, en combinaison avec trois autres drogues anticancéreuses, au 

niveau de l'inhibition de la prolifération cellulaire et de l'induction de l'apoptose 

de cellules leucémiques in vitro. 
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1.1 	LE MÉCANISME D'ACTION DES 4 DROGUES ÉTUDIÉES 

1.1.1 MCC 

Le bacille de Calmette-Guérin (BCG) est une mycobactérie dont les propriétés 

anticancéreuses ont permis l'utilisation dans le traitement et la prophylaxie des 

carcinomes transitionnels de la vessie depuis 1976 [Morales et al., 1976]. Au 

cours des années, plusieurs études ont démontré que le BCG est supérieur à la 

chimiothérapie dans le traitement et la prophylaxie de ce type de cancer, et qu'il 

offre une protection à long terme contre la progression et la récurrence de ces 

tumeurs, ainsi que contre la mortalité causée par celles-ci [Lamm, 1992]. 

Son mécanisme d'action n'est pas complètement élucidé, mais il semble 

impliquer des effets directs et immunomodulateurs indirects. En effet, mis à part 

les effets cytotoxiques directs du BCG, le Mycobacterium bovis semble induire le 

recrutement local de lymphocytes T et la production de diverses cytokines. 

D'ailleurs, plusieurs d'entre elles sont retrouvées dans l'urine des patients dans les 

24 heures suivant l'instillation intravésicale de BCG (IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 

TNF-a, et TNF-P) [Haaff et al., 1986; Fleishmann et al., 1989; Bôhle et al., 1990; 

Bettex-Galland et al., 1991; De Boer et al., 1992]. 

Bien que le BCG soit un agent dont l'activité anticancéreuse au niveau des 

carcinomes transitionnels de la vessie est bien établie, il entraîne des effets 

secondaires locaux et systémiques potentiellement graves, qui limitent son 

utilisation [Lamm et al., 1992]. Les effets secondaires locaux rapportés sont la 

cystite, l'hématurie, la prostatite granulomateuse, l'épididymo-orchite, 

l'obstruction urétrale ainsi que les abcès rénaux. 	Les effets secondaires 

systémiques quant à eux, incluent la fièvre, les symptômes grippaux, le malaise, la 

pneumonie, l'hépatite, l'arthralgie, la myalgie, les éruptions cutanées et la 

septicémie, qui peut être mortelle [Van Der Meijen, 1995]. De plus, le BCG étant 

sous forme de bactéries vivantes atténuées dans ces préparations, il existe de la 
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variabilité dans la viabilité et dans l'immunogénicité de ce produit d'une fois à 

l'autre [Lagranderie et al., 1996]. 

Les nombreux inconvénients reliés à l'utilisation du BCG comme produit 

anticancéreux chez l'humain ont donc entraîné le développement d'autres 

modulateurs de la réponse biologique, moins toxiques. 

Le MCC (mycobacterial cell wall-DNA complex) est dérivé du Mycobacterium 

phlei, une mycobactérie gram-positive non pathogène pour les poissons, les 

amphibiens, les oiseaux et les mammifères, et retrouvée communément dans le 

sol, les plantes et dans l'eau potable [Mallick et al., 1985; Papapetropoulou et al., 

1997]. Il s'agit d'un complexe de parois mycobactériennes formées 

essentiellement de deux composants majeurs, soit de peptidoglycane et de 

glycolipides [Filion et al., 1999]. Également, jumelé à ce complexe se trouve de 

l'ADN de mycobactérie sous forme d'oligonucléotides (voir figure 1.1) [Filion et 

al., 1997]. 

Il a été démontré que les préparations de parois cellulaires, comme les 

préparations provenant du Mycobacterium bovis (BCG) et du Nocardia rubra, ont 

une activité anticancéreuse et l'exerce en stimulant les cellules immunitaires 

[Sugimura et al., 1977; Zlotta et al., 1997; Rohde et al., 1997] . En effet, le MCC 

possède une activité anticancéreuse directe en induisant l'apoptose de lignées 

cellulaires vésicales et il stimule la production de cytokines à activité 

anticancéreuse, comme 11L-12, par les monocytes et les macrophages [Filion et 

al., 1997; Filion et al., 1999]. De plus, il semble que sa phagocytose par les 

cellules monocytiques humaines THP-1 soit nécessaire à son activité au niveau de 

la stimulation de la production de l'IL-12 par ces cellules [Filion et al., 1997]. 



ADN 
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d'après N.C. Phillips 1998 

5 

Ponts peptidiques 

Figure 1.1. Structure du MCC. 
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1.1.2 Cytosine arabinoside (Ara-C) 

L'Ara-C est une molécule qui fait partie de la classe des antimétabolites. Elle 

diffère du nucléoside désoxycytidine par la présence d'un groupement P-hydroxyl 

en position 2 sur le sucre (voir figure 1.2), qui interfère avec la rotation de 

l'anneau cytosine autour du lien glycosidique [Adler et al., 1968] et permet la 

formation d'un lien solide avec l'oxygène situé en 5' sur l'anneau cytosine 

[Chwang et al., 1973]. 

L'Ara-C pénètre dans les cellules par le mécanisme de diffusion facilitée des 

nucléosides [Kessel et al., 1967; Plagemann et al., 1978]. Ensuite, elle est 

transformée en Ara-CMP par l'enzyme désoxycytidine kinase [Plagemann et al., 

1978; Kufe et al., 1985], puis en Ara-CDP et en Ara-CTP par les enzymes dCMP 

kinase et dCDP kinase respectivement [Hande et al., 1978]. L'Ara-CTP est 

responsable de l'activité pharmacologique de l'Ara-C [Furth et al., 1968; Graham 

et al., 1970] et sa disponibilité pour l'activité cytotoxique dépend de l'équilibre 

entre les kinases qui activent l'Ara-C et les désaminases qui dégradent l'Ara-C en 

Ara-U (cytidine désaminase [Chabner et al., 1974]), ainsi qu'en Ara-CMP et en 

Ara-UMP (désoxycytidylate désaminase [Mancini et al., 1982]). 

Il existe plusieurs mécanismes par lesquels l'Ara-C exerce son activité 

cytotoxique. Tout d'abord, l'Ara-C inhibe les ADN polymérases oc et p, des 

enzymes nécessaires respectivement à la synthèse de l'ADN et à sa réparation 

[Chu et al., 1965; Furth et al., 1968; Momparler, 1969; Graham et al., 1970; 

Yoshida et al., 1977; Matsukage et al., 1978]. Par contre, plusieurs observations 

portent à croire que ce mécanisme n'est pas le principal mécanisme responsable de 

son activité cytotoxique [Momparler, 1969; Graham et al., 1970]. 

En effet, le principal mécanisme responsable de l'activité cytotoxique de l'Ara-C 

semble être son incorporation dans l'ADN. Par exemple, certaines études ont 

démontré que l'incorporation de l'Ara-C dans les brins d'ADN interfère avec 
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l'initiation de la chaîne d'ADN [Fridland, 1977] ou son élongation [Mikita et al., 

1988; Ohno et al., 1988]. D'autres auteurs ont démontré qu'à faible concentration, 

l'incorporation de l'Ara-C ne fait que ralentir la synthèse de l'ADN [Kufe et al., 

1984], alors qu'à forte concentration, elle cause l'arrêt de celle-ci [Major et al., 

1981]. Également, certaines études ont démontré que l'incorporation de l'Ara-C 

dans l'ADN initie la synthèse d'ADN de segments déjà répliqués, provoquant ainsi 

la mort cellulaire [Woodcock et al., 1979; Woodcock et al., 1982; Woodcock et 

al., 1987; Woodcock, 1987]. 

L'Ara-C semble exercer son activité cytotoxique également en générant des ROS 

(reactive oxygen species), qui entraînent la perte d'intégrité membranaire des 

cellules et leur mort subséquente [Hu et al., 1995], de même qu'en entraînant des 

altérations dans la synthèse des lipides membranaires et des glycoprotéines 

[Hawtrey et al., 1974; Klohs et al., 1979], et dans les concentrations de plusieurs 

second messagers lipidiques [Strum et al., 1994]. 

1.1.3 Mitoxantrone 

Le mitoxantrone est une anthracenedione. Sa structure ressemble à celle des 

anthracyclines (daunorubicine, doxorubicine, idarubicine), bien qu'elle ne 

comporte que trois cycles au lieu de quatre, et qu'il n'y ait pas de sucre (voir figure 

1.2). 

Comme pour l'Ara-C, il existe plusieurs mécanismes par lesquels le mitoxantrone 

exerce son activité cytotoxique. Premièrement, il a été démontré qu'il s'intercale 

dans l'ADN, comme la plupart des molécules planaires, riches en électrons 

[Johnson et al., 1979; Foye et al., 1982]. Bien que certaines études aient 

démontré qu'il s'intercale préférentiellement entre les bases G et C [Foye et al., 

1982], d'autres n'ont pas réussi à démontrer cette spécificité [Kapuscinski et al., 

1981; Roboz et al., 1982], probablement parce que la technique utilisée n'était pas 

aussi spécifique. 
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Figure 1.2. Structure de l'Ara-C (A), du Mit (B) et de la Vcr (C). (Modifié du 

Merck Index, 1996) 
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Deuxièmement, le mitoxantrone semble causer des bris d'un seul brin ou des deux 

brins d'ADN [Su, 1981], en agissant au niveau de la topoisomérase 11, une 

enzyme requise pour la bonne structure des chromosomes et leur ségrégation, 

impliquée dans le métabolisme de l'ADN et essentielle pour la survie des cellules 

eukaryotes [DiNardo et al., 1984; Goto et al., 1984; Uemura et Yanagida, 1984, 

1986; Berrios et al., 1985; Earnshaw et Heck, 1985; Earnshaw et al., 1985; Holm 

et al., 1985; Wang, 1985; Gasser et Laemmli, 1986; Gasser et al., 1986; Uemura 

et al., 1986; Uemura et al., 1987; Bae et al., 1988; Dillehay et al., 1989; Wang et 

al., 1990; Rose et al., 1990; Wang 1991]. 

La topoisomérase II agit en six étapes principales (voir figure 1.3) [Osheroff, 

1989; Osheroff et al., 1991]: 

1. Reconnaissance de son substrat, un acide nucléique dans l'ADN, et liaison à 

l'ADN [Osheroff, 1986, 1987; Zechiedrich and Osheroff, 1990; Howard et 

al., 1991; Roca et al., 1993]; 

2. Introduction d'un bris double-brin et religation d'une des deux hélices, en 

présence de Mg+2  [Liu et al., 1983; Sander and Hsieh, 1983; Osheroff, 1987]; 

3. Liaison de l'enzyme à l'ATP suivi de sa réorientation [Lindsley and Wang, 

1991], puis passage de l'autre hélice à travers le bris [Osheroff et al., 19831; 

4. Introduction d'un autre bris suivi de religation [Osheroff, 1986; Robinson and 

Osheroff, 1991]; 

5. Hydrolyse de l'ATP en ADP et en phosphate inorganique [Miller et al., 1981; 

Osheroff et al., 1983; Schomburg and Grosse, 1986]; 

6. Retour de l'enzyme à son état initial [Osheroff, 1986; Roca and Wang, 1993]. 

Les drogues causent des bris dans l'ADN des cellules par l'intermédiaire de la 

topoisomérase II soit en inhibant la réaction de religation (amsacrine, etoposide) 

[Osheroff, 1989; Robinson and Osheroff 1990; Robinson et al., 1991; Robinson 

and Osheroff, 19911, soit en augmentant la réaction de bris de celle-ci 
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(quinolones) [Robinson et al., 1991]. Dans le cas du mitoxantrone, on ne sait 

toujours pas par lequel de ces deux mécanismes les bris dans l'ADN sont causés. 

Troisièmement, le mitoxantrone semble exercer son activité cytotoxique en 

entraînant la production de radicaux libres de type semiquinone, causant des 

dommages aux membranes cellulaires et à l'ADN. 

1.1.4 Vincristine 

La vincristine fait partie de la classe des alcaloïdes de la pervenche (voir la figure 

1.2 pour la structure). Cette molécule se lie à la tubuline et inhibe sa 

polymérisation en microtubules [Rowinsky et Donehower, 1996]. 

