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Les recherches s u r  l a  morphologie, l 'organisat ion e t  l a  physiologie 

des t i s s u s ,  puis des ce l lu l e s ,  furent d'abord purement biologiques, Plus ta rd ,  

l a  biochimie s ' e s t  intéressée aux memes problèmes e t  c e t t e  science nouvelle 

qu 'es t  l a  biochimie c e l l u l a i r e  s ' e s t  rapidement développée en quelques années. 

L'analyse chimique, appliquée aux t i s sus ,  a permis d 'étudier  l a  

composition, l a  s t ruc ture  e t  l e  métabolisme des const i tuants  totaux des organes i 

Puis, grgce à l a  mise au point de méthodes de fractionnement ce l lu l a i r e  par  

centr ifugat ion d i f f é ren t i e l l e ,  l e  rô le  exact de chacune des inclusions cyto- 

plasmiques a é t é  précisé. Depuis quelques années, une nouvelle tendance s e  

manifeste : on cherche, en e f f e t ,  à i s o l e r  des ce l lu l e s  vivantes par des 

méthodes d i t e s  de dissociat ion t i s su la i r e .  

Devant l ' i n t é r ê t  cals idérable que représente l 'é tude biochimique 

e t  biologique des ce l lu les  i so lées  (ou ce l lu les  l i bé rées ) ,  nous avons entrepris ,  

depuis plusieurs années, une s é r i e  de recherches s u r  ce matériel intéressant .  

Avant de rendre compte de not re  c in t r ibut ion  personnelle à ce 

t r a v a i l  de mise au point, nous en exposerons l e s  bases théoriques e t  histo- 

riques. Nous envisagerons donc successivement : 

1 O- l ' i n t é r e t  de l 'é tude chimique e t  biochimique de l a  ce l lu l e  

i so lée  ; 

2 O -  l e s  données ac tue l les  concernant l a  cohésion t i s s u l a i r e  ; 

3O- l 'h i s tor ique  des méthodes de dissociat ion t i s su la i r e .  

Now exposerons ensuite  notre t r a v a i l  personnel, Dans un premier 

chapitre ,  nous apporterons l e s  r é su l t a t s  de l 'é tude c r i t ique  des d i f férentes  

méthodes classiques de dissociat ion t i s s u l a i r e  que nous avons effectuée. Nous 

décrirons ensuite une méthode personnelle de dissociat ion des t i s sus  que nous 
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T- avons é t é  amené à mettre au po'int e t  qui nous fou rn i t  - contrairement aux .3 

a u t r e s  procédés - des c e l l u l e s  biologiquement e t  biochimiquement in tac tes .  * 

nous préciserons l e s  r é s u l t a t s  d'ordre biochimique que nous avons 
, 

obtenus avec nos préparations de ce l lu l e s  i so lées ,  a i n s i  que l e s  perspectives 

que nous of f ren t  l ' é tude  de ces  dernières.  
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On a depuis longtemps caractérisé, par l e s  méthodes classiques ' , : 

-' 1 , , . c  1 l-.. 'L ' d'analyse élémentaire,les différents constituants de l a  matière vivante. k caté 

- . de l 'eau e t  des s e l s  minéraux, t r o i s  classes de substances spécifiquement 
\ I 

biologiqueont été mises en évidence : l e s  glucides, l e s  l ip ides  e t  l e s  protides. 

Sur ces bases, l e s  travaux se  poursuivent depuis près d'un s iècle  en suivant 

une double orientation. L'une e s t  purement chimique : e l l e  concerne l1 iden t i f i -  

cation, l a  répart i t ion e t  l a  localisat ion de ces substances dans les  brganisrnes ; 

l ' au t re  e s t  biochimique : e l l e  concerne l e  métabolisme de ces substances, 

c ' est-à-dire 1 ' ensemble des réactions de dégradation (catabolisme) e t  de synthèse 

(anabolisme) qui se réalisent  continuellement chez l ' ê t r e  vivant. . I  . 
. , i  

Les études ont port4 principalement, jusqulà présent, sur l e s  tissus 
totaux, dans l e  but de local iser  e t  d'expliquer l e s  fonctions propres de ces - 
derniers. Plus récemment, l e s  travaux se sont orientés vers l 'étude des 

inclusions cytoplasmiques e t  peu à peu ont é té  connues des réactions métabo- 
\ <.--,= *x 

ljques qui s'effectuent à l ' i n t é r i eu r  même de l a  cel lu le .  Ainsi se  précise l e  

fonctionnement interne de celle-ci. 

! ETUTDE BIOCHIMIQIIE DES TISSUS TOTAUX ! 
r 

Un t i s su  e s t  essentiellement une association de cellules qui 

possède une ou plusieurs fonctions biologiques spécifiques qui lui permettent 

de jouer un r6le précis dans l e s  mécanismes vitaux de l'organisme. Les cel lu les  

sont, en gén4ra1, associées t r è s  étroitement pour former des organes, que l e  
. ,. 8 sang, t i s s u  liquide de relat ion,  vient irr iguer.  Il leur  apporte ainsi  des 

éléments nu t r i t i f s  e t  permet, en outre, l e s  échanges avec l e  r e s t e  de l lorga- 

nisme. Les t issus renferment donc toujours des quantites variables de sang, 

auquel on réserve, pour cet te  raison, la dénomination générale de "milieu 

,intérieurH. On s a i t ,  par exemple, que l e  k i e  renferme environ 30 p.100 de 

sang. 
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DIF'FICULTES ~ ~ ~ C O T \ 1 T ~ S  D&iS L'ETUDE DES TISSUS TOTALX 

. 1 O- Etudes chimiques - . .  

L'étude chimique spécifique des const i tuants  totaux d'un t i s s u  - 

n ' e s t  possible qu 'à  l a  condition dtQliminer ,  au préalable, l e s  composés *',j sanguins. Cette condition e s t  plus impérative encore dans l e  cas où cer ta ines  .'-a 

. - +,< 
substances sont présentes, à l a  f o i s ,  dans l e  sang e t  dans l e s  t issus.  Il es t ,  ,. - .$ - ,  

par exemple, extrêmeilient d i f f i c i l e ,  sinon impossible, d 'é tudier  l e s  protéides 
: ,.7 

spécifiques d'un Çissu, c a r  l ' e x t r a i t  protéique fourni t  toujours un mé lane  de " .:? 

protéides sériques e t  de protéides t i s su la i r e s ,  dont l a  séparation e s t  pra t i -  

quement i r r éa l i sab le .  De menie, une pa r t i e  des const i tuants  de l a  f r ac t ion  

acido-soluble d'un t i s s u  e s t  toujours souil lée de composés sériques dont l a  

présence fausse l e s  r é su l t a t s .  Enfin, l 'é tude t r è s  intéressante de l a  loca l i -  

s a t ion  in t r ace l lu l a i r e  du l i e u  de synthèse des protéides sériques demeure 

impossible à p a r t i r  d'un t i s s u ,  s ' i l  n ' a  pas é t é  préalablement débarrassé du 

sang q u ' i l  contient.  ,:a 
L'élimination t o t a l e  &u sang d'un t i s s u  e s t  t r è s  diff ici lement  

réal isable.  On peut l a  t e n t e r  en per fwant  l 'organe. Ydheureusement l e s  

méthodes de perfusion, - qui ne sont d ' a i l l eu r s  pas toujours possibles, notam- 

ment dans l e  cas d'organes "clos1' comme l e  muscle - , res tent  incomplètes. 

Des modifications biochimicpes peuvent, en outre,  s e  produire pendant l e  temps 

parfois  t r è s  long de l a  perfusion. Enfin, une perfusiofi, en supposant qu ' e l l e  
' &"'" 

s o i t  par fa i te ,  ne parviendra jamais à éliminer 1 ' armature conjonctive qui  

assure l a  forme e t  l 'o rganisa t ion  du t i s s u  e t  l a  présence des const i tuants  

protéiques de ce t i s s u  bonjonctif sera  une nouvelle cause d ' interférence au 

cours des études chimiques. 

i-. , 
a 

. t  ' -  , . .  . - , 
- 2 O -  Etudes métaboliques 

La présence de constituants sériques s e r a  bien plus gênante encore 

pour l e s  études métaboliques réa l i sées  i n  v i t ro .  , k 4  . 
.j 

Il s e r a i t ,  par  exemple, important de pouvoir étudier  l e  métabolisme 
I 

endocellulaire des organes à l ' a b r i  de l ' in f luence  de l'ensemble de lforganisme, 

de manière, en p a r t i c u l i e r ,  à préciser  l e  r81e exact des divers  act ivateurs  

i r u b i t e u r s  métaboliques. L'obtention d'un matér ie l  vivant, totalement 



débarrassé du sang, permettrai t ,  en outre, de préc iser  l e  r ô l e  exact de chacun 

des constituants sér iques dans l a  vie  ce l lu l a i r e .  On s a i t ,  d 'au t re  pa r t ,  que 

l e s  études de respi ra t ion ,  réa l i sées  s u r  des coupes de t i s sus ,  sont fortement 

influencées par l a  présence du sang e t  ne rendent pas compte de l a  respi fa t ion  

proprement endocellulaire.  En e f f e t ,  1 'hémoglobine a g i t  sur l e s  échanges 

respi ra to i res  en f ixan t  l'oxygène dans une proportion beaucoup plus importante 

que c e l l e  de l'oxygène dissous dans l e  milieu l iquide.  El le  f i x e  l'oxygène 

par ses  atomes de f e r  e t  possède une capacité r e sp i ra to i r e  (pouvoir oxyphorique) 

qui e s t  directement l i é e  aux pressions p a r t i e l l e s  d'oxygène e t  de gaz carbo- 

nique e t ,  corrélativement, à l ' équ i l ib re  acido-basique. On conçoit a i n s i  t r è s  

aisément que, dans l e s  memres manométriques, l a  présence d 'une proportion 

toujours variable de sang in t e r fè re  fortement avec l e  milieu a r t i f i c i e l  chdisi 

sans q u ' i l  s o i t  possible de preciser  quant i ta t ivment  l e s  influences réciproques 

de l ' u n  e t  de l ' a u t r e  vis-à-vis des échanges gazeux entre l'atmosphère e t  l e s  

ce l lu les .  En outre, l a  présence, dans l e  sang, du glucose, de l ' ac ide  lact ique,  

de l ' a c ide  pyruvique e t  de d ivers  enzymes modifie l a  composition en substances 

énergétiques du milieu r e sp i ra to i r e  expérimental. 

Enfin, il para î t  impossible de prgtendre r é a l i s e r  i n  v i t r o  des 

études du métabolisme spécifique drune substance déterminée dans un organe. 

C'est a i n s i ,  par exemple, que l 'é tude du métabolisme du lactose par l a  glande 

mammaire e s t  rendue impossible par su i t e  de l a  présence dans l e  sang de certains 

produits de son métabolisme intermédiaire comme l e  glucose, l 'acide pyruvique, 

l e s  phosphatases. 

Il  s e r a i t  donc souhaitable d'éliminer totalerient l e  sang e t  l e  

t i s s u  conjonctif d'un organe, de manière à obtenir  des ce l lu les  entièrement 

"déconnectées" du r e s t e  de l'organisme e t  à permettre d 'e f fec tuer  des études 

plus rigoureuses, autant  du point de vue chimique que du point de vue 

nétabolique. 

La découverte des méthodes de "fractionnement ce l lu l a i r en  a 

contribué à résoudre certaines de ces questions par t icu l iè res .  Nous verrons 

cependant que de nombreuses d i f f i c u l t é s  subsistent .  



