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INTRODUCTION

Les recherches sur la morphologie, l'organisation et la physiologie
des tissus, puis des cellules, furent d'abord purement biologiques. Plus tard,
la biochimie s'est intéressée aux mbmes problémes et cette science nouvelle

qu'est la biochimie cellulaire s'est rapidement développée en quelques années.

L'analyse chimique, appliguée aux tissus, a permis d'étudier la
composition, la structure et le métabolisme des constituants totaux des organes.
Puis, grice & la mise au point de méthodes de fractionnement cellulaire par f
centrifugation différentielle, le rble exact de chacune des inclusions cyto-
plasmiques a été précisé. Depuls quelques années, une nouvelle tendance se
manifeste : on cherche, en effet, & isoler des cellules vivantes par des

méthodes dites de dissociation tissulaire.

Devant 1'intérét cousidérable que représente 1'étude biochimique

et biologique des cellules isolées (ou cellules libérédes), nous avons entrepris,

depuis plusieurs anndes, une série de recherches sur ce matériel intéressant.

Avant de rerdre compte de notre contribution personnelle a ce
travail de mise au point, nous en exposerons les bases théoriques et histo~
riques. Nous envisagerons donc successivement :

10~ 1'intérét de 1'étude chimique et biochimique de la cellule
isolée ;

2°~ les données actuelles concernant la cohésion tissulaire ;

30~ 1'historique des méthodes de dissociation tissulaire.

Nous exposerons ensuite notre travail personnel. Dans un premier
chapitre, nous apporterons les résultats de 1'étude critique des différentes
méthodes classiques de dissociation tissulaire que nous avons effectuée. llous

décrirons ensuite une méthode personnelle de dissociation des tissus que nous



avons €té amené & mettre au point et qui nous fournit — contrairement aux
autres procédés — des cellules biologiquement et biochimiquement intactes.
tnfin, nous préciserons les résultats d'ordre biochimique que nous avons
obtenus avec nos préparations de cellules isolées, ainsi que les perspectives

que nous offrent 1'étude de ces dernieres.
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On a depuis longtemps caractérisé, par les méthodes classiques
d'analyse élémentaire,les différents constituants de la matidre vivante. A cbdté
de 1'eau et des sels minéraux, trois classes de substances spécifiquement
biologiquesont é%é mises en évidence : les glucides, les lipides et les protides.
Sur ces bases, les travaux se poursuivent depuis prés d'un sidcle en suivant
une double orientation. L'une est purement chimique : elle concerne 1'identifi-

cation, la répartition et la localisation de ces substances dans les organismes ;

1l'autre est biochimique : elle concerne le métabolisme de ces substances,
c'est-a—-dire 1'ensemble des réactions de dégradstion (catabolisme) et de synthése
(anabolisme) qui se réalisent continuellement chez 1'&tre vivant.

Les études ont porté principalement, jusqu'd présent, sur les tissus
totaux, dans le but de localiser et d'expliquer les fonctions propres de ces
derniers. Plus récemment, les travaux se sont orientés vers 1!'étude des

inclusions cytoplasmiques et peu & peu ont été connues des réactions métabo-

liques qui s'effectuent & l'intérieur méme de la cellule. Ainsi se précise le

forictionnement interne de celle-ci.

| ETUDE BIOCHEIMIQUE DES TISSUS TOTAUX |

H

Un tissu est essentiellement une association de cellules qui
possede une ou plusieurs fonctions biologiques spécifiques qui lui permettent
de jouer un rdle précis dans les mécanismes vitaux de 1l'organisme. Les cellules
sont, en géncral, associées tres étroitement pour former des organes, que le
sang, tissu liquide de relation, vient irriguer. I1 leur apporte ainsi des
éléments nutritifs et permet, en outre, les échanges avec le reste de 1'orga-
nisme., Les tissus renferment donc toujours des quantités variables de sang,
auquel on réserve, pour cette raison, la dénomination générale de "milieu
intérieur". On sait, par exemple, que le Toie renferme environ 30 p.100 de

sang.
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DIFFICULTES REICONTREES DANS L'STUDE DES TISSUS TOTAUX

Btudes chimiques

L'étude chimique spécifique des constituants totaux d'un tissu
n'est possible qu'd la condition d'éliminer, au préalable, les composés
sanguins. Cette condition est plus impérative encore dans le cas ou certaines
substances sont présentes, & la fois, dans le sang et dans les tissus. Il est,
par exemple, extrémement difficile, sinon impossible, d'étudier les protéides
spécifiques d'un tissu, car l'extrait protéique fournit toujours un mélange de
protéides sériques et de protéides tissulaires, dont la séparation est prati-
quement irréalisable. De méme, une partie des constitusnts de la fraction
acido-soluble d'un tissu est toujours souillée de composés sériques dont la
présence fausse les résultats. Enfin, 1'étude trés intéressante de la locali-
sation intracellulaire du lieu de synthése des protéides sériques demeure
impossible a partir d'un tissu, s'il n'a pas été préalablement débarrassé du
sang qu'il contient.

L'élimination totale du sang d'un tissu est tres difficilement
réalisable. On peut la tenter en perfusant 1l'organe. Malheureusement les
méthodes de perfusion, - qui ne sont d'ailleurs pas toujours possibles, notam-
ment dans le cas d'organes "clos" comme le muscle — , restent incomplétes.

Des modifications biochimiques peuvent, en outre, se produire pendant le temps
parfois tres long de la perfusion. Enfin, une perfusion, en supposant qu'elle
soit parfaite, ne parviendra jamais & éliminer 1l'armature conjonctive qui
assure la forme et l'organisation du tissu et la présence des constituants
protéiques de ce tissu Conjonctif sera une nouvelle cause d'interférence au

cours des études chimiques.

Btudes métaboliques

La présence de constituants sériques sera bien plus génante encore
pour les études métaboliques réalisées in vitro.

I1 serait, par exemple, important de pouvoir étudier le métabolisme
endocellulaire des organes & 1'abri de 1'influence de 1l'ensemble de 1'organisme,
de maniére, en particulier, & préciser le rble exact des divers activateurs et

inhibiteurs métaboliques. L'obtention d'un matériel vivant, totalement



débarrassé du sang, permettrait, en outre, de préciser le rdle exact de chacun
des constituants sériques dans la vie cellulaire. On sait, d'autre part, que

les études de respiration, réalisées sur des coupes de tissus, sont fortement
influencées par la présence du sang et ne rendent pas compte de la respiration
proprement endocellulaire. En effet, 1'hémoglobine agit sur les échanges
respiratoires en fixant 1'oxygene dans une proportion beaucoup plus importante
que celle de l'oxygene dissous dans le milieu liquide. Elle fixe 1'oxygeéne

par ses atomes de fer et possede une capacité respiratoire (pouvoir oxyphorique)
qui est directement liée aux pressions partielles d'oxygeéne et de gaz carbo-
nique et, corrélativement, & 1'équilibre acido-basique. On congoit ainsi trés
aisédment que, dans les mesures manométriques, la présence d'une proportion
toujours variable de sang interfére fortement avec le milieu artificiel choisi
sans qu'il soit possible de préciser quantitativement les influences réciproques
de 1'un et de l'autre vis-a-vis des échanges gazeux entre 1'atmosphére et les
cellules. En outre, la présence, dans le sang, du glucose, de 1'acide lactigue,
de l'acide pyruvique et de divers enzymes modifie la composition en substances
énergétiques du milieu respiratoire expérimental.

Enfin, il parailt impossible de prétendre réaliser in vitro des
études du métabolisme spécifique d'une substance déterminée dans un organe.
C'est ainsi, par exemple, que 1'étude du métabolisme du lactose par la glande
mammaire est rendue impossible par suite de la présence dans le sang de certains
produits de son métabolisme intermédiaire comme le glucose, 1l'acide pyruvique,
les phosphatases.

I1 serait donc souhaiteble d'éliminer totalement le sang et le
tissu conjonctif d'un organe, de maniére & obtenir des cellules entidrement
"déconnectées" du reste de l'organisme et & permettre d'effectuer des études
plus rigoureuses, autant du point de vue chimique que du point de vue
métabolique.

La découverte des méthodes de "fractionnement cellulaire" a

contribué & résoudre certaines de ces questions particulidres. Nous verrons

cependant que de nombreuses difficultés subsistent.
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ETUDE BIOCHIVNIGUE DES INCLUSIONS CYTOPLASMIQUES%

Les méthodes de fractionnement cellulaire, dont 1'idée premiere
revient & MIESCEER (1871) (1), ont fait apparaltre 1'hétérogénéité biochimique
de la cellule qui s'est précisée simultaenément du point de vue morphologique,
notamment depuis 1l'application de la microscopie électronique qui a révélé la
présence, dans le cytoplasme des cellules, de nombreuses particules de types
différents. Ces particules sont extrémement sensibles & l'action des substances
habituelleuzent utilisées dans les expériences de dissociation des tissus. La
conservation de leur morphologie est un excellent criteére d'intégrité de la
cellule auquel nous avons eu recours dans notre expérimentation. Clest pourquoi
il ne nous a pas paru superflu de préciser la terminologie et les principales

propriétés des inclusions cytoplasmiques.

A — HETEROGENEITE MORPHOLOGIQUE DE LA CELLULE

On retrouve pratiquement dans toutes les cellules animales
étudiées in situ les mémes inclusions cytoplasmiques. Leur forme peut varier
d'un type cellulaire & un autre, mais leur diversité est immuable. La figure 1
nous montre les différentes particules cytoplasmiques de la cellule hépatique
du Rat normal, telles qu'elles apparaissent & 1'examen su microscope électro-
nigue. On peut essentiellement y distinguer les trois zones suivantes :

1) 1le noyau et la zone périnucléaire , 2) le cytoplasme et ses inclusions,

3) la membrane externe et 1'espace péricellulai;g_(Figure 1a).

1 - LE NOYAU BT LA Z0I'E PERINUCLEAIRE

Pour une cellule d'environ 30‘);., le noyau présente un diamétre
d'environ 6 & T m - On observe dans le nucléoplasme un ou plusieurs nucléoles
(figure 11; 1) de 1 & 2@ qui présentent un aspect granuleux, sans limite

individualisée. Des zones diffuses, moins denses que la zone nucléolaire,



Figure 1 a

Observation au microscope électronique de cellule normale du foie de Rat.

C : chromatine Memb. : membrane cellulaire

E : ergastoplasme N : noyau

M : mitochondries n : nucléole

m : "microbodies" VE : vésicules ergastoplasmiques



Schéma de 1'ultrastructure d'une cellule

hépatique de Rat normal en "phase active"

( d'aprés JEZEQUEL, 1962) (2) .
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se repartissent dans le noyau : 11 s'agit de la chromgtine qui semble

baigner dans une substance moins dense appelée substance interchromatinienne.

En outre, la double membrane nucléasire est interrompue par endroits par des

pores et sa couche externe forme trés souvent des expansions dans le cytoplasme
sur le pourtour desquelles sont accolés des granules denses : les grains de

PALADE ocu ribosomes.

Dans le zone périnucléaire, on note la présence de nombreuses
formations membraneuses qui ont la forme de canalicules limités par une double
membrane apparemment identique & la membrane nucléaire. Des grains de PALADE
s'alignent sur la face externe de ces canalicules. Il s'agit des canalicules

ergastoplasmiques périnucléaires, dont les formations viennent souvent s'accoler

aux expansions intracytoplasmiques de la membrane nucléaire.

2 — LE CYTOPLASME ET SES INCLUSIONS

Le cytoplasme est formé d'une substance amorphe dans laquelle
baigne un tres grand nombre d'inclusions de formes varides : il s'agit des

inclusions cytoplasmigques. On distingue :

a- Le groupe des membranes et vacuoles intracytoplasmiques.

Elles apparaissent sous deux formes nettement différentes :
- un systeme de canalicules 2 double membrame, & contours sinueux,
plus ou moins ramifiés et bordés, sur leurs faces externes, de granules denses :

c'est 1'ergastoplasme ( figure 1b; 6 )

- d'autres formations, plus ou moins allongées et vacuolisdes,

forment le réticulum agranulaire ( figure 1b; 8 ) ( Lote ) .

En outre, une zone particuliére apparsit souwvent au voisinage du

noyzu. Elle prend 1l'aspect de vacuoles plus ou moins allongées parallélement

lote.~ Signalons que ces temes d'ergastoplasme et de réticulum agranulaire
(ou encore réticulum endoplasmique) prennent ure signification différente
selon les auteurs et ont souvent €té confondus dans la littérature. Le
terme de vacuole ergastoplasmique cst, par exemple, tres souvent employé
pour désigner des formations sphériques qui sont, en fait, du réticulum
agranulaire.
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et contenant de gros granules "intracysternaux" : il s'agit de la zone de Golgi

(figure 10; 13) qui est considérée comue un ergastoplasme spécialisé dans le
transfert et 1'éleboration de produits particuliers dont on ignore encore la

nature exacte.

b- Le groupe mitochondrial

Ce groupe comprend trois types de particules dont les dimensions
varient de 0,5 3 1 pn :

~ les mitochondries (figure 1b; 5) ont une structure caractéris-
tique en boudins. Elles sont plus ou moins allongées et limitées par une
double membrane dont la couche interne s'invagine dans le corps mitochondrial

sous forme de crétes internes (cristae). Le chondrioplasme, moyennement dense,

contient des granules internes, trés denses au microscope électronique.

- les lysozones ( ou corps denses péribiliaires ) se localisent
au voisinage des membranes, dans la zone des canaux bilisires et se présentent
sous la forme de particules généralement sphériques, avec un contenu dense
irréguligrement réparti. Leur taille est nettement inférieure a celle des
mitochondries vraies.

- les microgranules ( ou microbodies ) (figure tb; 12) sont des

organites sphériques, extr8mement denses, considérés classiquement comme les
précurseurs des nitochondries.
Certains auteurs suggérent une analogie étroite de ces deux

derniers types d'inclusions.

c~ Le groupe microsomal

Ce groupe est représenté par les microsomes (60 & 200 mp) et par
des granules denses, de 12 & 15 w1, indistinctement appelés ribosomes ou

grains de PATADE ou encore particules ribonucléoprotéiques. Ces granules se

s

présentent, soit sous la forme de ribosomes libres (figure 1b; 7), soit associés

au systéme ergastoplasmique.

3 — LA MEMBRAIE EXTEZRIE ET LA ZOI'E PERICELLULAIRE

La limite cellulaire se présente sous forme d'un film continu,

difficilement identifieble, dont la morphologiec pourrait se rapprocher de
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celle d'une simple membrane de l'ergastoplasme. Fous discuterons plus loin
de la nature exacte de cette membrane ( voir pages 29 & 34) Néanmoins, les

points les plus intéressants & noter dés & présent sont les suivants :

a—~ 11 existe de nombreuses villosités au voisinage des travées
hépatiques. Ces villosités forment des invaginations caractéristiques : ce sont
les espaces de DISSE (figure 1b; 17) qui joueraient un réle important dans la
perméabilité cellulaire. Parfois, ces invaginations se referment et forment
des vacuoles intracytoplasmiques qui s'appliquent contre la limite externe.

Ce sont les vacuoles de pinocytose (figure 1b; 9).

b- Dans les travées hépatiques existent des fibres de réticuline
(figure 1b; 19) dont nous discuterons également plus loin la signification

éventuelle dans la cohésion tissulaire (voir page 38 ) .

c~ Les zones de contact entre les hépatocytes possédent un aspect
caractéristique. Les deux limites cellullaires s'accolent, en effet, en laissant
apparaltre une zone intercellulaire amorphe dont il est impossible de préciser
s'il s'agit d'un espace "vide" ou d'un film de substance formant un ciment
intergellulaire (voir page 30 ) . On remarque, en outre, que les limites de
deux cellules voisines s'encastrent trés souvent 1'une dans 1l'autre en un
systéme assurant la cohésion mécanique de 1l'ensemble. Les canalicules biliaires,
enfin, ne possedent pas de membranes propres : ils sont délinités simplement

par des invaginations des membranes cytoplasmiques de cellules voisines.

Cet ensemble de données ultrastructurales a permis 1'éclosion
de nombreuses hypothéses sur le fonctionnement de la cellule.

I1 existerait un systéme circulatoire intracytoplasmique, par
1l'intermédiaire des canalicules ergastoplasmiques, qui assureraient la relation
entre le noyau (contacts des canalicules avec la membrane nucléaire), les
mitochondries (englobées trés souvent dans des replis de 1'ergatoplasme) et
les ribosomes (en contact direct avec les parcis des cenaux). Les relations avec
l'extérieur samaient assurées par les villosités des membranes, tandis que
les lysogzomes seraient les responsables de la "voirie" cellulaire. Ils sont,
en effet, trés riches en hydrolases, enzymes assurant la destruction des

substances & éliminer.



12,

Cette hypothese, purement morphologique, permettrait de compléter
les dommées biochimiques recueillies par 1'étude des inclusions cytoplasmiques

obtenues par les méthodes de fractionnement cellulaire.

B ~ HETEROGENEIT= CHIL.IQUE DE LA CELLULE

L'hétérogénéité chimique de la cellule a été démontrée grice &
la mise au point d'une méthode d'isolement des particules intracytoplasmiques
par centrifugation différentielle. La prépsration, en grandes quantités, des
constituants cellulaires a permis de préciser leur composition chimique et

enzymatique et de mieux connaitre ainsi leur rdle dans la vie de la cellule.

1 - LES METHODES Do FRACTIONLEfiwNT CELLULAIRE

Depuis les premieres tentatives d'isolement de noyaux par MIBSCHER
en I871 (3) et de mitochondries par BEISLEY en 1934 (4), 1'avinement de la
microscopie électronique a permis & CLAUDE de jeter les bases des méthodes
de fractionnement cellulaire. Depuis les travaux de CLAUDE (5), un grand nombre
de revues techniques, parues depuis 1940, permettent de suivre 1'évolution de
ces méthodes ( DOUNCE (6) ; HOGEBOOM et SCHNEIDER (7) ; de DUVE (8) ; ANDERSON
(9) ; MONTREUIL (10) ; HOGEBOOM et al.(11) ; ALLFREY (12) ; CHAUVEAU (13) ).
Le principe géncéral est illustré par la figure 2 : 1'examen au microscope
électronique, d'un tissu préalablement souuis % une ultracentrifugation
(18.000 g), montre une séparation remsrquable des inclusions cytoplasmiques
& l'intérieur de chaque cellule ; la séparation est réalisée dans le champ
de gravitation d'aprés les tailles respectives des particules. Sans entrer
dans les détails, précisons sinmplesent que,sur cette observation, les méthodes
de fractionnement cellulaire se sont développées corformément au schéna
suivant :

a- le broyage et 1'homogénéisation du tissu dans un milieu de

viscosité convenable sont tout d'abord effectués : 1'homogénéisation consiste
& provoquer 1l'éclatement de toutes les cellules, sans altérer les inclusions
cytoplasmiques, de manieére & obtenir une suspension homogeéne des contenus

cellulaires.



Figure 2

Examen au microscope électronique d'une

13.

cellule préalablenment soumise & une ultracentrifugation

effectuée & 40.000 g
( d'apres CLAUDE ) (14)

Gly ¢ glycogene ; N : noyau ; M : mitochondries

m 2

microsomes ; S : solution cytoplasmique ; L

lipides
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b~ La séparation des inclusions cytoplasmigues est ensuite

réalisée en faisant appel & différentes techniques : centrifugation différen-
tielle, partage entre deux phases (ALBERTSOL) (15), action de champs électroma—
gnétiques (KOLIN et K&DO) (16), précipitation saline (FALCCIER) (17), effet

du pH (CLAUDE) (18), variations de pression (MASHERPA) (19). La premiére est
la plus généralement utilisée.

Les techniques de centrifugation s'appuient sur le fzit que des
particules de densités différentes, en suspension dans un milieu de viscosité
et de densité détemindes, présentent des coefficients de sédimentation carac-
téristiques (Note 1) . Ces coefficients de sédimentation sont directement
proportionnels & la vitesse et inversement proportionrels a l'accélération.

I1 existe ainsi une relation étroite entre la vitesse de sédinmentation des
particules et leurs dimensions, d'une part, la viscosité du milieu, d'autre
part. Pour un mélange de particules de coefficients de sédimentation différents,
il serz zinsi possible de les séparer, soit par centrifugation différentiielle
en utilisant des vitesses et des accélérations croissantes (Note 2), soit par
différence de densité (1la densité du milieu d_m ¢tant intermédiaire entre les
densités d1 et d, des particules 2 séparer)w.

Les méthodes de fractionnement cellulaire ont d'abord fourni
quatre fractions : 1°) les noyaux, 2°) les gros granules (fraction mitochon-
driale), 3°) les petits granules (fraction microsomale), 4°) la solution
cytoplasmique non sédimentable.

L'application plus récente de méthodes de sous-fractiomnement
cozbinées aux études de microscopie électronique, permet actuellewent d'étudier
les fractions et sous-fractions suivantes (voir en particulier De DUVE (20) et
BEAUFAY et coll.(21) :

Note 1 : Le coefficient de sdédimentation s est donné par la fomule :
(& -a) D
p il

i
i

ou densité de la particule

18 -

3 densité du milieu

diamgtre de la particule
= viscosité du milieu

i

Y A A
N

o

4,

Note 2 : La force centrifuge g se calcule selon la forule :

2
Nr % em . 5
= ou N = vitesse en t/nln et r = rayon du rotor

89500
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fraction nucléaire

s
1

fraction mitochondriale : mitochondries vraies
’

o
1

lysozomes,

microgranules ,

3 - fraction microsomale :  membranes "rough" granulaires,
menbranes "smooth" agranulaires,
ribosones libres:

4 — solution cytoplasmique : précipité pH 5 ,

solution surnageante.

Malgré les nombreuses améliorations des techniques, le probléme
de la pureté et de 1llintégrité des fractions obtenues subsiste. ipres svoir
résuné les acquisitions fondamentales recueillies par l'application de ces
néthodes, nous discuterons la rigueur des résultats cbtenus, en tenant coupte,

4 la fois, de la pureté et de l'intégrité du substrat recueilli.

2 -~ LIUDE CHIMIQUE DES FRACTICES CYTOPLASMIQUES.

L'analyse de la composition chimique des fractions cytoplasmiques
a pernis de caractériser essentiellement quatre groupes importants de composés

qui présentent une activité biologique prépondérante dans la cellule.

a~ Un groupe de nicromolécules phosphorées, comprenant, cutre

1'acide phosphorique libre, des esters phosphoriques des oses provenant
du métabolisme des glucides, des nucldéosides et des nucléetides libres impli-

qués dens le métabolisre des scides nucléiques (figure 3) .

b— des phospholipides qui entrent dans la constitution des

membranes (voir pages 30 & 35 ) .

c—- des protéides de deux types : les uns, métaboliquement inertes,
forment les structures ; les autres constituent les enzymes qui réglent 1'en—
senble des réactions vitales. Les deux classes de protéides se rencontrent
daas les cellules : les holoprotéides ou protéines, constitués uniquement
de chafnes polypeptidiques et les hétéroprotéides qui résultent de 1l'associa-

tion d'une fraction polypeptidique avec un radical de nature étrangere.



Ce radical, appelé groupement prosthétique, peut &tre de nature lipidique
(1ipoprotéides), glucidique (glycoprotéides) ou peut encore 8tre constitud de

noléeules d'acides nucléiques (nucléoprotéides).

d- des acides nucléigues appartenant aux deux classes : les acides

désoxyribonucléiques (ADN) et les acides ribonucléiques (4RV). Il s'agit de
chaines polynucléotidiques dont la composition, la répartition et le r8le
sont donnés dans le tableau I . Nous avons précisé dens la figure 3 les for-

mules des constituants des acides nucléiques.

C ~ BIOCHIMIE DES FRACTIONS CELLULAIRES

Les études chiniques ont été complétées par la détemination des
activités enzymatiques deg différentes fractions. Ainsi a été précisé le
fonctionneuent métabolique de la cellule. Les rdésultats peuvent &tre résunés de
la maniére suivante.

19~ Les macromolécules se répartissent préfiérentiellement dans les
inclusions et les substarces micromoléculaires dans la fraction soluble dont

se précise ainsi le rdle de "uilieu de relation".

2°~ La totalité de 1'zcide désoxyribonucléique se trouve dans le

noyau, tandis que l'acide ribonucléique se localise essentiellement dans le

nucléole et dans les wicrosomes. Un acide ribonucléique de faible poids
moléculaire se trouve en outre dens la fractien soluble, I1 joue un réle dans
le transfert des acides aminés vers les ribosomes. Il s'agit de 1'acide

ribonucléique soluble (4LRVS).

3%~ Les noyaux sont particulitrement riches en enzymes du métabo—
lisme des acides nucléiques. Ce résultat n'a rien de surprenant puisque les
noyaux renferment des quantités élevées d'acides nucléiques et qu'ils sont le

lieu de la synthese des acides nucléigques cellulaires.
4°~ Les microsomes sont pauvres en enzymes et riches en acides
ribonucléiques et en protéines. On szit, & présent, qu'ils sont le siége des

syntheses des protéines cellulaires.
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Tablean I

Composition, répartition et réle des acides nucléiques

% Acides ribonucléiques jAcides désoxyribonucléiques
( 4RV ) ( £DN )
Guanine f Guanine
Bases % Adénine 5 Adénine
Cytosine Cytosine
; Uracile 5 Thymine
COMPOSITION -
Glucide D - ribose ! 2 - désoxy-D-ribose

gAcide phosphorique | Acide orthophosphorique iAcide orthophosphorique

Parwout dans la cellule

REPARTITION | 5 mais principalement { Exclusivement
| dans le nucléole et les§ dans le noyau

nicrosomes
ROLE g g Synthése des , Support de

pro‘dines 1'hérédité
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4°- Les pitochondries possédent 1'équipement enzymatique le plus

riche. Blles renferment la majeure partie de 1'adénosine-triphosphatase et des
enzymes respiratoires. Elles sont, en outre, le support exclusif de la cyclo-

phorase, complexe qui groupe tous leg enzymes nécessaires au fonctiomnement du
cycle de KREBS. Les mitochmdries sont, par conséquent, le centre respiratoire

et énergétique de la cellule.

D - DIFFICULTES RE.CCOLTREES AU COURS DE L'ETUDE
DES FRACTIQONS CYTOPLASMIQUES

Melgré la somme considérable des résultats recueillis par 1tappli~
cation des méthodes de fractionnement cellulaire, deux problimes importants
se posent actuellement dans ce domaine.

Le premier concerne la pureté et 1l'intégrité des fractions cyto-
plasmiques. On congoit aisément, en effet, les difficultés que 1'on rencontre
pour isoler des particules absolument pures. En outre, les milicux de dispersion
utilisés, ainsi que les conditions mécaniques de 1'homogénéisation provoguent
en général des altérations des fractions, & la fois morphologiques et chimiques.
Une étude critique de 1'intégrité morphologique et chimique des fractions
obtenues par différentes méthodes de centrifugation différentielle nous a permis
de poser récerment ce probléme (MONTREUIL et gl.) (22). Une étude est actuel-
lement en cours (HONTREUIL EEJEL') (23) pour tenter de résoudre cette guestion.

Le deuxiéme probléme a été récemment soulevé par les travaux de
HENDLER (24), qui font ressortir 1'importance des membranes dens le fonctionne ~
nent métabolique de 1la cellule. De nombreux auteurs ( LITTLEFELD et al. (25) ;
SACHS (26) ; SIBKEVITZ (27) ; ZAMECNIK (28) ; ZAMECHIK et KELLER (29) )
ont, en effet, constat{ que l'activité in vitro des systémes acellulaires
représentait en fait 1/100 & 1/1000 de 1'activité totale des cellules
intactes. D'autres travaux concernant les cellules microbiennes et bactériennes
( HALWORSOF (30) ; KIPNIS (31) ; KEMPLER (32) ; HUNTER (%3) ; GABY (34) ;
BARWABEI (35) ; TRIA (36) ; HOKIN et HUKIN (37) ) ont, eux aussi, souligné



le r8le des membranes dans le fonctionnenent interne de la cellule. Selon
HENDLER (38), le systime de biosynthése des protéines décrit par HOAGLAND (39)
4 la suite d'incubations de fractions cellulaires, ne représenterait que 1 p.100
de l'activité métabolique totale du systeme protlosynthétique. Un nouveau
systeme a donc été proposé : il fait intervenir les phospholipides des

membranes intracytoplasmiques et cellulaires qui agiraient dans le mécanisme
d'activation et de polymérisation des acides aminds par 1'intermédiaitre de
complexes phospholipides—acides aminés.

Selon TRIA (40) et BARIAB.I (41), les cathepsines joueraient un
rdle dans la pénétration des acides aninds dans la cellule. Les acides aminés
se fixeraient sur la membrane périphérique, sous forme de phosphatidopeptides
pour &tre ensuite libérés de ce support par les cathepsines et pénétrer a

1'intérieur de la cellule. Ces réactions se schématisent de la manidre suivante :

Acides aminds extracellulaires + ATP
~2* Phosphatidopeptides de membranes
Acides aminds intracellulaires

+ cathepsines.

L'obtention de cellules animales intactes permettrait d!étudier
in vitro ces nouveaux nécanisnes métaboliques dont la connaissance exacte
est fondamentale du point de wvue du fonctionnement interne de la cellule.

Snfin, 1l'objection principale, que nous avons forrulée & propos
des études métaboliques sur les tissus totaux, subsiste. Si 1'isolement des
fractions perinet, en effet, d'obtenir des particules débarrassées des consti-
tuants sériques (quoique 1'éventualit d'une adsorption & la surface des
particules ne puisse &tre écartée a priori (voir VON DER DECKEN (42) ),
le probleme se pose de nouveau & propos de la solution cytoplasmique qui est
en fait un nélange de la fraction soluble endocellulaire et des constituants
du sang présent dans le tissu. Il sers donc impossible d'obtenir par ce procédé
un systeme cellulaire exempt des activateurs du sang. L'étude des nétabolismes
in vitro & partir d'homogénats et de fractions cellulaires doit donc tenir
coupte de ce facteur. In outre, la localisation du lieu de synthése intracyto-
plasmique des protéides sériques ne se trouvera pas & l'abri de souillures

éventuelles par adsorption : les travaux de VON DER DzCKEI' et CAMPBELL (43)
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sur la synthése de la sérumalbumine par les ribosomes se sont heurtés & ces
difficultés. L'isolement de fractions cytoplasuiques & partir de cellules
isolées totaleient débarrassdes du plasma sanguin pourra seul pemettre de
résoudre ce probléme de la contamination de la solution cytoplasiique par

les protéides plasmatiques.

INTERET DE L'ETUDE DE Li CELLULE ”ISOLEE"§

PP

I1 apparalt donc que les ¢tudes métaboliques réalisées in vitro,
ainsi que certains travaux chiuiques, - notarment sur la locszlisation intra-—
cellulaire des lieux de synthése - , demeurent discutables aussi bien d-ns
le cas des tissus totaux que dans celui des inclusions cytoplasmiques. Cer—
taines des causes d'erreur que nous avons signalées seront élinindes par
1l'expérinentation sur la cellule isolce. Par exeuple, les méthodes de disso-
ciation tissulaire permettront d'étudier la cellule anirvales libdérde de
1'influence de l'organisme dont €lle provient et de rechercher les facteurs
exogenes de régulation séerétés par l'organisne et prisents dans le sang.

Ce demier pourra donc &tre considérd de nouveau comse un focteur métabolique
aisérent contrblable et non plus comme une souillure dont il est pratiquement
inpossible de priver le milieu. En outre, 1'analyse des constituants spéci-
fiques de la cellule, ainsi que la determination de leurs lieux de synthese,
pourront &tre réalisédes & psrtir d'un matériau "biologiquerent pur" . ©nfin,
1'influence sur le métabolisme cellulaire des structures intracytoplasmiques,
comme les membranes, pourra &tre ¢tudide. Hn plus de ces perspectives
séduisantes, les suspensions de cellules isolées permettront d'étudier

in vitro 1'influence de nombTreux agents de modification du métabolisme cellu-
laire comae les antimitotiques, les antinmétabolites et les virus.

Dans le domaine de la Cancérologie, 1l'expérimentation sur les
cellules isolées pourrsit &tre trés fructueuse . Elle permettrait, par exenple,

de résoudre certains problémes délicats concernant la "puret8" des tissus
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cancéreux de réfirence. On scit, en effet, qu'il est pratiquenent irmpossible
d'obtenir du tissu cancéreux "pur" : ainsi, dans le cas de 1l'hépatome "in situ",
le tissu cancéreux est toujours souillé de tissu précancéreux, de tiss@hyper—
plasique et de tissu restd sain, sans qu'il soit possible d'estiner les
proportions relatives de chacun d'eux. Au contraire, les cellules libres

de 1'hépatone ascitique sont quantitativerent des cellules cancéreuses dont
le comportenent pourra 8tre comparé avec celui de cellules hépatiques nornales
prépardes & partir de foie sain. En outre, 1'étude expdriuentale du udcanisce
de la diffusion métastatique, qui priside & la "généralisation" du cancer par
essainage de cellules cancéreuses libérdes dens 1l'orgocnisme, sers elle aussi
réalisable avec des cellules cancéreuses "narquées" par des isotopes
radioactifs.

Sur un plan plus purement biologique, la pratique dec dissociations
tissulaires pourrait apporter des renseignements précieux sur les problénes
trés discutés de la cohésion des tissus et de 1l'adhésivité des cellules.

Enfin, nous évoquerons plus loin (pzge 66 ) 1'intérét que pourrait présenter
la nise en culture de cellules adultes libres dens les études de réassocia—

tions cellulaires.