Les microtubules sont des éléments importants du cytosquelette, impliqués dans 

la régulation de la prolifération cellulaire, la différenciation et l'apoptose. Par 

exemple, ils sont nécessaires à la formation du fuseau mitotique responsable de la 

séparation des chromosomes lors de la mitose, ainsi qu'aux fonctions structurales 

et de transport dans les axones des nerfs. Les microtubules sont dans un état 

d'équilibre dynamique, avec leur formation et leur dégradation à partir de la 

tubuline cytoplasmique. Par conséquent, le traitement avec les alcaloïdes de la 

pervenche interrompt cet équilibre, et les cellules subissent un arrêt de la mitose à 

la métaphase. 

Une variété de drogues anticancéreuses de mécanismes d'action différents, dont 

l'Ara-C, le mitoxantrone et la vincristine, ont été démontrées comme pouvant 

induire la mort par apoptose des cellules cancéreuses [Merner et al., 1997]. En 

effet, il semble que les interactions drogue-cible agissent plutôt comme stimulus 

de la mort par apoptose, plutôt que d'agir en uniques responsables de la mort 

engendrée. 
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Figure 1.3. Cycle catalytique de la topoisomérase II. Voir la section 1.3 

du chapitre I pour le résumé des 6 principales étapes du cycle. (Tiré de 

Osheroff et al., 1994) 
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Au cours des travaux de recherche qui ont mené à la rédaction de ce mémoire, 

nous avons voulu étudier l'effet du MCC en combinaison avec d'autres drogues 

anticancéreuses, au niveau de l'inhibition de la prolifération cellulaire, mais 

également au niveau de l'induction de l'apoptose de lignées leucémiques in vitro. 

Les principaux joueurs impliqués dans la mort cellulaire par apoptose, ainsi que 

les principales voies biochimiques empruntées au cours de ce processus feront 

l'objet de la troisième partie de l'introduction de ce mémoire. Toutefois, les 

principales méthodes utilisées pour déterminer la nature des interactions entre 

drogues en combinaison seront discutées dans la partie qui suit. 
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1.2 	LA SYNERGIE 

Lorsque deux ou plusieurs drogues sont utilisées en combinaison, l'interaction 

entre ces drogues peut être décrite comme étant synergique, additive ou 

antagoniste. L'interaction est dite i) additive, si l'effet de la combinaison est égal 

à l'effet auquel on s'attendait en combinant les drogues en question; ii) synergique, 

si l'effet de la combinaison est plus important que celui auquel on s'attendait, et 

iii) antagoniste, si l'effet de la combinaison est moins important que celui auquel 

on s'attendait. Par conséquent, la caractérisation de la nature de l'interaction entre 

des drogues en combinaison nécessite à priori la détermination de l'effet attendu, 

suivi de sa comparaison à l'effet observé. 

Plusieurs méthodes différentes ont été développées dans le but de caractériser la 

nature des interactions entre drogues en combinaison, et elles ont fait l'objet de 

nombreux articles de revue [Berenbaum, 1981, 1988, 1989; Copenhaver et al., 

1987; Gesser, 1988; Kodell et Pounds, 1991]. Malheureusement, à ce jour, aucun 

consensus n'a été atteint au sujet de la méthode à utiliser, de sorte que plusieurs 

approches différentes sont utilisées, bien que la conclusion finale varie en 

fonction de l'approche choisie. 

Dans les paragraphes qui suivent, huit des méthodes utilisées pour caractériser la 

nature des interactions entre drogues en combinaison seront revues et décrites. 

Elles ont été choisies parce qu'elles sont simples, populaires et ne requièrent ni 

équipement spécialisé, ni connaissances poussées en mathématiques et en 

statistiques, de sorte qu'elles ont toutes pu être considérées lors du choix de la 

méthode à utiliser dans l'analyse de nos propres résultats. 
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1.2.1 Méthode de sommation des effets 

Dans cette méthode, une interaction est décrite comme étant additive, si l'effet de 

la combinaison correspond à la somme des effets respectifs de chaque drogue 

seule [Dale et Penfield, 1984; Goodman, 1987; Elias et al., 1988; Hughes et al., 

1988; Loomis et al., 1988; Abou-Issa et al., 1989; Clejan et Cederbaum, 1989]. 

Cette méthode est simple, rapide et ne requiert aucun équipement spécialisé. Par 

contre, elle a comme désavantage principal de ne pas être utilisable lorsqu'il y a 

une limite à l'effet maximal pouvant être produit. Par exemple, elle ne pourrait 

pas être utilisée pour déterminer la nature de l'interaction entre deux drogues qui 

inhibent 60% et 70% de la prolifération cellulaire respectivement, étant donné que 

l'effet attendu pour la combinaison dépasserait le maximum de 100% d'inhibition. 

De plus, cette méthode ne permet pas de déterminer l'intensité de l'interaction. 

1.2.2 Méthode du produit des fractions de survie de Webb [Webb, 1963] 

Dans cette méthode, une interaction est décrite comme étant synergique si le 

pourcentage de survie cellulaire observé pour la combinaison est plus petit que le 

produit des pourcentages de survie observés pour chaque drogue seule. 	Par 

exemple, si un traitement avec la drogue 1 engendre 80% de survie cellulaire et 

un traitement avec la drogue 2 engendre 70% de survie cellulaire, la combinaison 

doit engendrer moins de 56% de survie cellulaire (0.80 x 0.70 = 0.56) pour être 

considérée synergique. De plus, dans cette méthode, si la combinaison engendre 

plus de 56% de survie cellulaire, elle est considérée antagoniste [Roth et al., 

1998]. 

Cette méthode offre comme avantages d'être simple, d'être praticable sans 

équipement dispendieux, et d'être populaire et très acceptée. Elle permet aussi de 

pouvoir tirer des conclusions à partir de peu de données. Par contre, elle ne 

permet pas de mesurer l'intensité de l'interaction. 
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1.2.3 Méthode de Valériote et Lin [Valeriote et Lin, 1975] 

Cette méthode est très semblable à la méthode du produit des fractions de survie 

de Webb. Par contre, dans la méthode de Valériote et Lin, si le pourcentage de 

survie cellulaire observé pour la combinaison est plus grand que le pourcentage 

prédit par la multiplication des pourcentages de survie cellulaire observés pour 

chaque drogue seule, l'interaction n'est pas automatiquement considérée 

antagoniste. En effet, si le pourcentage de survie cellulaire observé pour la 

combinaison se trouve entre le pourcentage prédit et le pourcentage observé pour 

la drogue la plus efficace lorsque utilisée seule, l'interaction est considérée 

subadditive; si le pourcentage de survie cellulaire observé pour la combinaison se 

trouve entre les pourcentages observés pour chaque drogue seule, l'interaction est 

appelée interférence; et si le pourcentage de survie cellulaire observé pour la 

combinaison est plus élevé que le pourcentage observé pour la drogue la moins 

efficace lorsque utilisée seule, l'interaction est considérée antagoniste [Larsson et 

al., 1993; Kristensen et al., 1994; Kaspers et al., 1995; Morabito et al., 1997; 

Jonsson et al., 1998]. 

Les avantages et désavantages de cette méthode sont essentiellement les mêmes 

que ceux de la méthode de Webb. Par contre, parce que l'interaction n'est pas 

automatiquement considérée antagoniste si le pourcentage de survie cellulaire 

observé pour la combinaison est plus grand que le pourcentage prédit par la 

multiplication des pourcentages de survie cellulaire observés pour chaque drogue 

seule, comme c'est le cas dans la méthode de Webb, la méthode de Valériote et 

Lin est plus intéressante. 
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1.2.4 Méthode de Drewinko et al. [Drewinko et al., 1976] 

Cette méthode est également semblable à celle du produit des fractions de survie 

de Webb. Par contre, dans la méthode de Drewinko et al., le pourcentage de 

survie cellulaire attendu pour la combinaison est soustrait du pourcentage 

observé, pour ensuite être comparé à zéro, en utilisant un test de student. 

L'interaction est considérée antagoniste, si le résultat est significativement plus 

élevé que zéro [Lee et al., 1995; Meno-Tetang et al., 1996]. 

Les avantages et désavantages de cette méthode sont essentiellement les mêmes 

que ceux de la méthode de Webb. Par contre, la méthode de Drewinko offre 

l'avantage additionnel de pouvoir mesurer l'intensité de l'interaction. 

1.2.5 Méthodes utilisant des isobologrammes 

Les isobologrammes sont des graphiques qui permettent de déterminer 

visuellement la nature des interactions entre des drogues en combinaison. Deux 

méthodes utilisant des isobologrammes peuvent être décrites, soit la méthode 

classique des isobologrammes et la méthode de Steel et Peckham. 

1.2.5.1 Méthode classique des isobologrammes [Fraser, 1870-1871, 1872; 

Elion, Singer et Hitchings, 1954; Loewe, 1957] 

Dans la méthode classique des isobologrammes, il faut tout d'abord construire les 

courbes dose-réponse pour chaque drogue seule et en combinaison. Ensuite, on 

divise chacun des DI par Dmi, ainsi que chacun des D2 par Dm2, et on place les 

résultats obtenus dans un graphique (isobologramme) (voir figure 1.4) dans lequel 

on a Di/Dmi  en abscisse et D2/Dm2  en ordonné (Di  et D2 représentant la 

concentration de la drogue 1 et de la drogue 2 dans la combinaison, qui permet 

d'inhiber 50% de la prolifération cellulaire, et Dmi et Dm2 représentant la 

concentration de la drogue 1 et de la drogue 2 qui permet d'inhiber 50% de la 
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prolifération cellulaire lorsque chaque drogue est utilisée seule). Si les résultats 

obtenus se trouvent en dessous de l'isobole diagonale représentant l'additivité, 

l'interaction entre les drogues en combinaison est dite synergique (de plus petites 

concentrations que prévu en combinaison ont été nécessaires pour inhiber 50% de 

la prolifération cellulaire). Si par contre, les résultats obtenus se trouvent par-

dessus l'isobole diagonale, l'interaction entre les drogues en combinaison est dite 

antagoniste (de plus grandes concentrations que prévu en combinaison ont été 

requises pour inhiber 50% de la prolifération cellulaire) [Benz et al., 1983; Hirose 

et al., 1987; Howell et al., 1989; Kristensen et al., 1994; Tosi et al., 1994; 

Mizutani et al., 1996; Kim et al., 1999]. 

Cette méthode offre plusieurs avantages. Elle est simple, populaire, très acceptée 

et ne requiert aucun équipement dispendieux. Par contre, elle ne permet pas de 

mesurer l'intensité de l'interaction entre les deux drogues en combinaison, elle 

requiert un nombre élevé de données et un temps important, et plusieurs données 

peuvent être gaspillées si certaines courbes dose-réponse ne passent pas par le 

niveau de 50% d'inhibition. De plus, comme la distribution des résultats obtenus 

dans l'isobologramme peut être grande, il peut devenir difficile de tirer une 

quelconque conclusion. 

1.2.5.2 Méthode de Steel et Peckham [Steel et Peckham, 1979] 

Dans la méthode de Steel et Peckham, on commence également par la 

construction des courbes dose-réponse pour chaque drogue seule. Ensuite, dans 

un autre graphique (isobologramme) (voir figure 1.5), on construit la région 

représentant l'additivité à l'aide de trois courbes, Mode I, Mode IIa et Mode lIb, 

contrairement à la méthode classique dans laquelle un seul isobole est construit 

[Szumiel et Nias, 1980; Kano et al., 1988; Noseda et al., 1988; Tsai et al., 1989; 

Kano et al., 1992; Kano et al., 1993]. 
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La courbe Mode I est construite de la façon suivante: 1) on choisit une 

concentration pour la drogue 1 (A1), qui donne un pourcentage d'inhibition égal à 

Fa(A1); 2) comme pour obtenir 50% d'inhibition, un certain effet supplémentaire 

X doit être produit par la drogue 2, on détermine graphiquement la concentration 

de la drogue 2 requise pour produire cet effet (Bi); 3) on place tous les résultats 

ainsi obtenus dans un graphique (isobologramme) où l'on a la concentration de la 

drogue 1 en abscisse et la concentration de la drogue 2 en ordonné, et on relie les 

points. 

Pour construire la courbe Mode IIa, on commence de la même façon que pour la 

construction de la courbe Mode I, sauf que la concentration de la drogue 2 requise 

pour produire l'effet supplémentaire X est déterminée en partant de la 

concentration requise pour produire le même effet que A1  et en allant jusqu'à la 

dose requise pour produire 50% d'inhibition. La courbe Mode IIb, quant à elle, se 

construit de la même façon que la courbe Mode IIa, sauf qu'ici on part de la 

drogue B pour déterminer l'effet supplémentaire qui doit être produit par la 

drogue A pour obtenir 50% d'inhibition. 