1 
ETUDE B I O C H I E I ~  DES IlK!LiJSIOI$S CYTOPLASMI~UES 1 

A - HETXROGELJITE MORPHOLOGIQUE DE LA CELLCLE 

Les néthodes de fractionnement c e l l u l a i r e ,  dont l ' i dée  première 

revient  à WECSCfBR (1 871 ) (1 ) , ont f a i t  apparaî tre  1 'hétérogénéité biochimique 

de l a  ce l lu le  qui  s ' e s t  prgcisée simultanément du point de vue morphologique, 

notamment depuis l ' appl ica t ion  de l a  microscopie électronique qui a révélé l a  

présence, dans l e  cytoplasme des ce l lu les ,  de nombreuses part icules  de types 

d i f férents .  Ces par t icu les  sont extremement sensibles  à l ' a c t ion  des substances 

habituelleivent u t i l i s e e s  dans l e s  expériences de dissociat ion des t i s sus .  La 

conservation de l e u r  morphologie e s t  un excellent c r i t è r e  d ' i n t ég r i t é  de l a  

ce l lu l e  auquel nous avons eu recours dans notre expérimentation. C'est  pourquoi 

il ne nous a pas paru superf lu de prec iser  l a  terminologie e t  l e s  principales  

propriétés des inclinsians cytoplasmiques. 

On retrouve pratiquement dans toutes l e s  ce l lu les  animales 

étudiées in s i t u  l e s  memes inclusions cytoplasmiques. Leur forme peut va r i e r  

d'un type c e l l u l a i r e  à un aut re ,  mais l e u r  d ive r s i t é  e s t  immuable. La f igure 1 

nous montre l e s  d i f férentes  part icules  cytoplasmiques de l a  ce l lu l e  hépatique 

du Rat normal, t e l l e s  qu ' e l l e s  apparaissent à 1 'examen au microscope électro- 

nique. On peut essentiellement y dist inguer l e s  t r o i s  zones suiv,mtes : 

1 ) l e  noyau e t  l a  zone périnucléaire , 2) l e  cytoplasme e t  ses  inclusions, 

3) l a  membrane externe e t  l 'espace p é r i c e l l u l a i r e  ( ~ i g u r e  1 a ). 

1 - LZ NOYAU ET LA ZOPi'E PERIWCLWRE 

Pour une ce l lu l e  d'environ 3 0 p ,  l e  noyau présente un diamètre 

d'environ 6 à 7 p  . On observe dans l e  nucléoplasme un ou plusieurs nucléoles 

(f igure 1 tq 1 )  de 1 à 2p qui présentent un aspect granuleux, sans l imi t e  

individualisée. Des zones diffuses,  moins denses que l a  zone nucléolaire,  



F i g u r e  l a  -- 
Observation au microscope électronique de cellule normale du foie de Rat. 

C : chromatine 
E : ergastoplasme 
M : mitochondries 
m : "microbodiesw 

Nemb . : membrane cellulaire 
N : noyau 
n : nucléole 
VE : vésicules ergastoplasmiques 



F i g u r e  

Schéma de 1 'ultrastructure d rune cellule 

hepatique de Rat normal en "phase active" 

( dlaprès J E Z E Q ~ L ,  1962) (2)  . 



se  répar t i ssent  dans l e  noyau : il s ' a g i t  de l a  chromatine qui semble 

baigner dans une substance moins dense appelée substance interchromatinienne. 

En outre,  l a  double membrane nucléaire  e s t  interrompue par endroits par des 

pores e t  s a  couche externe forme t r è s  souvent des expansions dans l e  cytoplasme 

sur  l e  pourtour desquelles sont accolés des granules denses : l e s  g ra ins  de 

PALADE ou ribosomes. 

D a n s  l e  zone périnucléaire,  on note l a  présence de nombreuses 

formations membraneuses qui ont l a  forme de canalicules l i rai tés  par une double 

membr<me apparemment identique % l n  membrane nucléaire.  Des grains de PALADE 

s 'a l ignent  sur  l a  face externe de ces canalicules. Il s ' a g i t  des canalicules 

e r ~ s t o p l a s m i q u e s  périnucléaires,  dont l e s  fornations viennent souvent s 'accoler 

aux expansions intracytoplasmiques de l a  membrane nucléaire. 

LI3 CYTOPLASPB ET SES INCLUSIORS 

Le cytoplasme e s t  forné d'une substance amorphe dans laquel le  

baigne un t r è s  grand nombre d ' inclusions de formes variées : il s ' a g i t  des 

inclusions cytoplasniques. On dist ingue : 

a- Le groupe des membranes e t  vacuoles intracgtoplasmiques. 

E l l e s  apparaissent sous deux formes ne ttenent d i f férentes  : 

- un système de canalicules à double membrane, à contours sinueux, 

plus ou moins ramifiés e t  bordés, s u r  leurs  faces externes, de granules denses : 

c ' e s t  lfergastoplasrrie ( f igure  Ib ;  6 ) 

- d 'aut res  foms t ions ,  plus ou noins allongées e t  vacuolis6es, 

forment l e  ré t icu lun  a m m u l a i r e  ( f igu re  Ib;  8 ) ( Ilote ) . 
En outre,  une zone pa r t i cu l i è re  appara,ft sowent  au voisinage du 

noyau. E l l e  prend l ' a spec t  de vacuoles plus ou moins allongées parallèlement 

&;~ te . -  Signalons que ces termes dlerg,zstoplasme e t  de réticulum agranulaire 
(ouencore r é t i c u l w  endoplasmique) prennent w e  s igni f ica t ion  diffgrente 
selon l e s  auteurs e t  ont souvent é t é  confondus dans l a  l i t t é r a t u r e .  Le 
terme de vacuole ergastoplasnique e s t ,  par exemple, t r è s  souvent employé 
pour désigner des formations sphériques qui sont,  en f;li t, du réticulum 
agranulai r e  . 



e t  contenant de gros granules t t intracysternaux" : il s ' a g i t  de l a  zone de Golgi 

( f i gu re  Ib ;  13) qui  e s t  considérée cornie un ergastoplasme spéc i a l i s é  dans l e  

t r a n s f e r t  e t  l ' é labora t ion  de produits pa r t i cu l i e r s  dont on ignore encore l a  

nature exacte. 

b- Le groupe rûitochondrial 

Ce groupe cornprend t r o i s  types de par t icu les  dont l e s  dimensions 

v a r i e n t  de 0,S à 1 p : 

- l e s  mitochondries ( f igure  Ib; 5 )  ont une s t ruc tu re  caractér is-  

t ique en boudins. E l l e s  son t  plus ou moins allongées e t  l i c i t é e s  par  une 

double mfubrane dont l a  couche in te rne  s ' invagule dans l e  corps mitochondrisl 

sous forme de c r e t e s  in te rnes  ( c r i s t a e )  . Le chondrioplasme, moyennerilent dense, 

cont ien t  des p r - i u s  in te rnes ,  t r è s  denses au !aicroscope électronique. 

- les lgsozornes ( ou corps denses p é r i b i l i a i r e s  ) s e  loca l i sen t  

au voisinage des  mecbranes, dans l a  zone des canaux b i l i a i r e s  e t  s e  présentent 

sous l a  forme de par t icu les  généralement sphériques, zvec un contenu dense 

irrégulièrement r é p a r t i .  Leur t a i l l e  e s t  netternent i n fé r i eu re  à c e l l e  des 

mitochondries vra ies .  

- l e s  microgranules ( ou nicrobodies ) (figure Ib; 12) sont  des 

organi tes  sphériques, extrenement denses, considérés classiquement comme l e s  

précurseurs des nitochondries . 
Certains  auteurs  suggèrent une analogie é t r o i t e  de ces deux 

dern iers  types d ' inclusions.  

CL Le groupe ' nicrosomal 

Ce groupe e s t  représenté  par  l e s  microsones (60 à 200 y) e t  par 

des granules denses,  de 12 à 15 y, indistinctement appelés ribosomes ou 

g ra ins  de P W E  ou encore pa r t i cu l e s  ribonucléoprotéique+ Ces granules s e  

présentent ,  s o i t  sous l a  f o m e  de  ribosomes l i b r e s  (f igure 1b; 7), s o i t  associés  

au système ergastoplasmique. 

L a  l i m i t e  c e l l u l a i r e  s e  présente sous forme d'un f i lm continu, 

d i f  f i c i l m e n t  i d e n t i f i a b l e  , dont  l a  morphologie pourra i t  s e  rapprocher de 



c e l l e  d 'une simple rnenbrane de 1 ergastoplzsme . Kous discuterons plus l o i n  

de l a  nature exacte de c e t t e  membrane ( voir  pages 29 à 34). Eéanmoins, l e s  

points  l e s  plus in téressants  % noter  dès B prCsent sont  l e s  suivants D 

a- Il ex i s t e  de nonbreuses v i l l o s i t é s  au voisinage des travées 
? 

hépatiques. Ces v i l l o s i t é s  forr;:ent des invaginations c-mactéristiques : ce sont 'I 

l e s  espaces de DISSL ( f igure  Ib; 17) qu i  joueraient un î l e  inportant dans la 

permézbilit6 ce l lu l a i r e .  Parfois ,  ces invzginations s e  referment e t  fornent 

des vacuoles intracytoplasrni ques qui s 'appliquent contre l a  l i n i t e  externe. 

Ce sont  l e s  vacuoles de pinocytose (f igure Ib; 9) .  

b- Dans l e s  travées hépatiques existent  des f ib res  de r é t i cu l ine  

( f igure  Ib; 19) dont nous discuterons égalerîent plus l o i n  l a  s igni f ica t ion  

éventuelle dans la  cohésion t i s s u l a i r e  (voi r  page 38 ) . 
c- Les zones de contact entre  l e s  hépatocytes possèdent un aspect 

caractér is t ique.  Les deux l imi tes  c e l l u l l â i r e s  s 'accolent ,  en e f f e t ,  en l a i s san t  

apparaî tre  une zone in t e rce l lu l a i r e  morphe dont il e s t  impossible de préc iser  

s ' i l  s ' a g i t  d'un espace "vide" ou d'un filin de substance fornant un ci;nent 

i n t e m e l l u l a i r e  ( v o i r  page 30 ) . On remarque, en outre,  que 15s l imi tes  de 

deux ce l lu l e s  voisines s ' encas t rent  t&s souvent l 'une dans l ' a u t r e  en un 

système assurant l a  cohésion nécanique de l'ensemble. Les canalicules b i l i a i r e s ,  

enfin, ne possèdent pas de neinbranes propres : i l s  sont  délimités simplement 

par des  invaginations des meabranes cytoplamiques de ce l lu l e s  voisines. 

Cet ensemble de données u l t rzs t ruc tura les  a permis l ' éc los ion  

de nombreuses hypothèses sur  l e  f onctionne~~ient de l a  ce l lu l e .  

Il e x i s t e r a i t  un  systèrne c i r cu la to i r e  intracytoplasmique, par 

l ' i n t e m é d i a i r e  des canal icules ergastoplasiaiques, qui assureraient l a  r e l a t ion  

entre l e  noyau (contacts des canalicules avec l a  rnecibrane nucléaire) ,  l e s  

mitochondries (englobées t r è s  souvctnt dans des r e p l i s  de llergatoplasme) e t  

l e s  ribosones (en contact d i r e c t  avec l e s  parois des canaux). Les re la t ions  avec 

l~erat6rieirr  semient assurkes par l e s  v i l l o s i t ~ s  des nabranes ,  tandis que 

l e s  lysozornes sera ient  l e s  responsables de 1s "voirie" ce l lu l a i r e .  Ils sont ,  

en e f f e t ,  t&s r iches  en hydrolases, enzymes assurant l a  destruction des 

substances à. élkxiner.  



Cette hypothèse, purenent norphologique, perne t t r a i t  de compléter 

l e s  données biochimiques r ecue i l l i e s  par l ' é tude  des inclusions cytoplnsmiques 

obtenues pa r  l e s  méthodes de fractionnement ce l lu l a i r e .  