L'exposé rapide que nous venons d'effectuer montre que 1!expdri-
nentation sur le tissu total, qu'elle s'adresse & des coupes de tissus ou &
des fractions cytoplasiiques, est entachée dlerreur , essentiellerent & cause
de l= présence du sang dont les constituants, - plastiques ou biocatalyseurs - ,
ne permettent pas de saisir le métabolisre propre de la cellule,

L'isolerent, en grandes quantités, de cellules libres et vivantes
s'impose donc. Avent de décrire les procddés de prépsration des cellules &
partir des organes, il nous a paru nécessaire d'exposer -la biochizie de la
cohésion des tissus de manitre & nieux comprendre le mécanisme de leur

dissociation.
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On peut considérer tres schématiquenent un tissu comme un édifice
constitué par la juxtaposition d'unités cellulaires. L'adhésion des cellules
les unes aux autres est une nccessité évidente pour que soit assurée la cohésion
méme des tissus. Du point de vue purement statique de la structure des organes,
on a nis en évidence des ciments intercellulaires, des menmbranes basales et
aussi, trés souvent, des capsules conjonctives. Cependant, d'un point de vue
plus dynanique, les mouvements morphogénétiques qui président aux phénoménes de
différenciation au cours du déveloprement enbryonnaire prouvent 1'existence
d'une adhésivité cellulaire, probablerent due & des effets de membrane et
indépendante de ciments intercellulaires qui cnt un caractére définitif.

Si nous nous limitons & 1l'observation d'un orgsne différencié,
organisé de fagon stable et possddant ses fonctions propres, on peut se deman—
der comment est réalisée la cohésion des éléments cellulaires du tissu. &n
effet, si,dans certeins cas, il existe une grande quantité de cinent inter-
cellulaire, dsns d'autres cas, il est pratiquement impossible d'identifier par
des observations morphologiques, — 1:8me au nicroscope électrenique - , une
substance interstitielle : seule apparsit une zone frontitre intercellulaire
qui résulte apparemcent de la sirple juxtaposition des deux menbranes cellulsires.
Ainsi, la question se pose actuellerent encore de savoir si, dsns un tissu
organis<, l'adhésion des cellules est due & de simples phénorgénes d'attraction
de menbrane a menbrane ou & un cizent intercellulsire gui pourrait se réduire,

dans certains cas, & un simple film monomoléculaire.

Nous exposerons donc successiverent 1'¢tat de nos connaisssznces

concernant :

1 = la structure et les propriétdés des limites cellulaires,
2 = 1'adhésivité des cellules due,soit & de simples effets de merbrane,
soit & la présence d'un ciment intercellulaire.

Ces notions sont, en effet, nécessaires 4 la compréhension des
nécanisi:es de la dissociation tissulaire. Elles nous permettront, & la fois,
d'introduire notre travail et de discuter, & la lumitre des risultats que nous
avons obtenus, les hypotheses encorc trés controversées qui concernent la

cohésion des tissus.
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LA MEMBRANE CELLULAIRE ANIMALE

Les cellules végétales et les bactéries possedent des parois
visibles et nettement individualisées. Au contraire, les cellules animales
ne présentent généralerment qu'une simple lirite, appelée plasmolemne.
L'existence nméne de cette renbrane est trés discutée par de nombreux auteurs car
elle est trés difficilenent visible au microscope électronique. Cependant, la
rise au point des procédés d'isolement des nembranes cellulaires est un
excellent argument en faveur de leur existence (NEVILLE) (44). En outre, un
autre argument - d'ordre physiologique - semble, lui aussi, constituer une
preuve favorable : les d&changes de la cellule avec le nilieu extérieur sont
effectués selon un processus de perréabilité sélective qu'il est difficile de
concevoir sans la présence d'un "filtre".

Nous n'aborderons que trés accessoirerent dans notre étude ces
questions de perméabidité cellulaire et nous renvoyons le lecteur aux nombreux
ouvrages qui font le point sur ce sujet (voir en particulier, RACHEVSKY et
LAVDAHL (45) ; DERVICHIAN (46) ). Kous nous linmiterons & 1'exposé des diverses

hypotheses qui concerrent la nature et le rble de la nembrane des cellules

anirales .

Bien que de trés nombreux travaux aient été effectués sur les
neubranes des cellules animales, aucune conclusion définitive ne peut encore
&tre tirée quant i leur existence. Cependant, la présence d'une merbrane
senible se manifester dans des cas bien particuliers. corme celui des cellules
"libres"dans les milieux biologiques : hératies, leucocytes, cellules en
culture. Au contraire, 1'énigne reste totale en ce qui eoncerne les cellules
qui sont associées en tissus. Nous pouvons donc établir une distinction entre
ces deux types cellulaires et nous nous proposons de résuner nos connaissances

concernant leur membrane.
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A - LA MEMBRANE DES CELLULES LIBRES DES
MILIEUX BIOLOGIQUES

Les cellules aninales qui vivent isolées dans les nilieux
biologiques montrent au microscope électronique une tenbrane qui, sans posseder
les caractéristiques de la solide paroi des bactéries, se révele néanmoins

sous la forme d'un liseré dense.

1 — LA MEMBRANE DE L'HEMATIE

La rexbrane de 1'hématie montre une structure doukle snalogue &
celle de la menbrane nucléaire ou nitochondriale (figure 4b) (47). En outre,
la lyse des globules rouges en milieu hypotonique provoque la libération de
1'hémoglobine dans le milieu extérieur et permet d'isoler les meubranes
héuatiques ou stroma (figure 4a ) (48) dont 1l'ultrastructure a ¢té bien
étudiée au microscope électronique. La surface de ces neubranes est constitude
par la juxtaposition de petits granules de 500 a 1000 ﬁ (BESSIS et coll.

(49) ; WOLPERS (50) ) et,aprés un traitement par les solvents organiques, elle
donne une structure en nids d'abeilles dont les pores correspondrzient &
1'emplacernent de lipides. Cette observation serait en faveur d'une structure
discontinue donnée par une disposition en nosaique de granules protéiques et
de granules lipidiques. Cependant,les études effectuées au microscope pola-
risant par_SCHMITT, BEAR et PONDER (51) ont amené ces suteurs & admettre
1'existence de couches lipidiques et protéiques superposées. Ce schéma a <té
confirné par MITCHISON (52) qui introduit, en outre, la notion suppléméntaire
d'une chafne polypeptidique repliée en accordéon sous une double couche
lipidique externe. |

On voit donc que, méme.dans le cas ol une nenmbrane est considérée
comze une entité, - puisqutelle peut &tre isolée - , 1l'accord est loin d'&tre
fait en ce qui concerne sa nature et sa structure., Le probléme est encore
compliqué par l'opinion apportée par certains auteurs selon laquelle la
membrane méme de 1'héuatie serait un artéfact et nc préexisterait pas !

C'est ainsi que DERVICHIAN (53), se fondant sur les propriétés des associations

lipo-protéiques en présence de deux phases liquides en équilibre (coacervation),



Figure 4 a

Aspect au microscope électronique d'une membrane
hématique (ou stroma) obtenue par hémolyse
(dtaprés BESSIS et BRICKA) (48)

Fi gure 450

Aspect au microscope électronique d'une portion
de membrane hématique (le cytoplasme se trouve
3 droite). On remarquers la structure en "double
membrane"” analogue & celle de la membrane
nucléaire ou mitochondriale.

(d'apres ROBERTSON) (47)
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conclut que le stroma provient d'une précipitation provoquée par une nouvelle
répartition des molécules entre deux phases : la phase externe et le cytoplasme ,
Selon cet auteur, la notion de membrane hématique individualisée ne repose pas
sur des preuves suffisamment concordantes pour pouvoir &tre admise a priori.
Seule peut donc &tre retenue actuellement l'existence d'une concentration
lipoprotéique & la surface de 1'hématie qui s'individualise aprés 1'hémolyse,

mais qui pourrait ne pas préexister.

2 - LA MEMBRANE DE LA CELLULE EN CULTURE ( Revues générales : DERVICHIAN (54);
DANIELLI et HARVEY (55) )

Les observations réalisées & propos des cellules en culture

parviennent aux mémes résultats ambigus. Le microscope électronique révele la
présence d'une limite cellulaire plus dense dont les études microcinémato-
graphiques montrent la mobilit€ et la plasticité qui se manifestant par l'appa-
rition et la disparition de pseudopodes et de bourgeonnements. Il semble donc
gqu'une sorte de sac résistant entoure le cytoplasme de ce type de cellules.

Cependant, des expériences montrent qu'il n'est pas nécessaire
d'invoquer la présence d'une membrane pour expliquer que le contenu des
cellules en culture ne s!'échappe pas dans le milieu extérieur. Par exemple,
la section et la séparation de la cellule en deux parties n'améne pas 1l'effu-
sion du cytoplasme en dehors du corps cellulaire. D'ailleurs, méme dans le cas
ol le contenu cytoplasmique d'une cellule s'échappe, on n'observe pas de
dissolution dans le milieu extérieur et on note au contraire l'apparition
d'un contour net, comme si une nouvelle nembrane s'était instantanément refor-
née (HEILBRﬁNN) (56) . TaUC (57) rapporte,a ce propos, une observation parti-
culierement suggestive : en mesurant le potentiel électrique de repos entre
1'intérieur d'un filament de Myxomycéte et le milieu ambiant, il constate qu'a
la suite de la lésion locale provoquée par l'introduction de 1'électrode, le
cytoplasme forme en quelques minutes une nouvelle limite autour de 1'électrode
et tend & séparer la cellule de ce corps étranger. L'isolement, une fois réalisé,
le potentiel d'électrode devient nul.

Si, aprés la stabilisation du potentiel, on pousse de nouveau

1'électrode dans le cytoplasme, le méme phénomene se reproduit, tout & fait
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comme si le cytoplasme réagissait une nouvelle fois pour reconstituer une
nouvelle membrane & l'endroit ou 1'électrode 1l'avait de nouveau traumatisé.
L'exploration de la structure de la membrane des cellules en
culture qui seublaient représenter un matériel de choix pour 1'expérinen-
tateur a, jusqu'd présent dégu tous les espoirs ct la connaissance qu'on en
possede est encore du domaine de 1'hypothese. I1 semble toutefois qu'il
existe une concentration élevdée en lipides & la surface de séparation entre
le cytoplasme et le nilieu extérieur. Cette conception avait poussé éde
nombreux auteurs & comparer la cellule en culture dans un milieu liquide &
une goutte d'huile en suspension dans 1'eau. Cependant, les ¢tudes de pemiéa-—
bilité s'opposent absolunent & cette interprétation. Par ailleurs, HARVEY et
SCHAPIRO (58) ont montré que la membrane cellulaire présentait une tension
superficielle pratiquement identique & celle de 1l'eau et tres différente
de celle d'une goutte d'huile placée dans les ménes conditions. Les auteurs
énirent 1'hypothése, - reprise par DANIELLI et HARVALY (59)- , qu'il existait
une couche protéique externe, disposée paralltlement 4 la surface des cellules

et adsorbée sur la couche lipidique en position interne.

En conclusion des nombreux travaux qui ont été réalisés sur les
nembranes des cellules libres dans les milieux biologigques, nous soulignerons
les discordances qui se manifestent entre les rcésultats obtenus par les
différents auteurs et l'incertitude dens laguelle on se trouve toujours de
1'éxistence d'une membrane "vraie". Cependant, la plupart des auteurs
slaccordent pour admettre la nature lipoprotéique de la "limitante" de ces
cellules. Nous retrouvons le méme concept & propos des cellules constituant

les tissus.

B -~ LA MEMBRANE DES CELLULES CUNSTITUANT LES TISSUS

L'application des méthodes classiques de microscopie électronique

apporte une reproductibilité parfaite des résultats a4 un point tel qu'il
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serble que l'on puisse écarter 1l'hypothése d'artéfacts soulevée par
DERVICHIAN (60). En effet, l'observation au microscope électronique des tissus
préalablement fixés par l'acide osmique ou per le permanganate de potassium
révele toujours la zéme disposition de la zone de contact des cellules :

deux liserds trés denses bordent chacune des deux cellules et délinitent une
zone plus claire (figure 5 a) (61).

On interprete actuellement ce résultat en invoquant une structure
lipoprotéidique de la membrane pour laguelle plusieurs schémas ont été proposés
(figure 6) (62). Diapres ceux~ci, on voit qu'il existe deux hypothéses : celle
d'une couche lipoprotéique unique (figure 6 a) et celle d'une double couche

lipoprotéique (figure 6 b) .

{ = HYPOTHESE DE LA COUCHE LIPOPROTEIQUE UNIQUE

La couche monomoléculaire lipidique externe serait principalement

constituée de molécules de lécithines en disposition radiale. Les chaines
aliphatiques hydrophobes des acides gras seraient orientées vers llextérieur
de la cellule, tandis que les groupes ionisés de la phosphocholine seraient
tournés vers l'intérieur. L'azote quaternsire de la choline permettrait
1'établigsenent de liaisons d'ionovalence avec des charges négatives de la

couche protéique interne.

La couche monomoléculaire protéique interne serait constitude de

molécules de protéines lides les unes aux autres par des liaisons ioniques ou
par l'intermédiaire de groupements polyosidiques. La couche protéigque serait
elle-m@me liée & la couche lipidique par des liaisons ioniques unissant, par
exemple, l'azote quaternaire de la choline avec les groupements carboxyliques

en 2{ ou enzf des acides aspartique ou glutanmique.



Fig ure 5 a

Observation au microscope électronique (aprds fization osmique)
de la juxtaposition de deux cellules de tubules rénaux. On observera
qu'un liseré plus dense liuite chacune Ges deux cellules entre
lesquelles une zonéd plus claire est visible. Le schéma de la figure
51b cxplique cette disposition (STADHOUDERS ; in KUYPER) (61)

Figure 5b

Schéma de 1'ultrastructure de la membrane de deux cellules
Juxtaposées montrant le point d'action de 1'acide osmiqué.
Ce schéma permet d'interpréter la figure 5 a (schéma modifié
de SJOSTRAND ; in KUYPER) (61)
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Ficure 6

Différents schénas d'ultrastructure de la membrane cellulaire

a) — Couche monomoléculaire unique constituée de lipides (1lécithines)

associés & des protéines.

b) - Deux dispositions possibles d'une double couche monomoléculaire
de lipides emprisonnde entre deux couches monomoléculaires de

protéines.
¢) - Signification des symboles

( d'aprés KUYPER) (62)
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2 — HYPOTHESE de LA DCUBLE COUCHE LIPOPROTEIQUE

Selon de nombreux auteurs, la membrane des cellules animales serait
constituée par une double couche lipoprotéique dont chacune posséderait la
disposition précédente. On trouverait donec, en allant de 1'intérieur vers
1'extérieur de la membrane cellulaire, une couche protéique (ou glycoprotéique)
interne unie par des liaisons ioniques & une couche lipidique monomoléculaire,
puis une nouvelle couche lipidique monomoléculaire disposée parallelement a
la précédente et soudée par des liaisons ioniques & une couche monomoléculaire
externe de protéines ou -selon BELL (63) - de glycoprotéides.

L'hypothese de la double couche lipoprotéique, dans laquelle
1'une des couches protéiques se trouve en position externe, rend compte des
observations effectuées en microscopie électronique apres une fixation osmique
(figure 5 a) : la couche lipidique osmiophile donne un liseré trés dense,
tandis que la couche protéique externe - non osmiophile - se manifeste par
la zone claire qui sépare les deux membranes cellulaires. Le schéma de la

figure 5 b illustre cette conception.

I1 est évident que 1'interprétation des observations faites au
microscope électronique demeure du domaine de 1l'hypothése. Cependant, il faut
reconnaitre qu'elle est en parfait accord — quant & la nature lipoprotéique
de la membrane cellulaire — avec les résultats apportés par l'analyse chimique
et qu'elle explique la grande fragilité du plasmolemme.

Du point de vue chimique, TRIA et BARNABEI (64) ont, en effet,
démontré que les membranes des cellules hépatiques isolées par la méthode de
NEVILLE (65) avaient une composition chimique trés voisine de celle des parois
hématiques : protéines 59,6 p.100 ; lipides 22,1 p.100 ; phosphatidopeptides
18,3 p.100 (du poids sec) .

D'autre part, d'un point de vue "mécanique", le plasmolemme est
extrémement fragile. En effet, selon les schémas d'ultrastructure qui ont été
proposés jusqu'd présent, on voit que la limite cellulaire est un édifice
moléculaire dont la résistance méecanique doit &tre faihle. La cohésion des

couches lipoprotéiques n'est, en effet, assurée que par des liaisons
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d'ionovalence qui sont parmi les liaisons les plus fragiles, Alors que les
bactéries présentent, grice & leur paroi qui est une membrane "vraie", une
résistance mécanique surprenante, les cellules animales, - comme,d'ailleurs,
les protoplastes qui sont des bactéries & plasmolemme, dépouillédes expéri-
mentelement de leur paroi — , éclatent tres facilement. I1 suffit, pour cela,
de placer les cellules dans des solutions hypotoniques ou de les forcer

au travers de l'aiguille d'une seringue & injections ou encore de les sou—
metire, dans un tube, & l'action d'un piston tournant rapidement, pour faire
éclater la totalité des membranes cellulaires. Cette derni®re opération

constitue 1'homogénéisation, premiére étape du fractiomnement cellulaire.

Cependant, dans la cellule vivante, la cohésion du plasmolemme
est renforcée par la présence de membranes intracytoplasmiques, de nature
protéidique, qui unissent des points éloignés du plasmolemme, au travers du
cytoplasme. Ces membranes internes forment un réseau visible au microscope
électronique et déerit sous le nom de réticulum endoplasmique. Selon SJOSTRAFD,
les "membranes" du réticulum endoplasmique proviendraient d'invaginations
du plasmolemme qui formeraient donc dans le cytoplasme un réseau de canalicules
en relation directe avec 1l'extérieur. Ce réseau assurerait les échanges entre

le cytoplasme et l'extérieur de la cellule.

En conclusion de cette étude rapide de la structure morphologique
et chimique de la membrane des cellules constituant les tissus animaux, nous
ferons ressortir 1l'aspect encore tres hypothétique du probléme. En effet, la
seule certitude que nous ayons concerne ls nature lipoprotéidique du plasmo-
lemme,

Mais, quelle que soit la structure exacte du plasmolemme, qu'il
préexiste ou non, qu'il s'agisse d'une limite différenciée ou d'une organi-
sation géométrique de molécules cytoplasmiques, il n'en demeure pas moins
qu'il posséde un caractere d'extrfme fragilité. Cette propriété laisse
présager des grandes difficultés auxquelles se heurtent les méthodes de
préparation des cellules libérées. En effet, la dissociation des tissus doit
8tre effectuée dans des conditions extr&mement douces de fagon & maintenir
1'intégrité du plasmolemme. En outre, il est évident que les cellules "libres"

seront plus sensibles & l'action du milieu extérieur car elles auront perdu
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la protéction dont elles jouissaient au sein du tissu par le seul fait
de l'association avec d'autres cellules. Le choix de la composition du
milieu d'isolement sera donc déterminant.

Enfin, 1'exposé des hypothéses et des certitudes concernant 1la
nature du plasmolemme va nous permettre de mieux comprendre le mécanisme
de 1'association des cellules d'un tissu - soit par effet de membrane, soit

par la présence d'un ciment intercellulaire.

VECANISMES DE L'ADHESION DES CELLULES DANS
LES TISSUS ANIMAUX

I — L'ADHESION DES CELLULES PAR EFFETS DE MEMBRANE

Une série de résultats expérimentaux, obtenus principalement
sur les cellules embryonnaires en cours de différenciation et sur les cellules
en culture, révele llexistence de forces de cohésion au niveau des membranes
cellulaires elles-mémes : forces de COULOMB et forces de VAN DER WAALS.

Les forces de COULOMB font intervenir les charges ioniques

comme, par exemple, celles des cations bivalents. Les forces de VAN DER WAALS,

au contraire, s'appliquent & des molécules apolaires : forces de LONDON, dans
le cas de particules apolaires comme les atomes ; forces ge DEBYE dans le

cas de distribution asymétrique des charges dans les molécules ; forces de
KEESOM enfin, dans le cas des dipbles permanents. Par ailleurs, les liaisons
"pont hydrogene", qui jouent un r8le essentiel dans la cohésion moléculaire
de nombreux composés d'importance biologique comme, par exemple, les acides

désoxyribonucléiques, interviennent également dans la cohésion des cellules.
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Ces différents facteurs sont, naturellement,dénués de toute
spécificité et n'expliquent pas les variations d'adhésivité qui apparaissent
si fréquemment au sein d'un édifice cellulaire en cours de différenciation,
Plusieurs théories ont été émises pour tenter d'expliquer ces nuances que

1'on observe dans la cohésion des tissus.

A —~ THEORIE DE LA ZIPPER-ACTION DE SCHMITT

La théorie de la "Zipper—action" de SCHMITT (66) tente
d'expliquer les variations d'adhésivité en faisant intervenir un mécanisme
de "solvation" des membranes. Selon SCHMITT, les groupes polaires des molécules
constituant la membrane déclencheraient la formation d'une couche d'eau
d'hydratation autour de celle—~ci. Cette couche s'opposerait & toute liaison
de la cellule avec ses voisines et 1l'adhésion de deux cellules ne se réali-
serait que par la disparition de la majeure partie de 1l'eau intercellulaire
sous l'action de substances, - comme les sels de calcium ou les protéines
basiques - , apparues spontanément ou ajoutées au milieu. I1 s'agirait donc,
en fait,d'un mécanisme de cohésion dl & la formation d'un ciment déposé en
une couche monoionique ou monomcléculaire.

Cette hypothese expliquersit le réle du calcium dans 1l'adhésion
cellulaire : par son affinité pour 1l'eau et par sa bivalence, ce cation
ferait disparaitre la couche d'hydratation et permettrait aux molécules de
deux membranes voisines de s'unir par son intermédiaire ( figure 7 ). I1
Jouerait donc le rBle d'un "ciment ionique". Ainsi s'expliquerait le mode
d'action des agents complexant 1le calcium dans la dissociation tissulaire.

En outre, selon SCHMITT, dens certains cas, la substance respon-—
sable de la cohésion des cellules serait une protéine basique, une histone
par exemple, qui formerait un film monomoléculaire entre les deux membranes
et assurerait 1l'adhésion des cellules par l'intermédiaire de ses groupements

ionisés.
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Figure 7T

écanisme de 1'action de 1'ion calcium, selon la théorie de

la "Zipper action" de SCHMITT, dans la cohésion tissulaire.

A - Les molécules d'eau d'hydratation emp&chent ou diminuent la

cohésion des cellules.

B - Les ions Ca , aprés avoir diminué la teneur en eau des espaces
intercellulaires, agissent comme "ciment ionique"™ pour renforcer

1'adhésion des cellules.



B ~ THEQRIE DE L'ADHESIVITE SPECIFIQUE DE P.WEISS

Selon P.WEISS (67) la spécificité de 1'adhésion, dont les
expériences de réassociations cellulaires ont démontré 1'importance, seraié
due & un mécanisme de complémentarité stérique spécifique des molécules de
deux membranes voisines (figure 8). Cette notion s'appuie sur les considéra-
tions de PAULING (68) & propos de 1'importance de la configuration spatiale
des molécules dans les réactions du type enzyme-substrat ou antigéne-anticorps.
On voit, d'aprés les schémas proposés par les auteurs, que la complémentarité
pourrait 8tre soit directe (figure 8 a ) soit indirecte (figure 8 b ) grice
& l'intervention d'une substance étrangtre & la membrane, comme le calcium ou
des protéines ou encore un ciment intercellulasire de toute autre nature. Des
nodifications de la composition moléculaire des membranes au cours de la
différentiation expliqueraient les remaniements cellulaires, aboutissant &
la formation de tissus organisés et stables. L'hypothése de P.WEISS explique
& la fois le r8le de facteurs de cohésion tels que le calcium et la spéeifi-
cité de 1l'association des cellules dans la formation des tissus. Il est malheu-
reusement difficile d'entrevoir 1'apport de preuves directes & ce mécanisme

d'action.

IT — L'ADHESION DES CELLULES PAR CIMENT INTERCELLULAIRE

Les cellules de certains tissus, -~ comme le tissu conjonctif,
par exemple - , sont manifestement assocides les unes aux autres par un
"eiment intercellulaire" : les cellules conjonctives sont, en effet, noyées

dans une substance amorphe, appelée substance fondamentale, qui est parcourue

par un réseau plus ou moins dense de fibres protéiques de trois types différents:

réticuline, élastine, collagéne.
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Figure 8

T1lustration de la théorie de la complémentarité de P.WEISS
Disposition de molécules complémentaires sur la partie extérieure
de deux plasmolemmes : l'association des cellules est possible

par complémentarité directe

Disposition de molécules sur la partie extdérieure de deux plasmo-
lermes. Elles sont unies par 1'intermédiaire d'un ciment intermolé-
culaire : 1l'association des cellules est possible par complémenta-

rité indirecte .

Disposition de molécules non complénentaires sur la partie extérieure

de deux plasmolemmes : l'association des cellules est impossible.

( d'eprés P.WEISS) (67)
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Dens d'autres tissus, au contreire, le "ciment inter—
cellulaire" est beaucoup moins abondant et n'est pas uniformément réparti. \
Par exemple, 1'organisation générale et la morphologie du parenchyme hépa~
tique sont assurdes par une enveloppe conjonctive et 1l'organisation interne
montre des travées de cellules hépatiques délimitées par du tissu conjonctif
dans lequel on met en évidence des fibres de réticuline. Mais & 1'intérieur
de chaque travée hépatique, on voit au microscope électronique que les hépa-
tocytes sont accolés les uns aux autres sans qu'il soit possible d'observer
la présence d'un "ciment intercellulaire". On ne peut cependant pas exclure
a priori 1'existence d'un film moléculaire de substance fondamentale qui
serait responsable de 1l'adhésion des cellules.

L'hypothese de 1'existence, dans le cas du foie, d'un ciment
intercellulaire avait déjs été émise vers I910 par plusieurs auteurs comme
RINGER, HERBST, GUERTON, LILLIE, CHAMBERS, ZWEIFACH qui admettaient que les
cellules étaient associées les unes aux autres par un ciment riche en protéi-
nates, en pectinates et en savons de calcium ( sur ce sujet, voir HéBER) (69).

En T1943, RﬁRNSTROM et HOLTFRLTER (70) avangaient que, dans les
tissus, les cellules étaient enveloppées d'un film périphérique de nature
protéique (hyaline layer ou coat).

Les hypotheses les plus récentes admettent 1l'existence d'un
ciment intercellulaire de nature conjonctive. Cette substance jouerait dans
le tissu un rdle essentiel de cohésion, en méme temps qu'elle constituerait
1'élénent de soutien des capillaires sanguins. En outre, elle assurerait les
échanges entre les cellules.

Nous nous proposons donc G'exposer rapidement 1'état actuel de
nos connaissances concernant la nature chinique et 1l'ultrastructure du tissu

conjonctif et d'expliquer son réle éventuel dans la cohdsion tissulaire.

A — ETUDE DU TISSU CONJOKCTIF

Le tissu conjonctif se montre constitué, au microscope photonique,

d'un réseau de fibres noyées dans une substance amorphe (figure 9) .
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Représentation schématique du tissu conjonetif

( d'apres KUYPER ) (71)
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4-2.

1 - LES FIBRES CONJONCTIVES : COLLAGL'E, RETICULILE, ELASTINE.

La nature exacte de ces fibres est encore discutée. Elles semblent
8tre, cependant, de nature glycoprotéidique. Parmi elles, les fibres de

collagéne ont été les mieux étudides jusqu'i présent.

a - Le collagene.

NEUBERGER et al. (72) ont établi que le collagine reprdsentait
approximativement le tiers des protecines totales des Mammiferes. Isolé & partir
des tendons, il est caractérisé par une richesse particuliére en glycocolle,
en proline et en hydroxyproline et par 1l'absence totale d'acides aminés
soufrés. BOWES et MOSS (73) ont montré qu'il renferuait une proportion faible
de polyosides. Actuellement, la nature glycoprotéidique du collagene est bien
démontrie (VERZAR) (74). On explique d'ailleurs sa résistance particulidre &
1'hydrolyse par les enzymes protéolytiques par la présence des groupes
mucopolysaccharidiques protecteurs.

Le collagéne peut se présenter en fibrilles simples, mais il
forme souvent des faisceaux plus épais résultant de 1'association d'un certain
nombre de ces fibrilles €lémentaires. L'observation au microscope électronique
des fibrilles montre une répétition régulitre de striations espacées par des
intervalles de 640 K . L'abservation des fibrilles assocides montre, selon
HALL (75), la présence de faisceaux de fibrilles noyées dans une substance
amorphe et limitées par une enveloppe qui est hydrolysable par 1'élastase
ou par la collagénase. La présence de cette substance amorphe, riche en
polyosides, dans les faisceaux de fibrilles,expliquerait la réaction positive
des fibres de collagéne vis-a-vis du réactif & 1'acide periodique-fuchsine
de SCHIFF, spécifique des groupenments glucidiques.

Des travaux récents (voir VERZAR) (76) ont montré que les fibres
de collagene étaient constituées par la juxtaposition de molécules de collagene
dont chacune est formée par 1l'association de trois chaines glycoprotéidiques.
Chacune de ces chalnes est composée de molécules polypeptidiques de 640 K de
longueur unies les unes aux autres en longs filaments par des unités poly-

saccharidiques.
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b - La réticuline et 1'élastine.

La nature chimique des fibres de réticuline et @ 'élastine est
encore trés mal connue. La réticuline semble posséder une composition tres
voisine de celle du collagéne (BOWES, ELLIOTT et MOSS (77) ; EASTOE (78) )
et se classe dans le méme groupe chimique. L'élastine est une scléroprotéine
fibreuse dont la composition chimique est peu diffdrente de celle des deux
composés précédents. Riche en glycocolle et en proline, comme les collagdnes,
elle s'en distingue par une proportion non négligeable d'acides aminds
soufrés (0,35 p.100 de cystine). La présence de glucosamine et de galactosamine
dans sa molécule pemet cependant de la classer pami les glycoprotéides.

Elle est plus résistante & la protéolyse que les collagénes mais elle est
totalement hydrolysée par un enzyme spécifique : 1'élastase, qui est une mucase
et qui libererait les sous-unitds protéidiques associées i des mucopolysaccha—

rides, en hydrolysant ces derniers.

2 -~ LA SUBSTANCE ii:ORPHE

Contrairement aux fibres conjonctives qui renferment une faible
proportion de glucides, la substance amorphe est extrémement riche en poly—
saccharides du groupe des mucopolysaccharides acides. Ces composés sont des
polymeres d'unités diholosidiques, comportant une hexosamine et un acide
uronique ou un ose ; les fonctions alcooliques restées libres sont parfois
estérificées par de l'acide sulfurique dont la présence, associée i celle de
1l'acide uronigue, confere a la molécule nucopolyosidique un caractére fortement
acide., Dens la substance amorphe, ces mucopolysaccharides acides sont associés

par ionovalence & ces molécules protéiques pour former des mucoprotéines

(selon la nomenclsture de MEYER) (79). Ces dernitres formeraient des gels
fortement hydratés et de viscosité élevée.
Nous avons rassemblé dans la figure 10 les formules chimiques

des mucopolysaccharides acides actuellenent connus.

Des enzymes, comme la hyaluronidase, hydrolysent plus ou moins

spécifiquement les mucopolyosides. Ce sont les mucopolyosidases.
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B — ROLE DU CIMENT INTERCELLULAIRE DAIS L'ADHESIVITE
DES CELLULES

En admettant que les cellules sont associées par de la substance
fondamentale, déposée en film ou en couche épaisse, qui les cimente les unes
aux autres, on apporte une explication séduisante & 1'adhdsivité cellulaire
et & la cohésion tissulaire. I1 devient, en outre, possible d'interpréter
des résultats acquis dans les domaines de la physiologie et de la biochimie
4 propos de l'influence du milieu et d'échafauder des hypotheses pour

expliquer le r6le du ciment intercellulaire.

1 - INFLUENCE DU MILIEU SUR LA COHESIOK TISSULAIRE

a — ROle des sels nindéraux.

BOHEM et SALM-HORSTMAR, en 1856 (citds par CHAMBERS) (80) puis
WILLE, en I897 (81) et BENECKE en 1898 (82) furent les premiers & soupgonner
1'importance du calcium dans la cohésion des tissus. RINGER, en 1890 (83)
observa que le bicarbonate de calcium empéchait la dissolution dans 1'eau
distillée du ciment intercellulaire des algues Laminaria. HERBST, en 1900 (84)

obtint la dissociation des blastoméres de 1'oeuf d'Echinus microtuberculstus

dans de 1l'eau de mer privée de calcium. Plus tard, GRAY, en 1924 (85) et
d'autres auteurs comme MOORE (86) et HEILBRUNN (87) en 1928, CHAMBERS en I940
(88) précisérent que la couche hyaline des oeufs fertilisés, dont la nature

est voisine de celle du ciment intercellulaire, se dissout dans les solutions
aqueuses dépourvues de sels de calcium. Au contraire, un excés d'ions calcium
renforce 1'adhésivité (ZWEIFACH) (89). Cependent nous ne possédons actuel-
lement aucune donnée quantitative sur les relations entre les forces d'adhésion

et la teneur en calcium

Le magnésium semble également Jjouer un rble important dans la
cohésion. C'est du moins la conclusion & laquelle parvient GRAY (90) & 1la

suite de ses travaux sur le tissu branchial de lytilus.
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De nombreux auteurs ont noté que certains snions possédaient un
effet dispersant vis-a~vis des cellules. Les ions PO4 ", par exemple,
favorisent en général la dissociation des tissus. HARKNESS (91) a démontré

que les ioms PO4 " provoquent & pH 9 wune solubilisation des collagtnes
de la substance conjonctive de la peau. ESSNER et coll. (92) ont observé
que les phosphates favorisaient l'action dispersante de la trypsine dans le
cas des tissus tumoraux. MAKDL et coll. (9%) ont ¢tudié les caractires de

solubilité des protéines et des mucopolysaccharides acides dans divers tampons

’ = v

phosphates et précisé que les Zons PO, favorisaient 4 la fois la dissolu-—
\_*_
tion des substances intercellulaires et la préservation des propriétés de

perméabilité des membranes cellulaires.

b - Rble des protéides.