Une fois les trois isoboles construits, on détermine la nature de l'interaction entre 

les drogues en combinaison selon la position des résultats observés 

(concentrations de chaque drogue réellement requises en combinaison pour 

produire 50% d'inhibition) par rapport à l'enveloppe d'additivité créée par les trois 

isoboles. Si les résultats se retrouvent en dessous de l'enveloppe d'additivité, 

l'interaction est dite synergique, s'ils se retrouvent au-dessus de l'enveloppe, 

l'interaction est dite antagoniste, et s'ils se retrouvent dans l'enveloppe, 

l'interaction est dite additive. 

Cette méthode offre essentiellement les mêmes avantages et désavantages que la 

méthode classique des isobologrammes. Par contre, elle offre comme avantage 

supplémentaire de créer une région pour l'additivité (l'enveloppe d'additivité), ce 

qui permet de mieux déterminer si les résultats obtenus sont en dehors de cette 
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région, que lorsque la région en question n'est qu'une simple ligne. D'un autre 

côté, cet avantage supplémentaire a comme désavantage de rendre cette méthode 

relativement insensible aux faibles interactions entre les drogues, qui peuvent être 

réelles et potentiellement importantes. 

1.2.6 Méthode de l'index d'interaction de Berenbaum EBerenbaum, 1977] 

Cette méthode est l'analogue algébrique de la méthode classique des 

isobologrammes. L'équation générale pour le calcul de l'index d'interaction est la 

suivante: 

I = 	+ Dm2 

DI 	D2 

Où Dm1, D121 D1 et D2  ont la même signification que dans la méthode classique 

des isobologrammes. 

Dans cette méthode, l'interaction est considérée antagoniste lorsque l'index 

d'interaction est plus grand que 1, et synergique lorsque l'index d'interaction est 

plus petit que 1. 

Les avantages et désavantages de cette méthode sont essentiellement les mêmes 

que ceux de la méthode classique des isobologrammes. Par contre, la méthode de 

l'index d'interaction offre l'avantage supplémentaire de pouvoir utiliser toutes les 

données, même si les courbes dose-réponse ne passent pas par le niveau de 50% 

d'inhibition (en autant que les courbes dose-réponse pour chaque drogue seule 

puissent être bien caractérisées). D'un autre côté, elle ne permet pas de visualiser 

les résultats comme la méthode classique des isobologrammes. 
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1.2.7 Méthode d'effet médian de Chou et Talalay [Chou et Talalay, 1984] 

Pour utiliser cette méthode, il faut utiliser des concentrations de drogues selon un 

ratio fixe lors des combinaisons. Tout d'abord, on détermine le pourcentage de 

survie cellulaire (f) pour chaque drogue utilisée seule et en combinaison. Puis, les 

données sont placées dans un graphique (voir figure 1.6) où l'on a le log [(1/f) — 111 

en ordonné, et le log de la concentration de la drogue en abscisse, de façon à 

obtenir trois droites: une pour chaque drogue seule et une pour les drogues en 

combinaison. Ensuite, on détermine les log 1050  ainsi que les pentes (mi, m2, et 

m12, pour la drogue 1, 2 et la combinaison respectivement) de ces droites, et on 

utilise ces paramètres pour calculer les concentrations de drogues requises lorsque 

utilisées seules et en combinaison, pour produire des niveaux différents de toxicité 

(f = 0.95, 0.90...): 

Dosef  = Dose IC50  [(1 — f)/f] lim  

Étant donné qu'on a utilisé des concentrations de drogues selon un ratio fixe lors 

des combinaisons, les concentrations Di et D2 de chaque drogue requises pour 

produire un pourcentage de survie f lorsqu'en combinaison peuvent ensuite être 

déterminées à partir du calcul de la concentration de la combinaison, requise pour 

produire ce même pourcentage de survie. Finalement, pour chaque niveau de 

toxicité, on peut calculer le paramètre CI, essentiel pour déterminer la nature de 

l'interaction entre les drogues en combinaison : 

CI = Di/Dfi + D2/Df2  + aD1D2/Df1Df2  

Où Di et D2 sont les concentrations requises de chaque drogue en combinaison 

pour produire un pourcentage de survie f, Dfi et Df2  sont les concentrations de 

chaque drogue seule requises pour produire f, et a = 1 ou 0, tout dépendant si les 

drogues sont considérées mutuellement nonexclusives (mi = m2 	m12) ou 

mutuellement exclusives (mi = m2 = m12) respectivement. 
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L'interaction est dite synergique si le CI est plus petit que 1, additive si le CI est 

égal à 1, et antagoniste si le CI est plus grand que 1 [Hofmann et al., 1988; Kohno 

et al., 1988; Kano et al., 1988; Howell et al., 1989; Bible et Kaufmann, 1997; 

Avramis et al., 1998]. 

Cette méthode a comme avantages de requérir moins de données que celle des 

isobologrammes et d'offrir la possibilité d'utiliser un programme informatique 

pour simplifier le travail. Par contre, il a été démontré que l'équation utilisée pour 

calculer le CI des agents mutuellement nonexclusifs est incorrecte [Chou et 

Talalay, 1977; Berenbaum, 1989]. 

1.2.8 Choix de la méthode 

Étant donné que le but des travaux de recherche qui ont mené à la rédaction de ce 

mémoire était de déterminer les effets du MCC, en combinaison avec trois autres 

drogues anticancéreuses au niveau de l'inhibition de la prolifération cellulaire et 

de l'induction de l'apoptose de cellules leucémiques in vitro, le choix de la 

méthode à utiliser pour analyser les résultats de façon à déterminer la nature des 

interactions observés entre le MCC et ces trois drogues, a constitué une étape 

importante. La méthode que j'ai choisie est une version modifiée de la méthode 

du produit des fractions de survie de Valeriote et Lin. 

Selon cette version modifiée de la méthode de Valeriote et Lin, si le pourcentage 

de survie observé pour une combinaison est statistiquement plus petit que celui 

prédit par le produit des fractions de survie observées pour chaque drogue seule, 

l'interaction est dite synergique. Ensuite, si le pourcentage de survie observé pour 

une combinaison est plus grand ou égal à celui prédit par le produit des fractions 

de survie observées pour chaque drogue seule, mais qu'il est plus petit ou égal au 

pourcentage de survie de la drogue la plus efficace lorsque utilisée seule, 

l'interaction est dite additive. Finalement, si le pourcentage de survie observé 

pour une combinaison est plus grand ou égal à celui prédit par le produit des 
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fractions de survie observées pour chaque drogue seule et est statistiquement plus 

grand que le pourcentage de survie de la drogue la plus efficace lorsque utilisée 

seule, l'interaction est dite antagoniste. 

J'ai choisi cette méthode pour les raisons suivantes: 

1. Elle est très simple, et peut se pratiquer sans équipement spécialisé; 

2. Elle est une version modifiée de la méthode du produit des fractions de survie 

de Valeriote et Lin, qui est très utilisée et acceptée; 

3. Elle est plus permissive que la méthode du produit des fractions de survie de 

Webb, étant donné que dans cette méthode, si le pourcentage de survie 

observé pour une combinaison est plus grand que celui prédit par le produit 

des fractions de survie observées pour chaque drogue seule, l'interaction est 

automatiquement dite antagoniste, et plus restrictive que la méthode de 

Valériote et Lin, dans laquelle l'interaction est dite antagoniste seulement si le 

pourcentage de survie observé pour la combinaison est plus grand que celui 

observé pour la drogue la moins efficace lorsque utilisée seule; 

4. Elle est praticable même avec un petit nombre de données, comparativement à 

la méthode des isobologrammes, dans laquelle plusieurs combinaisons de 

plusieurs concentrations de chaque drogue sont nécessaires. 
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1.3 APOPTOSE 

Deux formes de mort cellulaire ont été décrites: la nécrose et l'apoptose. La 

nécrose est une réponse passive à un traumatisme cellulaire sévère et soudain, tel 

que l'ischémie, l'hyperthermie, ou celui engendré par des poisons comme le 

cyanure. En effet, contrairement à l'apoptose, la nécrose ne requiert pas 

l'activation d'un programme génétique spécifique. 	Dans la nécrose, des 

changements précoces dans la forme et la fonction mitochondriale se produisent, 

et la cellule est incapable de maintenir l'homéostasie. L'épuisement subséquent 

des niveaux d'ATP, ainsi que la dérégulation dans le maintient de la pression 

osmotique entraînent alors le gonflement et la rupture de la cellule. Finalement, 

la libération des enzymes lysosomiaux de la cellule déclenche une réponse 

inflammatoire. 

L'apoptose est une forme de mort cellulaire au cours de laquelle les cellules 

inactivent et dégradent systématiquement leurs éléments structuraux et 

fonctionnels dans le but d'entraîner leur propre mort. Il s'agit d'un processus actif, 

qui requiert l'activation d'un programme génétique spécifique. Elle joue un rôle 

essentiel lors du développement de tous les êtres multicellulaires, et dans le 

maintient de l'homéostasie. 

L'apoptose peut être activée intracellulairement lors du développement, mais 

également extracellulairement, par des cytokines (Fas/Apo-1 ligand, TNF), 

protéines et hormones endogènes, ainsi que par l'inadiation UV ou y, l'hypoxie, le 

stress oxydatif, les drogues chimiothérapeutiques et les infections virales. De 

plus, la capacité des cellules à s'engager en apoptose en réponse à un signal de 

mort dépend de leur état prolifératif, de leur position dans le cycle cellulaire et de 

l'expression contrôlée de gènes qui favorisent, inhibent ou affectent de quelque 

façon le programme de mort cellulaire. 
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1.3.1 Morphologie de l'apoptose 

L'apoptose est responsable de plusieurs changements morphologiques [Kerr et al., 

19721 caractéristiques prenant place dans le noyau, le cytoplasme, les organelles 

et la membrane plasmique des cellules (voir figure 1.7). 

Premièrement, dans le noyau, la chromatine se condense [Wyllie et al., 1980], la 

matrice nucléaire est clivée [Kaukmann, 1989; Ucker et al., 1992; Lazebnik et al., 

1993] et l'ADN est dégradé en fragments dont les tailles sont des multiples de 

180-200 paires de bases [Wyllie, 1980]. Les autres organelles demeurent intactes, 

mise à part la mitochondrie, dont le fonctionnement est altéré [Kroemer et al., 

1995] et dont le rôle dans l'apoptose sera vu plus loin. 

La fragmentation de l'ADN peut être mise en évidence par électrophorèse sur gel 

d'agarose, qui révélera l'apparence d'une "échelle" caractéristique d'ADN (voir 

figure 1.8) [Wyllie, 1980]. La méthode de l'électrophorèse de l'ADN sur gel 

d'agarose est une méthode simple et peu coûteuse, qui est couramment utilisée 

pour suivre l'apoptose, et qui est acceptée par la communauté scientifique. 

Deuxièmement, dans le cytoplasme, les filaments du cytosquelette s'agrègent et le 

réticulum endoplasmique se dilate et fusionne avec la membrane plasmique. 

Également, les phospholipides membranaires perdent leur asymétrie et les 

molécules d'adhésion sont clivées, compromettant ainsi la structure de la 
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Figure 1.7. Étapes dans les changements morphologiques associés à 

l'apoptose. La cellule normale (A) subit une perte de volume et la 

chromatine se condense (B). Puis, la membrane cytoplasmique subit des 

modification morphologiques (C), la chromatine se dirige le long de 

l'enveloppe nucléaire (D), le noyau se transforme en un trou noir (E) avant 

d'être fragmenté en plusieurs sphères (F), et finalement, la cellule est 

•fragmentée en corps apoptotiques. (Tiré de Cohen, 1993) 
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Figure 1.8. Fragmentation de l'ADN revélée par électrophorèse sur gel 

d'agarose. (Tiré de Wesner et Kaufmann, 1997) 
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membrane plasmique. Les cellules apoptotiques se dissocient des cellules 

voisines, rapetissent et se transforment en corps apoptotiques, qui sont rapidement 

phagocytés par les cellules voisines et les macrophages, évitant ainsi le 

déclenchement du processus inflammatoire. 