L'hétérogénéité chimique de l a  ce l lu l e  a é t é  démontrée grâce ii 

l a  mise au point d'une méthode d1isoleinent des par t icu les  intracytoplasniques 

par  centrifug2tion d i f f  s r e n t i  e l l e .  La pr&p?ration, en g r a d e s  quantités,  des 

const i tuants  ce l lu l a i r e s  a permis de préciser  l e u r  composition chisiique e t  

enzymatique e t  de nieux connaftre aiwi l eu r  r 8 l e  dans l a  v i e  de l a  ce l lu l e .  

1 - LES TBTHODES DL F & I C T I O W , ~ ~ I ~ X T  CELLULliIRE - 
Depuis l e s  premières ten ta t ives  d 'isolenen t de noyaux par MIESCiBR 

en 1871 (3) e t  de mitochondries par BEDSIZY en 1934 (4 ) ,  llavènement de In. 

microscopie électronique a pemis  à CLAUDE de j e t e r  l e s  bases des aéthodes 

de fractionnement ce l lu l a i r e .  Depuis l e s  travaux de CLAUDE (s), un grand nombre 

de revues techniques, parues depuis 1940, permettent de suivre l 'évolut ion de 

ces  méthodes ( DOUNCE (6)  ; HOGEBOOK e t  SCHXEIDER (7) ; de D W Z  (8) ; NDERSON 

(9) ; MOBTTREUIL (10) ; HOGEBOOM e t  a l . ( l l )  ; ALLFREY (12) ; CHAU'VEAU (13) ). 
Le principe g é n é r ~ l  e s t  i l l u s t r é  par l a  f igure  2 : l ' exmen  au inicroscope 

électronique, d 'un t i s s u  préalablement souxis h une ul tracentr ifugat ion 

(1 8.000 g )  , montre une séparation reaaxquable des inclusions cytoplasmiques 

à l ' i n t é r i e u r  de chaque ce l lu l e  ; l a  séparation e s t  r éa l i sée  dans l e  chanp 

de gravi tat ion dtapl.ès l e s  t a i l l e s  r e s p c t i v e s  des part icules .  Sans en t re r  

dans l e s  d é t a i l s ,  precisons sir:plerr.ent que,sur c e t t e  observation, l e s  méthodes 

de fractionne~aen t c e l l u l a i r e  s e  sont développées corfomOnent au schéma 

suivant : 

a- l e  broyage e t  l1honogénéisation du t i s s u  dans un n i l i e u  de 

v i scos i t é  convenable sont  tou t  d'abord effectuds : lfhonogénéisation consiste  

à provoquer 1 ' éclatement de toutes l e s  ce l lu les ,  sans alf é r e r  l e s  inclusions 

cytoplasmiques, de manière obtenir  une suspension homogène des contenus 

ce l lu l a i r e s .  



F i g u r e  2 

Examen au microscope électronique d 'une 

cellule pr6alobleneht soumise à une ultracentrifugation 

effectuée à 40.000 g 

( diaprès CLAUDE ) (14) 

Gly : glyco&ne ; N : noyau ; M : mitochondries ; 

m : micmsomes ; S : solution cytoplesniqe ; L : l ip ides  . 



b- La séparat ion des  inclusions cgtoplasmiuues e s t  ensui te  

rda l i s ée  en f a i s a n t  appel à d i f f  &entes techniques : centr i fugat ion d i f f  éren- 

ti e l  l e ,  partage en t r e  deux phases   ALBERT SOI^) ( 1 5 ) , act ion de chaiiips électrona- 

gnetiques (KOLIN e t  KADO) ( 1  6 ) ,  p réc ip i ta t ion  s a l i n e  (FALCOPER) (17), e f f e t  

du pH (CLAUDE) (18), var ia t ions  de pression (MASHERPA) (19). La première e s t  

l a  plus  généralement u t i l i s é e .  

Les techniques de centr i fugat ion s 'appuient s u r  l e  f a i t  que des 

par t icu les  de dens i tés  d i f f é r en te s ,  en suspension dans un milieu de v i scos i td  

e t  d e  dens i té  dé teminées ,  présentent des coe f f i c i en t s  de sédimentation carac- 

t é r i s t i ques  ( ~ o t e  1 ) . Ces coe f f i c i en t s  de s6dinentation sont directerrent 

proportionnels à l a  v i t e s s e  e t  inversenent p r ~ p o r t i o n r ~ e l s  à l ' accé lé ra t ion .  

Il ex i s t e  a i n s i  une r e l a t i o n , é t m i t e  en t re  la  v i t e s se  de sédioentation des 
8 1 

par t icu les  e t  l e u r s  dir~ensions,  d'une pa r t ,  la. v i s c o s i t é  du milieu, d ' a u t r e  I 

par t .  Pour un mélange de pa r t i cu l e s  de coe f f i c i en t s  de s td inenta t ion  d i f f é r en t s ,  

il s e r a  ainsi possible  de l e s  séparer,  s o i t  par  centr i fugat ion differenif ie l le  

en u t i l i s a n t  des  v i t e s s e s  e t  des accélérat ions c ro issantes  ( ~ o t e  2) ,  s o i t  par  

différence de dens i t é  ( l a  dens i té  du e i l i e u  da &tant  intermédiaire e n t r e  l e s  

dens i tés  dl e t  d2 des  par t icu les  & sép-arer) . 
Les méthodes de fractionnenent c e l l u l a i r e  ont d'abord fourn i  

quatre f r ac t ions  : 1 O )  l e s  noyaux, 20)  l e s  gros granules ( f rac t ion  mitochon- 

d r i a l e )  , 30) l e s  p e t i t s  granules ( f rac t ion  nicrosomale) , 40) l a  so lu t ion  

cytoplzsnique non skdinentable . 
L'appl icat ion plus recente de méthodes de sous-fractionneinent 

corubinées aux études de  lnicroscopie électronique, peme t ac tue l l emnt  cl '  é tudier  

l e s  f r ac t ions  e t  sous-fractions su ivmtes  ( v ~ i r  en p a r t i c u l i e r  De D L W  (20) e t  

dUUFAY e t  co11.(21) : 

Kote 1 : Le coe f f i c i en t  de sédimentation s e s t  donné par  l a  formule : 
2 

(dp - n) D 
où d == densi t4  de l a  par t icu le  

18 P 
x d = dens i té  du milieu 

3 

D = d i m è t r e  de  l a  par t icu le  
41 = viscos i td  du mil ieu 

X 

Note 2 : La force centr i fuge g s e  calcule  selon l a  fomule  : 
,7 

JJLr 
g =- où 1). = vi tesse  en t /a in e t  r = rayon du r o t o r  

89500 



1 - f r a c t i o n  nucléaire  

2 - f r a c t i o n  mitochondriale : clitochondries vra ies ,  

lysozomes, 

microgranules . 
3 - f r a c t i o n  n i c rosomle  : iînembranes "rough" ganul ;r i res ,  

rnec~bran e s  " smoo th" agrmula i res  , 
ribosoaes l i b r e s  8 

4 - so lu t ion  cy toplasdque  : p r i c i p i t é  pH 5 , 
so lu t ion  surnageante. 

Malgré l e s  no~lbreuses ailéliorations des  techniques, l e  problène 

de l a  purete e t  de l t i r L t é g r i t 6  des  f r ac t ions  obtenues subsis te .  2iprès avoir  

r 6 s u d  l e s  acquis i t ions  f ondanent a l e s  r e c u e i l l i e s  par 1 'appl icat ion de ces  

tréthodes, nous discuterons la rigueur des r é s u l t a t s  obtenus, en tenant  conpte, 

à l a  f o i s ,  de l a  pureté e t  de 11 in t6g r i t6  du subs t r a t  r e c u e i l l i .  

2 - ~TllDl3 CHINIQUI3 DES FUCTIGb3 CYTOPLiiSFiIQUESa 

L'analyse de l a  composition chinique des f r ac t ions  cytoplasmiques 

a permis de cnractc-r iser  essentiellenient quatre  groupes importants de composés 

qui  présentent une z ~ c t i v i t 6  biologique prépondérante dans l a  ce l lu le .  I 

a- Un groupe de nicro~oléci*les phosphorées, comprenant, ou t r e  

l l s c i d e  phosphorique l i b r e ,  des e s t e r s  phosphoriques des oses protenclnt 

du métabolisne des  glucides,  des  nucl(5osides e t  des nucléotides l i b r e s  impli- 

qués dans l e  rnét2bolisne des  zcides nucléiques ( f igure  3) . 
b- des phospholipides qui en t ren t  dans l a  const i tut ion des 

membranes ( v o i r  pages JO à 35 ) . 
c- des pro té ides  de deux types : l e s  uns, métaboliquement iner tes ,  

forment l e s  s t r u c t u r e s  ; l e s  au t res  cons t i tuent  l e s  enzyrnes qui règ len t  l 'en- 

s m b l e  des réac t ions  v i t a l e s .  Les deux c l a s se s  de  prot4ides se  rencontrent 

d a i s  l e s  c e l l u l e s  : l e s  holoprot6ides ou protéines,  const i tués  uniquement 

de chaines polypeptidiques e t  l e s  héteroprotéides q u i  r é su l t en t  de l ' assoc ia-  

t i o n  d'une f r a c t i o n  polypeptidique avec un rûdicn l  de nature étrangère.  



Ce radical ,  appelé groupement prosthétique, peut & t r e  de nature l ip id ique  

(lipoprotéides),  glucidique (glycoprotéides) ou peut encore ê t r e  const i tué de 

nolécules d ' acides nucléiques (nucléoprot &des ) . 
d- des acides nucléiques appartenant aux deux classes : l e s  acides 

désoxyribonucléiques (ADN) e t  l e s  acides ribonucléiques (LW). Il s'agit de 

ch&es polynucléotidiques dont l a  composition, l a  répar t i t ion  e t  l e  r81e 

sont donnés dans l e  tableau 1 . Nous avons précis6 dans l a  f igure 3 l e s  f o r -  

riiules des const i tuants  des acides nuclsiques. 

C - BIOCHINIE DES FRACTIOFS CELLUIRZS 

Les études chii,liques ont é t é  complétGes par l a  déteminat ion des 

a c t i v i t é s  enzymatiques des dif férentes fract ions.  i ~ i n s i  a é t é  précisé l e  

fonctionneitient raétabolique de l a  ce l lu le .  Les  r h u l t a t s  peuvent etre r ç s w é s  de 

l a  manière suivante . 
1 O- Les macronlol &cules se répar t i ssent  préf Grentiellement dans l e s  

inclusions e t  l e s  substaices ïnicronolkculaires d m s  l a  f rac t ion  soluble dont 

s e  précise a i n s i  l e  r81e de "railieu de relat ion".  

2 O -  L a  t o t a l i t é  de l '%ide  désoxyribonucléique se  trouve dvls  l e  

noyau, tandis que l ' ac ide  ribonucléique s e  loca l i se  essentiellenent dans l e  

nucléole e t  dans l e s  ~dcrosomes. Un acide ribonuclSique de f a ib le  poids 

moleculaire s e  trouve en outre dans l a  f r ac t ion  soluble, Il joue un r 8 l e  dans 

l e  t r a n s f e r t  des ac ides  aminés vers  l e s  ribosones. Il s ' a g i t  de l ' a c ide  

ribonucléique soluble (ARKs) . 
3O- Les noyaux sont part icul ièrenent  r iches en enzymes du nétabo- 

lisme des acides nuclÊiques, Ce r é s u l t a t  n ' a  r i e n  de surprenant puisque l e s  

noyaux renfement des quanti tés  élevées d'acides nucliiques e t  q u ' i l s  sont l e  

l i e u  de l a  synthèse des acides nucléiques ce l lu l a i r e s .  

4*- Les microsones sont pauvres en e n z p e s  e t  riches en acides 

ribonucléiques e t  en protéines. On s a i t ,  â s résen t ,  q u ' i l s  sont l e  s iège  des 

synthèses des protéines ce l lu la i res .  