L'étude de 1'action des enzymes protéolytiques, - principalement
l'action de la trypsine - ; sur le ciment intercellulaire a permis de démon-
trer que les protéines jouaient un vr8le importent dans la cohdsion tissulaize.

Des 1772, HUNTER (94), puis Claude BERVARD, en I856° (95),

HARLEY, en 1860 (96) et SCHIFF, en 1868 (97) s'étaient intéressds & 1'auto-
digestion de la paroi de 1'sstomac par les engzymes gastriques, aprés la mort.

L partir de ces travaux, FERMI (98) posa, en 1910, le prblime de la résistance
de la membrane cellulaire vis-s—vis des enzymes protéolyiques. Les résultats
obtenus par cet auteur démontren’ que, d'une part, la digsstion trypsique
provogque la séparation des cellulss d'un tissu par dissolu-ion du ciment
intercellulaire et que, d'autre par%, les cellules ne sont ras digérées si
elles sont viventes. iAu contraire, les cellules moxtes sont trtalement lysées
par l'enzyme, On peut donc conclure que la mort de la cellule rrovoque des
altérations profondes de sa membrane qui modifient totalement la perméabilité
sélective de ceube Geruivee. NORTHROP (99), MELAWAL (100), MEYER =t RAPPORT
(101), Rijm_rsmom, MONNE et BROMAN (102) ont, eux sussi, observé ls résisiance
particulidre des cellules vivantes & l'sction de la trypsine. Il esht dlaillents
intéressant de signaler que RINALDINT (103) met & prufit cette propriété pour

contrdler la survie des cellules en culiure.
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Clest essentiellement sur ces deux séries d'observations concernant
1'adhésivité des cellules : influence des ions calcium et phosphates et rdle
important des protéides, que sont fondés les prineipes de la plupart des

méthodes de dissociation des tissus.

¢ — Influence du pH,

Le pH possede, lui aussi, une action énergique sur les forces
de cohésion des cellules. C'est ainsi que 1l'alcalinisation du milieu & des
pH variant de 9 a4 11 provoque rapidement la dispersion des oceufs d'Amphibiens
(voir DEVILIERS) (104) et l'acidification jusqu'ad pH 4,4 produit une
dissociation des tissus (HOLTFRETER) (105). Cependant, 1l'influence du pH est
souvent trés différente suivant les organismes : ESSNER et coll. (106) ont,
par exemple, précisé que l'alecalinisation & pH 8,8 dégrade le ciment
intercellulaire de certaines tumeurs dont les cellules sont libérées. Au
contraire, les pH inférieurs & 6,4 provoquent des trauwmatismes graves, sans

effet net sur la dissociation.

d - Influence des détergents et de diverses substances.

Les détergents, & tres faible concentration, possedent un effet
anti-adhésif vis-h-vis des édifices cellulaires (DEVILLERS) (107), ainsi que
des solutions molaires de non—électrolytes comme l'urée, le glycérol et le

glucose (GRAY) (108).

2 ~ HYPOTHESES CUNCERVANT LE ROLE DU CIMENT INTERCELLULAIRE

I1 apparait ainei que 1'élimination du caleium,dont la substance
fondamentale est tres riche, 1l'attaque des protéines par les enzymes et les
modifications de pH sont parnl les moyens de dissociation des tissus les
plus efficaces.

L'action de ces différents facteurs peut s'expliquer grice aux

hypothéses que nous avons citées plus haut.



Dans le cas oh les cellules sont associées par des protéinates,
pectinates et savons de calcium, 1'élimination de 1'ion calcium, les modifi-
cations de pH et 1l'action des engymes protéolytiques provoquent une disso-—
lution de ces composés. RINALDINI (109) signale X ce propos que les pectinases
attaquent les structures intercellulaires de coupes de tissus animaux fixés
par l'acétone. Au contraire, si on aduet avec HOLTFRETER 1'existence d'une
couche péricellulaire essentiellement protéique, on pourra expliquer seulerent
1l'action des enzymes protéolytiques.

Les observations de RINALDINI (110) & propos de l'action bénéfiwue,
sur la dissociation des tissus animaux,des enzymes spécifiques des constituants
chimiques de la substance fondamentale sonten faveur de 1'hypothése selon
laquelle la cohésion tissulaire est assurée psr une substance interstitielle
dont la nature chiiique est analogue ou identique & celle du tissu conjonctif.
En effet, 1l'auteur observe que la hyaluronidase testiculaire est un agent de
dissociation dont l'action est malheureusenent tres lente, principaslement
sur le coeur, le nuscle et la peau. D'autre part, les enzymes qui attaquent
les structures fibreuses du tissu conjonctif provoquent égalenent une disso-

ciation nette des tissus : par exemple la collagénase de Clostridium Welchii

(OLKIEY) (111) dissocie de nombreux tissus animaux ; 1'élastase possede la
néme activité sur les tissus épithéliaux.

L'action dispersante des facteurs délimination des ions calcium,
des modifications du pH et des protéolyses enzymatiques peut, elle aussi,
s'expliquer si l'on invogue une structure conjonctive du ciment intercellulaire.

Les cations divalents, dont la substance amorphe est tres riche ,
assurent, en effet, la cohésion moléculaire du milieu en formant des "pontg"
entre les groupements prosthétiques des mucoprotéines de la substance amorphe i
des liaisons d'ionovalence s'ctablissent entre les deux charges positives du
calcium et les charges négatives des groupes carboxyles ou sulfuryles de deux
molécules voisines de mucopolysaccharides acides. L'élimination du calciun
dissocie cette trame moléculaire et provoque une dissolution du gel amorphe.
Les modifications du pH provoquent égalerment une dissolution de la substanes
amorphe en modifiant les cohésions ioniques internes. Enfin, les enzymes
protéolytiques agissent directement sur 1= partie protéique des mucoproviines

et provoquenf 1'hydrolyse du ciment.
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Selon cette dernigre hypothese, il faut donc considérer, de
fagon générale, un organe corme un ¢difice constitué par une juxtaposition
de cellules, maintenues en place par un réseau de nature conjonctive et
qui entoure, suivant les tissus, chacune des cellules ou des groupes de
cellules, La dissociation du tissu impliquera alors une dissolution de ce

ciment conjonctif par hydrolyse ou par déséquilibre ionique.

COLCLUSION

Malgré le grand intérét que présentent ces études, il est fonde—
mental de souligner, & la fin de cette mise au point, que ces nombreuses
théories biologiques reposent sur des bases expérimentales physico-chimiques
encore trop rares. En outre, la nature chimique exacte du ciment intercellu-
laire reste & définir et le probléme méne de son existence subsiste toujours.
Stagit—il d'un revBtement protéique ou d'un "film ionique" ? Les organes
sont-ils formés d'amas cellulaires retenus dans un "sac" conjonctif ou
s'agitil d'édifices complexes dont chaque cellule adhdre & ses voisines par
un jeu de forces multiples d'adhésion ? La mewbrone cellulaire animale est-
elle nettement individualiséde, forme-t—elle une couche moléculaire organisée
ou n'est—elle qu'une limite fluctuante en perpdtuel renouvellement ?

Malgré les trés nombreux travaux entrepris jusqu'é présent, ces
questions demeurent sans réponse et il faut bien reconnaitre que nous en
sommes actuellement encore réduits & invoquer de pures hypotheéses. Clest pour—
quoi 1'un des buts principaux de notre travail 4tait de trouver une réponse &
certaines de ces énigmes en recherchant méthodiquement les meilleurs procédés
de dissociation des tissus. Dang le chapitre suivant, nous exposons les prin-
cipes et 1'historique des techniques de préparation de cellules libérées, &
partir des tissus aniwmaux ainsi que les applications biologiques et biochi-

miques auxquelles ces méthodes ont donné lieu.
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LES METHODES DE ©PREPARATION
DE CELLULES 4 PARTIR DES TISSUS
ANIMNAUX BT LEURS APPLICATIONS

REVUE GENERALE

Au moment ol nous avons repris la question des cellules isolées,
plusieurs méthedes avaient été décrites. Blles avajent fait l'objet d'appli-
cations dans les domaines de la Bioclogie et de la Biochimie. Nous nous
proposons de résumer dans ce chepitre les techniques qui ont été les plus
couramment utilisées et les résultats auxquels elles ont conduit .

Les travaux effectués sur les cellules libérées & partir des
tissus ont suivi, depuis I850, une évolution en deux étapes bien nettes.
Pendant prés d'un siecle, les études ont été essentiellement d'ordre biolo-
gique. Elles ont pemis, comme nous 1'avons vu, de Jjeter les bases des
hypotheses concernant la cohésion tissuleire. Mais il a fallu attendre les
armées 1952 - 1954 pour voir apparaftre les premiéres méthodes de dissociation
tissulaire. Actuellement, le probléme qui se pese est essentiellement c2lui
de 1'intégrité des cellules obtenues, car il ne semble pas que les procédés
de préparation décrits Jusqu'ici fournissent des cellules libres vivantes
dont 1'intégrité chimique et biologique soit préservée. i ce probléme s'ajoute
celui du rendement.

Ces problémes multiples peuvent se résumer dans la formule
suivante ¢ les méthodes de dissociation des tissus doivent fournir rapidemént
des guantités importantes de cellules libres, vivantes et intactes du double
point de vue de la morphologie et de la biochimie.

Aprés avoir briévement exposé les travaux antérieurs & 1950,
nous décrirons les différentes méthodes qui ont été proposées depuis cette

date pour préparer des cellules libérées & partir des tissus animaux.
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Nous préciserons ensuite les principsles applications auxquelles
ont donné lieu les suspensions de cellules libérées, de manidre u faire
ressortir, d'une part, 1'intérét que présente la technique de préparation
de cellules intactes & partir des tissus et, d'autre part, le manque
d'unité des résultats acquis jusqu'® présent par suite des imperfections

des méthodes.

D S S

METILODES DE DISSOCIATION DES TISSUS ANIMAUX

A partir de travaux qui précisaient 1'influence des engzymes
protéolytiques sur les tissus, ROUS et JONES en IOI6 (112) tentérent les
premiers de réaliser la dissociation de tissus en culture par des incubations
effectuées avec de la trypsine purifiée & 37°C pendant 1 heure. Ils obtinrent
de cette manitre des groupes de cellules “viables", & partir de cultures
de tissus d'Oiseaux et de Mammifires (rate, tissu conjonctif, endothélium
et tissus tumoraux). Ces études furent reprises beaucoup plus tard, en
1940-1945, par LATER et MEDAWAR (113) et par WILLMER (114) avec des cultures
de coeur d'embryon de poulet.

Bn 1926, PRINGSHEIM (115) proposa, le premier, une méthode de
dissociation qui faisait appel & un agent complexant le calcium : 1l'oxalate
d'ammonium. I1 réussit de cette maniere & dissocier des tissus végétaux.

Cette méthode fut reprise par NORTHCRAFT (116) en I951.

Plus tard, GRAY (117) démontra que des solutions molaires de
non—~électrolytes, comme 1l'urée, le glycérol et le glucose, provoquaient une
dissolution du ciment intercellulaire.

Cette premiére série de travaux n'apportait certes pas la solution
du probleme mais permettait cependant d'entrevoir la possibilité de dissocier
les tissus animaux par des agents chimiques ou enzymatiques. Jusqu'en I950,

les aubeurs s'attacherent & préciser 1'action des enzymes sur le ciment
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intercellulaire et sur les membranes cellulaires, ainsi que les effets du

pH et des ions minéraux sur la conhésion tissulaire. Les expérimentations
furent essentiellement réalisées & partir d'embryons ou de tissus en culture.
Enfin, les années I952-1954 virent 1l'apparition d'un grand nombre de

méthodes de dissociation de tissus prélevés sur 1'animal lui-ndme,

Les différentes méthodes qui ont été proposées depuis 1952

sont fondées sur 1'un des trois principes suivants

10~ Dissolution du ciment intercellulsire par les enzgymes protéo-

lytiques ou glycolytiques. C'est la digsociation enzymstigque.

20—~ Destruction de la cohésion tissulaire sous 1'action d'agents

chimiques divers. C'est la dissociation chimigue.
3%~ Dispersion des cellules par des moyens purement mécaniques.

Clest la dissociation mécanique.

I - METHODZS DE DISSOCIATION ENZYMATIGUE

L'action d'un grand nembre d'enzymes sur le ciment intercellu-
laire a été étudiée. On peut considérer, d'une part, les enzymes qui
attaquent les formations fibreuses protéidiques et, d'autre part, ceux qui
hydrolysent la substance fondamentale en agissant soit sur les groupements
prosthétiques de nature glucidique (mucases), soit sur la copule protéique

(protéases) des glycoprotéides.

A — UTILISATION D'BNZYMES AGISSAIT SUR LES FORMATIONS
FIBREUSES PROTEIDIGUES

Les fibres sont en général tres résistantes vis-a-vis des enzymes
protéolytiques. Seul le collagene est attaqué par la pepsine 5 des pH trés

acides. Au contraire, deux enzymes désorganisent de fagon identique le
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collagene et 1'élastine : il s'agit de la collagénase et de 1'élastase.
RINAIDINI (118) a étudié 1'action sur différents tissus embryon-
naires de préparations purifides de collagénases obtenues 2 partir de Clogtri-

dium Welchii, Type A . Par des incubations effectuées pendant des temps

N

varient entre 30 minutes et 2 heures dans des eolutions contenant de 0,1 &
1 mg d'enzyme p. ml de soluticn TYRODE, il obtint des cellules libres dont
le cytoplasme était trés endommagé et qui ne survivaient pas en culture.
Selen le mlme auteur, 1'élastase, apres une incubation dans des solutions de
0,02 g d'enzyme p 100 ml , provogue une excellente dissociation des embryons
de poulet de 13 jours. L'épithélium se dissocie tris vite tandis que le
muscle cardiaque et le foie sont attaques trés lentement. L'étude des

cellules isolées n'a pas été réalisée par 1l'auteur.

B - UTILISATION D'ENZYNES HYDROLYSANT Lé SUBSTANCE
FONDANENTALE

Action des mucases.

RIFALDINI (119) a signalé que les hyaluronidases, 3 la concentra-—

tion de C,1 & 1 mg. p. ml , ont une action beaucoup trop lente pour Btre
utilisédes dans les méthodes de dissociation tissulaire. DAY (120) avait fait

antérieurement la méme observation. Au contraire, les mucoprotéinases extraites

du pancréas par les méthodes de BALO (121) et BANGA (122) provoguent une
dissociation satisfaisante du coeur, du muscle et du foie des embryons de
poulet. L'auteur précise, en outre, que les gels mucoidiques qui se forment
au cours de la digestion trypsique des tissus se dissolvent parfaitement sous
l'action de 1'élagstomucase du pancréas.

Ces travaux n'ont pas regu d'application, probablenent & cause des
difficultés que présente 1'isolement des enzymes. En outre, aucune recherche
concernant 1l'intégrité des celluleg et leur pouvoir de survie n'a ¢té

effectude.
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Action des protéases.

Les protéases ont été largement employés pour réaliser la
dissociation des tissus en rsison de leur activité élevée et de leur

spécificité. Parmi elles, la trypsine est 1le plus couramment utilisée.

a- Action de la pepsine et de la papaine.

On avait démontré, en 1926, que la pepsine ne digérait pas
les cellules vivantes. Mais son pH d'activité trés bas (1,5 & 2,5) 1ta
fait exclure des méthodes de dissociation tissulaire. On sait, en effet, que
les pH trés acides provoquent des altérations graves des cellules.
RINALDINT (123) a obtenu d'excellentes dissociations de nombreux
tissus sous l'action de solutions de papaine & 0,1 ou 1 g p. 100 ml, activée
par le chlorhydrate de cystéine (0,02 g p.100 ml). Les cellules ainsi
obtenues paraissaient morphologiquement intactes au microscope photonigue,
mais aucune observation au microscope électronique n's été effectuéde et leur

activité biochimique et biologique n'a pas été étudiée.

b~ Digestion par la trypsine.

La trypsine est 1'enzyme de choix pour réaliser des dissociations
de tissus, gréice 2 son pH d'action voisin de la neutralité, compatible

avec la vie cellulaire,

En 1952, DULBECCO et VOGT (124) ont proposé une premitre méthode
de dissociation d'embryons de poulet entier par des incubations répétées
en présence de trypsine et ont obtenu des suspensions conténant de nombreux
amas cellulaires et une proportion faible de cellules "libres". Ls méthode
€tait donc trés imparfaite d'autant plus que les rares cellules obtenues

étaient mortes, tuées par la brutalité du procédé.

Simultenément MOSCONA et al. (125) préparaient des cellules libres
par désagrégation de fragments embryonnaires au moyen de solutions salines
isotoniques exemptes de calciuwm et de magnésium et contenant 3 2 de trypsine

p.100 ml . Les suspensions de cellules obtenues se développaient en cultures.
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L'état de pureté des suspensions n'a cependant pas été rigoureusement
contrblé. En particulier, l'absence d'amas cellulaires n'a pas été vérifide.

En outre, aucun contrdle au microscope électronique n'a été effectué.

En 195%, RIIALDINI (126) reprenait cette technique en 1'appli-
quant & la disscciation de divers tissus embryonnaires, adultes et tumoraux
(coeur, foie, peau, muscle, cerveau, intestin, rate) et signalait que seules
les cellules embryonnaires isolées se développaient en culture de facon
satisfaisante. L'auteur (127) présentait,en outre, un procédé simple de
contrdle de la vitalité des cellules en culture, fondé sur une observation
antérieure de NORTHROP (128), selon laquelle la trypsine ne détruit que les
cellules mortes : l'addition d'enzyme au nilieu de culture permet donc de

vérifier aisérent si les cellules sont restées vivantes.

En 1954, DULBECCO et VOGT (129) présentaient une nouvelle
méthode de digestion trypsique du foie de Rat, qui leur fournissait des
cellules hépatiques libres. SAINT-AVAID et TIPTON (130) obtenaient par
ailleurs la séparation de neuroblastes et d'autres cellules embryonnaires par
action combinée de la trypsine et de la hyaluronidase en 1l'absence d'ions
celcium : les cellules ainsi isolées conservaient leur activité mitotique et
leur activité respiratoire. ESSNER ef al. ( 139 contrflirent 1'action des
divers enzymes sur la dissociation de cellules tumorales & partir d'hépatomes
ascitiques. Ils étudiérent 1'action, & des concentrations de {1 mg p. ml ,
a 37°C et pendant 1 heure, des erzymes suivants : trypsine, chymotrypsine,
papaine (activée par le glutathion), ribonucléase, lipase pancréatique,
amygdaline, hyaluronidase, lysozyme, amylases et enzymes végétaux. Seules la
trypsine cristallisée et la chymotrypsine provoquaient une dissociation. Avec
les gutres enzymes, un voile diffus apparaissait sans aucune dissociaticn
notable. Les auteurs précisaient, en outre, que des pH 1égerement alcalins
amélioraient les rendeuents. Aucune observation de la morphologie et de la
viabilité des cellules n'accompagnait la description de la méthode.

Les méthodes de digestion trypsique furent trés souvent appliquées

durant cette période, notamment par YOUNGER et al.(132) ; MELNICK et al.(133)
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et plus particuliérement encore par SCHERER et al.(134) dont la méthode est

encore utilisée pour préparer des cellules de type Hela.

LONGMUIR et REES (135) ont repris la méthode de DULBECCO et VOGT
et ont obtenu des cellules libres & partir de 1'épiderme du Rat et du Cobaye.
Une étude de 1'activité respiratoire des cellules ainsi préparées, les
amenerent & conclure 2 une détérioration de 1'équipement en enzymes respira~
toires de la cellule, consécutif & la dissociation. En I958, WARBURG et al.
(136) ont appliqué la mlme méthode pour obtenir avec succés des cultures de

cellules libres & partir de divers organes du Chien et du Rat.

Dans un travail récent, GARVEY (137) présente d'intéressantes
conclusions. L'auteur réalise la séparation et la culture in vitro des deux

types de cellules hépatiques. Les cellules parenchymsteuses sont obtenues par

dissociation mécanique. Les cellules réticulo-endothéliales de KUPFER sont

préparées sélectivement par une digestion enzymatique réalisée en deux temps :
une incubation de fragments de foie dans un milieu de culture synthétique
contenant 0,3 g de trypsine p.100 permet d'abord de dissocier totalement le
tissu hépatique ; les cellules de KﬁPFER sont ensuite obtenues & partir de
cette suspension par digestion des cellules parenchymateuses par la collagénase
a4 la concentration de 0,01 g p.100 ml. Les cellules réticulo—endothéliales
résistent & 1'action de cet enzyme et conservernt leurs propriétés de prolifé-
ration en cultures. La contamination par les hépatocytes n'excéde pas 1 p.100 .
Selon l'auteur, le sérum de Rat est indispensable & la prolifération des
cellules de KﬁPFER qui présentent des figures mitotigques aprés 10 jours de
culture dans le milieu commercial "HYPROTYGEN", additionné de 15 p.100 de
sérum de Rat. L'auteur signale, enfin, que la mise en culture simultande des
deux types de cellules montre un ralentissement du développement des cellules
parenchymateuses qui sont €touffées par les cellules de KUPFER dont les mitoses
sont plus actives et qui se transforment tres vite en fibroblastes. L'auteur
ne fait mention cependant d'aucun contrble de ls morphologie et de 1'activité
biochimique des cellules.

Enfin, le tout récent mémoire de SHAH (138) déerit une technique

de dissociation des cellules rénales de Grenouille par des incubations
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réalisées entre 12 et 15°C dans un tampon minéral contenant 0,25 g de
trypsine et 0,1 g de glucose p.100 ml. Les cellules obtenues possédent une
activité mitotique nette aprés 7 & 10 jours de culture et les cultures

primaires ont été conservées environ trois mois.

Ce rapide exposé des techniques de dissociation des tissus par
des enzymes montre que la trypsine est 1'enzyme protéolytique qui donne les
meilleurs résultats. Les suspensions de cellules obtenues par de nombreux
auteurs semblent avoir conservé leurs propriétés vitales, mais la rigueur des
contrfles de pureté habituellement réalisés ne permet pas de conclure sans
ambiguité a la viabilité des cellules libres obtenues : en particulier, la
présence d'amas cellulaires n'a pas été systématiquenent recherchée et ne

peut donc 8tre exclue a_priori.

IT - VMETHODES DE DISSOCIATION CHIMIQUE

A - AGENTS COMPLEXANT LE CALCIUM

En 1952, ANDERSON (139) a étudié 1l'action de divers agents
complexant le calcium sur la dissociation du tissu hépatique de la Souris :
citrate trisodique, pyrophosphate d¢ sodium, "versene", sel de sodium de 1'ATP,
glycérophosphate de sodium. La méthode consiste & perfuser le foie de 1l'animal
par une solution de LOCKE ( note ) sans calciuwm, contenant, en outre, 1l'agent
complexant & des concentrations. variant de 0,030 a 0,005 M. Le tissu est
prélevé aussit8t aprés la perfusion et dissocié par une homogénéisation douce.
Les rendements sont détemminés par comptage en étsblissant le rapport du
nombre de cellules entieres au nombre total de noyaux présents. Les solutions

citratées donnent le meillenr rendement (45 & 67 p.100) et les solutions de

lote.~ Compesition de la solution de LOCKE : NaCl 9 ¢ , K C1 0,42 g ,
Ca 012 0,24 g , Na H CO3 0,20 g , eau bidistillée q.s.p. 1000 ml .
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glycérophosphate fournissent le rendement le plus faible (15 & 17 p.100) .

La vitalité des cellules obtenues n'a pas été contrdlée, mais LAWS et STICKLAND
(140) préciserent, 1'année suivante, que cette méthode fournissait des

cellules bien individualisées, exemptes d'amas cellulaires, mais qui avaient
perdu leur activité respiratoire en milieu privé de succinate, méme aprés
1'addition & la solution d'incubation de substances les plus diverses comme

le glucose, le pyruvate de sodium, le citrate de sodium, le cytochrome c ,
1'ATP, du sérum, des extraits de foie avec leurs microsomes ou le 2,4-dinitro-
phénol.

Le principe de la perfusion par des solutions dlagents complexant
les ions calcium fut repris par WATTIAUX (141) qui appliqua la méthode de
perfusion (& 1'aide de solutions de verséne) déerite par SAINT-GEORGE, FRIEDMAN
et BYERS (142), elle-méme inspirée des études d'ANDERSON. La dissociation du
tissu hépatique est obtenue aprés une perfusion réalisée avec une solution
de saccharose 0,25 M et de verséne 0,01 M . La séparation des deux types de
cellules hépatiques (cellules parenchymateuses et cellules de KﬁPFER) est
fondée sur 1'attraction magnétique que subissent les cellules de KﬁPFER préala—
blement chargées en fer, grfce & 1'injection d'une suspension de fer collofdal
dans du sérum physiologique. L'étude morphologique au microscope photonique,
réalisée par l'auteur, lui a permis de noter une vacuolisation importante du
. cytoplasme. Les conclus.ons de nos travaux apporteront une explication & cette

altération.

CHEVALIER (143), aprés avoir réalisé la séparation des deux types
de cellules hépatiques & 1l'aide du mode opératoire précédent, a montré que
les cellules avaient perdu toute activité respiratoire, que l'incorporation
dlacétate marqué par le 140 dans le cholestérol était nulle, mais que 1l'in-
corporation de glycocolle marqué dans les protéines était 7 & 10 fois supé-
rieure & celle de tranches de tissu.

Récemment, enfin, RUTTER et BROSEMER (144) ont étudié le métabo-
lisme glucidique endocellulaire des cellules hépatiques isolées par une
perfusion réalisée & 1l'aide d'une solution de saccharose 0,24 M contenant du

citrate de sodium & la concentration 0,0135 M , suivie d'une digestion
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trypsique selon la méthode de DULBECCO et VOGT. Le rendement était de
1'ordre de 10 & 30 p.100 .

Parallélement & ces travaux, inspirés de ceux d'AVDERSON et
fondés sur 1'élimination du calcium par des agents le complexant, d'autres
méthodes, proposées & la méme époque, firent appel & l'effet du pH , & celui

de sels divers ou encore & l'action de produits neutres.

B —~ ACTION D'AGENITS PHYSICOCHIMIQUES DIVERS

BRANSTER et MORTON, aprés avoir réalisé, en 1956 (145), une étude
critique de 1l'isolement de cellules intactes dans des solutions physiologiques
contenant enzymes et agents complexants & des pH divers, choisissaient, en
1957 (146), une méthode de perfusion par le liquide de NOVIKOFF (147) & base
de polyvinylpyrrolidone, de saccharose et de selg de magnésium. Les cellules
obtenues apres une homogénéisation douce étaient plus ou moins lysées, mais
le rendement était satisfaisant. Des contrBles systématiques de 1l'intégrité

des cellules obtenues n'ont cependant pas été effectués.

LOLGMUIR et REES (148) ont dderit, en I956, une méthode originale
de dissociation du foie de Rat par des incubations réalisées in vitro dans du
tampon phosphate & pH 5 . Les auteurs avaient constaté que la méthode de
DULBECCO et VOGT n'était pas applicable & 1'étude de la respiration car les
cellules obtenues par ce procédé étaient endommagdées. Il existait, en outre,
dans les suspensions, une proportion importente de mitochondries libres. A la
suite de 1l'observation que des pH relativement faibles étaient susceptibles
de provoquer la dissociation des tissus, ces auteurs effectuérent des essais
systématiques de dissociation dans des solutions tamponnées de phosphates de

sodium & des pH compris entre 2,3 et 7,2 .
4 pH 2,3 le rendement était optimum, mais les cellules respiraient

mal. Au contraire, pour des pH du milieu compris entre 4 et 6 , la respiration

devenait identique & celle de fragments de tissu hépatique. Finalement, LONGMUIR
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et REES proposérent une méthode de dissociation du tissu hépatique qui
consiste & réaliser des incubations & 37°C de fragments de tissu dans une
solution tamponnée de phosphate de sodium & pH 5 pendant 10 minutes. Aprés
une dilacération par des aspirations et des refoulements successifs dans une
pipette retournée, la suspension de cellules hépatiques libres obtenue est
purifiée par plusieurs centrifugations de 2 minutes & 50 g dans du tampon
phosphate & pH 7,3 . Des examens morphologiques furent réalisés par les
auteurs apres des colorations vitales au rouge neutre et des colorations &
1'hématoxyline~éosine. L'activité respiratoire, en présence de succinate,
fournissait une valeur identique & celle que KREBS a trouvée (149) pour les

homogénats de tissu hépatique. D'autres contréles biochimiques d'activité

métabolique n'ont pas été effectués.

STERZL (150) a mis également & profit l'action des solutions de
phosphate pour isoler des cellules spléniques. Le tissu est mis en suspension
dans une solution isotonique de phosphate de sodium & pH 7,3 contenant 0,2 g
de gélatine p.100 ml. Selon 1l'auteur, les cellules de rate obtenues sont
susceptibles de synthétiser des anticorps par incubation in vitro avec divers

antigenes comme 1le sérum de cobaye ou le sérum d'individus paratyphiques.

I1 convient, enfin, de signaler les études systématiques réalisées
par HOLTFRETER (151), MOSCONA (152) et ESSNER (153) sur 1'influence du pH sur
la cohésion tissulaire. I1 ressort de ces travaux que 1'alcalinisation du
milieu provoque une dégradation nette du ciment intercellulaire. ESSNER précise
que des dégradations importantes se manifestent dans les cellules pour des pH
inférieurs & 6,4 mais que des pH alcalins ne détériorent pas les structures
cellulaires. Il réalise la dissociation totale des amas cellulaires qui
persistent aprés la dissociation du tissu avec des solutions de pH 8,8 .

Au cours de la dissociation, le pH revient & la neutralité. Les cellules
paraissent morphologiquement intactes mais leur vitalité n'a pas été ‘

étudiéde.
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IIT - METHODES DE DISSOCIATION MECANIQUE

GUZMAN-BARON et KIT (154) avaient réalisé, en 1952, des disso-
ciations de thymus de Rate, d'appendice et de lymphosarcome en forcant les
tissus au travers de tamis de finesse croissante. Les cellules ne présentaient
aucune altération de la biosynthése protéique qui était étudiée par la mesure

de 1l'incorporation du glycocolle marqué.

En 1954, KALTENBACH (155) proposa une méthode de dissociation du
tissu hépatique par simple dilacération mécanique. Des tranches fines de foie
étaient pressées, au moyen d'un piston en caoutchouc, au travers d'un tamis
de "mesh" 14-16 et le broyat, recueilli dans une solution isotonique, était
purifié par des passages successifs au travers de filtres de "mesh" croissant
de 24 2 60, puis & 80, Apres 5 centrifugations de 1 minute & 30 g , les
cellules obtenues étaient parfaitement dissocides. Les examens morphologiques
au microscope photonique montraient des cellules intactes. L'auteur présentait,
en outre, un contrfle d'intégrité cytochimique fondée sur la méthode du
"quotient cytolytique" de UMBREIT gj_g;;_(156) (détemmination de 1'activité
succinoxydasique en présence de cytochrome ¢ ). L'auteur concluait & une
intégrité biochimique des cellules obtenues et la confimait par la détermina~
tion des vitesses d'incorporation dans les protéines de glycocolle marqué :
ltactivité métabolique était environ 7 fois supérieure & celle des homogénats
du méme tissu.

Cependant LAWS et STICKLAND (157) démontrérent, apres une étude
critique de cette méthode, que l'activité respiratoire en milieu exempt de
succinate était nulle, que 1'activité glycolytique était totalement abolie et
que les processus métaboliques ne s'effectusient que dans le sens du catabo-
lisme, LAWS et STICKLAND émettaient 1'opinion que l'activité respiratoire et

1'activité succinoxydasique étaient en fait celles de mitochondries libres.
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Une méthode analogue fut appliquée par HARRIS et al.(158) & 1la
séparation de cellules de ganglions lymphatiques de Lapin & 1'aide d'une
solution de TYRODE ( note ) contenant 7,5 ml de sérum de Rat p.100 ml . Les
auteurs concluaient & la survie des cellules qui ont, en effet, conservé la
propriété de provoquer 1'apparition d'anticorps quand on les injecte & des
Rats. Cependant, la valeur de ce critére est contestable depuis les récentes
acquisitions réalisées en immunologie : il est, en effet, établi que 1l'injec—

tion de cellules mortes suffit & provoquer la formation d'anticorps.

Le principe de la dilacération mécanique fut également appliqué
par BUCHER (159) qui réalisa ensuite des contréles biochimiques identiques &
ceux de KALTENBACH et de GUZMAN-BARON et KIT : la consommation d'oxygene et
la vitesse d'incorporation des acides aminés se révélaient supérieures & celles
de fraguents de tissus, mais cependant nettement inférieures & celles des
homogénats du méme tissu.

Bn 1958, KNISELY et MAHAIEY (160) pour étudier la diffusion
métastasique préparérent des cellules libres tumorales en mettant & profit
la filtration sélective sur des filtres calibrés. Mais les autéurs doutaient

de la vitalité des cellules ainsi isolées.

C'est en I960 qu'un important travail consacré & des études
comparées de la biosynthese des protéines dans les cellules normales et tumo-—
rales fut présenté par ROOF et AUB (161). Le métabolisme protéique des cellules
d'ascite de YOSHIDA et d'ascite d'EHRLICH fut comparé & celui de cellules
libres de thymus, préparédes par une méthode de filtration sélective inspirée
de celle de HARRIS et al. (162).