Le changement de taille des cellules apoptotiques peut être suivi en cytométrie de 

flux. Il s'agit d'une technique se pratiquant avec un cytomètre, un appareil 

permettant de mesurer la diffraction de la lumière et la fluorescence émise par les 

cellules à mesure qu'elles sont aspirées dans l'appareil et qu'elles passent en face 

d'un rayon laser. Étant donné que les grosses cellules diffractent davantage la 

lumière que les petites cellules, il est possible de suivre le changement dans la 

taille des cellules apoptotiques en suivant le changement dans la diffraction de la 

lumière. En effet, en créant un graphique (voir figure 1.9) dans lequel chaque 

cellule est représentée par un point, avec sa valeur en FSC en abscisse et sa valeur 

en SSC en ordonné (FSC représentant la taille des cellules ou forward light 

scatter, et SSC représentant la complexité interne des cellules ou right angle light 

scatter), il est possible de mettre en évidence deux populations cellulaires: une 

située plus à gauche, formée principalement de cellules apoptotiques et une autre 

située plus à droite, formée de cellules vivantes. En encerclant la population de 

cellules apoptotiques au moyen d'un logiciel conçu à cet effet, on peut ensuite 

facilement connaître le pourcentage de cellules apoptotiques [Swat et al., 1991; 

Dive et al., 1992; Chrest et al., 1993; McCloskey et al., 1994; Shellhaas et 

Zuckerman, 1995]. 

1.3.2 Génétique de l'apoptose 

Comme vu précédemment, l'apoptose requiert l'activation d'un programme 

génétique spécifique. Ce sont les études génétiques effectuées chez le nématode 

C. elegans qui ont permis d'identifier les principaux gènes impliqués dans 

l'apoptose, ainsi que ses mécanismes biochimiques. Ce n'est que plus tard que les 
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Figure 1.9. Quantification de l'apoptose par cytométrie de flux. Il s'agit 

tout d'abord d'encerclé la population cellulaire représentant les cellules 

apoptotiques (R1), puis de déterminer le pourcentage de cellules 

apoptotiques dans l'échantillon. 	Ici, le pourcentage de cellules 

apoptotiques augmentent en fonction du temps d'exposition à l'anti-CD3. 

(Tiré de Chrest etal., 1993) 
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études effectuées chez les mammifères ont permis d'identifier des gènes 

homologues à ceux identifiés chez le nématode. 

Les études génétiques effectuées chez le nématode ont permis d'identifier trois 

gènes requis pour la mort programmée, EGL-1 [Ellis et Horvitz, 1986; Conradt et 

Horvitz, 1998], ced-3 et ced-4 [Ellis et Horvitz, 19861, ainsi qu'un gène, ced-9, 

protégeant les cellules contre la mort cellulaire par apoptose [Hengartner et al., 

1992]. Ensuite, la découverte des caspases chez les mammifères, une famille de 

cystéines-protéases impliquées dans le processus de l'apoptose, a permis de 

révéler leur homologie avec la protéine ced-3 [Yuan et al., 1993], de même que 

l'apaf-1 avec la protéine ced-4 [Zou et al., 1997], la famille bc1-2 avec la protéine 

ced-9 [Hengartner et Horvitz, 1994] et les membres de la famille bc1-2 ayant le 

domaine BH3 seulement avec la protéine EGL-1 [Conradt et Horvitz, 1998]. Seul 

le cytochrome c, qui est nécessaire à l'activation de la procaspase-9 chez les 

mammifères, ne semble pas avoir d'homologue chez le nématode. 

1.3.2.1 Caspases 

1.3.2.1.1 Structure 

Les caspases sont des protéases que l'on retrouve à l'état inactif dans toutes les 

cellules vivantes et qui jouent un rôle dans les processus de l'inflammation et de 

l'apoptose. Dans l'apoptose, certaines caspases à long prodomaine jouent le rôle 

d'initiateurs (caspase-2, -8, -9 et -10), agissant généralement en amont des 

caspases à plus petit prodomaine, jouant le rôle d'effecteurs (caspase-3, -6 et -7) 

[Cohen, 1997; Nicholson et Thornberry, 1997; Ashkenazi et Dixit, 1998], et étant 

responsables de plusieurs caractéristiques morphologiques associées à l'apoptose. 

Jusqu'à présent, la famille compte 14 membres (caspase-1 à caspase-14) chez le 

mammifère, dont trois seraient spécifiques à la souris (caspase-11, caspase-12 et 

caspase-14) (voir tableau 1.1). 



TABLE I 
Caspase character(stks 

Zymogen Prodomain, length 
end motif Active subunita Activation 

adapter 
Tetrapeptide 
preference° 

kDo ltDa 

Apoptotic initiators 
Caspase-2 (51) Long, CARI) 20/12 RAIDD DreDhe 

Caspese-8 (55) Long, DED 18/11 FADD (LNID)EXDd  

Caspaee-9 (45) Lang, CARD 17/10 APAF-1 (1/V/L)E1ID 

Caspase-10 (55) Long, DED 17/12 FADD Unknown 

Apoptotic executioners 
Caque-3 (32) Short 17/12 Ne DED 

Caspase-6 (34) Short 18/11 NA (V/T/DEXD 

Caspase-7 (35) Short 20/12 NA DEXD 

Cytokine processore 
Caspase-1 (45) Long, CARD 20/10 ?CARDIAK (W/Y/F)EHD 

Caspase-4 (43) Long, CARD 20/10 Unknown (W/12)E1-ID 

Ceepase-5 (48) Long 20/10 Unknown (W/L/F)EHD 

mCaspase-111-  (42) Long 20/10 Unknown Unknown 

mCaspase-12 (50) Long 20110 Unknown Unknown 

Caspase-13 (43) Long 20/10 Unknown Unknown 

mCaepase-14 (50) Short 20/10 NA Unknown 

Invertebrate caspases 
CED-3 (56) Long, CARD 17/14 CED4 DEXD 

DCP-111  (36) Short 22/13 NA Unknown 
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Tableau 1.1. Caractéristiques des caspases. m signifie murin, NA signifie 

not applicable et DCP-1 signifie Drosophila caspase-1. (Tiré de Wolf et 

Green, 1999) 



34 

Les caspases partagent certaines similarités comme leur séquence en acides 

•aminés, leur structure et leur spécificité pour certains substrats [Nicholson et 

Thornberry, 1997]. Elles sont toutes exprimées sous forme de proenzymes 

contenant trois domaines: un prodomaine NH2-terminal, une grande sous-unité et 

une petite sous-unité C-terminal (voir figure 1.10). Leur activation nécessite tout 

d'abord la protéolyse d'une région d'acides aminés liant la grande et la petite sous-

unité, ainsi que celle du prodomaine, suivi de l'association des deux sous-unités. 

De plus, étant donné que la protéolyse de ces deux régions s'effectue à des 

séquences d'acides aminés généralement clivés par les caspases elles-mêmes, ces 

enzymes semblent activées par autocatalyse ou par catalyse par des enzymes de 

spécificité similaire lors d'une cascade par exemple [Nicholson et Thornberry, 

1997]. 

Les hétérodimères formés par l'association de la grande et de la petite sous-unité 

s'associent deux par deux pour former des tétramères contenant deux sites actifs 

agissant séparément (chacun des hétérodimères contenant un site actif formé par 

des résidus provenant de la grande et de la petite sous-unité). Chaque site actif 

contient une région chargée positivement (Si), responsable de la liaison de 

l'aspartate chargé négativement et situé en position P1  sur le substrat, endroit de 

prédilection pour le clivage par les caspases activées [Walker et al., 1994; Wilson 

et al., 1994; Rotonda et al., 1996]. Toutefois, même si toutes les caspases 

requièrent un aspartate en position PI  pour la liaison avec leurs substrats, la nature 

des acides aminés situés en positions P4, P3 et P2 également requis pour la liaison 

des caspases avec leurs substrats varie d'une caspase à l'autre (voir tableau 1.1) 

[Thornberry et al., 1997]. De plus, la préférence dans les acides aminés situés en 

amont de l'aspartate corrèle généralement avec la fonction des caspases, c'est-à-

dire avec leur rôle soit d'initiateurs de l'apoptose, d'effecteurs de l'apoptose ou de 

processeurs de cytokines. 
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Figure 1.10. Structure des caspases. (Tiré de Thornberry et Lazebnik, 1998) 
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1.3.2.1.2 Rôle 

Le rôle des caspases initiatrices dans la transmission du signal de mort cellulaire, 

ainsi que la place occupée par les caspases au sein des principales voies 

biochimiques impliquées dans l'apoptose seront vus ultérieurement. Toutefois, le 

rôle des caspases effectrices au niveau de l'apparition des changements 

morphologiques observés lors de l'apoptose sera vu à l'instant. 

En effet, les caspases semblent responsables des changements morphologiques 

associés à l'apoptose, étant donné que l'inhibition de celles-ci semble prévenir leur 

apparition, même si elle ne prévient pas toujours la mort cellulaire [Grenn et 

Kroemer, 1998]. L'identification des substrats des caspases (voir tableau 1.2) a 

permis de comprendre en partie comment celles-ci promeuvent les changements 

observés. Tout d'abord, les caspases clivent et activent des protéines tel que 

l'ICAD, la gelsoline, la PAK2 (p21-activated kinase 2), la MEKK1 et la PKCS 

[Cohen, 1997; Nicholson et Thornberry 1997; Cryns et Yuan, 1998], qui ont un 

impact direct sur le phénotype apoptotique. Par exemple, la caspase-3 en clivant 

l'ICAD, entraîne le relâchement de la CAD (caspase-activated deoxyribonuclease) 

active, qui ensuite clive l'ADN et promeut la condensation de la chromatine. De 

la même façon, la caspase-3 clive et active le gelsoline, qui promeut alors certains 

changements cytoplasmiques et nucléaires, dont la fragmentation de l'ADN. 

L'activation des kinases PAK2, MEKK1 et PKC8 par les caspases promeut 

également les changements cytoplasmiques et nucléaires associés à l'apoptose. 

Les caspases clivent aussi des protéines structurales du noyau et du cytosquelette 

[Cohen, 1997; Nicholson et Thornberry 1997; Gohring et al., 1997; Cryns et 

Yuan, 1998]. La protéolyse des lamines, du NuMa et du SAF-A promeut 

probablement la dissolution nucléaire, alors que celle de la fodrine, du Gas2, des 

kératines, de la Rabaptine-5 et de l'actine promeut probablement la perte de 

l'intégrité cytosquelettale. Également, le clivage de la P-cathenine et de la FAK 

pourraient peut-être interrompre les contacts cellule-cellule, favorisant eux aussi 

la réorganisation structurale des cellules. 



TABLE II 
Apoptatic substrates 

The abbreviations used are: DNA-Plics, DNA protein kinase catalytic 
subunit; U1-70kDa, U1-specific 70-kDa protein; RFC-140, replication 
factor C; HnRNP, heteronuclear ribonucleoproteins; GDI, GDP dissoci-
ation inhibitor; cPLA2, cytoplasmic phospholipase A2; PARP, poly(ADP-
ribose) polymerase. 

Substrate class 
	Putative function 	 Examples 

Pro- and anti-apoptotic 
	Signal amplification 

	Procaspases, Bc1-2, BcI- 
proteins 	 Inhibitor 

	 XL, Bid, p28Bap31 
inactivation 

Components of the 
	Induction of the 

	ICAD, gelsolin, PAK2, 
apoptotic machinery 	apoptotic 

	 MEKK1, PKC5 
phenotype 

Structural proteins 
	Dissolution of cell 

	
Lamina, NuMa, SAF-A, 

and associated 
	

integrity 
	 fodrin, Gas2, 

molecules 
	 Cellular packaging 

	keratins, actin, 
Rabaptin-5, p-
catenin, FAK 

Homeostatic proteins Disruption of 	 DNA-PKcs, PARP, U1— 
macromolecular 	701tDa, RFC-140, 
synthesis and 	 HnRNPs, D4-GDI, 
cellular repair 	 transcription factors 
mechanisms 

Other 

Termination of 
survival signais 

Unknown 
?Apoptosis induction 

Huntingtin, 
presenilins, 
atrophin-1, ataxin-3, 
oPLA2  
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Tableau 1.2. Substrats des caspases. (Tiré de Wolf et Green, 1999) 
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D'autres protéines clivées par les caspases au cours de l'apoptose sont les 

protéines nécessaires à la signalisation cellulaire, la réparation cellulaire et la 

synthèse des macromolécules [Cohen, 1997; Nicholson et Thornberry 1997; 

Cryns et Yuan, 1998]. Par exemple, les caspases inactivent ou dérégulent 

certaines protéines impliquées dans la réparation de l'ADN comme la DNA-PKes, 

dans l'épissage de l'ARNm  comme la U1-70K et dans la réplication de l'ADN 

comme le RFC-140. Les caspases clivent aussi les présénilines, l'huntingtine, 

l'atrophine-1 et d'autres protéines impliquées dans les maladies 

neurodégénératives [Goldberg et al., 1996; Wolozin et al., 1996; Cohen, 1997; 

Nicholson et Thornberry 1997; Cryns et Yuan, 1998; Wellington et al., 1998]. 