T a b l e a n  1 

Composition, r épa r t i t i on  e t  r8 le  des acides nucléiques 
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4O- Les ai tochondries possèdent 1 t équipement enzymatique l e  plus 

riche. El les  renfewent  l a  majeure pa r t i e  de l'adénosine-triphosphatase e t  des 

enzymes respiratoires .  El les  sont,  en outre, l e  support exclusif de l a  cyclo- 

phorase, complexe qui groupe tous l e s  enzymes nécessaires au  fonctionnement du 

cycle de mBS. Les mitochmdries sont,  p s r  conséquent, l e  centre respiratoire  

e t  énergétique de l a  cel lule .  

D - DPFICULTES RE:~C@NTIEES AU COURS DE L'ETUDE 

DES FRACTIOHS CYTOPLSPIIQUES 

Malgré l a  sonne considérable des rdsu l t a t s  r e c u e i l l i s  par l t app l i -  

cat ion des méthodes de fractionnenent ce l lu l a i r e ,  deux pmblèries imjortants 

s e  posent actuellement dans ce domaine. 

Le premier concerne l a  pureté e t  1' i n t é g r i t é  des f rac t ions  cyto- 

plasmiques. On conçoit aisélilent, en e f f e t ,  l e s  d i f f i c u l t é s  que l ' o n  rencontre 

pour i s o l e r  des par t icu les  absolment  pures. En outre, l e s  milieux de dispersion 

u t i l i s é s ,  a i n s i  que l e s  conditions nécmiques de 11homog6néisation provoquent 

en général des a l t é ra t ions  des f rac t ions ,  à l a  f o i s  ~lorphologiques e t  chimiques. 

Une étude c r i t ique  de 1 1 i n t é g r i t 6  rûorphologique e t  chinique des f rac t ions  

obtenues par d i f férentes  méthodes de centrifugation d i f f é r e n t i e l l e  nous a pem-is 

de poser réce~ment ce problèrie (MOMTFEUIL e t  (22). Une étude e s t  actuel- 

lement en cours (EOI~TREXJIL e t  a l  .) (23) pour t e n t e r  de résoudre c e t t e  question. - 
Le deuxième problème a é t é  récemment soulevé par  l e s  travaux de 

EE?U'DLER (24) ,  qui font  r a s s o r t i r  lfimportance des aeitibranes d m s  l e  fonctionne - 
nent métabolique de l a  ce l lu le .  De nolibreux auteurs ( LITTLEIBLD e t  a l .  (25) : 

SACHS (26) ; SIEmVITZ (27) ; ZAMECJTIK (28) ; ZAMECIJIK e t  K E D R  (29) ) 
ont, en e f f e t ,  constat6 que l ' a c t i v i t é  i n  v i t ro .  des systèmes ace l lu l a i r e s  

représenta i t  en fa i t  1/100 à 1/1000 de l ' a c t i v i t é  t o t a l e  des ce l lu l e s  

in tac tes .  D'autres travaux concernant l e s  ce l lu l e s  microbiennes e t  bactériennes 

( HALWORSOE (30) ; K I P N I S  (31) ; KEiQhER (32) ; BJNTER (33) ; GABY (34) ; 

BhRNiiBEI (35) ; TRU (36) ; 3OKIN e t  HüKïN (37) ) ont,  eux auss i ,  souligné 



l e  r81e des membranes dans l e  fonctionnment in terne  de la  cel lule .  Selon 

HEMDLER ( 3 8 ) ,  l e  système de biosynthèse des protéines déc r i t  par HOAGLAED (39) 

à l a  s u i t e  d'incubations de f rac t ions  ce l lu l a i r e s ,  ne représenterait  que 1 p.100 

de l ' a c t i v i t é  nétabolique t o t a l e  du système prot4osynthétique. Un nouveex 

système a donc é t é  proposé : il f a i t  in terveni r  l e s  phospholipides des 

ne~branes  intracytoplasmiques e t  ce l lu l f i r e s  qui ag i ra ient  dans l e  mécanisme 

d 'ac t iva t ion  e t  de polymérisation des acides aninBs par l 'intermédiai$e de 

complexes phospholipides-acides m i n & .  

Selon TRIA (40) e t  BPJIITAkI (41 ), l e s  cathepsines joueraient LUI 

r a l e  dans l a  pénétration des  acides minés  dans l a  ce l lu le .  Les acides m i n é s  

s e  f ixe ra i en t  sur l a  membrane périphérique, sous f o m e  de phosphatidopeptides 

pour ê t r e  ensuite l i bé rés  de ce sup3ort par l e s  cathepsines e t  p jné t rer  à 

l ' i n t é r i e u r  de l a  ce l lu l e .  Ces r iac t ions  se  schckiatisent de l a  manière suivante : 

Acides minés  ext race l lu ln i res  + ATP 

--.--mm v a Phosphatidopeptides de menbranes 

.- .-. - . " - - hcides ar:iin&s in t r ace l lu l a i r e s  

+ cathepsines. 

L'obtention de ce l lu l e s  anirales  in t ac te s  p e m e t t r z i t  d 'é tudier  

i n  v i t r o  ces nouveaux aécaniszîes ~ é t a b o l i q u e s  dont l a  connaissance exacte 

e s t  fondmentale du point de vue du fonctionnenent in terne  de l a  ce l lu le .  

Snfin, l ' ob jec t ion  principale, que nous avons fomulée  à propos 

des études zétaboliques s u r  l e s  t i s s u s  totaux, subs is te .  S i  1' isolenent des 

f rac t ions  pemet ,  en e f f e t ,  d 'obteni r  des par t icu les  débarrasshes des consti- 

tuants  sériques (quoique lf éventualitL d'une adsorption à l a  surface des 

par t icu les  ne puisse ê t r e  écartée a p r i o r i  (voi r  VO? DER DECmN (42) ) , 
l e  problène s e  pose de nouveau à propos de l a  so lu t ion  cytoplasnique qui  e s t  

en f a i t  un mélange de l a  f r ~ ~ c t i o n  soluble endocellulaire e t  des const i tuants  

du sang présent dans l e  t i s s u .  Il serz, donc inpossible d 'obteni r  par ce procgdij 

un systène c e l l u l a i r e  exempt des act ivsteurs  du sang. L'étude des raétabolismes 

i n  v i t r o  à p a r t i r  dthomogénats e t  de f rac t ions  c e l l u l a i r e s  do i t  donc t e n i r  

coupte de ce  facteur .  Sn outre,  l a  loca l i sa t ion  du l i e u  de synthèse intracyto- 

plasmique des protéides sériques ne se  trouvera pas à l ' a b r i  de soui l lures  

éventuelles par  adsorption : l e s  travaux de VON DEB DECKEEI e t  CAMPBELL (43) 



sur l a  synthèse de l a  s6malbu; l ine  par  l e s  ribosomes s e  sont  heurtés à ces 

d i f f i cu l t é s  . L ' i s o l m e n t  de f r ac t ions  cytoplassiques à p a r t i r  de ce l lu l e s  

i s o l é e s  to ta lecent  débarrassées du plasna sanguin pourrz seu l  pernet t re  de 

résoudre ce pmblène de' l a  contzdnat ion  de l a  so lu t ion  ~ycop1as;~ique par  

l e s  pm teides plasmatiques. 

Il apparaft  donc que l e s  Ctudes ci6taboliques r éa l i s ées  i n  v i t r o ,  

a i n s i  que c e r t a i n s  travaux chiriiques, - notxii.ent s u r  1% l o c d i s a t i o n  in t ra -  

ce l lu la ' i re  des  l i eux  de synthèse - , deneurent d i scu tab les  aussi  bien dans 

l e  c a s  des t i s s u s  totaux que dans c e l u i  des inclusions cytoplasniques. Cer- 1 

t a i n e s  des causes d 'e r reur  que nous avons signalLes seront  élinine'es par  

1 ' expérinentation s u r  l a  c e l l u l e  isolck.  Par  e x e ~ ~ ~ l e ,  l e s  n6thodes de disso- 

c i a t i o n  t i s s u l a i r e  permettront d ' é tud ie r  l a  c e l l u l e  mir -a le  l i b d r i e  de 

l l i n f  luence de 1 !organisr\e dont e l  l e  provient e t  de rechercner l e s  fac teurs  

exogènes de régulat ion s é c r ~ t b s  par  l forganisne  e t  prLsents dans l e  sang. 

Ce dern ier  pourra donc & t r e  considCrL de nouveau coüie un f x t e u r  m6tabolique 

a i senent  contralable  e t  non plus coraile une sou i l l u re  dont il e s t  pratique72ent 

iüpossible  de p r i v e r  l e  n i l i e u .  En outre, l ' ana lyse  des const i tuants  spéci- 

f i q u e s  de l a  c e l l u l e ,  a i n s i  que l a  dé teminat ion  de l e u r s  l i eux  de synthèse, 

pourront ê t r e  rda l i sées  à p a r t i r  d 'un n a t i r i s u  "biologiquerzent pur" . Znfin, 

l ' i n f luence  s u r  l e  nétabolisiie c e l l u l a i r e  des s t ruc tu re s  intracytoplnsrniques, 

comqe l e s  tlenbranes, pourra ê t r e  6tudiOe. 3rî plus de ces perspectives 

séduisantes,  l e s  suspensions de ce l lu l e s  i so l6es  periiettront d ' i t u d i e r  

i n  v i t r o  1' influence de no~!breux agents de nodi f ica t ion  du nétabolisne cel lu-  

l a i r e  corne l e s  a t i ; l i t o t i q u e s ,  l e s  ant i i lStabol i tes  e t  l e s  virus, 

Dans l e  domaine de l a  CancBrologie, 11expéri3entat ion s u r  l e s  

c e l l u l e s  i so l ées  pourrai t  ê t r e  t r è s  fructueuse . E l l e  perce t t r a i t ,  par  exei.iple, 

de r é s o d r e  ce r t a in s  problèmes d b l i c a t s  concernant l a  Itpuret6" des t i s s u s  



cancéreux de réf4rence. On s z i t ,  en e f f e t ,  q u ' i l  e s t  pratiquaxent i i~~poss ib l s  

d ' ob ten i r  du t i s s u  cancdreux "pur" : a i n s i ,  dans l e  c s s  de l 'hépatoze l'in s i t u1 ' ,  

l e  t i s s u  cancéreux e s t  toujours souil16 de t i s s u  pr4cancdreux, de tissdnyper- 

plasique e t  de t i s s u  r e s t 2  s a i n ,  sans q u ' i l  s o i t  possible  d l e s t i i i e r  l e s  

proportions r e l a t i v e s  de chacun d 'eux. Au con t r r i r e ,  l e s  c e l l u l e s  l i b r e s  

de 1 ' hép-ztor~e a sc i t i que  sont  quant i  ta t ivenent  des ce l lu l e s  cancéreuses dont 

l e  cor:porterïent pourra ê t r e  cozïpari avec c e l u i  de c e l l u l e s  hLpatiques non?,zles 

pr8parées à p a r t i r  de f o i e  sa in .  En outre ,  1 '&tude expSri-lentale du nécanisce 

de l a  d i f fus ion  nétastat ique, ,  qu i  p r l s idc  à l a  " g 6 n é r a l i ~ a t i o n ~ ~  du cancer par  

essaiaage de c e l l u l e s  canc6reuses l ibgrées  dms  l 'orgznisme, s e r z  e l l e  aus s i  

r é a l i s a b l e  avec des ce l lu l e s  cmc6reuses tlr:,arquéesll pa r  des isotopes 

r ad ioac t i f s .  

Sur un plan plus purenent biologique, l a  prat ique des  dissociat ions 

t i s s u l a i r e s  pour ra i t  apporter  des renseignenents prCcieux sur l e s  problènes 

t r è s  d i scu tés  de l a  cohésion des  t i s s u s  e t  de l 'adhésivi t i :  des ce l lu les .  