Les opérations d'isolement ainsi que les incorporations in vitro
d'acides aminés marqués étaient réalisdes dans du sérum de Rat. Les auteurs
signalaient que l'incubation des cellules dans la solution de TYRODE, addi-
tionnée de 7,5 p.100 de sérum de Rat, permettait un métabolisme protéique

nettement supérieur & celui que donne une incubation effectude dans le milieu

Note.,~ Composition de la solution de TYRODE : NaCl 8 g , KC1 0,2 g ,
CaCl2 0,2 g , Mg012 0,1 g , NaH PO, 0,05 g , NaH CO3 1 g, glucose 1 g,

2 74
eau bidistillée g.s.p. 1000 ml.



de ALLFREY et MIRSKY (163) ( note ). ROOF et AUB concluasient & la survie des
cellules obtenues, sur la base d'un métabolisme protéique intact, d'une
teneur normale en acide ribonucléique et de colorations vitales par 1'éosine Y.
Ils précisaient, en ouwre, que l'intégrité des cellules ¢tait liéde & la
présence du sérum de Ra¥® et & des temps de lavage courts, l'activité diminuant
avec le nombre et la durée des lavages.

Enfin, récemment, KIMURA et al. (164) ont comparé la teneur en
hexosamines et en acides sialiques de cellules d'ascites, de cellules de
type Hela et de cellules hépatiques de Souris, prépardées par un passage au

travers de filtres de finesse croissante.

APPLICATIONS DES METHODES |
DE DISSOCIATION TISSULAIRE |

Malgré les doutes qui planent & propos de 1'intégrité des cellules
libres obtenues par les différentes méthodes que nous venons d'exposer, de
nombreux résultats qui suffisent & justifier 1'intér&t de 1'étude des cellules

"libres" ont été recueillis par l'application de ces techniques.

I ~ ETUDES BIOLOGIQUES

Les études entreprises sur les suspensions de cellules isolées
ont apporté une contribution importante & la solution de problémes concernant
la physiologie cellulaire, la culture des tissus et la cancdérologie. En outre,
la question de 1l'adhésion cellulaire a pu &tre explorée efficacement gréce
& 1l'application des procédés de dissociation des tissus. Nous avons exposé
dans le chapitre précédent consacré & la cohdésion tissulaire les diverses

hypotheses qui ont été émises jusqu'a présent concernant cette dernitre.

Note : 1la solution de ALLFREY et MIRSKY contient du saccharose, du chlorure
de calcium et des phosphates de sodium.




45,

64-

Grice aux études réalisées sur les suspensions de cellules isolées, de
nombreuses précisions mt été apportées concernant les modalités des disso—
ciations et des réassociations cellulaires, les mécanismes de 1'adhésion et
les propriétés des membranes comme la mobilité de certaines cellules et les
effets de surface. Enfin, la mise en culture des cellules libres adultes est
un pas vers la résolution du probléme fondamental qui concerne 1l'obtention de
populations cellulaires & partir de cellules libres adultes et dont 1'impor-
tance biologique est considérable du point de vue de la survie de la cellule

isolée et de 1'étude des mécanismes de la nitose et de ls différentiation.

A ~ TRAVAUX COICERNALNT L'ADHESION CELLULAIRE

Dans ce domaine, deux séries de travaux ont été rdalisées :

les uns concernent les facteurs de dissociation spontande ; les autres, les

réassociations cellulaires.

Les facteurs de la dissociation spontande des tissus et le probléme de la

nétastase.

Nous avons vu que de trés nombreuses €¢tudes ont préeisé 1l'influence
des facteurs externes sur la dissociation ( voir page 45 ) et ont ainsi permis
la mise au point des techniques de dissociation tissulaire.

I1 convient de préciser cependent quelques points importants

concernant l'existence de facteurs de dissociation spontsnée dont la connais—

sance a ét¢ rendue possible par 1'étude des cellules isolées. Le processus le
plus caractéristique a cet égard est, sans aucun doute, celui qui provoque

la dissociation spontanée d'une tumeur cancéreuse et déclenche la diffusion
métastatique. Ce mécanisme n'a pas encore regu d'explication biologique
satisfaisante. Cependant, COMAN (165) a montr que les substances cancérigénes
provoquaient une chute de 1l'adhésivité de tissus nomaux : par exemple,

le 7,12-diméthyl-benzanthracéne, qui est une substance cancérigéne, provoque

une libération de cellules épidermiques par simple agitation, tandis que
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1'anthracéne, qui n'est pas cancérigene, est sans effet. CONAL et ANDERSON
(166) ont suggéré que la diminution de 1'adhésivité des cellules pourrait bien
8tre due & une modification de leur surface.

D'autres facteurs internes peuvent agir spentanément sur 1'adhé-
sivité des cellules et provoquer ainsi des modifications de la cohésion
tissulaire. Par exemple, selon WEISS (167), le sérum serait un facteur impor-
tant d'adhésion dans le cas de cellules dissociées par la trypsine : 1'addition
de sérum et, plus particulidrement, de la fraction lipoprotéique, est
nécessaire pour restaurer 1'adhdsivité des cellules. Un chauffage de 30 minutes
a 56°C détruit totalement cette propriété du sérum. D'autre part, WEISS a
montré 1'influence trés nette de la fraction ¢¥-globulinique du sérum sur
1'adhésivité des cellules sur le verre. Bn conclusion, il semble donc que le
sérum, s'il ne provoque pas & proprement parler de réassociations des cellules,
est cependant indispensable & la préservation de 1'adhésivité des cellules
qui est elle~méme étroitement lide & 1'intégrité de la membrane de ces
derniéres.

Récemment, MOSCONA (168) a montré 1'influence importante de la
température sur la cohésion des tissus et sur les propriétés d'adhésion des
cellules. Des températures inférieures & 15°C suppriment totalement 1'adhé-
sivité de cellules libres en culture et 40 p.100 seulement des cellules
retrouvent leurs propriétés d'adhésion & 25°C, la température optimale
étant de 38°C . Par exemple, des agrégats de cellules obienues par réasso-
ciation de cellules isolées, maintenus & 38°C, se dissocient totalement par
une simple diminution progressive de la température jusqu'a 15°C .

D'autre part, une modification pathologique du taux des cations
divalents est également susceptible de provoquer des dissociations spontanées
étant domé le rdle de ces ions dans la cohésion des tissus (voir page 45 ) .Or
BEEBE(169)amontré, dbs 1904, que le diminution du taux du calcium et 1'augmen-—
tation du taux du potassium étaient une caractéristique des cellules cancé-
reuses. De LONG et al. ( ) préciserent plus tard que si 1'augmentation du
taux de potassium dans les cellules tumorales pouvait &tre considérée comme
une conséquence de l'accroissement de 1l'activité mitotique de ces cellules,

la chute des taux de calcium et de sodium restaient, au contraire, spécifiques
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de 1'état cancéreux. A cause de 1l'importance fondamentale des ions calcium
dans la cohésion des tissus, on peut donc se demander si la diminution
du taux de calcium dans les tumeurs malignes ne serait pas responsable de
la dissociation spontanée du tissu cancéreux et de l'essaimage métastatique
des cellules néoplasiques ainsi libdérées.

A propos de la diffusion métastatique, on peut actuellement
considérer, gréice aux résultats fournis par 1'étude réalisée in vitro
des cellules libres, que la constance du taux de protéides sériques et des
cations minéraux est indispensable pour maintenir la cohdsion des tissus
normgux. Toute modification pathologique de ces constantes est susceptible
d'avoir une répercussion sur 1l'adhésivité des cellules. Enfin, il est hors
de doute que 1'étude de 1'influence des substances cancérigeénes sur la
cohésion des tissus apportera de précieux renseignements sur le mode

d'action de ces composés.

La réassociation des cellules "libres" et la reconstitution des tissus.

Les travaux qui ont été réalisés sur la reconstitution
des tissus & partir des cellules libres permettent de suivre et de mieux
comprendre les mécanismes de la formation d'organes qui possédeht une unité,
une cohésion et une structure spécifique. En outre, en provoquant la réasso-
ciation de populations cellulaires différentes, on peut prétendre déteminer
de fagon plus précise jusqu'ol va la spécificité des cellules différencides.
L'un des buts pratiques de ce genre de recherches est de définir les principes
fondamenteux qui permettront de résoudre les difficultés rencontrées au cours
des greffes d'organe. Les expériences que nous allons rapidement exposer et
dont 1l'importance biologique est évidente n'ont pu &tre entreprises que gréce
& la mise au point des techniques de préparation de cellules isolées & partir
de tissus. Elles sont le fruit des remarquables travaux de HOLTFRETER, de
MOSCONA et de WOLFF.
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TOWNES et HOLTFRETER (171) ont étudié les mécanismes de rdasso-
ciation spécifique des cellules en voie de différentiation d'un embryon de
Batracien gu stade de la neurula, qui possédait donc au moins une plaque
neurale différenciée et des cellules ﬁésodermiques. Apres avoir réalisé la
dissociation compléte de l'embryon par la trypsine, les auteurs placérent
les cellules dans un milieu nutritif et observerent qu'elles se regroupaient
par familles correspondant & leur destinée embryologique et reconstituaient
des tissus. Par exemple, a partir d'un mélenge homogene de cellules isolées
de la plaqu- neurale et de cellules épidemiques, il se forme d'abord une
sphérule, dans laguelle les cellules nerveuses domment de nouveau une gouttidre,

ébauche du tube nerveux. Il existe donc une spécificité d'organe qui est tres

stricte et les cellules d'un méme type se reconnaissent, en quelque sorte,
entre elles. Ce mécanisme ferait intervenir des forces spécifiques d'adhésion,
mais aussi des forces de répulsion entre les cellules de destinée différente

(voir page 38 de la théorie de 1'adhésivitd spécifique de WEISS).

MOSCONA (172) a réussi la méme expérience, mais en la réalisant
avec des cellules isolées & partir de tissus d'embryon de poulet parvenus 3
un stade ultime de différentiation. Le rein embryonnaire, dissocié par la
trypsine, se reconstitue pratiquement identique & lui-méme : les figures 11,
12 et 13 sont & cet égard tres démonstratives. En outre, un mélange de cellules
de rein et de cellules de cartilage forment un tissu mixte qui n'est pas
constitué d'une mosaique des différentes cellules réparties au hasard, mais
de zones nettement individualisées de cartilage et de tubes uriniféres. De
nouveau, la "spécificité cellulaire" des organes est, dans ce cas, trés stricte.
D'autre éart, en procédant & des mélanges de cellules de méme type, provenant
d'animaux différents, on peut montrer qu'il n'existe pas, du moins dans une

certaine mesure, de gpécificité d'espéce. On obtient, en effet, aisément un

cartilage mixte & partir de cellules cartilagineuses libérées & partir d'em-
bryons de Souris et de Poulet. En outre, le mélange des cellules dissocides de
deux tissus différents comme les tissus cartilagineux et rénal provenant
d'embryons de Poulet et de Souris fournit un tissu qui posseéde des zones

cartilagineuses mixtes et des zones de tubes uriniféres mixtes. MOSCONA, &



Fi g ure 11

Aspect microscopique du tissu rénal d'embryon
de Poulet.

Tub : tubules uriniféres.

Figure 12

Aspect microscopique d'une suspension de cellules
du tissu rénal d'embryon de Poulet, dissocié par

les enzymes.

Fi g ure 13

Aspect microscopique du tissu rénal d'embryon
de Poulet aprés la réassociation des cellules de
la suspension précédente. On observera que la
reconstitution du tissu est parfaite et que les
tubules uriniféres (Tub), en particulier, ont

retrouvé leur norphologie.

( in MOSCON4) (172)
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partir de ces observations, envisage la possibilité de réaliser in vivo des
reconstitutions d'organes lésés par injection des cellules isolées correspon-—
dantes. Sur le méme principe, WOLFF a obtenu des bronches mixtes de Poulet

et de Souris et méme des tubes séminiféres mixtes dans lesquels les cellules
des deux espéces différentes se disposent régulitrement les unes & cbté des

autres "comme si elles reconnaissaient leur parenté" (173) 5

On congoit aisément l'importance de ces expériences, aussi bien du
point de vue purement biologique comme la spécificité de 1'adhésion cellulaire
ou les mécanismes morphogénétiques que de celui de la réalisation des greffes :
en effet, un orgenisme ne tolere que les gutogreffes ou greffes de ses propres
tissus. Les homogreffes ou greffes de tissus diune méme espéce, d'un individu
a4 un autre, ne réussissent que trés exceptionnellement, tandis que les hétéro-
greffes ou transplantations de %issus d'une espece & une autre ne sont jamais
tolérées (voir 3 ce propos les travaux de DURCHON sur les Annélides Polychetes)
(174). L'obtention de cellules adultes libres et viventes devrait permettre
de faire progresser cette question, car on sait actuellement que les hétéro-
greffes ne sont possibles qu'a partir d'orgenes embryonnaires. Ceux-ci n'ont
pas encore élaboré les anticorps spécifiques qui se forment apreés la naissance
et dont le rdle est d'interdire 1'implantation de cellules ou de tissus
étrangers & 1'orgenisme. La production in vitro de réassociations de cellules
isolées adultes, si elle se réalisait, laisserait entrevoir la possibilité des
hétérogreffes aprés avoir inhibé sélectivement les anticorps spéeifiques.

Ce probléme particulier suffirait & lui seul & justifier 1'intérét
de la préparation de cellules adultes intactes & partir d'un organe vivant qui
n'aurait pas subi l'adaptation préalable av~ conditions artificielles de la

culture in vitro.

B — TRAVAUX ORTENTES VERS L'ETUDE DES MEMBRANES CELLULAIRES

Depuis quelques années, les suspensions de cellules libres ont été

largement utilisées & des études de mobilité eellulaire et de modification de
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surface en fonction de divers états pathologiques dans le but d'expliquer
certaines modifications de 1l'adhésivité par des altérations ou des remaniements
des membranes des cellules.

AMBROSE, JAMES et LOWICK (175) établissaient ainsi, en 1956, que
la mobilité électrophorétique des cellules rénales ncrmales représentait
environ la moitié de celle des cellules néoplasiques correspondantes. Ces
modifications de surface étaient en relation avec les études de 1l'école de
COMAIY (voir Mac CUTCHEON et al. (176), COMAI et ANDERSON (177) et COMAN (178) )
qui mirent en évidence au microscope électronique une altération nette de
1'ultrastructure de la surface de cellules d'épithélioma du Lapin. PURDOM et al.
(179) et AMBROSE (180) expliquaient, en I960, les modifications de la mobilité
des cellules tumorales par 1'apparition de charges négatives nouvelles, en
relation directe avec la malignité et provenant d'une altération de la membrane.
Depuis, BENOR et al.(181) ont montré, par des études comparatives entreprises
sur des cellules libres isolées par perfusion du foie normal et du foie en
régénération avec des solutions de verséne, que 1l'augmentation de la mobilité
était en relation dirécte avec l'activité mitotique et non pas avec la mali-
gnité. En outre, BANGHAM et PETHICA (182), ayant suggéré, en I960, que 1'aug-
mentation de la mobilité des cellules d'ascite d'EHRLICH pouvait provenir de
la présence de groupes phosphatidiques ionisés identiques & ceux de la surface
des leucocytes circulant dans le sang, BANGHAM et GLOVER (183) ont récemment
comparé la mobilité des cellules A'BEHRLICH avec celle des érythrocytes et des
cellules hépatiques libres normales. Ils ont montré que les cellules vivant 2
1'état libre (leucocytes et cellules d'ascite) possédaient des mobilités
électrophorétiques identiques — mais différentes de celles des cellules norma-
lement associées en tissus. Ce résultat démontre les différences structurales
des deux types de cellules, mais ils n'ont pas regu, jusqu'ad présent, d'expli-
cation biochimique. Bnfin, HOLLINGSHEAD et THOMASON(184) ont signalé récemment
que les rayons X ne provoquaient pas de diminution notable de la mobilité
électrophorétique de cellules ’EHRLICH, mais aucune interprétation rigoureuse

n'a été proposée par les auteurs.
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On voit donc combien ces études de mobilité restent tres
fragmentaires et spéculatives. Elles n'apportent aucun renseignement précis
sur la nature et les modifications que subissent les membranes cellulaires.
I1 semble bien que les techniques utilisées soient encore bien imparfaites
et qu'il est prématuré de mettre en oeuvre les méthodes biophysiques pour
tenter d'élucider ces probléemes., HAYDON (185) signalait d'ailleurs trés
récemment que les équations utilisées pour la détemination des mobilités
et des potentiels de membrane n'étaient applicables que si les surfaces sont
impénétrables aux ions minéraux, ce qui n'est pas le cas des surfaces
cellulaires. L'auteur proposait une équation (équation du potentiel dzéta)
adaptée au cas de ces membranes vivantes. Il nous parait hasardeux de tenter
des interprétations mathématiques du matériel biologique et de mettre la Vie
en équations : les essais de ce genre n'ont pas toujours été trés concluants

en matiere de Biologie.

C - ETUDES DE Li PROLIFERATIOL EN CULTURE DES
CELLULES ISOLEES

L'évolution des idées sur les conditions de prolifération en
culture des cellules isolées a été fortement influencée par les travaux de
1'école de BARIE,

En 1925, FISHER (186) constatait que des cellules libres de
sarcome de ROUS, mises en culture, ne présentaient des divisions cellulaires
qu'en présence de cellules d'autres tissus. MOEN (187) parmi d'autres,
émettait la mBme opinion quelques années plus tard & propos de cellules de
leucocytes mononucléaires en précisant toutefois, conformément & 1'objection
toute récente de EARLE (188), que les milieux de culture employés pouvaient
ne pas 8tre convenables. Néanmoins, 1'hypoth&se la plus couramment admise &
cette époque était que les cellules possédaient une autonomie limitée et une
individualité physiologique restreinte. La division cellulaire dans un tissu
devait &tre lide & un systéme d'échanges intercellulaires par 1'intermé-

diaire de "ponts protoplasmiques". L'éventualité d'une individualité



72-

cellulaire qui se serait manifestée, pour une cellule, par la possibilité
de vivre totalement isolée de ses congéneres, paraissait inconcevable.

EARLE (189) eut le premier le mérite, dés 1931, de supposer que
geul le milieu de culture était & incriminer : les cellules libérées présen-
taient une modification de leur métabolisme, dont il fallait obligatoirement
tenir compte pour préparer les milieux de culture. Tandis que OLIVO (190)
affirmait, en 1932, que la prolifération :n vitro n'était possible qu'avec
un minimum de 26 cellules assocides, les travaux ultérieurs de 1iécole de
EARLE s'orienterent vers la recherche de milieux de culture spéciaux, mieux
adaptés & la culture in vitro de cellules isolées. EVANS et BARLE (191)
recherchérent systématiquement les supports solides qui permettraient aux
cellules libres de proliférer dans les meilleurss conditions. En 1949, SANFORD,
EARLE et LIKELY (192) proposérent un milieu de culture destiné aux cellules
libres et EVANS et al, (193) déerivirent en I951 une méthode de culture de
quantités élevées de cellules libres obtenues par dissociation mécanique &
partir d'un tissu, lui-méme maintenu préalsblement en culture ( note ) .
4L partir de ces travaux, et parallelement aux études des techniques de
dissociation tissulaire, on parvint & obtenir des souches de cellules libres
en culture dont les conditions de vie sont si parfaitement déterminées,
qu'elles en ont pemis la commercialisation. Le grand intér@t de ces travaux
est de permettre 1'entretien de souches de cellules libres cencéreuses
comme les cellules de type Hela constamment & la disposition des laboratoires
de Cancérologie. Malheureusement, ces cellules isolées de tissus préalable-
nent adaptés & la vie in vitro ne sont plus comparables en rien aux celluies
isolées de tissus "natifs" car elles se sont plus ou moins profondément
dédifférenciées.

On peut donc considérer actuellement que l'individuelité cellulaire
stricte existe, qui implique une vie indépendante de la cellule libérée de
son tissu d'origine. Cependant, si l'on ohtient aisément des cultures de
cellules libérées & partir d'un tissu préalablement adapté & la culture
in vitro, la multiplication in vitro de cellules libérées a partir de tissus

directement prélevés sur des animaux reste problématique.

Note.— La dissociation était réalisée en forcant les tissus, préalablenent
maintenus un certain temps en culture, au travers d'un tube
capillaire.



WOLF (194) et GARVEY (195) ont dderit des techniques de culturc de
cellules isolées & partir d'organes de Vertébrés. GARVEY signale qu'il
observe des images de mitose, aprés 10 jburs de culture, dans des cellules
parenchymateuses et des cellules de KﬁPFER, isolées de foies les unes par
dissociation mécanique et les autres par l'action combinde de la trypsine et
de la collagénase.

Les traveux trés récents de SANTUCCI et al. (196), de HAAG et
SANTUCCI (197) et de JACQUET et STEEG (198) ont apporté un résultat tres
intéressant : des cellules isolées par la trypsine & partir de 1'épithéliome
atypique T8 du Rat ou épithélioma de GUERIN fournissent, en effet, -des
cultures supportant plusieurs repiquages sans perte appréciable de leur

vitalité et de leur malignité.

I1 apparait fondamental actuellement, autant du point de vue
strictement de la biologie que du point de vue de la biochimie cellulaire,
d'obtenir aisément des cultures de cellules isoldes & partir de tissus vivants.
Cela implique nécessairement la mise au point de techniques parfaites de
dissociation tissulaire qui conduisent & l'isolement de suspensions de
cellules vivantes rigoureusement exemptes d'smas cellulaires. Le contrble des
préparations & 1'aide des microscopes photonique et électronique est donc

un impéretif absolu.

IT - ETUDES BIOCHIMIQUES

Les travaux d'ordre biologique que nous venons d'exposer sont
complétés par un certain nombre d'études biochimiques qui ont apporté leur

contribution & 1l'exploration de certains métabolismes, concernant notamment

19~ la respiration cellulaire et la production et le stockage de 1'énergie,
2°- le métabolisme des acides nucléiques,

30~ le métabolisme des protéines,

4°- la localisation intracytoplasmique des biosynthéses de substances

diverses.
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La création de cultures standardisées de cellules cancéreuses libres,
comme les cellules Hela, 1l'existence de tumeurs expérimentales ascitiques
(suspensions de cellules et d'amas cellulaires cancéreux obtenus in vivo par
injection intrapéritonéale de broyats tumoraux i des animaux d'expérience),
la préparation, enfin, de suspensions de cellules obtenues par dissociation
des tissus vivants, ont permis d'utiliser les méthodes d'étude in vitro du

mnétebolisme bactérien.

A — ETUDE DE LA RESPIRATION CELLULATRE

Les techniques classiques de détermination de la respiration
cellulaire des tissus ont été appliquées aux cellules isolées (cellules en
culture, cellules d'ascites et cellules isolées des tissus vivants). Les

résultats qui ont été obtenus peuvent &tre résumés de la manidre suivante .

1 - En 1930, WARBURG et al. (199) formulaient 1'hypothése selon laguelle

les tissus cancéreux présentaient une glycolyse plus importante que les tissus
normaux et ils affirmaient, en I955, que ces propriétés particulidres étaient
dues & une lésion irréversible, caractéristique de 1!'état cancéreux. Cette
opinion déclencha une somme considérable de recherches comparées sur la
glycolyse et la respiration des cellules normales et cancéreuses. Rapidement,
les travaux s'orienterent vers 1'étude du métabolisme des cellules isoldes.
Ils ont permis de montrer que, contrairement & la théorie de WARBURG, il
semble que la respiration et la glycolyse soient étroitement liées & la
composition du milieu environnant. Dans une mise au point récente de cette
question, PAUL (200) a bien mis en lumidre 1'influence de"l'environnesent" sur

les métabolismes des cellules normales et cancéreuses en culture :

a)— Les deux types de cellules, normales et cancéreuses, possedent
pratiquement le méme comportement.

b)— fu moment de la mise en culture, 1'activité glycolytique est prépon-
dérante. BElle fait place progressivenent & un mdétabolisme aérobie qui tend

vers un état stationnaire. Ce phénomtne pourrait s'expliquer par un déréglement



passager du cycle de KREBS et une modification temporaire du pH . En effet,
les pH alcalins favorisent la glycolyse, tandis que la respiration est
accrue en milieu acide.

o)— Une augmentation de la concentration du milieu en glucose inhibe la
respiration (effet CRABTREE).

d)~ Une diminution de la tension d'oxygene favorise la glycolyse (effet
PASTEUR) .

e)- Enfin, chague variation des facteurs d'environnement précédents

s'accompagne toujours de modiiications des wéluyLolilismes.

Ainsi, on peut considérer actuellement que les caractéristiques
métaboliques des cellules cancéreuses proviemnent de 1'influence de 1'envi--
ronnement et ne sont probablement pas dues & une variation fondamentale et
irréversible du métabolisme gluecidique. & cela s'ajoute le fait qu'il s'agit
de cellules qui possedent une tres forte activité mitotique et qui exigent,
par conséquent, une plus grande quantité dténergie nécessaire aux synthéses
protéiques qui déclenchent les mitoses.

L'isolement & partir de tissus vivants. de cellules libres normales
s'impose donc également,dans ce cas, pour peimetitre une comparaison poussée
deces mécanismes énergétiques dans des conditions éritant 1l'adaptation &

la culture.

2 - Jusqu'a présent, les recherches concernant l'activité respiratoire des
cellules isolées 3 partir des tissus vivants sont trds fragmentaires. Elles
ont été principalement effectudes par LONGMUIR et RERS (201) et par
KALTENBACH (202). LAWS et STICKLAND (203) ont présenté une critique objective
des travaux des auteurs précédents et concluent qu'il n'est pas encore possible
d'obtenir actuellement des cellules libre:: dont les mécanismes énergétiques
soient entierement préservés car les cellules ne respirent qu'en présence
d'acide succinique. Ce comportement peut s‘expliquer par un blocage des
réactions métaboliques du cycle tricarboxylique ou par un dysfonctionnementy
de la chafne des cytochromes, ou encore par des perturbations dans les
réactions de couplage de la phosphorylation oxydative. LONGMUIR et coll.(204)
ont émis l'opinion que la séparation des cellules scmblaient invariablement
détériorer 1'appareil respiratoire. Selon ces auteurs, la séparation des

cellules pourrait provoquer 1'inactivation de cerbaines oxydases.



B - ETUDE DU METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES

L'étude in _vitro du métabolisme des acides nucléiques fait appel
aux techniques classiquement appliquées dans l'expérimentation in vivo.
utilise des phesphates marqués par le 34? ev des précurseurs marqués par le

Y
g ou le 3H : acide orotique Vg , nucléotiden 14C ou SH .

Les recherches sur le métabolisme des acides nucléiques furent
initialement effectuées sur des Bactéries ety cur des tissus totaux, des
homogénats , des coupes de tissus ou des fractions cytoplasmiques. Depuis
1960, on leur adjoint une expérimentation sur les cellules libres ou libérées
a4 partir des tissus vivants.

BURDON et SMELLIE (205) ont isolé, en I961, & partir de cellules
ascitiques du carcinome A'EHRLICH, un enzyme suscepntible de provogquer 1'incor-
poration d'uridine triphospicie marqué par le 329 dans les acides ribonu—
cléiques. Les auteurs précisaient que la réaction était stimulée par la présence
des trois autres nucléosides triphosphates. HADJIULOV et IRKOV (206) réali-
saient, la méme année, des cinébiques d'incorporation in vitro du radiophos--
phore dans les cellules de l'ascite d'EHRLICH et précisaient que la biosyntheése
des acides ribonucléiques ne se réalisaient qu'en aérobiose. Ces études,
encore fragmentaires, marquent une nouvelle orientation dans la recherche des
modalités de synthése des acides ribonucléigues.

L'utilisation des suspensions de cellules libres normales se
révele de nouveau importante pour ce travail particulier.

Un ensemble de travaux récents ont, en outre, montré 1'intérét
de travailler sur des suspensions de cellules, pour tenter de localiser les
relations métaboliques entre les acides nocléiques des différentes inclusions
cytoplasmiques.

Gréice & une étude cinétique de 1'incorporation in vitro de cylidine
tritiée dans des cellules amniotiques en culture, PING Y40-CHENG (207)
démontrait récemment qulun acide ribonucléique micromoléculaire trés instable
se marquait dans les cing premi®res minutes, tandis que l'acide ribonucléioue
ribosomal de haut poids moléculaire et l'acide ritonucléique soluble ne se

marquaient qu'apres 40 minutes. L'suteur suggérait que l'acide ribonucléique



rapidement marqué correspondait & 1'acide ribonucléique "messager" et passait
du noyau dans les ribosomes pour leur apporter l'information génétique de
1'acide désoxyribonucléique des genes. Bn outre, une étude cinétique de
1'incorporation de cytidine tritiée dans les acides ribonucléiques de cellules
Hela, incitait PERRY (208) et ERRER4 (209) a penser que la majeure partie de
1'acide ribonucléique cytoplasmique était synthétisé dans le nucléole.
GOLDSTEIN et coll. (210) parviemnent & 1o mme conclusion dans le cas de
cellules humaines en culture. Une étude analogue, rdéalisde par SCHULTZE et coll.
(211) sur divers organes du Rat et de la Souris donnait des résultats iden-
tiques. Plus récerment encore, les travaux de SRINIVASAN (212) sur les
modalités d'incorporation de la cytosine tritiéde et de 1liadénine ]40 dans les
cellules Hela l'amenaient & considérer l'existence diune synthése de 1'acide
ribonucléique cytoplasmique dans le nucléole. Signalons enfin, que OL4AKA et
coll. (213) ont, eux aussi, précisé que, chez les Bactéries, 1'acide ribo--
nucléique ribosomal se synthétisait dans les noyaux. Ces auteurs ont méme
isolé par chromatographie sur DEAE-cellulose des extraits microbiens un
complexe ADN-ARN qu'ils considérent comme un intermédieire de la synthese

des acides ribonucléiques & partir des acides désoxyribonucléiques.

C -~ ETUDE DU METABOLISME DES PROTEINES

LEPAGE (214) fut le premier & réaliser une étude comparée de
14

1'incorporation du glycocolle 'C dans les cellules de l'hépalome ascitique

et dans les hépatocytes libres obtenus par la méthode de KALTENBACH (215).

o

ROOF et AUB (216) ont étudié comporativement la biosynthése des
protéines dans les cellules libres normales et cancéreuses, Ils ont démontré
que les cellules de thymus préparées par dissociation mécanique en présence de
sérum de Rat, incorporent les amino-acides & une vitesse inférieure & celle
des cellules de l'ascite de YOSHIDA incubées, dans les mémes conditions, dans

une solution de Tyrode apres un lavage avec du sérum. Les auteurs ont, cn
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outre, étudié l'influence de détergents et de divers constituants du milieu
sur les synthéses protéiques de ces deux types de cellules. Ce mode opératoire
et les résultats obtenus pemettent de prévoir un nombre important de travauz
sur les cellules isolées du point de vue des mécanismes des biosynthéses
protéiques dans les cellules normales et néoplasiques. Récemment, des travaux
ont montré le rdle importent que jouent res membranes phospholipidiques dans
ces mécanismes (voir HENDLER (217), cité page 19 ) et il serait intéressant
d'expérimenter sur les cellules animales isolées dans le but de préciser le
mode d'action des phospholipides dans certaines étapes de la synthese

protéique.

D ~ ETUDE DU METABOLISME DE DIVERSES SUBSTANCES

Btude du métabolisme des anticorus.

Les travaux de STERZL (218) sur 1s production in vitro d'anticorps
dans les cellules spléniques ouvrent la voie & une série importante de
travaux immunologiques.

HELMBEICH (219) a réalisé rdcemment, dans ce domaine, des tenta-
tives pour préciser le mécanisme sélectif de la synthése des Y-—globulines
par les cellules lymphatiques isolées en reprenant les travaux de HARRIS
et al. (220) .

OGATA et al. (221) ont présenté, en 1961, une étude importente
la biosynthese des anticorps en incubant des coupes de %issu splénique en
présence d'acides aminéds marqués et ont montré que la synthese de ces composés
s'effectuait dans les microsomes. Ces études. réalisdes b partir de coupes de
tissus, ne sont évidemment pas & 1'abri de dangereuses interfirences du sang
et elles auraient été plus démonstratives si elles avaient été effectudes
sur des suspensions de cellules isolées, débarrassdes du sang par des lavages

SOL1gNEuX.
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Etude du métabolisme des constituents sériques.

La localisation du lieu de synthese de constituants sériques, en
particulier de la sérumalbumine, a fait 1'objet de nombreux travaux. Nous
citerons ceux de GORDON et al. (222) réalisés sur le foie perfusé et ceux
de VON DER DECKEN (223), de LINGREL et WEBSTER (224) et de CAMPBELL et KERNOT
(225) sur les fractions cytoplasmiques isolées. Ges auteurs ont ddmontré que
le sérumalbumine était synthétisée dans les microsomes des hépatocytes. Une
étude électrophorétique des protéides des fractions cytoplasmiques du foie
de Rat perfusé a été réaliséde par GAZZANIGA et coll. (226),

Ces travaux ne mettent pas les auteurs & 1'abri de souillures
apportées par le sang (VON DER DECKEN) (227) et ils demanderaient & &tre

repris avec des cellules isolées.

Récemment, RUTTER et BROSSEMER (228) ont entrepris une série de

travaux sur le métabolisme glucidique de cellules hépatigues isoldes.

Enfin, TONG et al., (229) ont étudié le métabolisme de 1'iode dans

les cellules thyroidiennes isolées par "trypsination” continue de la thyroide.

CONCLUSIONS

Des travauz portant, depuis un sitcle, sur le comportement du
ciment intercellulaire vis-a—vis des enzymes, des agents chimiques et du pH
des milieux d'incubation ont abouti, depuis dix ans, & la mise au point de
nombreuses méthodes de dissociation tissulaire qui se répartissent en irois

groupes
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a)- les méthodes de digestion enzymatique ,

b)- les méthodes de dissociation par perfusion ou par incubation in vitro
dans des solutions de substances chimiques les plus variées,

c)- les méthodes de dilacération mécanique.