1.3.2.1.3 Régulation de l'activité 

L'activité des caspases est régulée de plusieurs façons, dont certaines seront vues 

plus en détail ultérieurement. Tout d'abord, les caspases effectrices sont régulées 

par les caspases initiatrices qui les activent et qui elles-mêmes sont régulées et 

activées par la liaison des ligands de mort cellulaire à leurs récepteurs 

membranaires et/ou par un signal provenant de la mitochondrie. Ensuite, 

l'activation de la procaspase-8 par exemple est régulée par la présence d'une 

protéine appelée FLIP, qui lui fait compétition pour la liaison avec FADD, un 

cofacteur important dans l'activation de la procaspase-8 par les récepteurs de mort 

cellulaire [Irmler et al., 1997; Goltsev et al., 1997]. Également, l'activité des 

caspases est régulée par la présence des IAPs, une classe de protéines inhibitrices 

des caspases. Trois classes distinctes d'inhibiteurs viraux des caspases ont été 

décrites: CrmA [Ray et al., 1992], p35 [Bump et al., 1995; Xue et Horvitz, 1995] 

et la famille des IAPs (inhibitors of apoptosis) [Uren et al., 1998]. Par contre, 

seule la famille des IAPs semble avoir des membres chez les mammifères. Le 

mécanisme d'action exact de ces protéines est présentement inconnu. D'un côté, 

les IAPs inhibent l'apoptose en interférant directement avec l'activité catalytique 

de certaines caspases [Roy et al., 1997; Deveraux et al., 1997]. D'un autre côté, 
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les IAP peuvent aussi prévenir l'activation des procaspases lorsque surexprimés 

[Seshagiri et Miller, 1997]. 

1.3.2.2 Membres de la famille bc1-2 

1.3.2.2.1 Structure 

La famille bc1-2, dont l'homologie avec la protéine ced-9 a été démontrée, 

comporte au moins 15 membres chez les mammifères (voir figure 1.11). Par 

contre, contrairement à ced-9, dont l'activité est antiapoptotique chez les 

nématodes, la famille bc1-2 comporte des membres qui sont antiapoptotiques pour 

certains, et proapoptotiques pour d'autres. Tous les membres possèdent au moins 

un des quatre domaines d'homologie bc1-2 (BH1 à BH4). La plupart des membres 

antiapoptotiques, dont les plus connus sont bc1-2 et bcl-xl contiennent au moins 

BH1 et BH2, et ceux qui ressemblent le plus à bc1-2 contiennent les quatre 

domaines. Les membres proapoptotiques, eux, se divisent en deux sous-familles, 

soit celle de Bax, bak et bok, qui contiennent tous BH1, BH2 et BH3, et celle de 

bik, bad et bid entre autres, qui ne contiennent que le domaine BH3 [Adams et 

Cory, 1998]. 

1.3.2.2.2 Rôle 

Le rôle des membres de la famille bc1-2 dans l'apoptose est soit de favoriser ou 

d'empêcher l'apoptose. Par contre, le mécanisme exact selon lequel agissent les 

membres de la famille bc1-2 pour exercer leur activité pro et antiapoptotique ne 

sont pas complètement élucidés. Il semblerait qu'ils pourraient agir 1) au niveau 

de la libération du cytochrome c de la mitochondrie par l'entremise du PTP 

[Kroemer et al., 1997; Marzo et al., 1998] ou directement par leur capacité de 

former des canaux ioniques [Minn et al., 1997; Schendel 1997; Schlesinger 1997; 

Antonsson et al., 1997] (voir plus bas) et 2) directement au niveau de l'association 

de l'apaf-1 avec la procaspase-9, en empêchant l'association en 
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Figure 1.11. Structure des membres de la famille bc1-2. Toutes les 

protéines sont retrouvées chez les mammifères à l'exception de NR-13 

(poulet), CED-9 et EGL-1 (C. elegans), et les protéines virales BHRF1, 

LMW5-HL, ORF16, KS-Bc1-2 et E1B-9K. (Tiré de Adams et Cory, 

1998) 
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liant 1'apaf-1 dans le cas des membres antiapoptotiques, et en libérant l'apaf-1 de 

son association avec les membres antiapoptotiques dans le cas des membres 

proapoptotiques [Chinnaiyan et al., 1998; Chaudhary et al., 1998; Pan et al., 1998; 

Hu et al., 1998]. Peu importe le(s) mécanisme(s) employé(s) par les membres de 

la famille bc1-2, leurs effets ne peuvent pas être réduits à des effets activateurs ou 

inhibiteurs des caspases seulement, étant donné que (1) les membres de la famille 

bc1-2 régulent une variété d'événements mitochondriaux même en présence 

d'inhibiteurs des caspases; (2) bc1-2 peut inhiber non seulement l'apoptose 

dépendante des caspases, mais aussi la nécrose induite par l'hypoxie; (3) bax et 

bak peuvent induire le relâchement du cytochrome c et la mort cellulaire chez des 

cellules qui ne possèdent pas de caspases, et bc1-2 peut les protéger [Xiang et al., 

1996; Jurgensmeier et al., 1998]. 

1.3.2.2.3 Régulation 

Comme dans le cas des caspases, l'activité des membres de la famille bc1-2 est 

régulée de plusieurs façons. Tout d'abord, les membres pro et antiapoptotiques de 

la famille peuvent former des hétérodimères inactifs pour l'une ou l'autre de ces 

fonctions. Conséquemment, le ratio des membres antiapoptotiques par rapport 

aux membres proapoptotiques détermine la susceptibilité face à un stimulus de 

mort cellulaire [Oltvai et al., 1993]. 	Ils peuvent également former des 

homodimères actifs. Par exemple, bax est capable de former un hétérodimère 

avec bc1-2, de même qu'un homodimère avec lui-même [Oltvai et al., 1993]. 

Également, certains membres proapoptotiques peuvent préférer former des 

hétérodimères avec certains membres antiapoptotiques plutôt que d'autres. Par 

exemple, bok interagit avec mcl-1, mais pas avec bc1-2, bd-xi ou bcl-w [Hsu et 

al., 1997; Inohara et al., 1998]. 

L'activité des membres de la famille bc1-2 est régulée également à travers la 

phosphorylation. Par exemple, bad, qui se trouve ordinairement dans le cytosol, 

doit être translocalisé à la membrane mitochondriale où se trouve bc1-2 et bd-xi 
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pour exercer sa fonction proapoptotique. Par contre, en présence d'un facteur de 

survie comme 111-3, la phosphorylation de bad l'empêche de se relocaliser à la 

membrane mitochondriale et d'exercer son activité proapoptotique [Zha et al., 

1996; del Peso et al., 1997; Datta et al., 1997]. De la même façon, la 

phosphorylation de bc1-2 lors du traitement par un inhibiteur des microtubules 

comme le taxol, l'inactive [May et al., 1994; Haldar et al., 1995]. 

Finalement, la régulation se fait aussi par l'activation de la transcription des 

membres. Par exemple, la transcription de plusieurs membres antiapoptotiques 

est induite par certaines cytokines [Lin et al., 1993; Kosopas et al., 1993; Boise et 

al., 1995; Maraskovsky et al., 1997; Akashi et al., 1997; Chao et al., 1998], et la 

transcription de bax est induite par p53 lors de la réponse à un dommage cellulaire 

[Miyashita et Reed, 1995; Han et al., 1996]. 

1.3.2.3 Apaf-1 

L'apaf-1 a été découvert récemment, alors que l'on cherchait activement un 

homologue de la protéine ced-4 chez le mammifère. Il comporte trois domaines. 

Dans sa région N-terminal, il comporte un domaine nécessaire pour la liaison de 

la procaspase-9, et qui ressemble au domaine appelé CARD retrouvé chez 

certaines caspases dont les caspases 1, 2 et 9 [Hofmann et al., 1997], bien que 

seule la procaspase-9 soit activée par l'apaf-1 [Hu et al., 1998]. Ensuite, il 

contient une région de 301 acides aminés qui démontre 50% d'analogie avec la 

séquence en acides aminés de la protéine ced-4 et dont la mutation entraîne 

l'inhibition complète de l'activité de l'apaf-1 et de ced-4 [Seshagiri et Miller, 

1997; Zou et al., 1999]. Finalement, la partie C-terminal de la protéine est 

composée d'un motif nécessaire aux interactions protéine-protéine. Le rôle de 

l'apaf-1 dans l'apoptose sera vu dans la section qui suit. 
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1.3.3 Voies biochimiques de l'apoptose 

La découverte des principaux joueurs impliqués dans le processus de l'apoptose, 

ainsi que l'élucidation de leurs principales fonctions a permis de reconstituer 

certaines voies biochimiques de l'apoptose. À ce jour, deux principales voies 

biochimiques menant à l'activation des caspases effectrices responsables de la 

morphologie caractéristique de l'apoptose ont été élucidées. La première a 

comme point de départ la liaison des ligands de mort cellulaire à leurs récepteurs 

membranaires, et la deuxième, la mitochondrie. 

1.3.3.1 Récepteurs de mort cellulaire 

Les récepteurs de mort cellulaire sont des protéines transmembranaires situées à 

la surface des cellules, qui font tous partie de la grande famille des récepteurs 

TNF (tumor necrosis factor)/NGF (nerve growth factor). Chez les mammifères, 

on en retrouve cinq: Fas/Apo-1/CD95 et TNFR1 [Smith et al., 1995; Gruss et 

Dower, 1995; Nagata, 1997], DR-3/Apo-3/WSL-1/TRAMP [Chinnaiyan et al., 

1996; Marsters et al., 1996; Kitson et al., 1996; Bodmer et al., 1997; Screaton et 

al., 1997], DR4/TRAIL-R1 [Pan et al., 1997] et DR5/TRAIL-

R2/TRICK2/KILLER [Pan et al., 1997; Sheridan et al., 1997; Walczak et al., 

1997; Wu et al., 1997; Chaudhary et al., 1997; Screaton et al., 1997; Schneider et 

al., 1997]. Ces récepteurs comportent tous une région riche en cystéine dans leur 

domaine extracellulaire [Smith et al., 1995; Gruss et Dower, 1995], ainsi qu'une 

région appelée "death domain" (DD) dans leur domaine cytoplasmique [Tartaglia 

et al., 1993; Nagata, 1997], requise pour la transmission du signal de mort. Leurs 

ligands respectifs sont les suivants: 	Fas/CD95 ligand (FasL), TNF et 

lymphotoxine a, Apo3 ligand (Apo3L), Apo2 ligand (Apo2L), et Apo2L 

respectivement. 
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1.3.3.1.1 Fas 

Le FasL est une molécule homotrimérique, qui se lie à trois molécules de Fas 

(voir figure 1.12) [Smith et al., 1995; Gruss et Dower, 1995; Nagata, 1997]. Ceci 

entraîne l'agrégation des DDs de chaque molécule [Huang et al., 1996]. Ensuite, 

une protéine appelée FADD (Fas-associated death domain) [Chinnaiyan et al., 

1995; Boldin et al., 1995] se lie à l'agrégat de DDs par l'entremise de son propre 

DD, et va lier la procaspase-8 par une région appelée "death effector domain" 

(DED), également présente sur la protéase [Boldin et al., 1996; Muzio et al., 

1996]. La procaspase-8 subit alors une oligomérisation qui semble responsable de 

son activation par autoclivage [Muzio et al., 1998]. La caspase-8 peut alors 

activer les caspases 3, 6 et 7 par clivage direct [Muzio et al., 1996; Scrinivasula et 

al., 1996]. Cette voie semble prédominante lorsque la caspase-8 est présente en 

grande concentration [Kuwana et al., 1999]. 	Par contre, lorsque les 

concentrations de caspase-8 sont plus faibles, la voie prédominante est celle du 

clivage de bid par la caspase-8. Une fois clivé, bid va activer les autres caspases 

en favorisant le relâchement du cytochrome c de la mitochondrie (décrit plus 

loin). D'autres caspases, comme la caspase-3, peuvent également cliver bid et 

entraîner conséquemment le relâchement du cytochrome c [Luo et al., 1998], ce 

qui suggère que bid puisse aussi servir à amplifier d'autres signaux apoptotiques 

mis à part ceux provenant des récepteurs de mort. 

1.3.3.1.2 TNFR-1 et DR3 

La liaison du TNF à son récepteur entraîne la trimérisation de ce dernier (voir 

figure 1.13) [Smith et al., 1995; Gruss et Dower, 19951, ainsi que l'association des 

DDs. Ensuite, une molécule appelée TRADD (TNFR-associated death domain) 

[Hsu et al., 1995] se lie à l'agrégat de DDs par l'entremise de son propre DD. 