Enfin, nous évoquerons plus l o i n  ( p ~ g e  66 ) l ' i n t é r ê t  que pourra i t  présenter  

l a  n i s e  en cu l tu re  de ce l lu l e s  adul tes  l i b r e s  d m s  l e s  études de réassocia- 

t i o n s  ce l lu l a i r e s .  

Liexposd rapide que nous venons d ' e f f ec tue r  riontre que lLexp&ri -  

nentat ion s u r  l e  t i s s u  t o t a l ,  q u ' e l l e  s ' adresse  à des coupes de t i s s u s  ou à 

des f r a c t i o n s  cy top la s r~ques ,  e s t  entachés d l e r r eu r  , e s s e n t i e l l e ~ e n t  à cause 

de l a  présence du sang dont l e s  const i tuants ,  - plas t iques  ou biocatalyseurs - 
ne p e r r ~ e t t e n t  pas  de s a i s i r  l e  :~:étabolisile propre de l a  ce l lu le .  

L'isolcrnent, en grandes quant i tes ,  de c e l l u l e s  l i b r e s  e t  vivantes 

s ' inpose donc. A v a n t  de décr i re  l e s  procLdés de prépasation des ce l lu l e s  B 

p a r t i r  des organes, il nous a paru nécessaire  d'exposer -la biochinie  de l a  

cohésion des t i s s u s  de nanière  à -lieux conprendre l e  mécanisme de l e u r  

dissociat ion.  



C O H E S I O N  T I S S U L A I R E  



On peut considérer t rSs  sch6~atiquer.1ent un t i s s u  corne un éd i f ice  

const i tué pa r  l a  juxtaposition d 'un i tés  ce l lu l a i r e s .  L1adhdsion des  ce l lu l e s  

l e s  unes aux au t r e s  e s t  une n h e s s i t é  évidente pour que s o i t  assurée l a  cohision 

&rie des t i s sus .  Du point de vue purenent s t z t i que  de l a  s t ruc tu re  des organes, 

on a n i s  en  évidence des cinents  i n t e r c e l l u l a i r e s ,  des 71er:branes basales e t  

aussi ,  t r è s  souvent, des  capsules conjonctives . Cependant, d 'un point  de vue 

plus dynaiiique, l e s  I iouvenents norphogGn6tiques qui président aux phénonènes de 

d i f fé renc ia t ion  au  cours  du dévelopneilen t enbryonnaire prouvent 1 ' existence 

d r  une adhésivi t2  c e l l u l a i r e ,  pmb~bler ient  due à des  e f f c t s  de uei~brane e t  

indgpendante de c i w n t s  i n t e r c e l l u l a i r e s  qul cnt  un carzctère  d s f i n i t i f .  

S i  nous nous l i n i t o n s  à l 'observat ion d'un organe d i f fé renc ié ,  

o rgmisê  de façon s t9b le  e t  possédant s e s  fonct ions propres, on peut s e  de;,lc?n- 

der cornent e s t  r é a l i s é e  l e  coh6sion des élérients c e l l u l a i r e s  du t i s s u .  Zn 

e f f e t ,  s i ,dans ce r t e in s  cas ,  il exis te  une g r a d e  quant i té  de c i ~ e n t  in te r -  

c e l l u l a i r e ,  d-ms d ' au t res  cas ,  il e s t  pratiquegent impossible d ' i d e n t i f i e r  par  

des observations norphologique s, - r êiie au nicroscope 6lectrcnique - , une 

substance i n t e r s t i t i e l l e  : seule  appa.raît une zone f r o c t i e r e  i n t e r c e l l u l a i r e  

qui r Csulte apparenr,:ent de l a  s i r p l e  juxtaposition des deux ~er ibranes  ce l lu l a i r e s .  

Ainsi,  l a  question s e  pose actuel le i lent  encore de savo i r  si ,  dans un t i s s u  

organisd, 11adh6sion des c e l l u l e s  e s t  due B de s i r ~ p l e s  pfiénoxènes d ' a t t r a c t i o n  

de mecibrme ~ e ~ i b r a n e  ou à un c i  ent  i n t ~ r c e l l u l g i r e  qui pourra i t  s e  réduire ,  

dans cer ta ins  ca s ,  à un s inp le  f i l n  fi on on olé cul aire. 

Nous exposerons donc succes s ive~en t  1' État de nos connaissances 

concernant : 

1 - l a  s t r u c t u r e  e t  l e s  propricit6s des  liiriites ce l lu l a i r e s ,  

2 - l l a d h é s i v i t é  des  ce l lu l e s  due,soi t  à de sii.iples e f f e t s  de r ie~brane,  

s o i t  à l a  pr6sence d'wi ci-lent i n t e r c e l l u l a i r e .  

Ces not ions sont ,  en e f f e t ,  n6cessaires l a  co~pr6hension des 

nécanisi.~es de l a  d i ssoc ia t ion  t i s s u l a i r e .  E l l e s  nous peme t t ron t ,  2i l a  f o i s ,  

d ' in t rodui re  not re  t r a v a i l  e t  de discuter ,  à l a  lumière des r h u l t a t s  que nous 

avons obtenus, les  hypothèses encore t r è s  controversées qui concernent l a  

cohésion des  tissus . 



I ; LA IvIEMBRAKE CELLULAIRE AIVIMA.LE 
I 

i l 

Les ce l lu les  végctales e t  l e s  bzctér ies  possèdent des parois 

v is ib les  e t  netteiierit i nd iv idx l i sées .  Au contr:aire, l e s  ce l lu l e s  ani r~ales  

ne présentent généralerient qu 'une s i r ~ p l e  li*?it e , appelée plasriole~me. 

L'existence cene de c e t t e  ~ r î b r a n e  e s t  t r è s  discutke par de no~lbreux auteurs c a r  

e l l e  e s t  t r è s  diffici1er.ien-t v i s ib l e  au microscope électronique. Cependant, l a  

r ï s e  au point des procédés dl isolûnent  des rzecbranes ce l lu l a i r e s  e s t  un 

excellent a r m e n t  en faveur de l e u r  existence (~EVILLE) (44). En outre, un 

autre argument - d'ordre physiologique - serb le ,  l u i  auss i ,  cons t i tuer  une 

preuve favorable : l e s  &changes de l a  ce l lu l e  avec l e  n i l i e u  extér ieur  sont  

effectués selon un processus de  p e r ~ é a b i l i t é  sé lec t ive  q u ' i l  e s t  d i f f i c i l e  de 

concevoir sans l a  présence d'un " f i l t r e " .  

Nous n'aborderons que t r è s  accessoirenent dans notre étude ces 

questions de peméab i l i t é  ce l lu l a i r e  e t  nous renvoyons l e  l ec t eu r  aux nozbreux 

ouvrages qui fon t  l e  point sur ce su je t  (voi r  en pa r t i cu l i e r ,  RACHEVSKY e t  

mDAHL (45) ; DERVICEIAN (46) ). Xous nous l in i t e rons  à l 'exposé des diverses 

hypothèses qui concerrient l a  netwce e t  l e  rô le  de l a  nenbrane des ce l lu l e s  

aninales . 
Bien que de t r è s  ~ioabreux travaux a ient  é t é  effectués sur l e s  

nerîbranes des ce l lu l e s  aninales,  aucune conclusion déf in i t ive  ne peut encore 

ê t r e  t i r é e  quant à l e u r  existence. Cependant, l a  presence d'une n e b r a n e  

senble se manifester dans des cas bien pa r t i cu l i e r s  conrie ce lu i  des  ce l lu l e s  

"libresf'dans l e s  r i l i e u x  biologiques : héaat ies ,  leucocytes, ce l lu l e s  en 

culture. Au contraire ,  116nigrîe rks t e  t o t a l e  en ce qui ooncerne l e s  ce l lu l e s  

qui sont  associées en t i ssus .  Rous pouvons donc é t a b l i r  une d is t inc t ion  ent re  

ces deux types c e l l u l a i r e s  e t  nous nous proposons de r6smer  nos connaissa~lces 

concernant l eur  membrane. 



A - LA MEMBm DES CELLULES LIBRES DES 

NILIEUX BIOLOGIQUES 

Les ce l lu les  antaales qui vivent i so lées  dans l e s  n i l ieux 

biologiques uontrent au microscope électronique une i-ienbrane qui, sans posssder 

l e s  caractér is t iques de l a  so l ide  paroi des bactér ies ,  s e  révèle néanmoins 

sous l a  f o m e  d'un l i s e r é  dense. 

La rierribrane de l ' h é a a t i e  nontre une s t ruc ture  double ,analogue à 

c e l l e  de l a  ynenbrane nucléaire ou r~itochondriale ( f igure  4 b)  (47). En outre, 

l a  lyse  des globules rouges en n i l i eu  hypotonique provoque l a  l ibéra t ion  de 

l'hémoglobine dans l e  3 i l i e u  extérieur  e t  pemet d ' i s o l e r  l e s  nerribranes 

héuatiques ou stroma ( f igure  4a ) (48) dont l f u l t r a s t r u c t u r e  a ( t é  bien 

étudiée au microscope électronique. La surface de ces neabranes e s t  constitu6e 
O 

par l a  juxtaposition de p e t i t s  granules de 500 à 1000 A (BESSIS e t  co l l .  

(49) ; WOLPZRS (50) ) et ,après  un traitement par l e s  solvünts organiques, e l l e  

donne une s t ruc ture  en nids d ' abe i l l e s  dont l e s  pores correspondrxient à 

llemplacerient de l ip ides .  Cette observation s e r e i t  en faveur dfune s t ruc ture  

discontinue donnée par une disposi t ion en nosaïque de grmules  prot6iques e t  

de granules lipidiques. Cepend,mt,les études effectuées au microscope pola- 

r i s a n t  par SCflTITT, BEkR e t  PONDER (51) ont amené ces auteurs à admettre 

l ' ex is tence  de couches l ipidiques e t  prot6iques superposées. Ce schéma a i t i  

conf i r n é  par  MITCHISOR (52) qui in t rodui t  , en outre , l a  notion supplénentairc 

d'une chaîne pol-ypeptidique repli.de en accordéon sous une double couche 

l ip id ique  externe. 

On v o i t  donc que, mêne dans l e  cas où une menbrane e s t  considérée 

comme une en t i t é ,  - puisqu'el le  peut ê t r e  isolée - , l 'accord e s t  lo in  d ' ê t r e  

f a i t  en ce  qui  concerne s a  nature e t  s a  s t ruc ture ,  ,Le .problème e s t  encore 

coï~pliqué par l 'opinion apportée par certains auteurs selon laquelle  l a  

menbrane même de l 'hématie s e r e i t  un a r t a fac t  e t  ne préexis tera i t  pas ! 

C'est  a i n s i  que DERVICHIAK (53), se  fondant sur  l e s  propr ié t i s  des associations 

lipo-protéiques en présence de deux phases l iquides en équil ibre ( c o a c e m t i o n ) ,  



F i g u r e  4 a - 

Aspect au microscope électronique d'une membrane 

hématique (ou strona) obtenue par  hémolyse 

(d ' après  BESSIS e t  BRICKA) (48) 

F i  g u r e  4 b  

Aspect au microscope électronique d'une portion 

de membrane hénatique ( l e  cytoplasme se  trouve 

à droite) .  On remarquera l a  s t ructure  en "double 

me-abrane" analogue à cel le  de l a  ciembrane 

nucléaire ou n i  tochondri,de, 

(d t ROBERTSON) (47) 





conclut que le  stroma provient d'une précipi tat ion provoquée par une nouvelle 

r épa r t i t i on  des nolécules en t re  deux phases : l a  phase externe e t  l e  cytoplasne, 

Selon c e t  auteur, l a  notion de nembrane hématique individualisée ne repose pas 

su r  des preuves suffisamient concordantes pour pouvoir é t r e  admise a   rio ri. 