Les méthodes de dissociation chimique semblent provoquer plus
d'altérations sérieuses (vacuolisation cytoplasmique, troubles respiratoires
et métaboliques)que les méthodes de dissociation trypsique et certains procédés
de dissociation méecanique.

I1 faut cependant constater que des contrdles séveres n'ont jamais
été systématiquement effectués. La morphologie des cellules isolées n'a jamais

té étudiée qu'au microscope photonique, & 1'exception d'une seule expéri-

(6N

mentation dans laquelle le microscope électronique a été utilisé (BUCCIOLINI
et MARSILI) (230). En outre, 1'intdgrité biochimique des cellules n'a &été
explorée que dans des cas tres rares et parfois les criteres utilisés sont
discutables comme, par exemple, la mesure de l'incorporation des acides

aninés dans les protéines cellulaires : en effet, 1l'incorporation des acides
aminés peut parfaitement 8tre réalisée in vitro avec des systémes acellulaires
et méme par des acides ribonucléiques, comme l'acide ribonucléique soluble
(ARNS), en présence d'extraits cellulaires.

Aucune des études que nous venons de présenter ne permet donc de
conclure définitivement & 1'intégrité totale des cellules libérées des tissus.
I1 était donc indispensable d!effectuer une étude critique systématique de
1'intégrité morphologique, biochimique et biologique des cellules libérées
&4 partir des tissus vivants par les méthodes classiques au moment ol nous
entreprenions ce travail, car le probléme de llisolement de cellules vivantes
& partir de tissus animaux n'était pas résolu. En outre, la plupart des
méthodes qui ont été décrites ne fournissent que de faibles quantités de
cellules, insuffisantes pour entreprendre des recherches biochimiques. Le
premier but de nos recherches était donc de modifier 1'une des techniques
déja proposées ou de mettre au point une méthode originale pour obtenir
rapidement des quantités élevées de cellules morphologiquement et biochimi~

quenent intactes.



La seconde conclusion que nous pouvons tirer de notre étude
bibliographique est que la majeure partie des recherches ont porté sur des
cellules libres d'ascites et de cultures de tissus, donc sur des cellules
pathologiques et sur des cellules vivant dans des conditions physiologiques
anormales. Le second but de notre travail était donc d'étendre largement
le champ de l'expérimentation aux cellules vivantes normales aussitdt aprés

leur isolement & partir des tissus.

Nous nous proposons d'exposer dans le chapitre suivant les
résultats de nos recherches qui ont porté sur l'isolement des cellules du
foie de Rat et sur les applications biochimiques auxquelles a donné lieu,
jusqu'd présent, la mise au point d'une méthode originale de dissociation

tissulaire.
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Nous avons entrepris nes recherches essentiellement dans ua but
birchimique. I1 nous fallait donc déterminer, parmi toutes les méthodes
preposées, celles qui seraient susceptibles de nous fournir rapidement et en
grandes quantités, des cellules parfaitement dissociées et vivantes. Clest
pourquoi nous avons effectué une étude critique des différentes méthodes
qui avaient été proposées jusqu'ad présent en nous intéressant essentiellement
& deux critéres fondamentaux : le rendement et la pureté des suspensions
obtenues. Seule, parmi les procédés actuellement décrits, la méthode de
LONGMUIR et REES a répondu & ces deux criteres.

Nous avons alors étudié 1l'intégrité des cellules isclées par
cette technique. L'imperfection des résultats que nous avons obtenus nous a
incité & étendre les recherches concernant la préparation des cellules
libres. Nous avons été ainsi amené & mettre au point des protocoles expéri-
mentaux perscmnels qui nous fournissent rapidement des cellules isoldes, dont
la morphologie et 1l'intégrité biochimique sont respectées. Sur ces cellules
vivantes, nous avons entrepris une série d'études métaboliques portant
essentiellement sur la respiration de la cellule et sur le métabolisme des
acides ribenucléiques et des protéines.

Nous avons divisé 1'exposé de nos travaur et de nos résultats

en trois chapitres oui sont les suivants :

10)= Etude critique des méthodes classiques. Dans ce chapitre, nous

décrivons
I - les différentes méthodes que nous avons appliquées,
IT - les résultats que nous avons obtenus et qui nous ont conduit
a ne retenir que la méthode de LONGMUIR et REES,
IIT - 1'étude de la morphclogie et des propriétés biochimiques des

cellules préparées par cette dernidre technique.

2°)- lMise au point et description de deux méthodes personnelles.

La dissociafion des tissus est etfectuée, dans 1'une, en milieu minéral,

dans 1l'autre, en présence de sérum.

3°) - Applications biochimiques des méthodes que nous avons mises au

pcint.
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ETUDE CRITIQUE DES METHODES CLASSIQUES
DE DISSOCLLTION DES TISSUS

Quel que soit le procédé de dissociation des tissus, la libération

des cellules implique toujours les étapes suivantes :

1 — Destruction de la cohésion tissulaire par perfusion ou incubation

en présence d'enzymes ou d'agents chimiques divers.

2 —~ Dissociation par dilacération mécanique, par homogénéisation douce,
par aspirations et refoulements successifs dans une pipette épointée ou par

passage au travers des tamis calibrés.
3 — Purificaticn de la suspension de celluleg par des filtrations
ou par des centrifugations réalisédes & tres faible vitesse.
Nous avons appliqué les méthodes suivantes :

19—~ Méthodes de digestion trypsique :
a) Méthode de DULBECCO et VOGT (231) .
b) Méthode d'ESSNER et coll. (232) .

20— Méthodes de dissociation par agents chimiques :
a) Méthode d'ANDERSON (233) : perfusion par des solutions de citrate de

sodium ou de versene .

b) Méthode de BRANSTER et MORTON (234) : perfusion par le liquide de
NOVIKOFF (235), & base de polyvinylpyrrclidone .

c) Méthode de LONGMUIR et REES (236) : incubation in vitro dans une sclution

tamponnée de phosphates & pH 5 .

30~ Méthodes de dilacération mécan’gue :

Méthode de KALTENBACH mcdifide (237) .
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I -~ PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

A - VMETHODES DE DIGESTION TRYPSIQUE

10~ Méthode de digestion trypsique de DULBECCO et VOGT (238)

20~

Deux foies de rat sont prélevés et immergés instantanément
dans une solution PBS (*) a 37°C . Le tissu, débarrassé des fragments de
conjonctif, est découpé au scalpel en petits morceaux de quelques millimétres
cubes. Plusieurs lavages sont réalisés par simple décantation, Jjusqu'ad ce que
le surnageant soit parfaitement clair. Les fragments sont ensuite placés dans
60 ml de solution PBS additionnée de 150 mg de trypsine cristallisés DIFCO
et maintenus & 37°C, sous agitation lente, pendant 10 minutes. On élimine
le surnageant par décantation et le résidu est remis en suspension dans 20 ml
de solution PBS contenant 0,25 mg pour 100 ml de trypsine. On maintient &
37°C, sous agitation lente, pendant 30 minutes. La suspension est alors
soumise & une vingtaine d'aspirations et refoulements successifs dans une
pipette présentant un orifice de 3 mm de diamdtre. Aprés une décantation
rapide, on recueille le surnageart trouble et le résidu est repris une nouvelle
fois par 20 ml de solution trypsique & 0,25 p.100 . Le procédé est répété
15 & 20 fois, jusqu'a ce que les fragments de tissu aient pratiquement disparu.
Les liquides surnageants troubles contiennent des cellules libres et des débris
cellulaires. Plusieurs centrifugations lentes de 2 minutes & 50 g permettent

d'éliminer les débris cellulaires et les noyaux libres.

Méthode de digestion trypsique de ESSNER et co’l. (239)

Le mode opératoire est identique au précédent & la différence
prés que la concentration en trypsine est plus élevée (1 g p.100 ml au lieu
de 0,25 g p.100 ml et que les temps d'incubation sont plus longs (3 heures au

lieu de 30 minutes) .

(¥) - Compositinn de la solution PBS :
solution 1 : NaCl 8 g ; KC1 0,2 g ; PO4HNa2 1:15 g ; PO
eau Q.s.p. 800 ml .
solution 2 : Ca012 0.1 g ; eau qg.s.p. 100 ml .
solution 3 : Mg012 , 6 H2O 0,1 g ; eau g.s.p. 100 ml .
Les solutions sont mélangées aprées stérilisation .

4H2K 2 g ;
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B - METHODE DE DISSOCIATION PAR AGENTS CHIMIQUES

10~ Méthode de perfusion par le citrate de sodium ou par le verséne d'ANDERSON(240)

20

30-

Les rats sont décapités et les foies sont perfusés pendant
3 & 4 minutes, par la veine porte, avec une solution de RINGER sans calcium,
contenant du citrate trisodique (ou du verséne : éthyléne-diamine-tétraacétate
de sodium) & la concentration de 0,027 M . La perfusion est facilitée par un
léger massage du foie, jusqu'ad ce que le tissu ait perdu sa coloration
rougedtre. Les foies sont alors prélévés et découpds en Pragments de quelques
millimetres cubes. L'ensemble est mis en suspension dans une solution de
RINGER sans calcium et homogénéisé (15 & 20 allers et retours dans un appareil
de POTTER-ELVEHJEM présentant un jeu du piston de 0,3 & 0,5 mm) . La suspension
obtenue est filtrée sur plusieurs épaisseurs de gaze pour éliminer les frag-
ments de tissu conjonctif. Le filtrat est ensuite centrifugé plusieurs fois
pendant 5 minutes & 50 g . Les centrifugations sont poursuivies jusqu'a ce
que le liquide surnageant soit limpide, témdin d'une élimination maximale des

hématies et des fractions cytoplasmiques libres.

Méthode de perfusion de BRANSTER et MORTON (241)

Les rats sont anesthésiés et les foies sont perfusés par la
veine porte (1'artére hépatique étant sectionnée) au moyen de 50 & 100 ml
de 1liquide de NOVIKOFF (%) (242) porté préalablement & 37°C . Les foies
sont alors prélevés et plongés dans le liquide de NOVIKOFF, Le procédé est
ensuite identique au précédent. La suspension finale de cellules libres est

effectuée dans du liquide de NOVIKOFF .

Méthode d'incubation de LONGMUIR et REES (243)

Les foies, immédiatement prélevés apres la mort des animaux,
sont découpés en fragments de quelques millimdtres cubes et lavés dans du
tampon phosphate 0,02 M & pH 7,3 , pour éliminer le sang. Une incubation de

10 minutes & 37°C est ensuite réalisée dans du tampon phosphate 0,02 M & pH 5 .

(¥) - Composition du liquide de NOVIKOFF : 7,3 g de polyvinylpyrrolidone
sont dissous dans 100 ml de solution de saccharose 0,25 M contenant

0,001 M de C1 Mg , 6 H0
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Le tampon est éliminé par décantation et remplacé par une solution fraiche

de m8me pH . On dilacére ensuite le tissu par un grand nombre d'aspirations

et de refoulements dans une pipette épointée. Apres une filtration sur gaze,
on recueille les cellules par une centrifugation de 30 secondes & 1800 g .

Le culot de centrifugation est remis en suspension dans du tampon phosphate
a pH 7,3 par simple agitation manuelle avec une tige de verre gainée de caout-
chouc. Plusieurs centrifugations de 5 minutes & 50 g permettent d'éliminer les
noyaux libres, les hématies et les débris cellulaires. La suspension finale

est effectuée dans le tampon phosphate & pH 7,3 .

C — METHODE DE DILACERATION MECANIQUE DE KALTENBACH (244)

Les foies sont placés dans une solution de KREBS-RINGER ou de
saccharose isotonique maintenue & 10°C , Les lobes sont coupés en tranches
fines entre deux plaques de verre et les surfaces de coupe sont placées sur
un tamis de "mesh" 14 & 16 . Le tissu, pressé au travers du tamis au moyen
d'un tampon de caoutchouc, est recueilli dans 5 ml de tampon isotonique. Les
fragments restés sur le tamis sont ajoutés & la suspension et on agite 1l'en-
semble. On passe ensuite le "broyat" sur un tamis de "mesh" 24 et le résidu
est éliminé. Le filtrat est ensuite passé au travers de tamis de "mesh" 60, 80
puls 100 . Trois centrifugations de 1 minute & 30 g permettent d'obtenir une

suspension de cellules libres.

Modification personnelle de la méthode de KAITENBACH

Nous avons modifié la technique de KALTENBACH de manidre & amé-
liorer le rendement en cellules

Les foies découpés en fragments de quelques millimdtres cubes
sont mis en suspension dans une solution de RINGER sans calcium et broyés dans
1'appareil de FISCHER. Le broyat est soumis & une homogénéisation lente de
! minute dans un appareil de POTTER présentant un jeu du piston de 0,5 & 1 mm .
Aprés une filtration sur plusieurs épaisseurs de gaze, la suspension est dilude
5 fois et passée sur un jeu de filtres MILLIPORE de 500 & 50 E . Les résidus
de chaque filtre, rassemblés et homogénéisés & nouveau, sont soumis & un nouveau
cycle de filtrations, La suspension finale est >nfin centrifugée 3 & 5 fois pen-

dant 5 minutes & 50 g pour éliminer les fractions cytoplasmiques libres.
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IT - CRITIQUE DES PROTOCOLES EXPERIMENTAUX

CHOIX DE LA METHODE DE LONGMUIR et REES,

Nous avons précisé plus haut que nous recherchions une méthode de
dissociation des tissus qui soit rapide, d'application simple et qui fournisse
des cellules libres avec un rendement élevé. Nous avons comparéd les méthodes
précédentes en prenant les trois critdres techniques suivants : temps de

préparation, rendement et pureté des cellules.

A - DESCRIPTION DES CRITERES TECHNIQUES

Temps de préparation

I1 est indispensable que la méthode de préparation des cellules
libres soit rapide pour permettre de réaliser dans la méme journée les
expérimentations biochimiques et la longue préparation des cellules pour
1l'observation au microscope €lectronique. En outre, le temps est un facteur
de dégradation des cellules. En effet, plusieurs auteurs, — ROOF et AUB (245 )
en particulier - , ont signalé que l'activité des cellules diminue rapidement
avec le temps. On sait, d'autre part, que llactivité in vitro des systémes
enzymatiques est toujours trés sensible aux variations de la température.
Pour ces raisons nous avons systématiquement écarté les méthodes qui deman-—

daient plus de deux heures de préparation .

Rendement

Ce critere est fondamental en matit¢re de Biochimie. Bn effet, si
1'étude de la respiration ne nécessite pas de grandes quantités de matériel,
au contraire l'expérimentation in vitro concernant les acides nucléiques et
les protéines exige des quantités importantes de cellules.

ANDERSON (246) précise le rendement de ses préparations en pour-
centage de cellules par rapport au nombre total de noyaux présents dans la
suspension avant la purification. On peut discuter la valeur de cette expres-—

sion, en considérant qu'une proportion non négligeable de noyaux se trouve
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éliminée au cours des premiers stades de l'opération, comme le découpage du
tissu et la filtration sur gaze. LAWS et STICKLAND (247) préférent exprimer

les rendements en milligrammes de poids sec par gramme de tissu frais. Ce
procédé de calcul nous a semblé présenter des inconvénients importants dans

le cas ou le milieu de suspension contiendrait des substances macromoléculaires.
Nous avons finalement adopté la méthode de comptage des cellules, telles

qu'elle est employée en hématologie, en exprimant nos résultats en nombre de
sellules par gramme de tissu frais. Ld détermination, par comptage, de la quan-
tité théorique de cellules par gramme de foie frais, nous a fourni une valeur

moyenne de 2,5 X 107 cellules .

Pureté des préparations

L'état de pureté des suspensions cellulaires est, en outre, d'une
importance fondamentale, non seulement pour les études chimiques mais encore,
et surtout, pour les études de respiration car la présence de mitochondries
libres dont 1'activité respiratoire est intense représente un grave risque
d'erreur. En outre, il est important pour les expériences de cultures in vitrs
de vérifier que les tissus sont parfaitement dissociés et qu'il n'existe pas,
en particulier, d'amas cellulaires importants.

C'est pourquoi, nous avons systématiquement effectué des frottis
a4 partir des suspensions homogenes obtenues et des observations minutieuses
au microscope photcnique afin d'évaluer la proportion d'amas cellulaires

par rapport & la quantité de cellules libres.

Généralisation de la méthode

I1 importait, enfin, de ne retenir que les procédés susceptibles
d'&tre appliqués ultérieurement & n'importe quel type de tissu, en particulier
4 des tumeurs cancéreuses expérimentales qui sont toujours tres mal irriguées.
Cette condition excluait toute pratique de perfusion. Nous avons néanmoins
contrdlé deux des méthodes de dissociation par perfusion pour le cas ou

elles se seraient révélées exceptionnellement efficaces.



10~

20

50

90.

B -  RESULTATS

Nous avons appliqué les méthodes de dissociation que nous avons
déerites plus haut & 1l'isolement des cellules du foie de Rat. Les résultate

que nous avons obtenus sont les suivants :

Les méthodes de perfusion ont un rendement trés faible, toujours inférieur a

7 o . ‘ c
0,1 x 10" cellules par gramme de foie {rais et nous les avong écartdes.

La nméthode de KALTENBACH, malgré la modification que nous avons introduite,

est longue (4 & 5 heures) & cause du colmatege trés rapide des filtres. Elle

a, en outre, un réndement faible par suite de 1'éclatement d'une proportion
importante de cellules au cours des nombreuvses contraintes mécaniques auxquelles

elles sont soumises.

Appliquées au tissu hépatique, les méthodes de aigesiion trypsique ont été
trés décevantes. La méthode de ESSNER et coll. ne fournit pas de cellules
libres s aprés dissociation & la pipette, nous avens toujours obtenu une sus-
pension qui révélait la présence dlun réseszu trés dense de fitres, prenant
1'aspect d'un voile, impossible & éliminer, méme aprés liaddition de hyaluro-
nidaese. On obtient finalement un véritable homogdénst constitué d'inclusions
cytoplasmiques libres et de d&ébris cellulaires retenus dans le réseau Tibreux.
Le temps trés long d'incubation provoque vraisemblablement la mort des cellules
qui sont alors digérées par 1l'enzyme. En outwe, la concentration de la trvpsine
(1 g p.100 ml) est trop élevée et provoque une lyse des membrenes des hépato-
cytes dés les premiers temps de l'incubation-

La méthode de DULBECCC et VOGT qui utilisent des concentrations
plus faibles de trypsine (0,25 g p.100) et un temps dlincubation de 30 mirutes,
permet d'obtenir des cellules libres, mals geulansat aprés une dissociation @
la pipette. Le rendement reste, cependant, foivle sypres 1'élimination des amas
cellulaires par centrifugation & feible vivesce. S1 la méthode rend des services
appréciables pour la mise en culture de souches zellvlaires, elle ne parait

itro. I1 subsiste, en ousre.

s .

pas devoir convenir & des études biochinm’ques ir
apres la dissociation, un voile fibreux, témoirn indirect d'une digestion

profonde.
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Nous avons utilisé des concentrations plus faibles de trypsine
(0,1 p.100 m1) . Elles semblent mieux convenir & la dissociation du tissu
hépatique et se sont révélées trés efficaces pour la préparation de suspensions
de cellules cancéreuses libres & partir de sarcome polymorphe provoqué par

1l'injection de Bleu de Trypan.

De toutes les méthodes classiques que nous avons étudides, seule la méthode

de LONGMUIR et REES obéissait aux impératifs que nous avons énoncés plus haut.
Le temps de préparation des cellules ne dépasse pas 60 & 90 minutes et la
suspension finale ne présente plus que de rares noyaux libres. Les amas cellu-
laires sont peu nombreux et ne dépassent pas 2 & 4 cellules : la proportion

de ces amas est toujours inférieure & 1 pour 10.000 cellules libres.

Le rendement est satisfaisant et fournit de 0,3 a 0,5 . 107 cellules par
gramme de tissu frais. Du point de vue technique, la méthode est donc a priori

b \

applicable & des études biochimiques & la condition, toutefois, que
1'intégrité biochimique, biologigque et morphologique des cellules ait été
préservée.

L'étude poussée des cellules obtenues par la méthode de LONGMUIR
et REES nous a malheureusement montré qu'elles ne possédaient aucune de ces

trois qualités.

IIT - ETUDE DE L'INTEGRITE DES CELLULES OBTENUES

PAR LA METHODE DE LONGMUIR ET REES.

Les cellules isolées par la méthode de LONGMUIR et REES ont été
étudiées du triple point de vue de la morphologie, de la biochimie et de 1la

culture in vitro .

A ~ DESCRIPTION DES CRITERES D'INTEGRITE

1 - CRITERES MORPHOLOGIQUES

Nous avons étudié la morphologie des cellules isolées au microscope

photonique et au microscope électronique.
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a~ OBSERVATIONS AU MICROSCOPE PHOTONIQUE

Les observations au microscope photonique ont été réalisées
sur des suspensions cellulaires, sur des frottis ou sur des coupes. Dans ces
deux derniers cas, une fixation au formol ou & l'alcool-éther et une colorstion
& 1'hémalin-éosine ou & l'hématoxyline étaient effectudes. A titre comparatif,
1'aspect morphologique de coupes du tissu de départ, fixées et colordes dans
les m@mes conditions, a été systématiquement contrdlé.

Outre les renseignements apportés sur la morphologie interne des
cellules isolées, ces observations ont permis de juger, sur un grand nombre
d'observations, de 1'état de pureté des suspensions cellulaires et de la

présence éventuelle et de 1'importance d'amas cellulaires.

b- OBSERVATIONS AU MICROSCOPE ELECTRCUIQUE

Chaque préparation de cellules isolées a été observée systématique-
ment au microscope électronique. Le mode opératoire est le suivant :

Une petite partie de la suspension est introduite dans un tube
a4 centrifuger conique et fixée, pendant une heure & +4°C, par une solution
d'acide osmique & 2 g »,100 ml, tamponnée & pH 7,4 en milieu acétate. Apres
3 lavages de 5 minutes dans le sérum physiologique, les cellules sont progres-
sivement déshydratées par des bains successifs dens des solutions alcooliques
de concentrations croissantes (éthanol & 50 p.100 pendant 15 minutes — éthanol
a2 70 p.100 pendant 15 minutes - éthanol & 90 p.100 pendant 30 minutes -
éthanol absolu pendant 60 minutes) .

Aprés un bain intermédiaire dans le mélange de méthacrylate de
butyle-éthanol absolu (v/v), on réalise 2 bains d'imprégnation de 60 minutes
dans du méthacrylate pur. Enfin, apres un demier bain de 60 minutes dans du
méthacrylate additionné de catalyseur de polymérisation, on dispose un petit
fragment du culot de centrifugation dang le fond d'une capsule de gélatine
contenant le mélange de méthacrylate-catalyseur. Les capsules sont placées
24 & 48 heures dans une étuve & 50°C de fagon & réaliser la polymérisation.

Des coupes ultrafines sont ensuite effectuées, & partir des blocs
obtenus, avec un ultramicrotome PORTER et BLUM. Les coupes sont enfin montées

sur des grilles recouvertes d'une membrane de "formar".
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Les examens microscopiques sont réalisés au microscope électronique
PHILIPS EM 100 ou SIEMENS-ELMISKOP I & divers grossissements. L'interprétation

des résultats est faite sur des reproductions photographiques.

2 — CRITERES BIOC.IMIQUES

Nous avons limité notre exploration biochimique des cellules obtenues
par la méthode de LONGMUIR et REES, d'une part,i l!'étude des engzymes respira-
toires et, d'autre part,a 1'étude chimique et biochimique des acides ribonu-
cléiques. Ces deux groupes de substances jouent, en effet, un rble fondamental
dans la vie cellulaire et leur intégrit¢ est nécessaire pour assurer la survie
des cellules.,

Nous décrirons donc successivement les modes opératoires que nous
avons suivis pour déterminer 1l'activité respiratoire des cellules et la compo-

sition et le métabolisme des acides ribonucléiques qu'elles contiennent.

a - MESURE DE L'ACTIVITE RESPIRATOIRE DES CELLULES

La détermination cinétique de la consommation d'oxygene est réalisée
avec un appareil de WARBURG,en l'absence de substrat (rGSpiration endogéne) et
en présence de substances qui interviennent dams la chaine des oxydations
cellulaires. Le mode opératoire est le suivant :

Une suspension homogeéne, contenant 20 g de cellules isolées pour
100 ml de solution de KREBS-RINGER ou de sérum,préalablement filtrés sur une
bougie de CHAMBERLAID, est réalisée & partir d'un culot de centrifugation obtenu
aprés une purification de la préparation effectude sous contrdle morphologique.
2,5 ml de cette suspension sont introduits dans des fioles de WARBURG et 0,5 ml
d'une solution contenant le substrat & ¢étudier est placé dans l'anse latérale.
Un courant d'oxygéne est envoyé dans 1'ensemble manométrique pendant 10 minutes.
Aprés une période de stabilisation de la température dans le bain-marie & 37°C,
le contenu des anses est introduit dans les fioles. La consommation d'oxygene
est suivie pendant 90 & 120 minutes et la courbe cinétique de la consommation
d'oxygene exprime le nombre de microlitres d'oxygéne consormé en fonction du

temps.
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Les volumes d'oxygene congommé se calculent par la formule :

X = hk
ou : x = volume (en Bl) d'oxygtne consomné
h = divisions du manomttre (déclivité par rapport & 150)

k = constante manométrique, tenant compte du volume mort de la fiole et
du manometre, de la température et du coefficient de solubilisation
de 1'oxygene dans la solution :

vV x 22 4+ v xol
K = o s i
P
o
oh ¢ P = pression standard du liquide manométrique (10,000 pour
©  le liquide de BRODIE)
T = température absolue
Vg = volume total —~ volume du fluide
Vf = volume du fluide
A = solubilité du gaz dans le liquide de suspension

(0,031 & 20° pour 1'oxygtne dans le liquide de RINGER)

Le coefficient respiratoire QO est exprimé en millilitre
2
d'oxygene par heure et par gramme de cellules frafches ou encore en millilitre

d'oxygene par heure et par cellule.,

b ~ DETERMINATION DE LA COMPOSITION MOLAIRE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES

On sait que les acides ribonucléiques se définissent comme des
hauts polyméres des quatre nucléotides suivents : acides 8uanylique, adénylique,
cytidylique et uridylique. Les rapports molaires de ces derniers varient avec
la nature et l'origine des acides nucléiques. Il était donc intéressant de
déterminer la composition nucléotidique des acides ribonucléiques des cellules
isolées du foie de Rat et de la comparer & la composition bien connue des
acides ribonucléiques du foie de départ. En effet, des variations dans la
composition des acides ribonucléiques des cellules isolées auraient révilé

d 'éventuellesdégradations de ces derniers.
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Le principe du dosage des nucléotides constituant les acides ribo-
nucléiques tissulaires ou cellulaires est le suivant : le précipité obtenu
par une défécation trichloracétique est dilipidé puis hydrolysé par la soude.
Les ribonucléotides libérés sont purifiés sur un échangeur de cationset soumis

a 1'analyse électrophorétique quantitative.

Le mode opératoire est le suivant :

Les suspensions de cellules ont été traitées selon la méthode de
SCHNEIDER (248) et la composition nucléotidique des acides ribonucléiques
déterminde selon la méthode de MONTREUIL, DERUMEZ et BOULANGER (249) .

On traite la suspension de cellules par 10 volumes d'une solution
d'acide trichloracétique & 10 g p.100 ml qui précipite la fraction macromolé-
culaire. Apres deux lavages du précipité par l'acide trichloracétique et 3 lava-
ges par 1'alccol absolu, on effectue 3 délipidations successives & reflux avec
un mélange d'alcool et d'éther (v/v).

Le résidu, qui contient les protéines et les acides désoxyribo- et
ribonucléiques, est hydrolysé par la soude 0,5 N & 37°C pendant 18 heures.
Seuls les acides ribonucléiques sont hydrolysés et les ribonucléotides libérés
quantitativement sont recueillis dans la fraction surnageante & pH 4 obtenue
par l'addition d'acide formique. La solution est purifiée par un passage sur
des colonnes d'échangeurs de cations (Dowex 50 X 4) et les nucléotides sont
dosés au spectrophotometre JOBIN et YVON en lumidre ultraviolette aprés sépara-
tion électrophorétique sur papier d'Arches, dans le tampon de DAVIDSON et SMELLIE
(250) (citrate de sodium 0,05 M , pH 3,5 — 15 volts/cm ~ € heures) .

Les valeurs obtenues ont été comparées avec cellesdes ARNs tissu-~

laires totaux, déterminées par MONTREUIL, DERUMEZ et BOULANGER (251) .

¢ — ETUDE DE LA BIOSYNTHESE DES ACIDES RIBONUCLEIQUES.

La mesure de 1'activité métabolique des acides ribonucléiques a été
détermminée par 1'étude de la vitesse d?échange de 1l'acide phosphorique radio-
actif dans les quatre nucléotides constituant les acides ribonucléigues. On sait,
en effet, que l'incorporation d'un composé€ marqué s'effectue d'une manicre
d'autant plus intense que les processus de biosyntheése sont plus actifs. Dans

le cas des acides ribonucléiques, on sait que 1l'incorporation du phosphore
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radioactif dans les nucléotides se réalise de facon préférentielle, selon une
séquence nucléotidique qui varie avec le temps. Les études de BOULANGER,
MONTREUIL et MASSE (254) et de BOULANGER et MONTREUIL (255), réalisées sur le
foie de rat in vivo, ont permis de préciser la vitesse d'incorporation du
32? dans chaque nucléotide constituant les acides ribonucléiques du foie
normal. L'étude de 1la vitesse d'échange et la détermination de la "séquence"
de radioactivité nucléotidique permet donc de comparer le métabolisme in vitro
des acides ribonucléiques cellulaires avec le métabolisme in vivo des acides

ribonucléiques tissulaires et de saisir d'éventuels troubles métaboliques.
q

Le principe de la mesure de la radicactivité spécifique des ribo-
nucléotides est le suivant : les cellules isolées sont incubées dans un milieu
renfermant de l'acide phosphorique radioactif. Les nucléotides constituant les
acides ribonucléiques sont ensuite séparés selon le mode opératoire précédent
et leur radiocactivité est mesurée & 1'aide d'un compteur de GEIGER-MULLER. Un
microdosage de phosphore pemet ensuite de calculer la radieactivité spéeifique
qui est exprimée en nombre de coups par minute et par milligrame de phosphore

nucléotidique.

Le mode opératoire est le suivant s

Les cellules libres, isolées dans des conditions stériles (¥) sont
incubées pendant une heure, sous courant de carbogine (95% de 0, ; 5% de COZ) ,
dans du sérum de boeuf stérile ou dans une solution de KREBS-RINGER bicarbonatée.
De 1l'acide phosphorique marqué au 32? est ajouté au miliew, & des doses variant
de 1 & 10 microcuries par ml . L'incubation est arr&tdée par l'addition d'acide
trichloracétique glacé et 1l'extraction des ribonucléotides constituant les
acides ribonucléiques est réalisée par l'application du mode opératoire décrit
ci-dessus.

Aprés une séparation ¢lectrophorétique des nucldotides, on procéde
au comptage de la radiocactivité de pastilles découpdes 4 1'emplacement de chacun
d'eux. Le phosphore des pastilles est dosé, aprés le comptage, par la méthode
de microdosage de ALLEN (252) modifiée par BOULANGER et MONTREUIL (253). La
radioactivité est exprimée en coups-minute par milligramme de phosphore et

pour 1 mC , ramené au jour d'étalomnage & la pile.

(#) = I1 est important de réaliser les incubations dans des conditions stériles
de fagon & éviter 1l'interférence des bactéries, dont 1'activité métabolique
est trés importante.

P e
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Nous avons généralement évalué la quantité de phosphore incorporé

dans les acides ribonucléiques aprés 1 heure d'incubation.

3 ~ CRITERES BIOLOGIQUES.

ETUDE DE LA VIABILITE DES CELLUIES EN CULTURE ,

Nous avons procédé & le mise en culture des suspensions pures de
cellules débarrassées de fractions cytoplasmiques libres et d'amas cellulaires
supéricurs a 4 cellules, de fagon & contrSler la survie des cellules obtenues
et & évaluer, éventuellement, leur capacité de prolifération.

Les études ont été effectuées dans les conditions suivantes :

Les opérations de dissociation sont effectudes dans des conditions
rigoureusement stériles. L'appareillage est stérilisé & 1'autoclave & 135°C
pendant 1 heure et toutes les opérations d'isolement sont réalisées en chambre
stérile. Les foies utiiisés sont extraits chirurgicalement, découpés et lavis
dans le milieu nutritif TC.199 de MORGAN, MORTON et PARKER (256) additionné
de 10 p.100 de sérum de veau et des antibiotiques suivants : Pénicilline,
Streptomycine, Néomycine et Mycostatine. Apres la dissociation, les cellules
sont mises en suspension dans 5 ml de milieu de culture et comptées. La culture
est réalisée en flacons de ROUX de 600 ml dans chacun desquels ont introduit

60 ml d'une suspension contenent 200,000 cellules par millilitre.

B —~ RESULTATS CONCERNANT L'ETUDE DE L'INTEGRITE
DES CELLULES OBTENUES PAR LA METHODE DE LONGMUIR et REES

Nous avons appliqué aux suspensions de cellules du foie de Rat obtenus
par la méthode de LONGMUIR et REES les critéres d'intégrité morphologique, bio-

chimique et biologique que nous venons de décrire.

1 - ETUDE MORPHOLOGIQUE

a — OBSERVATIONS AU MICROSCOPE PHOTONIQUE

Les examens au microscope photonique effectués & faible grossissement

montrent des suspensions de cellules bien dissocides et apparemment intactes
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(figure 14). L'observation & 1'objectif & immersion révéle que les contours
cellulaires sont nets et que les noyaux sont homogenes. Cependant, le cyto-

plasme est fortement vacuolisé (figure 15) .