TRADD recrute alors trois molécules, dont deux semblent responsables de la 

transmission du signal de mort, FADD [Hsu et al., 1996; Chinnaiyan et al., 1996; 

Varfolomeev et al., 1996] et RIP (receptor interacting protein) [Hsu et al., 1996b; 
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Ting et al., 1996]. Lorsque FADD est recruté, il active la caspase-8 [Hsu et al., 

1996; Chinnaiyan et al., 1996; Varfolomeev et al., 1996], comme dans la cascade 

initiée par la liaison du FasL avec son récepteur. Par contre, lorsque RIP se lie à 

TRADD, il recrute une molécule appelée RAIDD [Duan et Dixit, 1997; Ahmad et 

al., 1997], qui se lie à RIP par son DD et qui active la caspase-2 en s'y liant grâce 

à un domaine appelé CARD présent aussi chez la caspase-2. 

La liaison de 1'Apo3L, qui ressemble beaucoup au TNF [Marsters et al., 1998], à 

son récepteur, DR3, entraîne une voie de signalisation identique à celle entraînée 

par la liaison du TNF à TNFR-1, c'est-à-dire le recrutement de TRADD, FADD et 

de la caspase-8. 

1.3.3.1.3 DR4 et DRS 

La liaison de 1'Apo2L entraîne la trimérisation de son récepteur (DR4 et/ou DR5), 

ainsi que l'association des DDs. Par contre, le reste de la cascade de signalisation 

n'est pas complètement élucidé. On sait par exemple que FADD ne semble pas 

être toujours requis pour l'induction de l'apoptose par 1'Apo2L [Marsters et al., 

1996]. 

1.3.3.1.4 Régulation 

La transmission du signal de mort cellulaire à partir des récepteurs 

transmembranaires est régulée de plusieurs façons. Tout d'abord, comme 

mentionné dans la section traitant des caspases, l'activation de la procaspase-8 à 

partir de sa liaison à FADD est régulée par une protéine appelée cFLIP. Étant 

donné que cette protéine, qui contient un DED semblable à celui de FADD et de 

la procaspase-8, est capable de se lier à FADD, elle bloque l'activation de la 

procaspase-8 en faisant compétition à cette dernière pour le DED de FADD 

[Irmler et al., 1997; Goltsev et al., 19971. 
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Ensuite, une série de récepteurs non fonctionnels se situant dans la membrane 

cellulaire servent à empêcher la transmission du signal de mort à partir des 

récepteurs fonctionnels. Par exemple, un récepteur non fonctionnel appelé DcR3 

semble pouvoir inhiber l'apoptose induite par le FasL en liant celui-ci, 

l'empêchant ainsi de pouvoir activer FAS [Pitti et al., 1998]. Aussi, deux 

récepteurs appelés DcR1 et DcR2, semblent pouvoir inhiber l'apoptose induite par 

1'Apo2L en entrant en compétition avec DR4 et DR5 pour la liaison avec ce 

ligand [Golstein, 1997]. 

Finalement, on a démontré récemment qu'une protéine appelée SODD (silencer 

of DD) [Jiang et al., 1999] pouvait inhiber l'apoptose par TNFR-1 lorsque son 

ligand, le TNF, est absent. Cette protéine se lierait au DD de TNFR-1. 

1.3.3.2 Mitochondrie 

Une autre voie biochimique de l'apoptose semble avoir comme point de départ la 

mitochondrie (voir figure 1.14). En effet, la mitochondrie semble impliquée dans 

l'apoptose en initiant les voies biochimiques menant à l'apoptose cellulaire, mais 

aussi en amplifiant la signalisation lors de l'apoptose induite par les récepteurs de 

mort, par l'entremise de bid comme vu précédemment. 

La cascade débute par le relâchement du cytochrome c de l'intérieur de la 

mitochondrie vers le cytoplasme suite à un dommage mitochondrial. Ensuite, 

l'apaf-1 lie l'ATP et le dATP, et les hydrolyse en ADP et dADP respectivement. 

Ceci entraîne la formation d'un complexe apaf- 1/cytochrome c, qui va ensuite 

recruter et activer la procaspase-9 par autocatalyse [Zou et al., 1999]. Finalement, 

la caspase-9 active est relâchée du complexe pour aller cliver et activer les 

caspases effectrices 3, 6, et 7. 

Le rôle du cytochrome c comme transporteur d'électrons dans la chaîne 

respiratoire de la mitochondrie est connu depuis longtemps. Par contre, la 
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découverte de son rôle dans l'apoptose chez les mammifères est plus récente. Il a 

été démontré qu'il est en effet relâché de la mitochondrie lors de l'apoptose, mais 

le mécanisme responsable de cette libération est encore inconnu. Au moins trois 

hypothèses ont été postulées pour tenter d'expliquer le mécanisme de libération du 

cytochrome c de l'espace intermembranaire de la mitochondrie vers le 

cytoplasme, où se trouvent l'apaf-1 et la procaspase-9: la théorie du PTP, le 

modèle du flux d'ions et le modèle des protéines à domaine BH3 seulement. 

La théorie du PTP (permeabilitv transition pore) 

Il est généralement accepté que les membres proapoptotiques de la famille bc1-2 

comme bax et bid favorisent la libération du cytochrome c [Rosse et al., 1998, 

Juergensmeier et al., 1998; Uo et al., 1998; Li et al., 1998; Kuwana et al., 1998; 

Gross et al., 1999], alors que bc1-2 et bel-xl bloquent sa libération [Yang et al., 

1997; Kluck et al., 1997; Vander Heiden et al., 1997; Scaffidi et al., 1998]. Un 

des mécanismes proposés veut que les membres de la famille bc1-2 régulent le 

fonctionnement du PTP [Kroemer et al., 1997; Marzo et al., 19981, un pore qui 

lui-même régule le potentiel de la membrane interne de la mitochondrie, qui est 

souvent modifié au cours de l'apoptose. Bien qu'on ne connaisse pas encore 

comment l'ouverture de ce pore pourrait entraîner la perte de l'intégrité de la 

membrane externe, il semblerait que la perturbation des gradients osmotique et 

électrostatique entraînerait le gonflement de la mitochondrie et le relâchement du 

calcium, du cytochrome c et de l'AIF (apoptosis-inducing factor) [Kroemer et al., 

1997]. 

Le modèle du flux d'ions 

Une autre hypothèse formulée dans le but d'expliquer le rôle de la famille bc1-2 

dans la régulation de la libération du cytochrome c veut que certains membres de 

cette famille agissent comme des canaux ioniques à la surface de la mitochondrie. 

11 a été démontré que bcl-xl forme un canal ionique spécifique aux cations dans 
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les doubles membranes lipidiques [Minn et al., 1997; Schendel 1997; Schlesinger 

1997], et bax un canal ionique spécifique aux anions [Antonsson et al., 1997]. 

Donc, le ratio de membres proapoptotiques par rapport aux membres 

antiapoptotiques déterminerait le flux des ions et conséquemment, le flux d'eau à 

travers la mitochondrie [Shimizu et al., 1998], causant ou non le gonflement de la 

mitochondrie, la rupture de la membrane externe et le relâchement du cytochrome 

c [Vander Heiden et al., 1997]. De façon alternative, le flux des ions à travers ces 

canaux ioniques pourrait influencer l'ouverture du PTP. 

Le modèle des protéines à domaine BH3 

Il a également été postulé que les membres de la famille bc1-2 à domaine BH3 

seulement, comme bid, bad, bik et bim, qui ne possèdent pas la capacité de former 

des canaux ioniques, pourraient agir au niveau de la mitochondrie d'une façon 

différente et non élucidée pour favoriser la relâchement du cytochrome c. 

Peu importe le mécanisme responsable de la libération du cytochrome c de la 

mitochondrie, il apparaît évident que sa libération est essentielle à l'activation de 

la procaspase-9 et que la mitochondrie occupe une place importante dans la 

transmission du signal de mort cellulaire. Il a même récemment été proposé que 

la mitochondrie serait responsable de la décision mort/vie, étant donné qu'une 

perturbation de la fonction mitochondriale tel que l'ouverture du PTP peut 

difficilement être compatible avec la vie, que les caspases soient actives ou non. 

Les caspases, elles, feraient davantage partie de la décision apoptose/nécrose, 

étant donné que l'inhibition des caspases entraîne une mort cellulaire de 

morphologie différente de l'apoptose, s'apparentant à la nécrose (voir figure 1.15). 

De plus, comme l'ATP semble être nécessaire pour l'activation de la caspase-9 par 

l'apaf-1 et que les niveaux d'ATP peuvent être compromis lors d'une perturbation 

mitochondriale, la décision apoptose/nécrose dépendrait également du niveau 

d'ATP disponible [Green et Kroemer, 1998]. 
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Figure 1.15. Les caspases et la mitochondrie dans les décisions mort/vie et 

nécrose/apoptose. (Tiré de Green et Kroemer, 1998) 
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Les études biochimiques et génétiques ont grandement contribué à parfaire nos 

connaissances des voies biochimiques impliquées dans la transmission du signal 

de mort cellulaire. Il apparaît maintenant évident qu'il n'existe pas qu'un seul 

chemin vers l'apoptose. En effet, au moins deux voies biochimiques ont été 

identifiées, celle de l'activation des caspases par les récepteurs de mort cellulaire 

et celle ayant comme point de départ la perturbation mitochondriale. De plus, la 

découverte récente que bid peut être clivé par la caspase-8 et la caspase-3 pour 

aller favoriser le relâchement du cytochrome c de la mitochondrie a permis de 

concevoir un système dans lequel les deux voies n'agiraient pas de façon 

complètement indépendante l'une de l'autre, mais plutôt en symbiose. 

L'élucidation des principaux joueurs ainsi que des principales voies biochimiques 

impliquées dans le processus de l'apoptose est d'une grande importance pour 

l'éventuel développement de nouvelles stratégies dans le traitement de maladies 

résultant d'une dérégulation de l'apoptose. En effet, plusieurs maladies humaines 

sont causées par une mortalité cellulaire excessive, tel que les maladies 

neurodégénératives (maladie d'Alzeimer, maladie du Parkinson, accident 

vasculaire cérébral) et le SIDA, alors que d'autres sont causées par une mortalité 

cellulaire insuffisante, comme le cancer et les maladies auto-immunes [Carson et 

Ribeiro, 1993]. De grandes questions au niveau des joueurs impliqués dans 

l'apoptose subsistent encore, et d'autres voies biochimiques importantes attendent 

sûrement d'être découvertes; à nous de relever le défi. 
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2.1 ABSTRACT 

MCC is a mycobacterial cell wall-DNA composition with demonstrated 

anticancer activity. Combinations between MCC and three chemotherapeutic 

agents were carried out in Jurkat and HL-60 cell lines. Additivity for cell 

proliferation inhibition was found between MCC+Ara-C and MCC+Mit at ail 

concentrations tested in both cell lines. Additivity was also found between 

MCC+Vcr of all concentrations tested in HL-60 cells, and at all but one 

concentration in Jurkat cells, which proved to be synergistic on both cell 

proliferation inhibition and apoptosis induction. 
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2.2 INTRODUCTION 

Apoptosis [Webb et al., 1997; Cohen, 1993] is an evolutionarily conserved form 

of cell death that plays an important role in development and homeostasis. 

Contrary to necrosis, a passive form of cell death induced by severe and sudden 

traumas such as hypoxia and hyperthermia, apoptosis is genetically controlled. In 

fact, several genes play critical roles in the induction and execution of this form of 

programmed cell death: the bc1-2 gene family, that encodes proteins that either 

promote (bax, bid) or inhibit (bc1-2, 	bad) apoptosis [Reed, 1997; Adams et 

Cory, 1998; Chao and Korsmeyer, 1998], the gene(s) encoding a group of 

cysteine proteases, the caspases, involved in both the initiation and the execution 

of apoptosis [Thornberry and Lazebnik, 1998; Wolf and Green, 1999; Thornberry 

et al., 1997], and the gene encoding apaf-1, a protein required for the activation of 

procaspase-9 following the release of cytochrome c from the mitochondria 

[Adams et Cory, 1998]. 