Seule peut donc ê t r e  retenue actuelleaent l ' ex is tence  d'une concentration 

lipoprotéique à l a  surface de l'héraatie qui s ' individual ise ap&s l'hémolyse, 

mais qui  pourrait  ne pas préexister .  

2 - LA PIEZQlWE DE LA CELLULE EN CULTURE ( Revues générales : DERVICHIAIi (54); 

DAKIELLI e t  HARVEY (55) ) 

Les observations réa l i sées  à propos des c e l l u l e s  en cul ture 

parviennent aux rnênes r é s u l t a t s  mbigus . Le microscope électronique révèle la  

présence d'une l imi t e  cellulcai.re plus dense dont l e s  études microcinénato- 

graphiques montrent l a  mobilité e t  l a  p l a s t i c i t é  qui s e  manifestant par l tappa-  

r i t i o n  e t  l a  d ispar i t ion  de pseudopodes e t  de bourgeonnalents. Il semble donc 

qu'une s o r t e  de sac r é s i s t a n t  entoure l e  cytoplasue de ce type de ce l lu les ,  

Cependant, des expériences montrent q u ' i l  n ' e s t  pas nécessaire 

d'invoquer l a  présence d'une membrane pour expliquer que l e  contenu des 

ce l lu l e s  en culture ne s'échappe pas dans l e  n i l i e u  ex t t r i eu r .  Par exemple, 

l a  sect ion e t  l a  séparat ion de l a  ce l lu l e  en deux pa r t i e s  n'amène pas l ' e f fu-  

sion du cytoplasme en dehors du corps ce l lu la i re .  D Ia i l leurs ,  m&e dans l e  c a s  

où l e  contenu cytoplasniique d 'une ce l lu l e  s ' échsppe, on n'observe pas de 

dissolut ion dms l e  rnilieu extér ieur  e t  on note au cont ra i re  1 'apparition 

dtun contour net,  corne s i  une nouvelle rîernbrane s ' é t a i t  instantanément refor- .. 
née (HEILBRUNIT) (56) . TAUC (57) rapporte,& ce  propos, une observation part i -  

culièrement suggestive : en mesurant l e  potent iel  é lectr ique de repos ent re  

l ' i n t é r i e u r  d'un f i l m e n t  de Myxonycète e t  l e  milieu mbiant ,  il constate qulk 

l a  s u i t e  de l a  lés ion  loca le  provoquée par  1 'introduction de lt électrode, l e  

cytoplasme forme en quelques minutes une nouvelle l i m i t e  autour de l ' é lec t rode  

e t  tend à séparer 1% ce l lu le  de ce corps étranger. L'isolement, une f o i s  r é a l i s é ,  

l e  potent ie l  6' électrode devient nul. 

Si ,  après l a  s t a b i l i s a t i o n  du potent iel ,  on pousse de nouveau 

l ' é l ec t rode  dans l e  cytoplasme, l e  mene phénomène s e  reproduit,  tout  à f a i t  



cornrie s i  l e  cytoplasme réag i s sa i t  une nouvelle f o i s  pour recons t i tuer  une 

nouvelle membrane h l ' endro i t  où l f é l ec t rode  l ' a v a i t  de nouveau traunatish. 

L'exploration de l a  s t ruc ture  de l a  nenbrane des ce l lu les  en 

cul ture  qui senblaierit représenter  un na té r i e l  de choix pour 11expérU3en- 

t a t e u r  a ,  jusqu'à présent déçu tous l e s  espoirs e t  l a  connaissance qu'on en 

possède e s t  encore du domaine de l'hypothèse. Il semble toutefo is  qu ' i l  

ex i s t e  m e  concentration élevée en l ip ides  à l a  surface de séparation entre 

l e  cytoplasme e t  l e  milieu extérieur .  Cette conception avai t  poussé de 

nombreux auteurs à conparer l a  ce l lu l e  en cul ture dans un n i l i e u  l iquide S 

une goutte d 'hui le  en suspension dans l 'eau. Cependant, l e s  études de pemba- 

b i l i t d  s'opposent absolurlait à c e t t e  interprétat ion.  Par a i l l eu r s ,  KliRVEX e t  

S C W I R O  (58) ont mont& que l a  neubrane ce l lu l a i r e  présenta i t  une tension 

super f i c i e l l e  pratiquement identique à c e l l e  de 1 ' eau e t  t r è s  d i f férente  

de c e l l e  d'une goutte d 'hui le  placée dans l e s  r#?r-ies conditions. Les auteurs 

é l i r e n t  l'hypothèse, - repr ise  par D&:IELLI e t  HAFiV;;Y (59)- , q u ' i l  e x i s t a i t  

une couche protéique externe, disposée parallèlement à l a  surface des ce l lu l e s  

e t  adsorbée sur l a  couche l ip id ique  en position interne. 

En conclusion des nonbreux travaux qui ont é t é  r éa l i sé s  sur l e s  

ïnenbranes des ce l lu les  l i b r e s  dans l e s  milieux biologiques, nous soulignerons 

l e s  discordances qui s e  manifestent entre  l e s  r é su l t a t s  obtenus par l e s  

d i f f é ren t s  auteurs e t  l l i n c e r t i h d e  dans laquel le  on s e  trouve toujours de 

1 ' Bxistence d 'une menibrane "vraietf.  Cependant, l a  plupart des auteurs 

s'accordent pour adnettre l a  nature lipoprotéique de l a  " l ia i tan te"  de ces 

ce l lu les .  Rous retrouvons l e  même concept h propos des ce l lu l e s  constituant 

l e s  t i ssus .  

B - LA MEPBRN'iE DES CELLULES Cd!v'STITUAl~T LES TISSUS 

L'application des méthodes classiques de microscopie électronique 

apporte une m p m d u c t i b i l i t é  par fa i te  des r é su l t a t s  à un point t e l  q u ' i l  



secible que l 'on puisse écarter l'hy-pothèse d 'artéfzcts soulevée par 

DERVICKIAP- (60). En effe t ,  l'observation au nicroscope électronique des t i s sus  

préalablement f ixés par l ' ac ide  osnique ou par l e  permanganate de potassim 

révèle toujours l a  rêne disposition de le zone de contact des cellules : 

deux l i s e r é s  t r è s  denses bordent chacune des deux cellules e t  d e l b i t e n t  une 

zone plus c la i re  (figure 5 a)  (61). 

On ulterprète actuelle,~ent ce resultat  en invoquant une structure 

lipoprotéidique de l a  nenbrane pour laquelle plusieurs sch4~1as ont é té  proposés 

(figure 6) (62). D'après ceux-ci, on vo i t  qu 'il existe deux hypothèses : ce l le  

d'une couche lipoprotéique unique (figure 6 a)  e t  ce l l e  d'une double couche 

lipoprotéique (figure 6 b) . 

1 - HYPOTHESE DE LA COUCHE LIPOPROTEIQJJE UfiIQUE 

La couche monomoléculaire lipidique externe s e r a i t  principalexent 

constituée de molécules de lécithines en disposition radiale. Les chafnes 

aliphatiques hydrophobes des acides gras seraient orientées vers l 'extérieur 

de l a  cellule,  tandis que l e s  groupes ionisés de l a  phosphocholine seraient 

tournés vers l ' in tér ieur .  L'azote quaternaire de l a  choline pemet t ra i t  

l rétablissenent de liaisons dlionovalence avec des charges négatives de l a  

couche protéique interne . 
La couche mononoléculaire protéique interne se ra i t  constituée de 

molécules de protéines l iées  l e s  unes aux autres pax des l iaisons ioniques ou 

par l l in ternédia i re  de groupenents p0lyQsidiq~es. La couche protéique se ra i t  

e l l e a & n e  l i é e  à l a  couche lipidique par des liaisons ioniques unissant, par 

exemple, l 'azote quaternaire de l a  choline avec l e s  groupements carboxyliques 

en ou e n r  des acides aspartique ou glutaïaique. 



F i g  u r e  5 a  
-+----- 

Observation au'rni.croscope électronique (après fixation osmique) 

de l a  juxtaposition de deux cellules de tubules rénaux. On observera 

qu'un l i s e r é  plus dense l i a i t e  chacune Ces deux cellules entre 

lesquelles une zon4 plus claire e s t  visible. Le schéma de l a  figure 

5 b explique cet te  disposition (STN)HOUDERS ; in KISTPER) (61) 

F i g u r e  5 b  

Schéma de 1 tul trastructure de l a  membrane de deux cellules : 

juxtaposées rtontrant l e  point d'action de l 'ac ide  osmique. 

Ce s c h h a  permet d'interpréter l a  f igure 5 a (schéma modifié 

de SJOSWND ; i n  KUYPER) (61 ) 



Mun brai<c 

1 ?roté;< Ics  



Différents schéiias d t u l t r a s t m c t u r e  de la  membrane c e l l u l a i r e  

a )  - Couche nonomoléculaire unique constitu6e de l i p i d e s  ( l éc i th ines )  

associés  h des prot6ines.  

b) - Deux d ispos i t ions  possibles  d'une double couche monomoléculaire 

de l i p i d e s  enprisonnge en t re  deux couches mononoléculaires de 

protéines.  

C )  - Signif icat ion des synbales . 
( d'après KWPER) (62) 



2 - HEOTHESE de LA DObBLE COUCHE LLPOPROTEIQUE 

Selon de nombreux auteurs, l a  membrane des cel lules animaies s e r a i t  

constituée par une double couche lipoprotéique dont chacune posséderait l a  ' $ 1  

disposition préccidente. On trouverait donc, en a l l an t  de l ' i n té r i eur  vers 

l ' extér ieur  de l a  membrane cel lu la i re ,  une couche protéique (ou glycoprotéique) 

interne unie par des l ia isons  ioniques à une couche lipidique monomoléculaire, 

puis une nouvelle couohe l ipidique monomoléculaire disposée parallèlement à 

l a  précédente e t  soudée par des l iaisons ioniques à une couche monomoléculaire 

externe de protéines ou -selon BELL (63) - de glycoprotéides. 

L'hypothèse de l a  double couche lipoprotéique, dans laquelle 

l 'une des couches protéiques s e  trouve en position externe, rend compte des 

observations effectuées en microscopie électronique après une f ixation osmique 

(figure 5 a )  : l a  couche lipidique osmiophile donne un l i s e r é  t r è s  dense, 

tandis que l a  couche protéique externe - non osmiophile - se  manifeste par 

l a  zone c la i re  qui sépare l e s  deux membranes cel lu la i res .  Le schéma de l a  

figure 5 b i l l u s t r e  ce t t e  conception. 

Il e s t  évident que l ' in terpré ta t ion des observations fa i t e s  au 

microscope électronique demeure du domine de 1 'hypothèse. Cependant, il f a u t  

reconnaftre qu'elle e s t  en par fa i t  accord - quant à l a  nature lipoprotéique 

de l a  membrane ce l lu la i re  - avec l e s  résul ta ts  apportés par l 'analyse chimique 

e t  qu' e l l e  explique l a  grande f r ag i l i t é  du plmmolemme. 