L'observation au microscope électronigue devait confirmer ces

aspects morphologiques.

b — OBSERVATIOLS AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

Les examens au microscope électronique confiment ou révelent des
altérations profondes des cellules isolées (figure 16) .

La membrane cytoplasmique présente de nombreuses ruptures.

Les noyaux sont tres granuleux & cause de 1l'agglutination de la
chromatine. En outre, la membrane nucléaire est tres altérée : dans la plupart

des noyaux, elle est, en effet, trés contractée.

était déja visible au microscope optique, Les vacuoles possédent des tailles
variables, parfois petites (figure 17), parfois gigantesques (figure 18).
Leur forme est tantdt ovalaire,tantdt "en sablier". Toujours, elles sont
bordées sur leur face externe de grains de PALADE qui montrent leur nature
ergastoplasnique.

A c6té de ces vésicules ergastoplasmiques profondément altérdes
subsistent des plages d'ergastoplasme dont 1l'aspect est sensiblement normal

(figure 16) .

Les mitochondries, elles aussi, ont perdu leurs caractéristiques

morphologiques : elles sont gonflées et sont, en général, optiquement vides
(figure 16) . Leur forme est voisine de celle des vacuoles ergastoplasmiques:
seuls l'aspect caractéristique de leur double membrane et 1l'absence de grains
de PALADE permet d'établir la distinction, car rares sont les mitochondries

qui possédent encore quelques vestiges de crétes intemrmes.

Nous pouvons donc conclure que les cellules isolées par la méthode
de LONGMUIR et REES ont subi de profondes altérations morphologiques et que la
"clarification du cytoplasme", déja visible au microscope optique, s'explique

par une dilatation parfois considérable des mitochondries et des wacuoles
ergastoplasmiques.



Figure 14

Aspect au microscope photonique d'une
suspension de cellules libérées du foie de Rat par la
méthode de LONGMUIR et REES. On observera que la
dissociation est satisfaisante et qu'il n'existe pas

d'amas cellulaires importants.



99

.

LA
s %
]
-
‘b L %
.oy
« o'y
(]
»
3 s Yo
& R P .\. ~



Pigure 15

A

Observation & l'objectif & immersion
de cellules libérées du foie de Rat par la méthode
de LONGMUIR et REES. Les cellules ont conservé leurs
contours polyédriques meais le cytoplasme est tres

vacuolisé.
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Figure 16

Aspect au microscope électronique PHILIPS EM 100
d'une cellule 1ibérée du foie de Rat par le méthode
de LONGMUIR et REES.

N = noyau : la chromatine est condensée
et la membrane est contractée
M = mitochondries
E = plages ergastoplasmniques
Memb. = parties restées intactes de la membrane
cellulaire
On comparers la morphologie de cette cellule a celle
de la cellule hépatique "in situ" reproduite a la

page & (figure 1 a ¥ s
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Figure 17

Observation au microscope électronique (SIEMENS-
ELMESKOP I ) de mitochondries (M) et de vésicules
ergastoplasmiques (VE) de cellules du foie de Rat
isolées par la méthode de LONGMUIR et REES.

Les mitochondries sont gonflées et ont perdu

leurs crétes internes.

Les vésicules ergastoplasmiques sont
bordées de grains de PALADE,
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Pigure 18

Observation au microscope électronique (SIEMENS-
EIMISKOP I) d'une partie de cellule de foie de Rat
isolée par la méthode de LONGHUIR et REES.

N = noyau dont on observera la double membrane (N1)
et les altérations de celle—ci : disparition de

1'un des deux feuillets (N2) ; rupture (N3) .

M = mitochondries. On observera la persistance de la
double membrane (M1) et de fragments de crétes

internes dans quelques nitochondries (M2)

VE = vésicules ergastoplasmiques, les unes petites (VB1),

une autre, gigantesque (VE2) .
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Pour préciser quelle étape de la méthode de dissociation était
agressive, nous avons étudié la morphologie de la cellule apres chacune d'elle.
Nous avons observé que les lésions morphologiques apparaissaient dés la premisre
étape, des que le tissu entrait en contact avec la solution de phosphate &
pH 7,3 (voir p.86 la description de la méthode de LONGMUIR et REES) . La
figure 19 est, a cet égard, démonstrative. On voit, en effet, que l'aspect
mosphologique est identique & celui que nous avons décrit plus haut : la mem~
brane cytoplasmique est préservée, mais les noyaux sont contractés, les mito-
chondries sont gonflées et le cytoplasme est vacuolisé. De rares plages d'erga-

stoplasme sont encore visibles.

CONCLUSIONS CONCERNANT LES OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES

De cette étude morphologique, nous pouvons dégager les conclusions

suivantes :

1~ TUne simple observation au microscope optique ne suffit pas & déceler les
altérations cytoplasmiques profondes qui ne peuvent apparaitre que lors des

exanens systématiques au microscope électronique.

2~ Les altérations du noyau et la vaeuaolisation du aytoplasme des cellules
isolées par la méthode de LONGMUIR et REES sont provoquées par les ions phos—
phates.

Le gonflement tout & fait earactéristique des mitochondries par les
phosphates explique 1l'abolition totale de certains métabolismes comme nous le
verrons plus loin. En outre, ces résultats apportent une confirmation "visuelle"
des résultats de LEHNINGER (257) et de CHAPPELL et GREVILLE (258) sur le
gonflement des mitochondries sous l'action des phosphates. Ces auteurs ont,
en effet, précisé que ces modifications morphologiques étaient directement lides
4 un découplage du systéme des phosphorylations oxydatives. Ce blocage du systéme
de production d'énergie cellulaire suffit & expliquer 1'inhibition totale des
métabolismes. La cellule, ayant perdu la possibilité de synthétiser ses enzymes,
peut &tre considérée comme morte. L'absence de survie des cellules en culture

confirmait cette derniere conclusion.



Pigure 19

Aspect morphologique au microscope électronique PHILIPS EM 100
du tissu hépatique de Rat traité par une solution de phosphate

de sodium 0,02 M de pH 7,3. (Premidre étape de la méthode de
dissociation tissulaire de LONGMUIR et RBES) (voir p. 86) .

N = noyau
‘M = mitochondries
B = ergastoplasme

Memb. = membrane gellulaire
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2 — ETUDE BIOCHIMIQUE

a — Activité respiratoire

Les résultats que nous a apportés 1'étude de 1l'activité respiratoire
des cellules sont illustrés par la figure 20. On voit que les cellules présentent

une respiration endogene trés faible (Qo; = 0,1 &2 0,2 ml d'oxygéne par heure et
2
par gramme de cellules), confirmant en cela les résultats obtenus par LAWS et

STICKLAND (259).

En présence de succinate 40 mM, le coefficient respiratoire atteint,

pendant les 30 ou 40 premieres minutes, des valeurs supérieures & celui du

tissu de référence (Q = 1,4 & 1,6 pour les cellules et 1,2 & 1,4 pour le

0

. 2 . . -
tissu). Cependant, la “courbe de consommation d'oxygeéne montre un ralentissement
tres net, aprés 40 minutes de contact avec le substrat.

L'addition d'ATP ou du mélange ATP + DP provoque une inhibition

nette. L'addition de DPN ne modifie pratiquement pas la cinétique en présence
de succinate. Ces résultats s'accordent donc parfaitement avec ceux de LONGMUIR
et REES.

En présence de glucose, pour des concentrations allant de 1 & 10 ml,

la respiration reste toujours nulle bien que des doses décroissantes de glucose
aient été employées pour éliminer un éventuel effet CRABTREE. Les cellules
isolées par la méthode de LONGMUIR et REES sont done incapables d'utiliser le

glucose.

b - Détermination de la composition des acides ribonucléiques

La composition nucléotidique des acides ribonucléiques reste inchan--
gée par rapport & celle du foie de référenc:, Nos résultats sont rassemblés

dans le tableau IL. On voit que les rapports molaires des nucléotides gardent

o s £,
la méme valeur que dans le tissu total et que les rapports — =SS . et‘gigl-
pyrimidines 6~—NH2

restent voisins de 1'unité.

¢ -~ Etude de la biosynthése des acides ribonucléiques.

Bien que la structure moléculaire des acides ribonucléiques ne semble

pas avoir subi de profondes modifications, leur biosynthése est cependant bloguée.
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Figure 20

Courbes de respiration données par des quantités
égales de cellules isolées & partir du foie de Rat par
différentes méthodes., Le milieu d'incubation est 40 nM
en succinate de sodium. La détermination de 1l'activité
respiratoire est effectuée selon le mode opératoire décrit

a4 la page 93 .
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TABLEAU 1II

Composition nucléotidique (résidus nucléotidiques pour
100 nucléotides totaux) des acides ribonucléiques du foie de Rat total
et des cellules isolées du foie de Rat par différentes méthodes .

- |
Origine des acides ribonucléiques| Composition molaire (%) Purines 6 I,
| : B —_—
« | oc s Y| Pyrimidines 6 0O
Poie total 29,9 3 30,9 1942 20 0,97 1
‘ ?
Cellules isolées I
Méthode de LONGMUIR et REES 31 i 30,4 19,1 19,5 1 0,98
! |
lMiéthode @u "RINGER citraté- |
hyaluronidase" 29,6 145 18,2 20,9 0,91 0,98
Méthode au "sérum citraté" 30,6 32,6 i 18,3 18,5 0,96 1,04

(%) @, €, A, U = respectivement, acides guanylique, cytidylique, adéuylique et

uridylique .

*801
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En effet, ils ont perdu la propriété d'"échanger" leur radical phosphoryle et
la radioactivité spécifique des nucléotides est nulle, quelle que soit la
nature des milieux d'incubation (sérum, solutions de saccharose ou solutions
de KREBS-RINGER), la concentration en radiophosphore (1,5 , 10 , 25 ou 50 F ¢
pe ml ) et les conditions de l'expérience (aérobiose ou anaérobiose ).

Nous pouvons done conclure que, du point de vue biochimique, les
cellules isolées par la méthode de LONGMUIR et REES ont subi de graves lésions.
En particulier, les enzymes responsables de la biosynthése des acides ribonu-
cléiques sont inhibés ou détruits. Bu égard & 1'importance biologique fondamen-—
tale de des composés, il n'est pas surprenant que le critére biologique de

survie des cellules ait, lui aussi, été négatif.

3 ~ ETUDE BIOLOGIQUE

Mises en culture dans les conditions que nous avons décrites plus
haut (voir p. 97 ), les cellules isolédes par la néthode de LONGMUIR et REES
ont perdu toute capacité de survie. Deés le 3eme jour de la culture, on constate,
en effet, l'apparition de zones nécrotiques, indiquant que les cellules ont

perdu toute leur activité vitale.

C - TENTATIVES D'AMELIORATION DE LA METHODE DE

LONGMUIR et REES

Nous avons tenté de remédier aux imperfections de la méthode de
LONGMUIR et REES de maniere & améliorer, non pas la pureté des cellules et le
rendenent qui sont satisfaisants, mais la morphologie des cellules puisqu'il
semblait exister, a priori, une corrélation entre 1'intégrité morphologique ,

d'une part, et l'intégrité biochimique et biologique, d'autre part.

Nous avons, en particulier, remplacé, pour effectuer le lavage
final des cellules isolées, la solution phosphatée de pH 7,3 (voir p. 86)
par une solution de saccharose ou par une solution de RINGER dans l'espoir de
restaurer la morphologie des cellules en éliminant une solution dont 1l'agressi-—

vité avait été démontrée.



1 —~ Lavage des cellules avec une solution saccharosée

Les solutions de saccharose 0,25 M , loin d'améliorer la morphologie
des cellules, accentuent encore les altérations : le gonflement des mitochondries
et des vésicules ergastoplasmiques devient tel qu'elles occupent la totalité
du cytoplasme (figure 21) .

Ce résultat est en accord avec les observations de HUMPHREY (260)

& propos de coupes de foie traitées par des solutions de saccharose. En outre,
1'agressivité de ces derniéres a été observée par 1'équipe des chercheurs qui
travaillent & 1'Institut de Recherches sur le Cancer sur la question du frac-

tionnement cellulaire par centrifugation différentielle.

2 - Lavage des cellules avec une solution de KREBS-RINGER

Les solutions de KREBS-RINGER préservent, au contraire, les structures
mitochondriales dnaltérées, & condition, toutefois, que les lavages soient effec-

tués & 37°C (figure 22a), car des lavages effectuds i basse température accen—

tuent ces altérations (figure 22b ) .

D ~ CONCLUSICNS GENERALES CONCERNANT LA METHODE DE LONGMUIR et REES

10) —~ La méthode de dissociation tissulaire de LONGMUIR et REES fournit

rapidement et en quantités dlevées des cellules parfaitement isolées.

2°) —~ Elle ne répond, cependant, & . aucun des trois critéres que nous avions

détemindés

a) La morphologie est profondément altérée. Les noyaux sont contractés et
la chromatine est, généralement, agglutinée. Les vacuoles ergastoplasmiques
sont considéravlement dilatées. Mais le 1ésion la plus importante se manifeste
au niveau des mitochondries qui sont gonfldcs et, en général, optiquement
vides. Leurs crétes internes ont, en outre, disparu ou sont tres réduites.

b) Les ceilules ont, cependent, conserve vne certaine activité respira-
toire. Ce résultat n'est pas surprenant, car on fait la mfme observation &
propos des mitochondries isolées par la méthode de centrifugation différentielle.
Ces demniéres, en effet, bien qu'elles apparaissent trés altérées au microscope
électronique, n'ont pas entidrement perdu leur capacité respiratoire. Il est
probable, cependent, que certains enzymes de la chafne des oxydations cellulaires
soient inhibés ou détruits car les cellules isolées par la méthode de LONGMUIR et

REES n'utilisent plus certains substrats d'oxydation comme le glucose.



Figure 21

Aspect au microscope électronique PHILIPS EM 100 d'une
cellule du foie de Rat isolée par la méthode de LONGMUIR et

REES et lavée avec une solution de saccharose 0,25 M .

N = noyau

M = rares mitochondries intactes

La vacuolisation du cytoplasme est importante., On la

a

comparera & celle de la cellule représentée 3 la figure 16 .
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Figure 22

Aspect au microscope électronique PHILIPS EM 100 de
cellules de foie de Rat isolées par la méthode de
LONGMUIR et REES et lavées avec une solution de
KREBS-RINGER & 37°C (figure 22a) et & 0°C (figure 22b).
Dans le premier cas, la morphologie des mitochondries

intactes est préservée. Elle est détruite dans le second.
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c) Dlautres systémes enzymatiques ont, en outre, disparu. C'est le cas,
par exemple, des enzymes responsables de la biosynthése des acides ribonucléiques
qui est totalement inhibée. Les acides ribonucléiques ont, en effet, perdu

la propriété d'incorporer les phosphates marqués au 32P .

d) Il n'est done pas surprenant que les celiules nises en culture

solent incapables de survivre,

La méthode de LONGMUIR et REES fournit donc des cellules isolées
"mortes" et impropres & toute expdrimentation biologique ou biochimique.
L'action 1léthale est due aux ions phosphates. I1 faut, en effet, remarquer
que 1'isolement des cellules est effectué dans des conditions 'non physiolo-
giques" de concentration élevée en phosphates et de valeur basse de pH .

Nous fondant sur cette observation, nous avons tenté de mettre
au point des méthodes d'isolement des cellules & partir des tissus en nous
plagant dans des conditions plus "physiologiques", en travaillant, en‘parti—

culier, a pH 7,3 -~ 7,4 et en présence de sérun,
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MISE AU POINT ET DESCRIPTION DH
METHODES PERSONNELLIES

i

Dans la série de recherches dont nous venons 4'exposer les résultats,
nous avons montré que la méthode de libération dee cellules la plus sabisfai-
sante était celle de LONGMUIR et REES, mais seulement du point de vue du
rendement et de 1'état de pureté des produits obtenus car, sous L'angle
de la conservation de l'intégrité morphologique et biochimique, cette méthode
s'est révélée franchement mauvaise et son caploi, en vue dlapplications

biclogiques, biochimiques et cancérologiques, rne peut 8tre envisagé .

Dans une deuxiéme série de traveuw, uous nous sommes efforcé de

O
LG

mettre au poiht une technique nouvelle qui sat’sfesce & la fols les critdres
techniques, morphologiques, biochimiques et Diologigues que nous avons décriic
plus haut (voir pages 83 et suivantes). Fous avens cherchd b remédd er auv
défauts que nous avans signalés en portant noire attention sur divers faocroux:
d'altération deshtructures cellulaires. Clest ainci cue s

1) nous avons opéré a des pH neutres, particalilrement favorables & la

conservation de la morphologie de la cellule,

2) nous avons éliminé les phosphates dont novs avens démontrd, avee LEEY

(261) et avec CHAPPELL et GREVILLE (262), 1lias

rragsivité et neys les avons

(o

remplacés par le citrate de sodium, en nous inspivent de lz méthode de digio-

ciation du tissu hépatique d'AVDERSON (253%) (pevinsics du foie par une soluticr

A2

de citrate de sodium ; voir page 86) ,

Mieotbon

3) nous avons amélioré le rendesen’ par Ll2dition de hysluronidase,

de diffusion" et d'hydrolyse de la gubstance 7.

4) nous avons recherché systématiquement lej we=illeures conditions de dissccia-

s
N
¥
T
]
T
i

tion en faisant varier la température de 4 0 %772, le pH de 6,6 27,5 , 1=

~

'\Tt

concentration en citrate de ecodium de G,015 & C,U%) i et en hyaslurcnidase e

~
&)

5 2 10 unités par millilitre, la durde d'incubation de 30 & 120 minutes.

o)

Ces divers essels nous ont permis de mebire au point une premiére tech-~

nique que mnous apvellerons "méthole av | nysduronidage', Ce procitd

£

13, sans &tre foubefols

marque un progres trés net cur celul de LUL

~

I

pleinement satisfaisant. Aussi avons-nous été anené & remplacer la solution saline

par du sérum,milieu plus "biologique"dans des procédés que nous appellevors
"méthodes au sérum citratd"
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I — DMNETHODE DE DISSOCIATION DES TISSUS DANS UNE

SOLUTION SALINE

"METHODE AU RINGER CITRATE~HYALURONIDASE"

A -~ MODE OPERATOIRE

Le foie découpé en petits fragments & 1l'aide d'une lame de rasoir
est maintenu pendant une heure & 37°C, sous agitation lente, dans du liquide
de RINGER, dépourvu de phosphates et de chlorure de calcium et renfermant
du citrate trisodique a une concentration 0,025 M et 8 unités de hyaluronidase
testiculaire par ml . |

Le tissu est ensuite dilacéré, a 1l'aide d'une pipette épointée,
par aspirations et refoulements successifs.

Apres une filtration sur gaze de la suspension de cellules, les
noyaux et les fragments de cellules sont éliminés par 3 ou 4 centrifugations
de 5 minutes & 100 g dans le milieu d'incubation.

Le temps de préparation est de 2 heures environ et le rendement en
cellules est de’0,4 a4 0,6 x 107 cellules par gramme de foie frais. Il n'est

que de 0,7 X 10b cellules par gramme de foie frais en l'absence de hyaluronidase.

B~ RESULTATS CONCERIANT L'ETUDE D& L'INTEGRITE
DES CELLULES OBTENUES PAR LA "METHODE AU RINGER
CITRATE-HYALURONIDASE"

1 — BIUDE MORPHOLOGIQUE

a) - Observations au microscope photonique

Le microscope photonique montre que les cellules sont parfaitement
dissocides (figure 23 a) et que les suspensions sont pratiquement exemptes d'amas
cellulaires de plus de 4 cellules. Les cellules ont conservé leurs contours
polyédriques et présentent un cytoplasme vacuolisé, mais la vacuolisation est
moins importante que dans le cas des cellules isolées par la méthode de

LONGMUIR et REES (figure 23 b) .
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b) - Observations au microscope électronigue

Le noyau posséde sa forme normale. Il n'est pas contracté comme dans
les cellules isolées par la méthode de LONGMUIR et REES et la chromatine
est, en général, uniformément répartie dans le nucléoplasme. La membrane

nucléaire est intacte (figure 24) .

Les mitochondries sont légérement gonflées (figures 24 et 25) .

Les unes sont morvhologiquement intactes, d'autres sont tres fortement vacuo-
lisées et, parfois, optiquement vides (figures 24, 25, 26 et 27). Entre ces
deux formes extrémes, on  observe tous les stades intermédiaires de la

dégénérescence mitochondriale déerits par ROUILLIER (264) .

L'ergastoplasme est généralement bien visible mais les vésicules

ergastoplasmiques sont toujours gonflées (figure 24) mais d'une manidre moins
importente que dans le cas des cellules isolées par la méthode de LONGMUIR
et REES (voir pages 17 et 18). Ainsi s'explique la vacuolisation qui se

manifestait déja au microscope optique.

Nous avons tenté de préciser quelle étape de la dissociation du foie
provoquait les lésions morphologiques que nous observions et nous avons
dénontré que ces lésions apparaissaient dés que le tissu entrait en contact
avec la solution de dissociation (figure 25). Ainsi éteit une seconde fois
démontrée 1l'importance de la composition du milieu d'incubation. Cette
observation fut déterminante dans le choix ultérieur que nous avons fait

des milieux & base de sérum.

Nous avons essayé,d'autre part, de vérifier si les lésions des
mitochondries n' étaient pas provoquées par une asphyxie de la cellule au cours
de la dissociation et nous avons appliqué le mode opuratoire dans des conditions
d'aérobiose sous courant de "Carbogene", en 1l'absence et en présence d'ATP .

Les figures 26 et 27 montrent que le maintien de la cellule dans son activité
respiratoire n'améliore pas la morphologie des mitochondries. Les lésions
sont donc bien provoquées par le milieu de dissociation et elles sont
irréversibles. L'ATP détermine, en outre, un gonflement des vésicules

ergastoplasmiques.



PFPigures 23

Aéﬁébﬁ au microscope photonique(d deux grossissements
différents de 1'objectif & immersion) de cellules de
foie de Rat isolées par la méthode au RINGER citraté-

hyaluronidase.
Les cellules oht conservé leurs contours polyédriques
mais le cytoplasme est vacuolisé.

(Comparer avec les cellules obtenues par la méthode

de LONGMUIR et REES ; figures 14 et 15, pages 99 et 100)
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Figure 24

Aspect morphologique au microscope électronique
SIEMENS ELMISKOP I d'un fragment de cytoplasme
d'une cellule isolée par la méthode au RINGER

citraté-hyaluronidase.

N = noyau dont on observera la

double membrane intacte

=
Il

mitochondries

E = ergastoplasme
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Figure 25

Aspect morphologique au microscope électronique
PHILIPS EM 100 du tissu hépatique de Rat traité

par une solution de "RINGER citrsté-hyaluronidase".

N = noyau

M = mitochondries dont on observera ls

vacuolisation

E = ergastoplasme
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Figure 26

Aspect morphologique au microscope électronique
PHILIPS EM 100 de mitochondries d'une cellule
du foie de Rat isolée par la méthode au "RINGER
citraté-hyaluronidase" et maintenue pendant

une heure en aérobiose ("carbogéne") %

On observera que les mitochondries sont parfois
intactes ( M ’ ) , parfois trés vacuolisées

(M 2) et que les vésicules ergastoplasniques

(V. Erg.) ne sont pas exagérément gonflées
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FPi gure 27

Aspect morphologique au microscope électronique
SIEMENS EIMISKOP I de mitochondries d'une cellule
du foie de Rat isolée dans une solution de
"RINGER citraté-hyaluronidase" additionnée d!'ATP

(adénosine triphosphate) .

La morphologie des mitochondries est voisine de
celle des cellules des figures 24 et 26, mais les
vémicules ergastoplasniques (V.Erg.) sont considé-

rablement gonflées.
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COLCLUSIONS CONCERNANT LES OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES

La dissociation du tissu hépatique dans des conditions plus
"'physiologiques" de composition saline et de pH représente un progres tres
net sur la méthode de LONGMUIR et REES. La morphologie du noyau est
préservée, mais on retrouve les mémes types d'altérations que nous avons

signalés & propos de la méthode de LONGMUIR et REES, mais avec une intensité

beaucoup plus faible : gonflement et vacuolisation des mitochondries, gonflement
des vésicules ergastoplasmiques.

Cette amélioration nette de la morphologie de la cellule devait
avoir comme conséquence une reprise des activités métaboliques des cellules

isolées.

2 — ETUDE BIOCHIMIQUE

L'activité respiratoire, en prdésence de succinate, est 1légerement

supérieure 2 celle des cellules préparées par la méthode de LONGMUIR et REES

(figure 20 ; page 107). Cependent, le quotient respiratoire est plus élevé.

La composition nucléotidique des acides ribonucléiques est identique

A celle du tissu frais (Tableau II ; page 108) et la biosynthdse des acides
ribonucléiques, qui était abolie dans les cellules isolées par la méthode de
LOIGMUIR et REES, est effective : les cellules ont, en effet, conservé la
propriété d'incorporer les radiophosphates dans leurs acides nucléiques
(Tableau III ; page 109) .

3 ~ ETUDE BIOLOGIQUE

ETUDE DE LA VIABILITE DES CELLULES EN CULTURE

Ensemencées dans les conditions décrites & la page 97, les cellules
du foie de Rat isolées par la "méthode au RINGER citraté-hyaluronidase" survivent

difficilement et pendant quelques jours seulement.
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C -~ COKNCLUSIONS GENER/.IES CONCERNANT Li
"METHODE AU RINGER CITRATE-HYALURONIDASE"

Des recherches que nous avons effectuées sur les cellules libérées
du foie de Rat par notre mnméthode personnelle au "RINGER citraté-hyaluronidase",

nous pouvons tirer les conclusions suivantes :

19) -~ La méthode fournit rapidement des quantités élevées de cellules
pures. Blle répond done aux critires techniques que nous avons définis plus

haut (page 88) o

2°) ~ L'observation microscopique des cellules isolées révilent des lésions
des inclusions cytoplasmiques essentiellement localisées au niveau des mito-
chondries et de 1l'ergastoplasme qui sont plus ou moins gonflés et vacuolisés.
Cependant, ces 1ésions sont beaucoup plus discretes que dans le cas des
cellules isolées par la méthode de LONGMUIR et REES.

30) — L'amélioration de la morphologie des cellules s'accompagne d'une
reprise d'activités métaboliques fondamentales comme la biosynthése des acides
ribonucléiques. Nous démontrons ainsi que la préservation des structures
cellulaires est indispensable au maintien de la vie de la cellule et qu'il
existe un parallélisme étroit entre 1'intégrité morphologique d'une part et

1'intégrité biochimique et biologique, dlautre part.

4°) — La composition du milieu de dissociation est détemminante pour maintenir
1'intégrité des cellules. C'est pourquoi, nous avons remplacé, dans des expé-
riences ultérieures, le milieu minéral par du sérum de veau ou de boeuf,
milieu plus biologique que les solutions salines, ce qui nous a aiené &
nettre au point de nouvelles méthodes de dissociation dont nous nous proposons,
& présent, de décrire le mode opératoire et les résultats auxquels elle nous

ont conduit.
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ITI - METHODES DE DISSOCIATION DES TISSUS

DANS L& SERUM

Nous avons mis au point deux méthodes de dissociation des tissus
dans du sérum., Dans 1l'une, le milieu de dissociation est du sérum citraté

et nous l'appellerons : "Mcthode au sérum citraté". Dans 1t!autre, nous

utilisons le sérum citraté additionné d'adénosine triphosphate (ATP) et d'un

sel de manganése et nous 1l'appellerons : "Méthode au sérum citraté - ATP ~

Manganese",

I- METHODE AU SERUM CITRATE

A — MODE OPERATOIRE

Le mode opératoire que nous appliquons est identique & celui que
nous avons déerit & propos de la "méthode au RINGER citraté" (p. 116 ). La seule
modification concerne la composition du milieu de dissociation qui est
constitué de sérum de Boeuf additionné de citrate trisodique pour obtenir
une concentration finale 0,029 M , Le milieu est stérilisé par filtration
sur bougie de CHAMBERLAND. L'addition de hyaluronidase n'augmente pas nota-
blement le rendement.

Le temps de préparation n'exceéde pas 90 minutes. Le rendement en
cellules est supérieur & celui que fournissent les autres méthodes
153 & 1,4 % 107 cellules par gramme de foie frais, soit 50 p.100 environ

du rendement théorique.

B ~ RESULTATS CONCERNANT L'ETUDE DE L'INTEGRITE
DES CELLULES OBTENUES PAR LA "METHODE AU
SERUM CITRATE

1 - ETUDE MORPHOLOGIQUE

a - Observations au microscope photonique

Le microscope photonique montre que les ecllules sont parfaitement

dissocides (figure 28 a) et qu'il ne subsiste que de tres rares amas cellulaires



dont le nombre n'excéde pas 1 pour 1000 cellules. La proportion de noyaux
libres est du méme ordre.
Les cellules ont gardé leurs contours polyédriques. La membrane

parait intacte et le contenu cellulaire est homogtne (figure 28 b).

b ~ Observations au microscope électronique

Les membranes cellulaires sont généralement bien visibles sur le

pourtour des cellules. Elles présentent toutefois des degrés d'intégrité

variable . Elles sont tantét'intactes, tant6t partiellement rompues (figure 29).

Les noyaux sont profondément altérés (figures 29 et 30). La chromatine,
en effet, est condensée par endroits, faisant apparaitre des zones vides. Les

nucléoles ont disparu.

Les mitochondries sont intactes et présentent un chondrioplasmue

uniformément dense dans lequel les crétes internes se dessinent parfaitement.

Elles sont, cependant, légdrement gonflées (figures 29 et 30).

Le cytoplasme présente un aspect sensiblement normal, avec des vésicules
ergastoplasmiques & peine gonflées. On ne trouve cependant que trés peu de

cellules dans lesquelles 1'ergastoplasme reste visible.

Nous avons vérifié que les altérations du noyau sont réversibles
et qu'elles sont dues & une "asphyxie" de la cellule pendant la période
d'isolement qui s'effectue en phase anaérobie . En effet, quand les cellules
sont maintenues pendant une heure en présence d'oxygéne (carbogine) et de
succinate, les noyaux retrouvent leur morphologie normale (figure 31) . Cette
réanimation de la cellule est tres spectaculaire et montre qu'il existe une
relation étroite entre la morphologie et le fonctionnement de la cellule.

Nous avons observé un phénoméne analogue a propos de l'ergastoplasie
aont la disparition peut; elle aussi, s'expliquer par l'apparition de troubles
nétaboliques au cours de 1'isolement des cellules. En effet, si le teumps de
préparation est diminué (aﬁx‘dépeﬂs du rendement), 1'ergastoplasme subsiste.
Sa Vacuolisdtion est‘donc une fonction du temps. A 1'inverse des noyaux, elle

est irréversible car 1l'oxygénation des cellules ne le régénére pas .
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Figure 29

Aspect au microscope électronique SIEMENS -~
BELMISKOP I de cellules libérées du foie de

Rat par la "méthode au sérum citraté" .

Memb. = menbrane cellulaire
N = noyau
M = mitochondries
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Aspect au microscope électronique PHILIPS LN 100

d'une portion de cellule du feoie de Rat isolée

par

N

< I =
B ee e

la "méthoce au sérum citraté’.

noyau. On remarquera la condcnsation de la
chromatine.

mitochondrics.

microbodies.

restes d'ergastoplasme.

: vésicules ergastoplasmicues.
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Figure 31

Aspect au microscope électronique SIEMENS-ELMISKOP I
d'une cellule de foie de Rat isolée par la "méthode

au sérum citraté", puis incubée pendant une heure en
aérobiose ("carbogtne"). Les mitochondries et le
cytoplasme montrent de profondes altérations, mais

le noyau a repris son aspect nommal, avec sa chromatine

uniformément répartie dans le nucléoplasme.
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Figur e 2834

Aspect au microscope photonique d'une suspension
de cellules libérées du foie de Rat par 1la
"méthode au sérum citraté". On observera que
la dissociation est parfaite et qu'il ne subsiste

pas d'amas cellulaires.

Figure 28 b

Aspect au microscope photonique (objectif & immersion)

de cellules de foie de Rat isolées par la "méthode au
sérum citraté". Les cdntours des cellules sont polyédriques
et le cytoplasme ne présente aucune trace de vacuolisation.
On comparera avec l'aspect morphologique des cellules
obtenues par la méthode de LONGMUIR et REES (figure 15 ;

Do 1QO) et par la méthode au RINGER citraté-hyaluronidase
(figure 23 ; p. |8 ) .
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CONCLUSIONS CONCERNANT LES OBSERVALTIONS MICROSCOPIGUES

Le morphologie des cellules du foie de Rat isolées par la "méthode
au sérum citraté" marque un progrés trés net de la technique par rapport au
procédé de LONGMUIR et REES et & la méthode au "RINGER citraté-hyaluronidase".
L'aspect des cellules n'est cependant pas encore normal. Le noyau est trés
altéré, montrant une chromatine agglutinée en plaques, nais cette modification
est réversible et 1'aspect classique réapparait dés que le ndtabolisme cellu—
laire reprend. L'ergastoplasme est généraleient absent et les vésicules ergasto-
plasmiques sont légérement gonflées. Seule, la structure des mitochondries est
conservée : le chondrioplasme est dense et les crétes internes sont bien
visibles. Cependant, un léger gonflement de la mitochondrie se manifeste.

L'amélioration de la morphologie des cellules isolées par la "méthode
au sérun citraté" a comme conséquence une augnentation de ltactivité métabto-
lique par rapport aux cellules isolées par la méthode de LONGMUIR et REES

et par la "méthode au RINGER citraté-hyaluronidase".

2 -~ ETUDE BIOCHIMIQUE

L'activité respiratoire, en présence de succinate, reste du méme

ordre que celle des cellules préparées par les deux néthodes précédentes

(figure 20 ; p. 107). Cependant, le guotient respiratoire est plus élevé et

la respiration endogéne plus intense.