MCC is a cell wall composition derived from Mycobacterium phlei, a non-

pathogenic organism found in soil, on plants and in water [Mallick et al., 1985; 

Papapetropoulou et al., 1997]. It has been shown to induce IL-12 synthesis by 

monocytes and macrophages [Filion and Phillips, in press], a cytokine known to 

possess anticancer activity [Izquierdo et al., 1996; Stine et al., 1996]. Like many 

other chemotherapeutic agents used in the treatment of cancers, it has also been 

shown to inhibit cancer cell proliferation and induce apoptosis [Filion et al., 

1998], an activity that appears to be related to the presence of mycobacterial DNA 

in the form of short oligonucleotides on the cell wall surface [Filion et al., 1998]. 

The aim of the present study was to examine the effect of combinations between 

MCC and other anticancer agents, on the in vitro inhibition of HL-60 and Jurkat 

cell proliferation. Considering the nature of the interaction between drugs in 

combination depends on the mechanism of action of each drug, three 

chemotherapeutic agents of different mechanisms of action were chosen to be 
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combined with MCC: 1) cytosine arabinoside, an antimetabolite that inhibits 

polymerases a and 13 and incorporates into elongating DNA to induce relative or 

final terminaison [Grant, 1998]; 2) mitoxantrone, a DNA binding drug that 

intercalates between DNA base pairs and inhibits topoisomerase II [Durr et al., 

1983]; and 3) vincristine, an antimicrotubule agent that interacts with monomeric 

tubulin to prevent its polymerization [Rowinsky et Donehower, 1996]. 

We show that MCC interacts in an additive manner with cytosine arabinoside and 

mitoxantrone to inhibit cell proliferation in both cell lines, at all concentrations 

tested. We also show that MCC interacts in an additive manner with vincristine 

to inhibit cell proliferation in HL-60 cells at all concentrations tested, and in 

Jurkat cells at all but one concentration, 0.05 1.1g/m1 Vcr+MCC 100 gg/ml, which 

proved to be synergistic on both cell proliferation inhibition and apoptosis 

induction. Finally, we show that a flow cytometric method using the scattering 

properties of cells to detect and quantitate apoptotic cells can be used to study the 

effect of drug combinations on the induction of apoptosis. 
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2.3 	MATERIALS AND METHODS 

Cell lines 

Jurkat human T-cell lymphocytic leukemia cells (doubling time 20 h) and HL-60 

human promyelocytic leukemia cells (doubling time 24 h) were obtained from the 

American Type Tissue Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA) and 

were maintained in our laboratory. Jurkat cells were cultured in DMEM 

supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum and 10 µg/mi 

gentamicin, and HL-60 cells were cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal calf serum and 10 µg/mi gentamicin (DMEM and RPMI 

1640 were obtained from Mediatech Inc., Herndon, Virginia, USA; fetal calf 

serum and gentamicin were obtained from Sigma-Aldrich Canada, Oakville, 

Ontario, Canada). All cells were cultured at 37°C in an atmosphere of 5% CO2. 

Drugs 
Cytosine arabinoside (Ara-C), mitoxantrone (Mit), vincristine (Vcr) and MTT 

were obtained from Sigma (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, Ontario, Canada). 

All drugs were dissolved in PBS and sterilized (0.22 !lm filter). Mitoxantrone 

was protected from light. 

Proliferation assay 

On day 0, logarithmically growing cells were harvested from the medium, 

resuspended to a final concentration of 5 X 105  cells/ml fresh medium, and plated 

in 96-well flat-bottomed microtiter plates (100 µ1 cell suspension per well). Drug 

solutions at the appropriate concentrations were then added (5 µI ) 

simultaneously. The plates were then incubated for a total of 48 hrs at 37°C in an 

atmosphere of 5% CO2. On day 2, viable cell growth was determined by an MTT 

reduction assay [Mosman, 1983]. Brialy, 10 µ1 of a solution of MTT (5 mg/mi) 

was added to each well. After 4 hrs at 37°C, 100 pl of a solution of acid-

isopropanol (0.04 N hydrochloric acid in isopropanol) was added, and reduced 

MTT was measured at a wavelength of 570 rim. Single drugs and drug 
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combinations were tested in duplicate and experiments were repeated 10 times. 

Leukemia cell survival (LCS) was calculated using the equation: LCS = (Mean 

absorbance treated cells/mean absorbance control cells) X 100. The higher the 

cytotoxicity of a drug or drug combination, the lower the LCS. 

Definitions of drug interaction 

A modified version of the Valeriote and Lin method [Valeriote and Lin, 1975] 

was used to classify drug combinations (A+B) as synergistic, additive or 

antagonistic: 

—Synergism: the observed LCS for a drug combination is lower than the product 

of the LCS for each single drug: 

observed LCS (A+B) < LCS (A) X LCS (B) 

—Additivity: the observed LCS for a drug combination is lower than the LCS for 

the most active single drug (Dm ), but is higher than the product of the LCS for 

each single drug: 

LCS (A) X LCS (B) observed LCS (A+B) LCS (D.) 

—Antagonism: the observed LCS for a drug combination is higher than the LCS 

for the most active drug: 

observed LCS (A+B) > LCS (Dm ) 

Analysis of apoptosis 

On day 0, logarithmically growing cells were harvested from the medium, 

resuspended to a final concentration of 5 X 105  cens/mi fresh medium, and plated 

in 6-well flat-bottomed tissue culture plates (2 ml cell suspension per well). Vcr 

at a concentration of 0.05 µg/mi and MCC at a concentration of 100 p.g/m1 were 

then added (100 pl) simultaneously. After 48 hrs of incubation, scatter 

measurements of 10 000 events per sample were performed, using a FACScalibur 

flow cytometer (Becton Dickinson) configured with a 488 nm argon laser for 
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visible excitation. The percentage of apoptotic cells following treatments with 

single drugs and the drug combination was then determined by gating the low 

FSC/high SSC population on a two parameter dot plot, as this cell population has 

been shown to be predominantly constituted by apoptotic cells [Dive et al., 1992; 

Shellhaas and Zuckerman, 1995; Chrest et al., 1993; Swat et al., 1991; 

McCloskey et al., 1994] (figure 3). The presence of apoptosis was confirmed 

using DNA gel electrophoresis [Reader et al., 1999]. Experiments were repeated 

10 times. 

Statistics 

Comparisons between expected LCS values as predicted by the multiplicative 

model and the observed values, comparisons between the observed LCS values 

for the drug combinations and the observed values for the most active single 

drugs, as well as all other comparisons, were performed using Wilcoxon's 

matched pair t-test. P values less than 0.05 were considered statistically 

significant. 
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2.4 RESULTS 

Effect of drug combinations on cell proliferation 

We first evaluated the effect of MCC in combination with the three anticancer 

drugs Ara-C, Vcr and Mit on cell proliferation inhibition. The drug 

concentrations used were determined from cell proliferation inhibition curves 

generated for each single drug and MCC (figure 1), and they are shown in table 1. 

Each drug combination was tested in 10 experiments of 6 different concentrations, 

which resulted in 60 comparisons between the expected and observed LCS values 

in each cell line. 

Ara-C + MCC  

In both cell lines, for 4 out of the 6 different concentrations tested, the observed 

LCS values were significantly lower than the LCS values for the most active 

single agents. In other words, these drug combinations were significantly more 

cytotoxic than the most active single drug. When all 10 experiments are 

considered, no significant synergism or antagonism was found in either cell lines. 

Additivity was found between MCC+Ara-C at all concentrations tested in both 

cell lines. 

Mitoxantrone + MCC  

In Jurkat cells, for all of the concentrations tested, the drug combinations were 

significantly more cytotoxic than the most active single agents. However, for one 

of the concentrations tested in HL-60 cells were the drug combinations more 

cytotoxic than the most active single agents. When all 10 experiments are 

considered, no significant synergism or antagonism was found in either cell lines. 

Additivity was found between MCC+Mit at all concentrations tested in both cell 

lines. 
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Vincristine + MCC 

In Jurkat cells, for 4 out of the 6 concentrations tested, the drug combinations 

were significantly more cytotoxic than the most active single agents. However, 

for none of the concentrations tested in HL-60 cells were the drug combinations 

more cytotoxic than the most active single agents. No significant antagonism was 

found in either cell lines when all experiments are considered. Furthermore, no 

significant synergism was found in HL-60 cells, as additivity was found between 

MCC+Vcr at all concentrations tested in that cell line. In Jurkat cells however, 

while the majority of the concentrations tested resulted in additivity, a 

significantly synergistic interaction was found between 0.05 µg/m1 Vcr + MCC 

100 µg/m1 in Jurkat cells (p = 0.0195). 

Overall, on cell proliferation inhibition, no significantly antagonistic interactions 

were found between MCC and the three anticancer agents in either cell lines. 

Additivity was found between MCC+Ara-C and MCC+Mit at all concentrations 

tested in both cell lines. Additivity was also found between MCC+Vcr at all 

concentrations tested in HL-60 cells, and at all but one concentration in Jurkat 

cells. In fact, the combination between 0.05 iig/m1 Vcr + MCC 100 lig/m1 proved 

to be significantly synergistic on cell proliferation inhibition. 

Effect of the combination between 0.05 µg/ml Vcr + MCC 100 µg/mi on the 

induction of apoptosis 

We then evaluated whether the combination between 0.05 1.1g/m1 Vcr + MCC 100 

µg/mi, shown to be synergistic on cell proliferation inhibition in Jurkat cells, was 

also synergistic on the induction of apoptosis in that same cell line. 

The drug combination was tested in 10 experiments and the results are shown in 

figure 4. MCC 100 µg/ml, Vcr 0.05 lig/m1 and the combination between the two 

drugs significantly induced more cells to undergo apoptosis when compared to the 

untreated wells (p = 0.002). Furthermore, the results clearly show a synergistic 
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interaction between 0.05 µ,g/ml Vcr + MCC 100 gg/m1 for the induction of 

apoptosis (p = 0.002). The presence of apoptotic cells was confirmed using DNA 

gel electrophoresis (data not shown). 
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2.5 DISCUSSION 

Apoptosis can be demonstrated using a wide range of different methods [Mesner 

and Kaufmann, 1997], many of which detect apoptosis based on morphology, 

considering apoptotic cells share characteristic morphological features. In the 

field of drug combination testing, some laboratories have used DNA gel 

electrophoresis to quantitate apoptosis [Avramis et al., 1998; Mentz et al., 1996; 

Del Bino et al., 1991; Winter and Weller, 1998; Nakamura et al., 1997], as 

apoptotic cellular DNA is cleaved at internucleosomal linker sites within 

chromatin structure which leads to a ladder-like banding pattern on the gel. 

Others have used flow cytometry combined with DNA staining, as apoptotic 

cellular DNA has a reduced DNA stainability which leads to a sub-G0  peak on 

DNA content frequency histograms [De Vincenzo et al., 1996; Tosi et al., 1994; 

Kim et al., 1999; Del Bino et al., 1991; Roth et al., 1998; Puthier et al., 1996]. 

Furthermore, some laboratories have used fluorescent microscopy [Mizutani et 

al., 1997]. In the present study, we have shown that the measurement of scatter 

properties of cells using flow cytometry can be used to study drug interactions on 

the induction of apoptosis in vitro. 

We have also shown that MCC interacts in an additive manner with Ara-C and 

Mit to inhibit cell proliferation in HL-60 and Jurkats cells, and in an additive or a 

synergistic manner with Vcr, depending on cell type and drug concentrations, to 

inhibit cell proliferation and induce apoptosis. 

We have not attempted to define the molecular mechanism(s) for the observed 

synergistic interaction between 0.05 µg/mi Vcr+MCC 100 µg/ml. However, 

many mechanisms for synergism can be speculated. Firstly, it has been shown 

that synergism occurs as a result of one drug not only killing the cells, but also 

synchronizing the survivors in a specific phase of the cell cycle against which the 

second drug is effective. For example, it has been suggested that the synergism 

observed between Ara-C and daunorubicin occurs because Ara-C not only kills 
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cells in the S phase of the cell cycle, but also has the ability to block others at the 

Gi/S interface, where the lethality of daunorubicin is maximal [Edelstein et al., 

1974]. Likewise, the synergism observed between Ara-C and mitotic inhibitors 

like vincristine and tamoxifen, as well as between S phase specific drugs like Ara-

C and flavopiridol, has been suggested to result from the ability of mitotic 

inhibitors and flavopiridol to synchronize cells in the S phase, where Ara-C, 5-

fluorouracil and other S phase specific drugs are maximally effective [Vadlamudi 

and Goldin, 1971; Bible and Kaufmann, 1997; Benz et al., 1983]. In our case, 

considering MCC has been shown to accumulate cells in the Go/Gi/Searly phase 

[Filion, Reader and Phillips, unpublished data] and Vcr is maximally effective at 

the G2M phase, MCC would have to kill cells in the S phase, where Vcr 

accumulates cells, for such a mechanism to be involved in the synergism observed 

between Vcr and MCC. If so, it would explain why no synergy was found 

between Ara-C and MCC, as both drugs would be killing in the same phase of the 

cell cycle, and between Mit and MCC, as mitoxantrone has been shown to block 

cells in the G2M phase of the cell cycle without having a phase preference for cell 

killing [Durr et al., 1983]. 