Du point de vue chimique, TRIA e t  BmABEI (64) ont, en effe t ,  

démontré que les  membranes des cel lules hépatiques isolées par l a  méthode de 

IJEVILLE (65) avaient une composition chiinique tr&s voisine de cel le  des parois  

hématiques : protéines 59,6 p. 1 O0 ; l ipides 22,1 p. 1 O0 ; phosphatidopeptides 

18,3 p.100 (du poids sec) . 
D'autre part, d'un point de vue 'lmécaniquetl, l e  plasrnolernme e s t  

extremement fragile.  En e f f e t ,  selon l e s  schémas dlul t ras t ructure  qui ont é t é  

proposés jusqu'à   ré sent, on vo i t  que l a  limite ce l lu la i re  e s t  un édifice 

moléculaire dont l a  résistance mécanique do i t  ê t re  faihle.  La cohésion des 

couches lipoprotéiques n 'es t ,  en e f fe t ,  assurée que par des l ia isons  



dlionovalenoe qui sont pami  l e s  l iaisons l e s  plus f ragi les .  Alors que l e s  

bactéries présentent, grâce à l eur  paroi qui e s t  une membrane uvraie", une 

résistance mécanique surprenante, l e s  cellules animales, - comme,dlailleurs, 

l e s  pro toplastes qui sont des bactéries à plasmolemme, dépouillées e q é r i -  

mentalement de leur paroi  - , éclatent t r è s  facilement. Il su f f i t ,  pour cela, 

de placer l e s  cellules dans des solutions hypotoniques ou de l e s  forcer 

au travers de l ' a igu i l l e  d'une seringue à injections ou encore de l e s  sou- 

mettre, dans un tube, à l ' ac t ion d'un piston tournant rapidement, pour f a i r e  

éclater  l a  t o t a l i t é  des membranes cel lu la i res ,  Cette dernière opération 

constitue l'homogénéisation, première Stape du fractionnement cellulaire.  

Cependant, dans l a  cel lu le  vtvante, l a  cohésion du plasmolemme 

e s t  rmforcée 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 vis ible  au microscope . . 
électronique e t  décri t  sous l e  nom de réticulur' endoplasmique. Selon SJOSTRAEKD, 

l e s  "membranes" du r é t i  cu lm endoplasmique proviendraient d 'invaginations 

du plasmolemme qui formeraient donc dans l e  cytoplasme un réseau de canalicules 

en re la t ion directe avec l 'extérieur.  Ce réseau assurerait  l e s  échanges entre 

l e  cytoplasme e t  l ' extér ieur  de l a  cellule. 

En conclusion de cette étude rapide de la  structure morphologique 

e t  c h i q u e  de l a  menbrane des cellules constituant l e s  t i ssus  animaux, nous 

ferons ressor t i r  l 'aspect  encore t r è s  hypothétique du problème. En effe t ,  l a  

seule cert i tude que nous ayons concerne l a  nature lipoprotéidique du plasmo- 

lemme. 

Hais, quelle que so i t  l a  structure exacte du plasmolemme, qu ' i l  

préexiste ou non, qu' i l  s 'agisse  d'une l i r k t e  différenciée ou d'une organi- 

sat ion géométrique de molécules cytoplasmiques, il n'en demeure pas moins 

qu ' i l  possède un caractère d'extrême f rag i l i t é .  Cette propriété l a i s se  

présager des grandes d i f f i cu l tés  auxquelles se heurtent l e s  méthodes de 

préparation des cellules libérées. En effe t ,  l a  dissociation des t i ssus  doit  

8tre  effectuée dans des conditions extrhernent douces de façon à maintenir 

11intégr i t8  du plasmolemme. En outre, il e s t  éviclent que l e s  cellules "libres" 

seront plus sensibles à l ' ac t ion du milieu extérieur car e l l e s  aumnt perdu 



l a  protbction dont e l l e s  jouissaient au se in  du t i s s u  par  l e  seul  f a i t  

de l ' associa t ion  avec d 'autres  cellules.  Le choix de la conposition du 

a i l i e u  d ' isoleinent s e r a  donc déterminant. 

Enfin, 1 'exposé des hypothèses e t  des cer t i tudes  concernant l a  

nature du plasmolemrne va  nous pemet t r e  de mieux comprendre l e  mécanisme 

de l ' associa t ion  des ce l lu l e s  d'un t i s s u  - s o i t  par  e f f e t  de membrane, s o i t  

par l a  présence d 'un ciment in terce l lu la i re .  

ms TISSUS &-ITLkm 

1 - L1AD13ESIOIS DES CEUULES PAR E?7FETS DE  RATJE JE 

Une s é r i e  de resul  t a t s  expérimentaux, obtenus principalement 

s u r  l e s  ce l lu l e s  embryonnaires en cours de différenciat ion e t  su r  l e s  ce l lu l e s  

en culture, révèle l ' ex i s t ence  de forces de  cohésion au niveau des membranes 

ce l lu l a i r e s  elles-nêmes : forces  de COULOKB e t  forces de VU- DER W D .  

Les fo rces  de COULONEI font in terveni r  l e s  charges ioniques 

comme, par  exemple, c e l l e s  des cations bivalents.  Les forces de VM DER WAALS, 

au contraire ,  s 'appliquent à des molécules apolaires  : forces de LOl;IX)N, dans 

l e  cas de part icules  apolaires  corne l e s  atomes ; forces  ite DEBYE dans l e  

cas de d is t r ibut ion  asymétrique des charges dans l e s  molécules ; forces de 

KEESOM enfin,  dans l e  cas des dipôles permanents. Par  a i l l eu r s ,  l e s  l i a i sons  

"pont hydrogènett, qui jouent un r81e essent ie l  dans l a  cohésion moléculaire 

de nombreux compos4s d'importance biologique corune, p a r  exemple, l e s  acides 

désoxpibonucléiques , interviennent également dans l a  cohésion des cel lules .  



Ces différents facteurs sont,naturellenent,dénués de toute 

spécif ic i té  e t  n'expliquent pas l es  variations d'adhésivité qui apparaissent 

s i  fréquement au sein d'un édifice cel lu la i re  en cours de différenciation, 

Plusieurs théories ont é t é  émises pour t en te r  d'expliquer ces nuances que 

1 'on observe dans l a  cohésion des tissus. 

B - THEORIE DE LA ZIPPER-ACTION DE SCHMITT 

La théorie de l a  "Zipper-actionu de SCHPTITT (66) tente 

d expliquer l e s  variations d ' adhésivi t é  en faisant  in tervenir un mécanisme 

de "solvation" des mmbranes. Selon SCHPDTT, l e s  groupes polakes  des molécules 

constituant l a  membrane déclencheraient l a  formation d'une couche d'eau 

d'hydratation autour de celle-ci. Cette couche s'opposerait à toute l ia ison 

de l a  cellule avec ses  voisines e t  l'adhésion de deux cellules ne se réal i -  

s e r a i t  que par l a  dispari t ion de l a  majeure par t ie  de l 'eau in tercel lu la i re  

sous l 'action de substances, - corne l e s  s e l s  de calciuu ou l e s  protéines 

basiques - , apparues spontanément ou ajoutées au railieu. Il s 'agi ra i t  donc, 

en fa i t ,d lun mécanisme de cohésion dû à l a  formation d'un ciment déposé en 

une couche nonoionique ou ~~onomûléculaire . 
Cette hypothèse expliquerait l e  r81e du calcium dans l'adhésion 

cel lu la i re  : par son a f f i n i t é  pour l 'eau e t  par s a  bivalence, ce cation 

f e r a i t  disparaftre l a  couche d'hydratation e t  permettrait aux molécules de 

deux membranes voisines de s 'unir  par son intermédiaire ( figure 7 ). Il 
jouerait donc l e  r81e d'un "ciment ionique1'. Ainsi s 'expliquerait l e  mode 

d'action des agents complexant l e  calcium dans l a  dissociation t i ssula i re .  

En outre, selon SCHMITT, dans certains cas, l a  substance respon- 

sable de l a  cohésion des cel lu les  se ra i t  une protéine basique, une histone 

par exemple, qui formerait un f i h  monomoléculajre entre l e s  deux membranes 

e t  assurerait l'adhésion des cellules par l 'intermédiaire de ses groupements 

ionisés. 



F i g u r e  7 

14écanisme de l 'ac t ion de l ' ion calcium, selon l a  théorie de 

l a  "Zipper action" de SCHMITT, dans l a  cohésion t issulai re .  

A - Les molécules d'eau d'hydratation empêchent ou diminuent l a  

cohésion des cellules. 

++ B - Les ions Ca , après avoir diminué l a  teneur en eau des espaces 

i n t e r c e l l u l ~ e s  , agissent comme "ciment ionique" pour renforcer 

l'adhésion des cellules. 



Selon P.WEISS (67) l a  spécif ic i té  de l'adhésion, dont l e s  

expériences de réassociations cel lu la i res  ont démontré l'importance, s e r a i t  

due à un mécanisme de complémentarité stérique spécifique des molécules de 

deux membranes voisines (f igure 8). Cette notion s'appuie sur l e s  considéra- 

t ions de PAULIKG (68) à propos de l'itiiporttznce de l a  configuration spat ia le  

des molécules dans l e s  réactions du type enzyme-substrat ou antigène-anticorps. 

On v o i t ,  d'après l e s  schémas proposés par l e s  auteurs, que l a  complémentarité 

pourrait  être s o i t  d i recte  (f igure 8 a ) so i t  indirecte (figure 8 b ) grâce 

à l ' intervention d'une substance étrangère à l a  inembrane, comme l e  calcium ou 

des protéines ou encore un c ina i t  intercellulaire de toute autre nature. Des 

nodifications de l a  composition moléculaire des membranes au cours de l a  

diff  éren tiation expliqueraient l e s  remaniements cel lu la i res ,  aboutissant à 

l a  formation de t i s sus  organisés e t  stables. L'hypothèse de ]?.WEISS explique 

à l a  f o i s  l e  rBle de facteurs de cohésion t e l s  que l e  calciun e t  l a  spécifi- 

c i t é  de l 'association des cel lu les  dans l a  formation des t issus.  Il e s t  malheu- 

reusement d i f f i c i l e  d'entrevoir l 'apport de preuves directes à ce mécanisme 

d'action. 

II - L'ADHESION DES CELLULES PAR CIMENT INTERCEUULAInF: 
--- --- 

Les cel lu les  de certains t i ssus ,  - conme l e  t i s su  conjonctif, 

par exenple - , sont nanif estement associées l e s  unes aux autres par un 

"ciment intercellulaireu : l e s  cellules conjonctives sont, en effe t ,  noyees 

dans une substance amorphe, appelée substance fondamentale, qui e s t  parcourue 

par un réseau plus ou moins dense de f ibres  protéiques de t r o i s  types différents: 

rét iculine,  élastine, collagène. 



F i g u r e  8 

I l l u s t r a t i o n  de l a  théorie  de l a  complémentarité de P.WEISS 

A : Disposition de molécules complémentaires s u r  l a  pa r t i e  extér ieure 

de deux plasnolemes : l t a s soc ia t ion  des c e l l u l e s  e s t  possible 

par complhentari té  d i r ec te  

B : Disposition de c ,olécdes s u r  l a  pa r t i e  extér ieure de deux plasmo- 

l e m e s .  El les  sont  unies par 1 f in ternédia i re  d'un ciment intemolé- 

cula i re  : l ' associa t ion  des ce l lu l e s  e s t  possible par cowlémenta- 

r i t é  indi rec te  . 
C : Disposition de nolécules non conpléinent-aires s u r  l a  p a r t i e  extérieure 

de deux pl as mol^^ : l ' associa t ion  des c e l l u l e s  e s t  impossible. 

( d'après P,WEISS) (67) 



Dans d'autres t i ssus ,  au contraire, l e  "ciment inter- 

~ e l l u l a i r e ' ~  e s t  beaucoup moins abondant e t  n t  es t  pas unif ormément répart i .  

Par  exemple, 1 organisation générale e t  l a  morphologie du parenchyme hépa- 

tique sont assurées par une enveloppe conjonctive e t  1 organisation interne 

montre des travées de cellules hépatiques délimitées par du t i s su  conjonctif 

dans lequel on met en évidence des f ibres  de réticuline. Nais à 1 'intérieur 

de chaque travée hép~tique,  on voi t  au microscope électronique que l e s  hépa- 

tocytes sont accolés l e s  uns aux autres sans qu ' i l  s o i t  possible d'observer 

l a  présence d'un Ifcinent intercellulairet1.  On ne peut cependant pas exclure 

a p r io r i  l 'existence d'un f i l a  moléculaire de substance fondmantale qui 

s e r a i t  responsable de l'adhésion des cellüies. 