La composition mnucléotidigue des acides ribonucléiques est identique

2

4 celle du tissu frais (Tableau II 5 Do 108) et la biosynthése des acides
ribonucléiques est trés active puisqu'elle atteint des valeurs de 60.000 coups/

minute per milligrerme de phosphore nucléotidique (tableau ; p. 109) .

3 - ETUDE BIOLOGIQUE.
ETUDE DE Li VIABILITE DES CELLULES EN CULTURE.

Ensemencées dans les conditions déerites & la page 97, les cellules
du foie de Rat isolées par la "méthode au sérum citraté" survivent de 10 jours

a4 6 semaines suivant les préparations .
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C -~ CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA

"METHODE AU SERUM CITRATE"

La dissociation du foie de Rat dans le sérum citraté conduit &
1'isolement de cellules dont la morphologie, sans toutefois &tre parfaite, est
cependant mellleure que celle des cellules isolées par la méthode de LONGMUIR
et REES et par la "méthode au RINGER citraté-hyaluronidase". Les mitochondries,
en particulier, sont toutes pratiquement normales, montrant seulement un léger
gonflement.,

L'anélioration de l'aspect des cellules se traduit immédiatenent par
une augmentation de 1'activité métabolique des cellules par rapport aux cellules
isolées par les deux procédés précédents. En outre, les cellules sont vivantes
et sont capables de survivre pendant de nombreux jours dans des milieux

nutritifs.

Ces résultats étaient donc des arguuents suppléuentaires en faveur

. de notre hypothése de travail selon laquelle il existe une relation étroite
entre le morphologie de la cellule et son activité métabolique. C'est pourquoi,
& la suite des travaux de LEHNINGER (265) et de CHALPPEL, GREVILLE et BICKNELL
(266) concernant 1l'influence d'ions divers sur le gonflement des mitochondries
(nesurés spectrophotométriquement), nous avons étudié l'action sur les struc~
tures cellulaires de différents ions comme les ions Mg++ et Mn'' . Nous

avons constaté que leur addition au milieu de dissociation n'améliorait
nullement la morphologie. Mais, LEENINGER (267) ayant observé que 1'addition
d'ATP et d'ions Mn++ au milieu d'incubation de tissus augmentait l'activité
respiratoire de ces derniers, nous avons pensé qu'il s'agissait peut-8tre 13
d'une action protectrice sur les structures cytoplasmiques du mélange ATP—Mn++ .
En effet, ni 1'ATP seul, ni les ions Mn++ seuls n'améliorent la morphologie des
cellules isolées. Or utilisés seuls, ils n'augmentent pas significativerent
1'activité respiratoire des tissus. C'est pourquoi nous avons ajouté de 1'ATP
et des sels de manganese au sérun citraté dans 1l'espoir d'observer une amélio—
ration de la morphologie et de 1'activité métabolique des cellules isolées.

Les résultats que nous avons obtenus ont entiérement confirmé notre hypothése.
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IT -~ METHODE AU SERUM CITRATE—ATP—Mn++

A —~ MODE OPERATOIRE

Voir aussi page 137

Le mode opératoire est identique au précédent (voir p. 125) & 1la
différence prés que le sérum, — 0,029 M en citrate trisodique — , est additionné
d'adénosine triphosphate (ATP) et de chlorure manganeux & une concentration
finale de 1 mM pour chacun des deux composés. 130 unités de hyaluronidase
sont, en outre, ajoutées par millilitre de sérum,

Le temps de préparation des cellules est de 1l'ordre de 90 minutes
et le rendement est identique a celui que fournit la "méthode au sérum citraté":

7

1,3 41,4 X 10 cellules par gramme de foie frais.

B - RESULTATS CONCERNANT L'ETUDE DE
L'INTEGRITE DES CELLULES OBTENUES PAR

L4 "METHODE AU SERUM CITRATE-ATP-Mnt™

1 ~ ETUDE MORPHOLOGIQUE .

a - Observations au microscope photonigue

Les caractéristiques des suspensions de cellules isolées par la
; . , w t : : o
"méthode au sérum citraté-ATP-Mn " sont identiques & celles que nous avons
n

déerites & propos des cellules isolées par la "méthode au sérum citraté

(voir e 125) i

b - Observations au microscope électronique

L'observation au microscope électronique montre que 1l'aspect morpho-
logique des cellules est normal (figuraaBZ et 3%3).

Le noyau est absolument intact. La chromatine est uniformément diffuse
dans le nucléoplasme. Le nucléole est parfaitement visible (figure 32) et la

double meubrane ne présente aucune rupture ni déformation (figures 32 et 33) «



Figure %2

Aspect au microscope électronique PHILIPS ER 100
d'une cellule isolée du foie de Rat par la
"néthode au sérum citraté-ATP-Ma't " .

N = noyau

n = nucléole

M = mitochondrie
m = microbodies

E = ergastoplasme

VE = vésicules ergastoplasmiques

On comparera la mbrphologie de cette cellule avec

celle de la cellule in situ (figure 1 & ; p. 8)
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Figure 3%

Aspect au microscope électronique SIEMENS-ELMISKOP I
d'une cellule de foie de Rat isolée par la "méthode

i . 7 & +:
au sérum citraté-ATP-Mn A

N = noyau

M = mitochondries

n = microbodies

E = ergastoplasme avec ses grains de

PALADE

VE = vésicules ergastoplasmiques
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Les mitochondries sont toutes morphologiquement intactes et nullement

gonflées. Le chondrioplasme est dense et les crétes internes sont nettement
dessinées.

L'ergastoplasme est préservé (figure 32) avec des grains de PALADE

bien visibles (figure 33) et les vésicules ergastoplasmiques ne présentent

aucun phénomene de gonflement.

CONCILUSIONS CONCERNANT IES OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES

La méthode de dissociation du foie de Rat dans du sérum citraté
additionné d'ATP et de sels de mangandse permet d'obtenir des cellules libres

dont la morphologie est identique & celle de la cellule in situ.

2 — ETUDE BIOCHIMIQUE

L'activité respiratoire des cellules isolées par la méthode au sérum

3

citraté-ATP-Im' ' est supérieure & celle des cellules isolées par les procédés
que nous avons déerits précédemment (figure 20 ; p. 107) .

La composition nucléotidigue des acides ribonucléigues est identique

& celle des acides ribonucléiques du tissu total (TableaulI, p.108) et

1l'activité des échanges des radiophosphates minéraux est trés élevée (80.000

coups / minute environ par milligramme de phosphore nucléotidique) .

3 -~ ETUDE BIOLOGIQUE.
ETUDE DE LA VIABILITE DES CELLULES EN CULTURE .

Ensemencées dans les conditions décrites & la page 97, les cellules
du foie de Rat isolées par la '"méthode au sérum citraté-ATP-Mn'' " se maintien—
nent en survie pendant des tamps variant de 10 jours & 6 semaines suivant
les préparations . Il ne nous a pas ét¢é possible de préciser sans ambiguité
si les cellules possédaient une activité mitotique cas nous n'avons saisi aucune
figure de mitose par l'observation microscopique d'étalements effectués & partir

des suspensions de cellules en culture ou par la microcinématographie.
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¢ ~ CONCLUSIONS GENERALES CONCERNANT LA
"METHODE AU SERUM CITRATE-ATP-Mn't n

La méthode de dissociation du foie de Rat dans du sérum citraté,
additionné d'ATP et de sels manganeux (et de hyaluronidase, bien que le rdle
bénéfique de cet enzyme ne soit nullement démontré) fournit rapidement des
cellules vivantes, morphologiquenent intactes et métaboliquement actives.

Ce procédé original répond donc entibrement aux conditions et aux criteres
que nous avons énoncés plus haut (p.88 et 89 ; p. 91 et suivantes) .
C'est pourquoi, nous avons fixé notre choix sur cette méthode

dont le protoeole expérimental est schéiatisé dans la figure 34 (page 137)

D -~ TENTATIVES DE GENERALISATION DE LA METHODE

Nous avons appliqué notre méthode personnelle & la dissociation de
divers tissus ¢ rein, rate, pancréas et tumeurs expérimentales du Rat
(chloroleucéuie T58 , hépatome au jaune de beurre et sarcome polymorphe
provoqué par injection de Bleu de Trypan).

A partir du sarcome au bleu de trypan, nous avons obtenu une suspension
de cellules avec un rendenent extrénement faible, une proportion importante
de cellules éclatant durant la dissociation., Au contraire, les organes tres
différenciés, comme le rein, se sont opposés jusqu'a présent & ftoute dissocia-
tion par cette méthode. Cette difficulté de généraliser la méthode semble
Btre due & la complexité des tissus. L'application de notre méthode se limite
donc, pour l'instant, aux seuls tissus parenchymateux homogénes comme le foie.

I1 semble, a priori, que notre méthode ne soit pas susceptible
d'application générale & tous les tissus et qu'elle devra 8tre modifide ou
remplacée par d'autres procédés. lNous avons, par exerple, observé que la
trypsine, a la concentration de 1 p.1000, dissociait des tissus différenciés
conme le rein, le pancréas, la rate et des tumeurs cancéreuses comme le sarcome
au Bleu de Trypan. Les rendements restent, cependant, faibles et nous ignorons
encore si les cellules ainsi obtenues répondront aux criteres d'intdégrité que

nous exigecns d'elles,
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Un foie de Rat est plongé dans du sérum de Boeuf maintenu & 37°C et
découpé par petites portions avec une lame de rasoir en fragments de

quel ques mm3 .
Plusieurs lavages sont effectués par décantation dans du sérum.

i«-—————a-Surnageants éliminés

Fragnents débarrassés des inclusions cytoplasmiques provenant

des cellules rompues par la lame de rasoir .

Incubation, pendant 1 h. & 37°C, sous agitation lente, dans 40 ml de
sérun de Boeuf,(30 ml en citrate trisodique, 1 mM en ATP et 1 nM et M€,

et additionnés de 7,5 wnités / ml de hyaluronidase testiculaire) -«

Dissociation du tissu par aspirations et refoulements successifs &

1'aide d'une pipette épointée (*),
Filtration sur gaze chirurgicale (4 épaisseurs)
Résidu
Suspemsion de cellules

Le résidu est de nouveau dissocié dans une faible quantité de sérum
. . W : S y lr
citraté~ATP-Mn = ., La suspension est filtrée et une nouvelle dissociation

est effectuée sur le résidu .

Les suspensions cellulaires sont réunies et centrifugdes pendant

5 min & 150 g

J:—————} Surpageant éliminé

Sédiment

Le sédiment est lavé 4 & 5 fois avec le milieu de dissociation et

centrifugé chaque fois pendant 5 min & 50 g ,

Fi gure 34

Protocole expérimental de la dissociation du tissu
hépatique dans le "sérum citraté-ATP-Mn*™t ©

(*) - La dissociation peut aussi &tre effectuée & 1l'aide d'un homogénéi-
seur "Ultra-turrax", type TP 18/2 (1 & 2 secondes d'homogénéisation)



138.

l APPLICATIONS BIOCHIMIQUES

Les applications de la méthode de dissociation des tissus sont trés
nombreuses et les travaux que nous avons effectués sur la biochimie des cellules
isolées et dont nous nous proposons d'exposer, i présent, les résultats, servent
d'introduction & un vaste programme de recherches dont nous tracerons les grandes
lignes en guise de conclusion.

Notre étude biochimique sur les hépatocytes isolés a essentiellenent
porté sur les processus métaboliques suivants :

19~ La respiration cellulaire
20~ Le nétabolisme des acides nucléiques

3°- Le nétabolisme des protéines.

L'importance de ces trois séries de réactions métaboliques nous
paraissait, en effot, fondamentale pour la poursuite de nos travaux. Au cours des
contr8les de 1'intégrité biochimique des cellules libres, nous avions observé que
certains substrats, corme 1'acide succinique, étaient préférentiellement oxydés
et que d'autres, comue le glucose, n'était nullenent utilisés par la cellule. Il
devenait donc indispensable d'effectuer une étude systématique des conditions
d'oxydation de tous les métabolites intermédiaires qui jalonnent la voie du
catabolisme du glucose afin de préciser si la non-utilisation de certains d'entre
eux €tait due 4 une sirple question de permdéabilité sélective de la membrane
cellulaire ou & la disparition de systémes enzymatiques au cours des opérations
d'isolement des cellules. En outre, il convenait de préciser la nature du substrat
le plus "énergétique" dont 1'addition aux milieux d'incubation exalterait le plus
la synthése, par la cellele, de conposés comme les acides nucléiques ou les
protéines.

Quant & nos recherches sur les acides nucléiques et sur les protéines,
elles sont amplement justifiées par le r@le déteminant que jouent ees substances

dans la mitose et vraisemblablesent dans 1l'évolution du processus cancéreux.
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I - ETUDES SUR LA RESPIRATION DES CELLULES ISOLEES

Nous avons systématiquenent ¢tudié 1'utilisation par la cellule, en
phase aérobie, des constituants de la '"chaine d'EMBDEN-MEYERHOF" qui conduit du
glycogéne ou du glucose & l'acide pyruvique et des constituants du "cycle de
KREBS", métabolites intermédiaires dans la dégradation de ce dernier composé.

Nous avons schénatisé dans les figures 35 et 36 (pages 140 et 141) les différentes
étapes du catsbolisnme du glycogéne et du glucose, sans tenir compte des réactions
rnétaboliques annexes.

La détermination cinétique de la consommation d'oxygéne a été effectuée
2 1l'aide d'un appareil de WARBURG suivent les modalitds que nous avons précisées

a4 la page 93. Le coefficient respiratoire QO a €té calculé pour chacun des
=
substrats et exprimé en nillilitres d'oxygéne consomnié par heure et par gramne

de cellules fraiches ou par cellule.

UTILISATION PAR IES CELLULES LIBRES

DU_GLUCOSE ET DES CONSTITUANTS DE LA

CHAINE D'EMBDEN-MEYERHOF ET DU CYCLE
DE KREBS

A — UTILISATION DU GLUCOSE

La figure 37 (page 142) illustre les résultats que nous avons obtenus
au cours de notre étude comparative de l'utilisation du glucose par des coupes et
des homogénats de tissu hépatique et par des cellules isolées. On voit que, &
concentrations de glucose égales, la consormation d'oxygene par le tissu entier est
supérieure & celle de 1'homoginat, elle-mérie supérieure i celle des cellules
isolées dont 1'activité respiratoire est, d'ailleurs, pratiquement nulle et qui
semblent donc, a priori, incapables d'utiliser le glucose comme substrat d'oxydation.
Cependant, quatre hypothéses peuvent 8tre invoquées pour expliquer ce
résultat
1 - Le glucose serait consormé par voie anaérobie.
2 - Les cellules seraient plus sensibles que le tissu & 1'effet inhibiteur

du glucose vis-a~vis de la respiration (effet CRABTREE) .
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GLYCOGENE

Phosphorylase + PO4H3

GLUCOSE-1-PHOSPHATE

Phosphogluconutase I
ATP + Mg™t

GLUCOSE-6-PHOSPHATE { - - GLUCOSE
Hexokinase

Phosphohexo-~
isonérase

FRUCTOSE-6-PHOSPHATE
Phosphofructokinase lT \ Voie des pentoses

" Phosphatase
(ATP —  4DP) (Chatne de DICKENS-
FRUCTOSE~1 , 6-DIPHOSPHATE HORECKER)

Aldolase I

TRIOSES-PHOSPHATES
Triosephosphate~
déshydrogénase + PO 4H3
ACIDE 1,3-DIPHOSPHOGLYCERIQUE

ATP-Phosphoglycérique~
transphosphorylase
(ADP —  ATP)

ACIDE 3-PHOSPHOGLYCERIQUE

Phosphoglycéro-
mutase

ACIDE-2-PHOSPHOGLYCERIQUE

Enolase 1

ACIDE PHOSPHO-ENOL-PYRUVIQUE
ATP-phosphopyruvique-

transphosphorylase :
. Lactico~
P \
(0P —>  4TP) déshydrogenase
ACIDE PYRUVIQUE € >  ACIDE LACTIQUE

Figure 35

Principales étapes de la chafne d'ENBDEN-MEYERHOF
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ACIDE PYRUVIQUE
LTPP + DPN + Coh

ACETYL COELZYVMEA
ACIDE ASPARTIQUE /

AC} OXALOACETIQUE ACIDE CITRIQUE

Malico- Malate Leonitase
déshydrogénase synthétase
ACIDE MALIQUE ACIDE CIS-ACONITIQUE
Fumarase ACIDE GLYORYLIGUE ALconitase

ACIDE FUMARIQUE ACIDE ISOCITRIQUE

’Succino-: Isucitritase
déshydrogénase, socitrique-
déshydrogénase
ACIDE SUCCINIGUE LCIDE OXALOSUCCINIQUE
Oxalosuccinique-
CO2 e décarboxylase

LTPP + DPN + CoA
ACIDE ok-CETOGLUTARIQUE

Glutanodéshydrogénase

ACIDE GLUTAMIQUE

NH_j, Glutaninase
GLUTAMIIE
Figure 36

Schéma de fonctionnerent du cycle de KREBS
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Courbes cinétiques de la cansormation d'oxygéne

(en microlitres p.100 ng)

de tissu, d'homogénat et de cellules libres de foie

de Rat incubés en présence de glucose
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3 - Certajns enzymes de la chafne d'EMBDEN-MEYERHOF et du cycle de
KREBS seraient inhibés ou détruits dans les celluleg libres ce qui aurait pour
effet de bloquer le fonctionnerent de ces chafnes métaboliques.

4 - La menbrane de la cellule gerait imperméable au glucose qui ne

pourrait la traverser qu'aprés avoir subi une phosphorylation.

Pour vérifier 1'exactitude de l'une de ces hypothéses, nous avons

effectué les expdriences suiventes :

19~ INFIRVMATION DE LA PREMIERE HYPOTHESE : ETUDE DE LA CONSOMMATION DU GLUCOSE

L'hypothése d'une consormation du gluccse par une voie anaérobie ne
peut 8tre retenue. En effet, nous avons dosé le glucose par la méthode colorimé-

trique & 1'orcinol de TILLMANS et PHILIPPI (268) avant et apres incubation en pré-

sente et en l'absence d'oxygene et vérifié que la concentration en glucose de la

solution d'incubation n'aveit pas varié dans 1'un et 1'autre cas.

Les hépatocytes 1ibérés du foie de Rat sont donc bien incapables

d'utiliser le glucose gussi bien en adrobiose qu'en anaérobiose.

2°- INFIRMATION DE LA SECOIDE HYPOTHESE : ETUDE DE L'EFFET CRABTREE

La figure 37 (page 142) montre que dans le cas des coupes de tissu

hépatique, 1'effet CRABTREE se manifeste pour une concentration 10 mlM en glucose de
la solution d'incubation.
Fous avons fait décroitre progressivenent de 10 mM & C,1 nlM la concen-

tration en glucose des milieux d'incubation des cellules libres sans observer

d'augnentation de 1'activité de la respiration qui reste voisine de la "respiration
endogéne" (),

L'absence d'activité respiratoire des cellules libres du foie de Rat

en présence de glucose n'est donc pas due % 1'"effet CRABTREE".

3°- INFIRMATION DE LA TROISIEME HYPOTHESE : UTILISATION DES HEXOSES-PHOSPHATES

Nous démontrons plus loin (voir pages 146 & 152) que les constituants
de la chafne glycolytique d'EMBDEN-MEYERHOF et du cycle de KREBS sont utiliséds,

& des degrés varisbles,par les hépstacytes libres comme substrets d'oxydation. En

(%) On appelle "respiration endogtne", la respiration des cellules en 1'absence
de tout substrat.
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parficulier, le glucose-1-phosphate, le glucose-6-phosphate et le fructose-1,6-

diphosphate sont facilement oxydés (voir page 146). On observe, en effet, que les

courbes cinétiques de l'oxydation de ces composés par les cellules libres sont
tres voisines de la courbe d'oxydation du glucose lui-m8me par des tranches de
tissu hépatique.

Ce résultat permet de conclure que la non-utilisation du glucose par
1'hépatocyte 1ibéré du foie de Rat n'est pas provoquée par une "1lésion biochimique"
de la chafne d'EMBDEN-MEYERHOF ou du cycle de KREBS puisque les hexoses-phosphates

sont parfaitement utilisés et dégradés.

4°— QUATRIEME HYPOTHESE : UTILISATION DU GLUCOSE EN PRESEINCE D'HEXOKINASE.

La non-utilisation du glucose par les hépatocytes libres paraissait
donc lide & un phénoméne d'impernéabilité sélective de la membrane de 1'hépatocyte
libre qui est, au contraire, parfaitement perméable aux hexose -phosphates .

Ce dernier résultat semblait confirmer 1'hypothése émise par de nombreux
auteurs selon laquelle le glucose ne pénétrerait dans 1'hépatocyte qu'apres avoir

subi une phosphorylation préalable en glucose-6-phosphate conformément au schéna

suivant
ATP ADP
Glucose \\‘~‘ _,,afjk >‘Glucose-6—phosphate
Mg++
Hexokinase

Selon certains auteurs, 1'hexokinase serait un enzyme exocytoplasmique
qui serait donc perdu au cours de la dissociation du tissu et du lavage des cellules.
Nous pouvions donc poser en hypothése que le glucose ne peut &tre utilisé par
1thépatocyte libre que dans la mesure ob 1l'on a reconstitué le systéme exocellulaire

tel qu'il existe dans 1'organe entier : glucose + ATP + hexokinase.

C'est pourquoi, nous avons ¢tudié la respiration des hépatocytes libres
1) en présence de glucose seul (concentration finale : 2 et 10 M ) ,
2) en présence de glucose + ATP (concentrations finales, respectivement, 2 et 10 mM),
3) en présence de glucose + ATP + hexokinase {concentrations finales, respectivement
10 mM, 2 mM et { mg p.nl) et
4) en présence de glucose + hexokinase (concentrations finales, respectivement,
10 mM et 1 ng p. nl ).
Nos résultats sont illustrés par la figure 38 (page 145) .
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Figure 38

Courbes cinétiques de la consommation d'oxygene
en présence de glucose (Glc) seul, de glucose + ATP, de glucose +

hexokinase et de glucose + hexokinase + ATP
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On voit que le tracé des courbes présente une anomalie dans le cas des
incubations effectuées en présence de glucose + ATP et de glucose + ATP + hexokinase:
en effet, la fraction de courbe correspondant au début de 1l'expérience présente une
pente trés accusée qui correspond & un phénoméne classique de "contraction" dés la
fin duguel, le tracé des courbes redevient nomal et se superpose alors & la courbe
correspondant au glucose seul.

Nous pouvons donc canclure que les hépatocytes libres sont incapables

d'utiliser le glucose en phase aérobie méme en présence d'ATP et d'hexokinase.

Pour tenter de résoudre cette énigme, nous avons fait incuber des
homogénats d'hépatocytes, préalablement 1ibérds, dans des solutions de glucose &
des concentrations variables. Nous n'avons i servé de consommation d'oxygene, alors
que des homogénats de foie utilisent le glucose (figure 37 ; p.142).

Jusqu'a présent, il nous a été inpossible d'expliquer 1l'absence de

respiration chez les cellules naintenues en présence de glucose seul.

B - UTILISATION DES COISTITUANTS DE LA CHAINE D'EMBDEN-MEYERHOF ET DU CYCLE DE KREBS

Nous avons rassemblé dans le tableau IV et illustré par les figures
39 et 40 les résultats que nous avons obtenus dans nos études cinétiques de la
consormation d'oxygéne par les hépatocytes libres. Nous pouvons tirer les observa-

tions et conclusions suivantes .

1 - Les substrats peuvent 8tre classés en quatre groupes :

a - substrats non utilisés

glucose

acide pyruvique

acide citrique

acide Ch\-cétoglutarique
acide fumarique

acide malique

b - substrats faiblement utilisés

acide L - glutanique
acide oxalo-acétique

acide L - aspartique



147.
TABLEAU IV

Activité respiratoire des hépatocytes libres

en présence de divers substrats

SUBSTRATS N aon %,
p.g de cellules De cellule.
. (*) (%)
CHAINE D'EMBDEl-MEYERHOF
D-Glucose 3 nM 0,05 5
D-Glucose-1~phosphate 3 nM 0,55 55,20
D-Glucose-b6-phosphate 3 M 0,49 51
D-Fructose-1,6-diphosphate 3 ol 0,30 31,20
Phospho—-énol-pyruvate 5 oM 0,17 17,70
10 mM C,35 36,40
Pyruvate 5 et 10 nlM 0,015 1,56
Pyruvate + Cok 5 et 10 =M 0,015 1,56
CYCLE DE KREBS
Citrate 5 1M 0,01 1,50
d ~cétoglutarate 10 mM 0 a 0,11 0 & 11,40
L~ Glutanate 5 nM 0,12 12,50
10 ml 1%heure: 0,18 17,70
2%heure: 0,52 54,10
L-Glutamine 10 mM 0,14 14,70
Succinate 20 oM 1,56(%%x%) 160,40
40 M 2,66(*x*) 277,10
Funarate 10 mM 0 0]
Malate 10 M 0,03 3,12
Oxalo-acétate 10 M 0 a 0,15 0a17,7
L-Aspartate 10 M 0,12 12,50
puis  0,42(*%%%) puis 43,90
L—4sparagine 10 mi 0,12 12,50

(*) en m1 d'oxygene consommé par heure

(#*) en ml x 10—10 d'oxygéne consorrié par heure

(*x%) 1a premiére deri~heure

(#%%%) 0,12 pendant la premidre deni-heure,
0,42 au-del:
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400 | Consommation d'Oy
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Figure 39

Courbes cinétiques de la consormation d'oxygeéne (en microlitres
p. g de cellules libres de foie de Rat) en présence de substrats de la
chaine d'EMBDEN-MEYERHOF.

G-1-P = glucose-1-phosphate ; G-6~P = glucose-6-phosphate ;
F-1,6-diP= fructose-1,6-diphosphate ; PEP = acide phospho-énol-pyruvique ;

Gle = glucose : Pyr = acide pyruvique
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Consommation d 'O,
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Figure 40

Courbes cinétiques de la consommation d'oxygene
par les hépatocytes libres en présence de divers substrats du

cycle de KREBS et de substrats "satellites"

Asp, ASPNHZ = respectivement acide aspartique et asparagine

Glu, GluNH2 = respectivenent acide glutamique et glutamine
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c - substrats bien utilisés

glucose-1-phosphate
glucose~6-phosphate
fructose-1,6-diphosphate
acide phospho-énol-pyruvique

d - substrat utilisé “"explosivenent"

acide succinigue

2 - La non-utilisation de certains substrats n'implique pas pour autant la
disparition de systémes enzymatiques. Nous pemsons plutdt que 1'oxydation de ces
substrats est essentiellenent liée & des phénomtnes de pernéabilité sélective de
la membrane et les observations suivantes rous paraissent, & cet égard, démonstra-
tives :

a — L'acide pyruvique n'est pas utilisé, riéme en présence de coenzyme A .

Au contraire, son précurseur nétaholique direct, 1'acide phospho-énol-pyruvi que,

est tres facilement oxydé.

Ce résultat peut s'expliquer par une diffusion aisée du dérivé phospho-
rylé (ce qui semble d'ailleurs &tre une rigle générale) au travers de la membrane.

On ne peut toutefois élininer 1'éventualité d'une utilisation de 1l'acide
phospho-énol-pyruvique par une des voies de WOOD et WERKIANN : en effet, l'acide
phospho—¢énol-pyruvique peut emprunter deux voies cataboliques : celle de 1l'acide
pyruvique (figure 35 ; 1.140) et celle de 1'acide oxaloacétique (figure 41) que
la cellule peut parfaitenment utiliser apr®s sa pénétration sous la forme d'un

précurseur, comme l'acide aspartique.
PO H
473

Acide phospho-énol-pyruvique -——‘éz—)Acide pyruvique

co,, €0, C0q
+ IDP ou GDP * Engy‘ ¥ SRR
+ Engyme 1 o + Enzynme 3

Acide oxaloacétique femmm—— cide malique

Figure 4

Métabolisnme de 1'acide phospho—énol-pyruvique

Enzyne 1 : Oxaloacétate synthétase ou phospho—énol-pyruvate
carboxykinase

Enzyme 2 : Oxaloacétate carboxylase

Enzyme 3 : Enzyme malique
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b - L'acide ch-cétoglutarique est peu ou pas utilisé, nais l'acide glutanique

est consormé. Or ce dernier est le précurseur direct du premier (figure 36;p.141) .

¢ — Les acides aspartique, glutamique et phospho-énol-pyruvique ne sont
utilisés qu'aprés un certain temps de latence (voir les courbes des figures 39 et
40 ; p.148 et 149), ce qui explique pourquoi le coefficient respiratoire (exprinmé
en ml d'oxygene consommé par g de cellules) passe de la premidre 3 la deuxiéne
heure de 0,18 a 0,52 pour 1'acide glutanique et de 0,12 & 0,42 pour l'acide

aspartique.

3 - Le probleme de la non-utilisation de certains substrats est, en réalité, trés
conplexe et ne doit vraisemblablenent pas 8tre rattaché & une simple question de
peméabilité de membrane. Nous avons, en effet, observé que 1'association de certains

substrats non utilisés par la cellule provoquait une consormation d'oxygéne trés

nette. Il nous est impossible d'entrer dans les détails d'expériences dont les
résultats soulévent de normbreux probldmes et posent autant d'énigmes et nous nous
bornerons & donner, sans pouvoir les interpréter, les résultats caractéristiques

suivants

Aprés 100 minutes d'incubation, les coefficients respiratoires (en ml
d'oxygtne par g de zellules frafches) de substrats simples ou combinés

sont les suivants :

acide succinique 20 oM : 1,7
acide fuiarique 10nmM : O
acide malique 10~M :+ 0,08

acide pyruvique 10mM : O

acide fumarique 10 rmM § 0,37

acide pyruvique 10 ml

acide fumarique 10 nmlM § 0,34

acide malique 10 mM

En outre, l'acide ol~cétoglutarique est parfaiterent utilisé par le tissu
hépatique. Il faudrait donc adnettre 1'existence de "facteurs de diffusion" au
travers de la membrane,de "perméases" qui permettraient la pénétration des substrats

dans la cellule.
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5 — L'acide succinique est de loin le substrat le plus facilement et le plus
rapidenent oxydé par les hépatocytes libres pour lesquels il représente donc le
substrat dnergétique de choix pour la réalisation de synthéses. C'est pourquoi
nous avons effectué une étude poussée des modalités de son utilisation par les

cellules hépatiques libres.

C - RECHERCHES SUR IE METABOLISME DE L'ACIDE SUCCINIQUE PAR LES HEPATOCYTES LIBRES

10—~ Influence de la concentration en succinate

el

Nous avons étudié la cinétique de la consommation de 1'oxygene par les
hépatocytes libres pour des concentrations d'acide succinique variant de 1 n
3 40 oM . Nos résultats sont illustrés par la figure 42 ( p. 153) .

On voit 1) que, pour les concentrations utilisdes, 1'acide succinique
n'exerce aucun effet inhibiteur, 2) que la consormation dloxygéne est une fonction
de la concentration en acide succinique, 3) que 1'utilisation de ce dernier est
trés rapide et que, dés qu'elle est totale, la pente de la courbe devient paralltle
& celle de la respiration endogéne, 4) que 1'oxydation de 1'acide succinique est
plus rapide qu'avec le tissu lui-in8nme (figure 44; p. 155), cette propriété s'expli-
quant aisénent par une diffusion plus facile du composé par la totalité de la
surface de la membrane des cellules dont chacune se trouve irmédiatement en contact

avec le nmilieu d'incubation.

209~ Influence des cations bivalents

De nombreux auteurs ont étudié, avec des résultats trés variables,
1taction sur les respirations des cations bivalents. Nous avons pu vérifier que les
ions Ca++ 5 Mgﬁ+ et Mnf+ n'ont pratiquenent aucun effet sur la respiration des
hépatocytes car 1'emploi de milieux d'incubation dépourvus de Catt et de Mg++ ou

—p . ++ o —— . . .
additionnés de Mn'  ne nodifie pas 1'activitd respiratoire (figure 43 ; p.154) .

30~ Influence de 1'ATP et de 1'ADP

L'ATP exerce une action inhibitrice sur 1l'oxydation de l'acide succinique

qul est proportionnelle 3 sa concentration (figure 44, p.155), tandis que le nélange

ADP + acide phosphorique ne riodifie pas le coefficient respiratoire des cellules.
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Figure 42

Consommation de 1'oxygene (en m1 p.100 ng de cellules)
par les hépatocytes libres en fonction de la concentration du

milieu d'incubation en acide succinique
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‘ Consommation d’'O,
(en pl)
avec Ca'*et Mg " (:Mn’")
— sans Mg* *.avec Ca*®*
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~
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Figure 43

Influence des ions bivalents sur 1l'activité

respiratoire des hépatocytes libres, en présence de succinate.
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Figure 44

Influence de 1'ADP et de la concentration en ATP
sur l'oxydation de 1'acide succinique par les hépatocytes

libres .
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Ce résultat peut étre considéré comme un argument en faveur de
1'intégrité du systéme de phosphorylation. Il est, en effet, classiquement admis
que les systénes nitochondriaux dont le couplage de la phosphorylation oxydative
est mréservé, accuse une inhibition partielle de leur activité respiratoire en
présence d'un excés 4'ATP, tandis que 1'ADP est sans action. Au contraire, le
découplage du systeme des phosphorylations oxydatives, par exenple, dans des nito-
chondries "vieillies", se traduit par une stimulation nette de 1l'oxydation du
succinate par 1'ATP (AZZONE et ERNSTER (269) ; SEVERIN et coll. (270) ; CHANCE et
HAGIHARA (271) ; SKULACEEV (272) .