Secondly, it has been shown that synergism also occurs when one drug enhances 

the accumulation of the other drug in the cells by increasing drug penetration 

and/or by decreasing drug efflux through modulation of P-glycoprotein or through 

another mechanism [Hirose et al., 1987; Howell et al., 1989;De Vincenzo et al., 

1996; Batra et al., 1996]. There is no reason to think that the Jurkat cells used in 

the present study expressed p-glycoprotein and that modulation of this protein by 

MCC or Vcr when in combination with each other was responsible for the 

synergism observed. However, it is possible that one drug increases the 

accumulation of the other drug through another mechanism. 

Finally, other more drug-specific possible mechanisms for drug synergism might 

also be involved. For example, it has been shown that the synergy observed 

between hydroxyurea and Ara-C could be mediated through both augmented Ara- 
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CTP pool and diminished dCTP pool, considering Ara-CTP is responsible for the 

lethal effects of Ara-C and dCTP competitively antagonizes the inhibition of 

DNA synthesis by Ara-CTP [Matsumoto et al., 1992]. It has also been shown that 

the synergistic interaction observed between Ara-C and cis-

Diamminedichloroplatinum(II) (CDDP) could be the result of an enhancement in 

the incorporation of Ara-C into DNA undergoing repair synthesis following 

CDDP-induced DNA damage [Fram et al., 1987], and that recombinant human 

tumor necrosis factor potentiates mitoxantrone activity by increasing the number 

of topoisomerase II molecules resulting in increased DNA strand-breaks [Cimoli 

et al., 1992]. In our case, the synergism observed between MCC and Vcr might 

result from a potentiation of the microtubule binding activity of Vcr by MCC. 

In conclusion, we have demonstrated the enhancement of cell proliferation 

inhibition and/or apoptotsis induction in HL-60 and Jurkat cells by anticancer 

drugs in combination with MCC. Further studies are needed to shed light on the 

the possible mechanism(s) involved in the synergism observed between 0.05 

gg/m1 Vcr+MCC 100 µ,g/m1 in Jurkat cells, as well as to determine the in vivo 

usefulness of these drug combinations. 
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Table 1. The drug combinations tested using the MTT assay 

Drug concentrations 

(µg/m1) 

MCC concentrations 

(1-Lgim1) 

Jurkat Ara-C 1 

0.05.0.5 10 

100 

Mitoxantrone 

0.05, 0.5 

Vincristine 

0.05, 0.5 

HL-60 Ara-C 1 

0.5, 1 10 

100 

Mitoxantrone 

0.5, 1 

Vincristine 

0.05, 0.1 
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Figure 1. Cell proliferation inhibition dose-response curves for MCC, Ara-C, 

Mit and Vcr in A) HL-60 and B) Jurkat cells. The results shown are the means ± 

S.D. of 10 experiments. 
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Figure 2. Scatter distributions (experiment no. 10) of Jurkat cells treated for 48 h 

with Ver 0.05 	MCC 100 iig/m1 and 0.05 µg/m1 Vcr+MCC 100 lig/ml. 

Region R1 shows the scatter cluster (low FSC/high FSC) defining cells in 

apoptosis. The percentages of cells in apoptosis were calculated using the Cell 

Quest software (BD) and are expressed as percent increase in apoptotic cells 

compared to control (no drug). Identical R1 regions were used for each plot to 

define apoptotic cells. 
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Figure 3. Synergistic apoptosis induction between 0.05 	Vcr+MCC 100 

µg/ml. Jurkat cells were treated for 48 h with Vcr 0.05 	MCC 100 g/m1 or 

both drugs in combination, and apoptotic cells were quantitated by flow 

cytometry. The percentages of apoptotic cells are expressed as percent increase 

compared to control (no drug). The results shown are the means ± S.D. of 10 

experiments. 



CHAPITRE 3 

DISCUSSION ET CONCLUSIONS 

Au cours des travaux de recherche qui ont mené à la rédaction du présent 

mémoire, nous avons tenté de déterminer les effets du MCC en combinaison avec 

trois autres drogues anticancéreuses, au niveau de l'inhibition de la prolifération 

cellulaire et de l'induction de l'apoptose de deux lignées leucémiques in vitro. 

Les effets au niveau de l'inhibition de la prolifération cellulaire ont été quantifiés 

à l'aide de la méthode de réduction du MTT [Mosman, 1983], une méthode dont 

on a démontré le bien fondé pour l'étude in vitro des interactions entre drogues en 

combinaison [Kaspers et al., 1995]. Étant donné que le MTT est réduit en 

cristaux de formazan par les cellules vivantes seulement, cette méthode permet de 

quantifier indirectement les cellules vivantes et de rendre compte de l'inhibition 

de la prolifération cellulaire engendrée par les drogues utilisées seules et en 

combinaison, en comparant la quantité de cristaux de formazan retrouvés dans les 

puits traités, avec la quantité de cristaux de formazan retrouvés dans les puits non 

traités. 

Les effets au niveau de l'induction de l'apoptose, eux, ont été quantifiés à l'aide 

d'une méthode en cytométrie de flux, qui permet d'identifier et de quantifier les 

cellules apoptotiques selon leurs propriétés de diffraction de la lumière. Les 

cellules apoptotiques étant généralement de plus petite taille (FSC) et ayant une 

complexité interne (SSC) plus élevée que les cellules vivantes, il est possible de 

les quantifier en encerclant la population de cellules retrouvéee à gauche dans un 

graphique où le paramètre FSC est en abscisse et le paramètre SSC est en 

ordonnée [Swat et al., 1991; Dive et al., 1992; Chrest et al., 1993; McCloskey et 

al., 1994; Shellhaas and Zuckerman, 1995]. Par contre, contrairement à la 

méthode de réduction du MTT, on n'avait jamais démontré le bien fondé de la 

méthode de quantification des cellules apoptotiques selon leurs propriétés de 
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diffraction de la lumière pour l'étude in vitro des interactions entre drogues en 

combinaison lorsque nous l'avons utilisée à cette fin dans la réalisation de nos 

travaux de recherche. 

Nos résultats démontrent que le MCC agit de façon additive avec l'Ara-C, le Mit 

et la Vcr pour inhiber la prolifération cellulaire des cellules HL-60, à toutes les 

concentrations étudiées. Par contre, les résultats obtenus avec les cellules Jurkat 

démontrent que le MCC agit de façon additive avec l'Ara-C et le Mit à toutes les 

concentrations étudiées, mais de façon additive avec la Vcr à toutes les 

concentrations étudiées sauf celle de 0.05 µg/m1 Vcr + MCC 100 1.1g/m1, où le 

MCC agit de façon synergique avec la Vcr pour inhiber la prolifération cellulaire 

et induire l'apoptose. 

Nous n'avons pas tenté de déterminer le(s) mécanisme(s) moléculaire(s) impliqués 

dans la synergie observée entre 0.05 µg/m1 Ver + MCC 100 ug/m1 chez les 

cellules Jurkat. 	Toutefois, plusieurs mécanismes peuvent être proposés. 

Premièrement, il a été démontré que lorsqu'une des deux drogues en combinaison 

tue les cellules, tout en synchronisant les survivants dans une phase du cycle 

cellulaire où l'autre drogue exerce son activité maximale, une synergie peut être 

observée. Par exemple, il a été suggéré que la synergie observée entre l'Ara-C et 

la daunorubicine se produirait étant donné que l'Ara-C tue les cellules en phase S 

du cycle cellulaire, tout en bloquant les survivants en phase G1/S, où l'activité de 

la daunorubicine est maximale [Edelstein et al., 1974]. De la même façon, la 

synergie observée entre l'Ara-C et certains inhibiteurs de la mitose comme la 

vincristine et le tamoxifen, ainsi que la synergie observée entre des drogues 

exerçant leur activité maximale en phase S comme l'Ara-C et le flavopiridol, 

sembleraient se produire parce que les inibiteurs de la mitose et le flavopiridol 

synchronisent les cellules en phase S, où l'Ara-C, le 5-fluorouracil et d'autres 

drogues, exercent leur activité maximale [Vadlamudi and Goldin, 1971; Benz et 

al., 1983; Bible and Kaufmann, 1997]. Dans le cas qui nous concerne, étant 

donné que le MCC accumule les cellules en phase Go/Gi/Seady du cycle cellulaire 
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[Filion, Reader and Phillips, unpublished data] et que la Vcr est efficace en phase 

G2M, il faudrait que le MCC tue les cellules en phase S, où la Ver fait accumuler 

les cellules, pour qu'un tel mécanisme soit impliqué dans la synergie observée 

entre la Vcr et le MCC. Si tel est le cas, ceci expliquerait pourquoi aucune 

synergie n'a été observée entre l'Ara-C et le MCC, étant donné que les deux 

drogues tueraient les cellules situées dans la même phase du cycle cellulaire, de 

même qu'entre le Mit et le MCC, étant donné que le mitoxantrone bloque les 

cellules en phase G2M du cycle cellulaire, sans avoir de préférence pour une 

phase du cycle cellulaire en particulier pour exercer son effet léthal [Durr et al., 

1983]. 

Deuxièmement, il a été démontré qu'une synergie entre deux drogues peut se 

produire lorsque l'une d'entre elles augmente l'accumulation de l'autre dans les 

cellules en augmentant sa pénétration et/ou en diminuant sa sortie des cellules. 

Par exemple, il a été démontré qu'en modulant l'activité de la glycoprotéine P, 

une protéine impliquée dans la résistance aux drogues anticancéreuses, une 

drogue pouvait augmenter l'accumulation d'une autre drogue et ainsi agir en 

synergie avec elle [Hirose et al., 1987; Howell et al., 1989;De Vincenzo et al., 

1996; Batra et al., 1996]. Par conséquent, dans le cas qui nous concerne, il se 

peut que la synergie observée entre le MCC et la vincristine provienne du fait que 

l'une de ces deux drogues augmente l'accumulation de l'autre drogue dans les 

cellules. 

Finalement, d'autres mécanismes peuvent également être impliqués dans la 

synergie observée entre le MCC et la Vcr. Par exemple, il a été démontré que la 

synergie observée entre l'hydroxyurée et l'Ara-C pourrait résulter d'une 

augmentation des niveaux d'Ara-CTP et d'une diminution des niveaux de dCTP 

par l'hydroxyurée, étant donné que l'Ara-CTP est responsable des effets léthaux 

de l'Ara-C et que le dCTP antagonise de façon compétitive l'inhibition de la 

synthèse d'ADN fait par l'Ara-CTP [Matsumoto et al., 1992]. 11 a également été 

démontré que l'interaction synergique observée entre l'Ara-C et le cis- 
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Diamminedichloroplatinum(II) (CDDP) pourrait être le résultat d'une 

augmentation de l'incorporation de l'Ara-C dans l'ADN, suite au dommage à 

l'ADN causé par le CDDP [Fram et al., 1987], et que le facteur recombinant de 

nécrose tumorale humain augmenterait l'activité du mitoxantrone en augmentant 

le nombre de molécules de topoisomérase II, et par le fait même, les bris dans 

l'ADN [Cimoli et al., 1992]. Dans le cas qui nous concerne, la synergie observée 

entre le MCC et la Ver pourrait résulter de l'augmentation par le MCC, de 

l'activité de liaison aux microtubules de la Ver. 

En conclusion, nous avons démontré l'augmentation de l'inhibition de la 

prolifération cellulaire et/ou de l'induction de l'apoptose des cellules HL-60 et 

Jurkat par la combinaison de drogues anticancéreuses avec le MCC. Nous avons 

également démontré que la quantification des cellules apoptotiques par cytométrie 

de flux, selon leurs propriétés de diffraction de la lumière, peut être utilisée pour 

étudier les interactions entre drogues en combinaisons au niveau de l'induction de 

l'apoptose. Des études supplémentaires sont requises afin de permettre une 

meilleure compréhension du(des) mécanisme(s) impliqué(s) dans la synergie 

observée entre 0.05 µg/m1 Vcr+MCC 100 µg/m1 chez les cellules Jurkat, ainsi que 

pour déterminer l'efficacité in vivo de ces combinaisons. 
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