49— Influence du nélange ATP + ions Mt

Si 1'ATP freine 1l'utilisation de 1'acide succinique par les hépatocytes
libres et si les ions manganeux, employés seuls, sont sans action, au contraire,
associés & 1'ATP, il ldvent 1l'inhibition de la respiration par ce dernier et, en

outre, la régularisent. L'observation de la figure 45 (page 157) montre, en effet,

a ~ que l'utilisation du succinate seul est "explosive" et qu'elle est totale
en moins de 30 ninutes (courbe 1) ,

b - que 1'addition d'ATP dininue notablerent la consommation du succinate
(courbe 2) .

¢ - que l'addition de sels manganeux au milieu d'incubation s'oppose a 1l'effet
freinateur de 1'ATP puisque, finalement,la totalité de 1'acide succinique est
consormé au bout de 80 ninutes et que 1'utilisation du substrat est régularisée
puisque la consommation d'oxyggne en fonction du temps s'inscrit sur une droite
(courbe 3) .

Ces résultats sont en faveur de 1'hypothése de LINDBERG et ERNSTER (273)

(1954) selon laquelle les ions manganeux permettraient la formation d'un complexe
actif assurant la relation entre les systénes d'oxydation et le systéme de phospho-
rylation & ATP. Selon les auteurs, une modification de la concentration du milieu
en ATP et en ions Mn++ provoquerait une dissociation des complexes selon la réaction

suivante :
: o F
Transhydrogénase — Mn  ~ ATP
&——) Transhydrogénase + ATP + Mot

L'addition au nilieu d'ATP et de sels manganeux permet donc un déplacement

de la réaction dans le sens de la reconstitution du complexe actif responsable
du couplage entre la phosphorylation et 1'oxydation.
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Figure 45

Btude cindtique de 1a consormation en aérobiose, par
les hépatocytes libres, de 1'acide succinique (Succ.)(12,5 mM)
en l'absence d'ATP et en présence d'ATP (2,5 mM) et du nélange

ATP (2,5 mM) - sels nangeneux (0,6 i)



Nous reprendrons, & cé& propos, l'opinion des auteurs qui attirent
1'attention sur la ndcessité d'utiliser le nélange ATP + Mn' " dans les nilieux
d'incubation employés pour étudier lz respiration des nitochondries isolées ou des
cellules, car si les ions Mo enployés seuls sont capables, dans certains cas, de
rétablir la respiration nais non la phosphorylation, 1le¢ nélange ATP + Mot (avec
ou sans DPN, selon les cas) rétablit simultanérent la phosphorylation et 1a

respiration.

Enfin, nous établrons une relation entre, d'une part, le fait que
1l'addition @'ATP et de sels manganeux dons notre milieu de dissociation nous fournit
des cellules dont la morphologie des mitochondries est préservée et, d'autre part,
l'action bénéfique du mélange ATP-Mn™ sur la respiration cellulaire, sans toutefois
pouvoir faire un choix entre ces deux éventualités : 1'activité respiratoire des
hépatocytes libres est-elle préservée parce que le nélange ATP-MntT protége les
structures mitochondriales ~ ou bien, celles~ci sont-elles maintenues grice a la

persistance des complexes de LINDBERG et ERNSTZR ?

5%~ Influence de la composition et de la nature des milieux d'incubation

Nous avons étudié 1'influence des nilieux d'incubation sur 1'utilisation
de 1l'acide succinique par les hépatocytes en présernce d'oxygene de nanidre & obtenir
une activité respiratoire maxinale.

Comparativement au liquide de KREBS-RINGER, le sérun total de Boeuf
exerce sur le tissu hépatique, co.me sur les hépatocytes libres du foie de Rat, une
action inhibitrice de la respiration qui est de 1l'ordre de -15 p.100 (figure 4€;
p.159). Nous avons observé que l'emploi de la fraction adialysable du méme sérun
restaurait, en partie, l'activité respiratoire sans toutefois la ramener & la
nornale. L'action inhibitrice du sérum peut s'expliquer par la présence de glucose
responsable d'un effet CRABTREE discret ; celle des nacroniolécules adialysables
s'explique plus difficilerent. Toutefois, il faut remarquer que 1'addition de sérum—

albumine au liquide de KREBS~-RINGER provoque une 1légére inhibition

CONCLUSIONS GENERALES COIICERNANT L4 RESPIRATION DES HEPATOCYTES LIBERES IU FOIE IE RAT

Les conclusions que nous pouvons tirer de notre étude de 1'activité res-

piratoire des hépatocytes libres et des facteurs qui 1'influencent sont les suivants :
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Figure 46

Influence du séru: total,du sérum dialysé
et de la solution de KREBS-RINGER sur la respiration

des hépatocytes libres du Rat .
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1 - L'activité respiratoire des hépatocytes isolés du foie de Rat semble
préservée, bien que certains substrats ne solent pas oxydés au cours des expériegoes
d'incubations. Cependent, lo non-utilisation de ccux-ci n'icplique pas a priori :
la disparition de systenes enzymatiques. Il serble plutdt qu'elle soit lide & des
phénomenes d'imperméabilite sélective de la nembrane des hépatocytes. L'exernple
du glucose est, & cet égard, déuonstratif puisque ce conposé n'est pas utilisé
par la cellule alors que ses dérivés phosphorylés le sont parfaitenment.

L'imperniéabilité absolue des hépatocytes vis-a-vis de certains substrats
peut, d'autre part, s'expliquer par un "tannage" de leur nembrane dés leur libé-
ration dans le milieu d'incubation. Nous awvons, en effet, observé que la rupture
de la meribrane des hépatocytes libres & 1'aide d'un homogénéiseur de POTTER-ELVEHJEM
est pratiquerent irrdéalisable tandis qu'elle est aisérent effectuée lorsqu'il
s'agit de tissu hépatique intact.

Enfin, 1'existence de "permdases" exocellulaires, perdues au cours de
la dissociation peut &tre invoquée pour expliquer la non-utilisation par les
cellules libres de substrats corme 1'acide dh~cétoglutarique qui est parfaitement

oxydé par le tissu total.

2 = L'acide succinique est le substrat d'oxydation le nieux utilisé par 1'hépa-

tocyte libre. Il représente donc "l'alinment énergdétique" de choix pour ce dernier.

3 - La composition des milieux d'incubation des cellules est trés importante. On
évitera 1'addition de sérum ou de protéides amériques, au profit de solutions
minérales isotoniques comme le liquide de KREBS-RINGER auquel on ajoutera éven—
tuellenent de 1'ATP et des sels manganeux dont nous avons d&ontré 1'action

bénéfique.

4 ~ L'action inhibitrice de 1'ATP sur la respiration des cellules libres et
1'activité bénéfique de 1'association ATP - Mn' est en faveur du maintien du
systeéme couplé des oxydations phosphorylantes, dont 1l'une des conséquences serait

le respect de la norphologie des nitochondries.
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II - ETUDES SUR 1IE METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES

Nous avons entrepris une seconde série de recherches qui ont porté
sur le métabolisme des acides ribonucléiques. On connalt, en effet, le rble fonda-
nental que jouent ces composés dans la vie de la cellule et il était évident que
les chances de survie des hépatocytes libres étaient d'autant plus grandes que
les syntheses des acides ribonucléiques ¢taient plus élevées.

Nous avons étudié, d'une part ltincorporation de 1'acide radiophos-
phorique (32PO4H3) et,d'autre part,de 1'acide orotique nmarqué par le carbone -14
dans les acides ribonucléiques.

Nous avons déerit plus haut les néthodes que nous avons appliquées
(voir p. 94 & 97) et une partie des résultats que nous avons obtenues et dont
1'exposé était indispensable dans notre argunentation concernant la mise au point

de procédés de dissociation des tissus (voir p. 108, 109, 123, 130 et 135) .

A - EXPERIMENTATION AVEC L'ACIDE RADIOPHOSPHORIQUE

Les hépatocytes libres sont mis & incuber dans différentes conditions
en présence de phosphates radicactifs. 4 la fin de 1'incubation, les suspensions
sont déféquées par 1'acide trichloracétique, délipiddées par 1'éthanol, puis par le
nélange éthanol-éther et, enfin, hydrolysdes par la soude. Aprds une élimination
des protéines et de 1'acide désoxyribonucléique par acidification & pH 4 - 4,5 ,
1'hydrolysat est purifié sur un &changeur de cations (Dowex 50) et le liquide
effluent est soumis & 1'électrophor®sc sur papier. On sépare, ainsi, les quatre
ribonucléotides radioactifs (Figure 47 ; p. 162) constituant les acides ribonu-
cléiques et on détemine leur radioactivité spécifique. Les ddtails opératcires
ont été déerits & la page 95. Nous sormes parvenu & standardiser la réthode en
appliquant toujours les némes conditions d'expérience. De cette nanidre, les

résultats sont reproductibles et comparatifs.

1 — BTUDE DE L'INCORPORATION DE L'ACIDE RADIOPHOSPHORIQUE DANS IES ACIDES RIBONU-
CIEIQUES D'HEPATOCYTES ISOLES PAR DIFFERENTS PROCEDES

Nous avons rassenblé dans le tableau III (p.109) les résultats de

1'étude de l'incorporation de l'acide radicphosphorique dans les acides
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Autoradiographie de 1'électrophorégraime d'un hydrolysat
sodique d'hépatocytes libres incubés en présence de 32PO4"—, préalablenent
déféqués et délipidés .
Electrophorese en tampon citrate 0,05 M de pH 3,5 (14 volts/cn pendant 5 heures)

C, 4, G, U : acides cytidylique, adénylique, guanylique, uridylique ;
AGP : acide glycérophosphorique ; PS : phospheosérine ; Pi : acide orthophosphorique.
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ribonucléiques des hépatocytes obtenus par la méthode de LONGMUIR et REES aux
phosphates alcalins & pH 5 et par nos trois néthodes originales : néthoedes au
RIVGER citreté, au sérum citraté et au sérunm citraté-ATP-Mn' T . Nous avons déja
discuté les résultats que nous avons obtenus et nous nous bornerons & rappeler

que 1l'amélioration de la norphologie des cellules s'acconpagne d'une augnentation
des syntheses des acides ribonucléiques. Les cellules isolédes par la méthode de
LONGIUIR et REES, dont les structures cellulaires sont détruites, n'incorporent
pas d'acide phosphorique. Dans le cas des cellules isolées par la néthode au
RINGER citraté, 1'amélioration de la morphologie cellulaire s'acconpagne d'une
reprise de la syntheése des acides ribonucléiques. Cette synthdse est plus nette
encare avec les cellules isolées par le procédé au séru: citraté qui respecte
nieux la morphologie des structures cellulaires, en particulier des mitochondries.
Elle est maxinale avec les cellules préparées par la néthode au sérun citraté-
ATP-Mn' T, ILe tableau III est tres dénonstratif : on voit, en effet, que l'intro-
duction de 1'ATP et des ions manganeux dans le nilieu de dissociation 3 base de
sérun citraté foumit des cellules qui incorporent dans leurs acides ribonucléiques
5 fois plus de radiophosphates.

Ce résultat peut d'expliquer de deux manidres :

1 — Nous verrons plus loin (page 164) que les synthéses des acides ribonu-
cléiques sont plus intenses en phase adérobie et que, en conséquence, 1'intégrité
du systene enzynatique respiratoire est indispensable & la cellule pour les
réaliser. Or, nous savons que 1'ATP et les ions Mntt protegent les mitochondries

et les systemes couplés des oxydations phosphorylantes.

. +=t N " . 5
2 — Les ions Mn exaltent les synthéses des acides ribonucléiques (FOX et coll.)
(274) et on peut admettre que, pendant 1'incubation dans le milieu de dissociationm,

les cellules se sont enrichies en ions manganeux.

CONULUSION

Les hépatocytes préparés par la réthode au sérun citraté-ATP-Mn''
incorporent le nieux les radiophosphates dans leurs acides ribonucléiques dont
les syntheses sont donc naximales. C'est pourquoi, nous avens choisi de les utiliser

dorénavant dans nos expériences portant sur le métabolisme des acides nucléiques.
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2 -~ ETUDE DES CONDITIONS D'INCORPORATION DE L'ACIDE RADIOPHOSPHORIQUE DANS LES
HEPATOCYTES LIBRES

a — Influence de 1'oxygene

L'une des preniéres applications de notre procédé d'étude du wuétabo-
lisme des acides ribonucléiques dans les hépatocytes libres a ¢té de rechercher
1'influence des respirations sur la synthése de ces composés.

Nous avons ginsi €t€ amené & comparer ls vitesse d'incorporation de
1'acide radiophosphorique dans les acides ribonucléiques d'hépatocytes naintenus
les uns en anaérobiose (sous courant de "Nitrogine" (N2 S CO2 : 195 : 5) ), les
autres, en aérobiose (sous courant de "Carbogene" (O2 + 002 t 95 :5) ).

Nos résultats sont rassenblés dans le tableau V (page 165). On voit
que l'incorporation des radiovhosphates dans les acides ribonucléiques est 20 fois
plus inportante en adrobiose. On conprend donc aisérent pourquoi, dans 1'expéri-
nentation décrite dans le paragraphe précédent, l'anélioration de la morphologie
des mitochondries s'accompagnait, 4 la fois, d'une augnentation de 1'activité

respiratoire et des synthéeses d'acides nucléiques.

CONC LUSION

Les expériences concernant le nétabolisiie dés acides ribonucléiques
dens les hépatocytes libres doivent &tre effectudes en adrobiose. A cet effet,
un courant de "Carbogene" passe dans le nilieu d'incubation avec un débit constant

(50 ml/ rnin dars 50 il de liquide d'incubation).

B — Influence du sérun

Nous avons effectud des incubations d'hépatocytes libres dans les
conditions indiquées dans la note 1 du tableau III (p.109) en remplagant la solution
de KREBS-RINGER par du =mérun de Boeuf. Les résultats sont précisés dans le tableau V.

On observe que le sérun possdde un effet freinateur sur la biosyntheése
des acides nucléiques. Cette action peut s'expliquer scit par la présence d'un
facteur plasuatique de régulation, soit par une dininution de 1'activité respira-
toire de la cellule. Nous avons, en effet, nontré que le sérum non dialysé possédait

un effet inhibiteur sur la respiration cellulsire (vorr figure 46 ; page 159).

CONCILUSION
L'incorporation des phosphates radicactifs dans les acides ribonucléi-
ques des hépatocytes est raxirale en présence de solutions rmindrales corze le

ligquide de KREBS-RINGER que nous avons choisi comme milieu d'incubation pour nos
expériences futures.
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B — EXPERIVENTATION AVEC LE 14C—ACIDE OROTIQUE.

HISTORADIOGRAPHIE DES HEPATOCYTES MARQUES.

L'acide orotique est le précurseur des bases pyriridiques des acides

nucléiques, ribo- ou désoxyribonucléiques. Nous avons précisé dans la figure 48

(p.167) les &tapes :étaboliques qui conduisent de 1'acide orotique aux précurseurs
pyrinidiques de la synthese des acides nucléiques.
Marqué par le radiocarbone 14, 1l'acide orotique est wn c onposé précieux

dans 1'¢tude du nétabolisme des acides nucléiques par le procédé d'historadiographie

dont le principe est le suivant : les cellules ou les coupes de tissus radioactifs
sont déposées sur une lame de nicroscope et recauvertes d 'une pellicule de gélatine
prélevée sur des films spécialeent destinés & la nméthode historadiographique.

Aprés un tenps de contact variable, on révile le filu photographique, puis on colore
la préparation de maniére % faire apparaftre les structures cellulaires. L'obser-
vation au microscope optique periet de repérer les impacts des particules radio-

actives et de localiser des nolécules marquées dans les cellules.,

1 — NODE_OPERATOIRE

a - Incubation des hépatocytes

1 g d'hépatocytes isolés par la néthode au sérun citraté-iTP-Mn''
sont suspendus dans 6 nl de solution de KREBR-RINGER contenant 50 %C de 14C-—acide
orotique. 4prés une incubation de 2 heures effectude en aérobiose, les cellules
sont centrifugées et lavies plusieurs fois avec une solution de KREBS-RINGER. Apreés
le dernier lavage, elles sont suspendues dans un peu de solution de KREBS-RINGER

et étalées sur des lames de nicroscope .

b - Préparation des historadiograres

Le frottis de cellules est fixé dans un nélange d'éthanol et d'éther
(vcv) pendant 3 jours. I1 est ensuite recouvert, en charbre noire, d'un film spéeial
pour autoradiographies (KODAK 4.R. 10). L'exposition est effectude & 2°C dans une
bolte métallique contenant un déshydratant (CaCl2) pendant une période variant de
3 & 4 seraines. Le filn est alors révélé en trenpant la préparation recouverte du
filn, dans une solution & base d'anidol (amidol : 1,85 g ; sulfite de sodiun anhydre:
4,5 g ; bromure de potassium : 0,2 g ; eau g.s.p. 250 11l ; terps de révélation :

5 nin & 22°C). Il est ensuite fixé par une solution d'hyposulfite de sodium
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Métabolisme des nucléotides pyrinidiques précurseurs des
acides nucléiques

PRPP : 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate ; PP : acide pyrophosphorique ;
UMP, UTP : uridine mono- et triphosphates ; CTP : cytidine triphosphate ;
dCTP : désoxycytidine triphosphate ; dUMP : désoxyuridine monophosphate ;

dTTP : thymidine triphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; h1OTHF : acide

10-hydroxyméthyl-tétrahydrofolique ; ARN : acides ribonucléiques ; ADN :
désoxyribonucléiques.
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30 p.100 (p:v) . Aprés un lavage > l'eau courante d'une heure, les préparaticns
sont séchdes et colordes par un colorant nucléaire (4 1' héialur de MEYER) pour
¢viter une surcoloration nuisible & la bonne observation des traces laissées sur

le filn par les particules é&iises par les nolécules narquées.

2 ~ RESULTATS

La figure 49 (p. 169) illustre les résultats que nous avons obtenus.

On voit que la radioasctivité de 1'acide orotique se retrouve en totalité dans la
cellule et qu'elle est localisée dans le cytoplasre tantét autour du noyau et
tantdt dans tout le territecire cytoplasmique. Ce résultat peut s'expliquer par

la bridveté de 1'incubation qui n'a pas pernis b 1'acide désoxyribonutléique, dont
le nétabolisre est lent, "d'dchanger" ses conposdés pyrinidiques. La radiocactivité
se trouve donc seulenent dans les ARN cytoplasriques, la durde de vie des!ARN
nucléaires ¢tant trop bréve pour que nous puissions observer une localisation
nucléolaire. L'inportance variable des territoires cytoplasniques radioactifs
peut s'expliquer par des nusnces dans les vitesses de diffusion vers le cytoplasne
des ARN nucléaires. Elle est le reflet d'activités nétaboliques différentes d'une

cellule & 1'autre.

3 ~ CONCLUSIONS

Ces résultats confiment ceux que nous avaient apportés 1'étude de

1l'incorporation des radiophosphates : les hépatocytes libres sont capables de
réaliser des synthéses d'acides nucléiques.

En outre, ils nous nettent & 1l'abri d'une cause d'erreur apportée par
la présence éventuelle de bactéries dans nos nilieux d'incubation. En effet, nalgré
les précautions de stérilité que nous -bservons, nous n'étions pas entidrement
& 1'abri d'une contanination bactérienne et nos résultats d'incorporation apportés
par les méthodes chiniques pouveient s'expliquer par la présence de bactéries
dans nos nilieux d'incubation et non par 1'intégrité biochimique des
hépatocytes libres. L'expérinentation réalisée avec 1'acide orotique marqué prouve
qu'il n'en est rien puisque la totalitd de la radicactivité est localisée i
l'intérieur des cellules.

Enfin, cette expdérience est le prélude & de nombreuses autres qui nous

pernmettront d'explorer le métabolisre des acides nucléiques cellulaires.
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Figure 49

Historadiographie d'hépatocytes incubés en présence
de 14C--acide orotique. On observera les différences dans la
localisation de la radioactivité dans les cellules : elle est
tantdt localisde autour du noyau (cellule a) et tantdt elle

s'étend dans tout le cytoplasnique (cellule b).
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La localisation "en auréole" des acides ribonucléiques cytoplasriques autour du
noyau et 1l'absence de sa radicactivité dans ce dernier perrettent de supposer que
la durée de l'incubation a dépassé la durée de vie des acides ribonucléiques
nucléolaires qui ont d¢jh diffusé dans le cytoplasue. Peut-8tre avons-nous

saisi le prenier stade de cette diffusion qui se linite encore 2 1'espace péri-
nucléaire ? Des expériences cinétiques sont actuelleent en cours qui devraient
nous pernettre d'observer "in situ" les différentes étapes de la synthése des

acides nucléiques cellulaires.

IIT - ETUDES SUR LE METABOLISME DES PROTEINES

Dansg une troisidrie série de travaux, nous avons voulu vérifier que
les hépatocytes prépards par notre néthode originale avaient conservé la propriété
de synthétiser des protéines.

Nous avons effectué cette étude & 1'aide d'acides amninés marqués
par le carbone 14. Nos cobservations ont ensuite porté sur des autoradiographies
d'électrophorégrarmes des protéides cellulaires et sur des historadiographies des

cellules marquées.

1 -~ MODE OPERATOIRE

a — Incubation des hépatocytes

2 g de cellules sont suspendues dans 25 nl de solution de KREBS-
RINGER contenant 10 FC d'un nélange d'acides azinés unifornénent nmarqués par du

14

carbone 14 (hydrolysat d'elgues vertes ayant incorporé du 'C - CO, , fourni par
le CE4) . Aprés 2 heures d'incubation en adrobiose, les cellules, soigneusenent
lavées, sont utilisées pour la préparation des autoradiographies d'électrophoré-

grammes et des hivtoradiographies.

b -~ Préparation des autoradiographies d'électrophorégrariies

Aprés avoir, sans succds, tenté ge mettre en solution les protéides
cytoplasniques par un "sonnage" des hépatocytes, nous soires parvenu & ce résultat

en pernéabilisant les menbranes avec des sels biliaires.
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Les cellules ont été maintenues & 4°C pendent 24 -heures dans une
solution de sels biliaires & 1 p.100 (p:v). La solution est dialysée sous agita-
tion pendant 4 & 5 jours et lyophilisée. Une solution du résidu est réalisde
dans un tampon véronal de pH 8,2 (10 g de protéides totaux p.100 ml de tampon)
et des électrophordses st effectudes sur papier et en gélose.

Apres séchage des électrophorégramies, ceux-ci sont nmaintenus
pendant 10 & 30 jours sur une surface sensible (film radiographique KODIREX)
qui est alors révélée. Des bandes noires narquent 1'emplacement des protéides

radioactifs.

¢ — Préparation des historadiograrmes

La technique de préparation des historadiograrmos esb identigque

& celle que nous avons décrite & propos des acides nucléiques marcués par le

L TR (voir p. 166 ).

2 — BESULTATS

a - Autoradiographie des électrophorégrammes

La figure 50 (p. 172) mountre que des zones de radiocactivité sont
visibles sur les électrophcrégrames. Elles correspondent & des protéides puisque
les cxtraits cellulaires ont été dialysés pour éliminer les 14C—amino—acidos
résiduels. Les hépatocytes sont donc hien capables de syn’hétiser des protéines.
Celles—ci s'étendent sur toute la longueur des é&lecztrophorégranmes avee des
comportements électropharétiques allant des Jf-globulincs aux préalbumines.

b ~ Historadiographies

La figure 51 (p. 173) moniie cue les hépatocy’ss ont incorpors les
14 . : i p .
C—anino—acides et que la redicectivité est vnifomdénent répartis sur toute la

surface de la eellule.

3 — CONCLUSIONS

Les hépatocytes litres mnt “ien conservé leur propriété de synthé-

tiser des protéines.
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Alb

Pigure 50

Autoradiographies d'électrophorégrammes
réalisés en gélose de 14C—protéines obtenues par
incubation d'hépatocytes libres dans une solution
de 14C—amino—acid@s . Tampon véronal pH 8,2 . Lz
fldche indique le point de dépdt de la solution.
Les lettres indiquent le couportement électropho-
rétique des protdides : Y-, B2-, Bl-globulines,

41b : albumines, Pré-ilb : prfalbumines .
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Figure 51

Historadiographie d'hépatocytes incubés

. 14 : .
en présence de C-amino-acides .
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CONCLUSIONS

10) — Nous avons étudié d'une nanitre systématique les différentes néthodes
de dissociation des t#sus qui avaient été proposées jusqu'h présent pour
mrémrer des cellules "libres".

Nous avens appliqué & 1'isolenent de cellules du foie de Rat les

procédés suivants :

a — Méthodes de digestion trypsique de DULBECCO et VOGT et d'ESSNER et coll.

b — Méthodes de dissociation par agents chiniques d'ANDERSON, de BRANSTER et
MORTON et de LONGMUIR et REES.

¢ ~ Méthode "mécanique" de KALTENBACH.

L'application de critdres "techniques", — destinés & vérifier que
les procédés de dissociation des. tissus fournissaient rapidement, avec un grand
rendenent des cellules exenptes de débris et de constituants cytoplasmiques -,
nous a amené & ne retenir, parni tous ces procédds, que la néthode de LONGMUIR
et REES (dissociation des tissus dans des solutions de phosphates minéraux a

PHS )-

20) ~ L'gpplication de critéres d'intégrité morphologique, biochimique et
biologique nous a conduit & rejeter la néthode de LONGIUIR et REES pour les
recherches biochimiques, biologiques et cancérologlques que nous nous proposons
dleffectuer sur les cellules "libres" du foie de Rat.

En effet, la morphologie des hépatocytes est profondéuent altérée.
Les mitochondries, en particulier, sont gonflées et optiquement vides. En outre,
1'actitté respiratoire est relativement faible et la bilosynthese des acides
ribonucléiques est totalement abolie. Enfin, les cellules mises en culture ne
survivent pas.

L'action léthale est due aux ions phosphates et & la valeur tres

basse du pH du milieu de dissociation.

3°) ~ L'emploi de solutions de dissociation plus "physiologiques" anéliore
P p qu

& la fois la morphologie et 1'activité biochimique et biologique de la cellule.
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La mise au point d'un milieu "RINGER citraté-hyaluronidase" nous a
pernis d'obtenir des cellules dans lesquelles la morphologie des inclusions
cytoplasniques est considérablement améliorée. Cependant, les mitochondries
montrent encore des lésions graves, — comme la vacuolisation —, qui expliguen®
que les activités biochimiques, - 1l'activité respiratoire,en particulier -, et

biologiques ne soient pas entiérerent restaurées.

4°) ~ Ltutilisation de milieux de dissociation "biologiques" & base de
sérun devait nous permettre de priéparer des cellules dont 1'intégrité morpho~
logique, biochimique et biologique est parfaite. L'enploi de gérum citraté
rend aux mitochondries leur morphologie, sans éviter, toutefois, un léger
gonflement de ces organites. En outre, le noyau est fortement altéré, mais cette
lésion est réversible et la norphologie du noyau est restaurée & la fin de
1l'incubation des cellules en présence d'oxygene. I1 n'est donc pas surprenant
que les cellules préparées dans ce nilieu possédent un nétabolisme bien supérieur
& celui des cellules isolées par la "néthode au RINGER-citraté-hyaluronidase"
et qu'elles soient capables de survivre pendant plusieurs jours dans des milieux

nutritifs.

L'addition 4'ATP et de sels manganeux au sérum citraté devait enfin
nous permettre de résoudre le probléme de la préparation & partir de tissus de
cellules vivantes, biologiquement et biochiniquement actives. L'emploi de ce
milieu de dissociation des tissus fournit des cellules dont la morphologlie est

respectée et dont 1'activité métabolique est maxinale.

5°) ~ La néthode que nous décrivons n'est pas, Jjusqu'é présent, d'application
générale. Il est probable que la dissociation de chaque type de tissu posera un
probleme particulier et que la mise au point de méthodes spécifiques sera

nécessaire.

6°) - Les résul tats que nous avons obtenus montrent qu'il existe, dans le cas
particulier des cellules libres, une corrélation étraite entre la morphologie
cellulaire et llactivité métabolique. Nous avons vu, en effet, que 1'architecture
des cellules obtenues par la méthode de LONGIMUIR et REES est totalement détruite

et que l'activité métabolique s'en trouve abolie. Au fur et & nesure que nous
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avons vu se restaurer les structures cellulaires, nous avans assisté a une

reprise progressive des métabolismes et les cellules les plus parfaites du point

de vue norphologique sont aussi les plus actives du point de wvue nétabolique.
L'analyse des courbes de la figure 20 (p. 107) et du tableau III

(p.109) est, & cet égard, tres démonstrative.

7°) -~ L'étude comparative des qualités biologiques et métaboliques des
hépatocytes isolés par la méthode de LONGMUIR et RBES et par les trois procédés
personnels au "RINGER-citraté-hyaluronidage", au "séruu citraté" et au "sérunm
citraté-ATP-Mn''" nous a conduit & choisir ce dernier procédé pour la suite de
nos recherches.
11 fournit, en effet, des hépatocytes dont l'activité respiratoire
et la synthése des acides nucléiques sont maxirales et qui sont, en outre,

encore capables de synthétiser des protéines.

89) Les applications de la méthode de préparation des hépatocytes sont trés
nonbreuses et les premiers résultats que nous avons obtenus sont tres prometteurs.
Dans le présent ménoire, nous nous sommes limité & 1l'exposé de nos rechercles

sur 1l'activité respiratoire et sur le métabolisme des acides nucléiques .

RECHERCHES SUR LA RESPIRATIQN

A la suite de notre observation que le glucose n'était pas utilisé
par 1l'hépatocyte libre comme substrat d!oxydation, nous avons été amené & étudier
1lactivité respiratoire en présence des produits du nétabolisme intermédiaire du
glucose : ceux de la chaine de EMBDEN-MEYERHOF et ceux du cycle de KREBS. lNos
conclusions sont les suivantes : les différents substrats étudiés sont utilisés
rar 1'hépatocyte libre & des degrés divers : certains, comie les acides pyruvique,
c\-cétoglutarique, fumarique, malique, ne le sont nullement, d'autres, corme les
hexoses phosphates le sont plus activement, d'autres, comre les acides glutamique,
aspartique et phospho-énol-pyruvique, le sont aprés un certain temps de latence
correspondant au temps de diffusion des composdés au travers de la nembrane
cellulaire., Seul, l'acide succinique est oxydé trés rapidement et posseéde le
coefficient respiratoire le plus élevé. I1 représente donc le substrat énergétique

de choix pour la cellule libre.
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Lt'étude de 1'activité respiratoire de la cellule en présence d'ATP
nous conduit & la conclusion que les systénes enzynatiques des nitochondries
sont respectés. En effet, 1'action inhibitrice de 1'ATP sur 1l'utilisation de
1'acide succinique dénontre 1'intégrité du systeme couplé des oxydations
phosphorylantes qui serait préservé par la présence d'ATP et d'ions Mo ' dans

le milieu de dissociation.

RECHERCHES SUR LE METABOLISME DES ACIDES NUCLEIQUES

L'étude de l'incorporation, dans les acides nucléiques des hépa-
tocytes, de 1'acide 14C—orotique par la néthode d'historadiographie et de 1l'acide
32P—phOSphorique par la méthode électrophorétique dérontre que les systémes de
synthese des acides nucléiques sont intacts.

La standardisation de la m¢thode d'incubation des hépatocytes en
présence de radiophosphates nous conduit & des résultats reproductibles qui
pernettent d'envisager des études nétaboliques comparatives et la recherche de
facteurs d'activation ou d!'inhibition de la synthése des acides nucléiques.

Les preriers essais que nous avons effectués montrent que les
synthéses sont plus actives en aérobiose et dans des milieux minéraux, corme la
solution de KREBS-RINGER. L'addition de sérum dans les milieux d'incubation
ralentit, en effet, 1l'incorporation de 1l'acide radiophosphorique dans les acides
nucléiques. Cette action peut s'expliquer par une diminution de 1'activité
respiratoire des cellules que nous avons observée sous 1l'influence des protéides
plasnatiques. Mais elle peut encore &tre provoquée par la présence, dans le sang,
de facteurs de régulation de la synthese des acides nucléiques et qui pourraient
bien 8tre de nature hormonale. Des recherches sont actuellement en cours au

laboratoire. Peut-8tre apporteront—elles la confirmation de cette hypothdse ?

S'il mous fallait résuuer en quelques phrases lapidaires, 1'ensemble
des résultats qui ont été le fruit de nos recherches, nous écririons : "La disso—
ciation du foie dans du sérun citraté additionné d'ATP et d'ions manganeux
conduit & l'isolement rapide de quantités élevées d'hépatocytes libres qui ont
gardé leur morphologie et les principales activités métaholiques indispensables
au raintien de la vie : la respiration et les synthdses des acides nucléiques

et des protéines".



178,

Pouvons-nous pour autant tirer la conclusion que les hépatocytes
libr;s ainsi décrits sont restés vivants ? Il serait dangereux de 1'affirmer
en- tirant arguent de la maintenance d'activités métaboliques essentielles car
chacune d'elle peut &tre réalisde par des systémes extraits de la cellule :
les nitochondries isolées "resypirent" et des extraits -acellulsires sont capables
de synthétiser des acides nucléiques et des protéines. Cependant, pouvons-nous
refuser le qualificatif de "vivantes" a des cellules qui ont conservé leur

morphologie, qui sont capables de réaliser simultanéuent les trois processus

métaboligques fondamentaux précédents et qui, en outre, survivent dans des milieux

nutritifs.

Les résultats que nous =zvons obtenus sont le fruit d'un travail
d'équipe et de la collaboration de la Biochinie et de la Cytologie. Il est hors
de doute que nos recherches n'auraient pu &tre menées & leur terme sans cette
symbiose scientifique,

"Mener & son terne un travail" est une expression bien illusoire
et bien présomptueuse car le chercheur scientifique ne peut jamais considérer
qu'une ceuvre de recherche soit teminde. Personnelleient, le chanp des recherches
que nous avons entreprises est loin d'8tre exploré en totalité et nous avons

conscience d'avair soulevé plus de probldnes que nous n'en avons résolus.
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