L'hypothèse de 1 'existence, dans l e  cas du foie ,  d'un ciment 

in te rce l lu la i re  avait déjà é t é  émise vers 1910 par plusieurs auteurs comme 

RIIVGER, HEmST, GUERTON, LILLIE, CHAMBERS, ZWEIFACZ qui a b e t t a i e n t  que l e s  

cel lu les  étaient  associées l e s  unes aux autres par un ciment riche en protéi- . . 
nates,  en pectinates e t  en savons de calcium ( sur ce su je t ,  voir  HOBER) (69). . . 

En 1943, RUKNSTROM e t  HOLTFFihTER (70) avançaient que, dans l e s  

t i s sus ,  l e s  cel lu les  étaient  enveloppées d'un film périphérique de nature 

protéique (hyaline layer ou coat).  

Les hypothèses l e s  plus récentes admettent l 'existence d'un 

cinent in tercel lu la i re  de nature conjonctive. Cette substance jouerait dans 

l e  t i s su  un r6le  essentiel de cohésion, en même temps qu'el le consti tuerait  

l'élément de soutien des capi l la i res  sanguins. En outre, e l l e  assurerait l e s  

échanges entre les cellules. 

Nous nous proposons donc d'exposer rapide3ent l ' é t a t  actuel de 

nos connaissances concernant l a  nature chLnique e t  l 'u l t ras t ructure  du t i s su  

conjonctif e t  dlexpliquer son r61e éventuel dans l a  cohésion t i s su la i re -  

A - ETUDE DU TISSU COEJONCTIF 

Le t i s su  con jonctif se montre constitué, au microscope photonique, 

d'un réseau de f ibres  noyées dans &te  substance amorphe (figure 9) . 
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F i g u r e  9 - 
1 

Représentation schématique du t i s s u  conjonctif 

( d'après KUPER ) (71) 



- LES FIBRES COKJONCTIVES : COLLiiGZYE, - RETICULIT!E, ELASTDiE. 

La nature exacte de ces f ib res  e s t  encore discut8e. E l l e s  semblent 

ê t r e ,  cependant, de nature glycoprotéidique. Parmi e l l e s ,  l e s  f i b r e s  de 

collagène ont é t é  l e s  mieux étudiées jusqulh présent. 

a - Le collagène. 

FEUE3ERGER e t  a l ,  (72) ont é t a b l i  que l e  collagène représentai t  

approxhativeinent l e  t i e r s  des protkines t o t a l e s  des Maiizmifères. I so lé  à p a r t i r  

des tendons, il e s t  ca rac té r i sé  par une r ichesse par t icu l iè re  en glycocolle, 

en proline e t  en hydroxyproline e t  pas l 'absence t o t a l e  d'acides aminés 

soufres. BOWES e t  IVlOSS (73) ont montré q u ' i l  r e n f e r u i i t  une proportion f a i b l e  

de polyosides. Actuellement, l a  nature glycoprotéidique du colla&ne e s t  bien 

démontrh (VER&) (74). On explique d ' a i l l e u r s  s a  résis tance pa r t i cu l i è re  à 

l 'hydrolyse par l e s  enzymes protéolytiques par  l a  pr6sence des groupes 

mucopolysaccharidiques protecteurs.  

Le collagène peut se presenter en f i b r i l l e s  simples, mais il 

forme souvent des faisceaux plus épais résul tant  de l ~ a s s o c i a t i o n  d'un c e r t a i n  

nombre de ces f i b r i l l e s  élémentaires. L1observation au rS-croscope électronique 

des f i b r i l l e s  montre une r épé t i t i on  régulière de s t r i a t i o n s  espacées par des 
O 

in terva l les  de 640 A . L'abservation des f i b r i l l e s  associées montre, selon 

IULL (75), l a  présence de faisceaux de f i b r i l l e s  noyées dans une substance 

ainorphe e t  l i m i t é e s  pa r  une enveloppe qui e s t  hydrolysable par 1' é las tase  

ou par  l a  collagénase. La présence de c e t t e  substance morphe, r iche  en 

polyosides, daris l e s  faisceaux de f ib r i l l e s , exp l ique ra i t  l a  réact ion pos i t ive  

des f ib res  de collagène vis-à-vis du r éac t i f  à 1 ' acide periodique-fuchsine 

de SCHIFF, spécifique des groupernents glucidiques . 
1 

Des travaux récents (voi r  VERM) (76) ont montré que l e s  f i b r e s  

de collagène étaient  const i tuées par l a  juxtaposition de molécules de collagène 

dont chacune e s t  f ornée par  lt association de t r o i s  chaînes glycoprotéidiques . 
O 

Chacune de ces chaînes e s t  conposée de uiolécules poly-peptidiques de 640 A de 

longueur unies l e s  unes aux au t re s  en longs filaraents par  des uni tés  poly- 

saccharidiques . 



b - La ré t icu l ine  e t  l T é l a s t i n e .  

La nature chimique des f ib res  de r é t i c u l i n e  e t  (! ' Clastine e s t  

encore t r è s  na1 connue. La ré t icu l ine  s a b l e  posséder une conposition t r è s  

voisine de ce l l e  du collagéne (BOWES, ELLIOTT e t  MOSS (77) ; EiiSTOE (78) ) 

e t  s e  c lasse  dans l e  mi%e groupe chidque. L1élas t ine  e s t  une scléroprotéine 

fibreuse dont l a  cornposition chimique e s t  peu diffGrente de c e l l e  des deux 

composés précédents. Riche en glycocolle e t  en pro l ine ,  corme l e s  collagènes, 

e l l e  s 'en distingue par une proportion non négligeable d 'acides minés  

soufrés (0,35 p.100 de cys t ine) .  La présence de ~lucosmline  et; de galactosainine 

dans s a  molécule p e m e t  cependant de l a  c l a s se r  pami l e s  glycoprotéides. 

E l l e  e s t  plus r é s i s t an te  à l a  protéolyse que l e s  colla&nes mai- , e l l e  e s t  

totalement hydrolysée par un enzyme spécifique : 1' élastase, qui e s t  une mucase 

e t  qui l i b è r e r a i t  l e s  sous-uni t é s  p m t  éidiques associées G des mucopolysaccha- 

rides, en hydrolysant ces derniers .  

Contrairement aux f ib res  conjonctives qui renferment une f a i b l e  

proportion de glucides, l a  substance amorphe e s t  extrêmerient riche en poly- 

saccharides du groupe des rnucopolysaccharides acides. Ces composés sont  des 

p o l p è r e s  d 'uni tés  diholosidiques, comportant une hexosamine e t  wi acide 

uronique ou un ose ; l e s  fonctions alcooliques r e s t ées  l i b r e s  sont par fo is  

e s t é r i f i e e s  par de l ' a c i d e  sulfurique dont l a  présence, associée S c e l l e  de 

l ' a c ide  uronique, confère & l a  molécule :iucopolyosidique un caractère fortenent  

acide. Dans l a  substance morphe, ces r~ucopolysaccharides acides sont  associés 

par ionovdence S des nolScules protéiques pour f o m e r  des m u c o p r o t é i n ~  

(selon l a  nomenclature de NEYER) (79). Ces dernières forneraient des ge ls  

fortenlent hydratés e t  de v i scos i t é  élevée. 

Nous avons rassemblé d ~ n s  l a  f igure  10 l e s  formules chimiques 

des mucopolysaccharides acides ac tue l le ,~ent  connus. 

Des enzymes, comme l a  hyaluronidase , hydrolysent plus ou moins 

spécifiquement l e s  mucopolyosides . Ce sont les mucopolyosidases. 





B - ROLE DU CIPIEKT INTERCELLUWIRE DdqS L'ADHESIVITE: 

DES CELLULES 

En admettant que l e s  cel lules sont associées par de la substance 

fondamentale, déposée en film ou en cou ch^ épaisse, qui l e s  cimente l e s  unes 

aux autres, on apporte une explication séduisan t e  à 1 ' ahhésivité ce l lu la i re  

e t  à l a  cohésion t i ssula i re .  Il devient, en outre, possible d ' interpréter  

des résul ta ts  acquis dans l e s  doxaines de l a  physiologie e t  de l a  biochimie 

à propos de l ' influence du milieu e t  d'échafauder des hypothèses pcur 

expliquer l e  rô le  du ciment intercellulaire.  

1 - IIVFLUENCE DU NILIEXJ SUR LA COHESIOI1' TISSUUIRE 

a - Rôle des s e l s  minéraux. 

BOHEM e t  SAU4-HORSTMAR, en 1856 ( c i t é s  par CHAMBERS) (80) puis 

WIUE, en 1897 (81 ) e t  BEhECKE en 1898 (82) furent l e s  premiers à soupçonner 

1 l inportance du calcium dars l a  cohésion des t i ssus .  RINGER, en 18% (83) 

observa que l e  bicarbonate de calcium e~pêcha i t  l a  dissolution dans l ' eau 

d i s t i l l é e  du ciment in tercel lu la i re  des algues Laminaria. HERBST, en 1900 (84) 

obt in t  l a  dissociation des blastomères de l 'oeuf dlEchinus microtuberculatus 

dans de l 'eau de mer privée de calcium. Plus tard, GRAY, en 1924 (85) e t  

d'autres auteurs corme PIOOIZE (86) e t  ~ I L B R U I l l d  (87) en 1928, CnAIdiBERS en I94.û 

(88) précisèrent que l a  couche hyaline des oeufs f e r t i l i s é s ,  dont l a  nature 

e s t  voisine de cel le  du ciment in tercel lu la i re ,  s e  dissout dans l e s  solutions 

aqueuses dépourvues de s e l s  de ca lc im,  Au contraire, un excès d'ions cdcium 

renforce 1 l adhésivit é (ZI@IFP,CH) (89) . Cependant nous ne possédons actuel- 

lenent aucune donnée quantitative sur l e s  re la t ions  entre l e s  forces d'adhésion 

e t  l a  teneur en calcium 

Le magnésium semble également jouer un r81e important dans l a  

cohésion. C'est du moins l a  conclusion à laquelle parvimt G U Y  (90) à la  

su i t e  de ses travaux sur  l e  t i s s u  branchial de X ~ i l u s .  



De nombreux auteurs ont noté que cer ta ins  anions possédaient un 
--- 

e f f e t  dispersant  vis-&-vis des ce l lu les .  Les ions PO4 par  exemple, 

favorisent en  général l a  dissociat ion des t i ssus .  HFmFSS (91) a démontré 
--- - 

que l e s  ions  
p04 

provoquent à pH 9 une so lubi l i sa t ion  des collagènes 

de l a  substance conjonctive de l a  peau. ESSITER e t  co l l .  (92) ont observé 

que l e s  phosphates favorisaient  l ' a c t i o n  dispersclllte de l a  t rypsine dans l e  

cas des t i s s u s  tumoraux. IIULDL e t  c o l l ,  (9:) ont étudié l e s  caractères de 

solubilité des protéines e t  des mucopolysaccharidss acides dans divers tampons 
-.-.-. 

phosphutos el; p ~ é c l a 6  qai: l ao  lons 
Po4 

fa-,rorlsuleLit ii l a  f o i s  l a  dissolu- 

t i on  des substances in t e rce l lu l a i r e s  e t  l a  préser~rat ion des propriétés  de 

perméabilité des membranes c e l l u l a i r ~ s .  

b - Rôle des prot6ides. 

L ' é h d e  $9 l ' a c t ion  des enzyrxes protéolytiques, - p r i n c i p a l e ~ e n t  

l ' a c t i o n  de l a  trypsine - , sur  l e  ciident in t e rce l lu l a i r e  a permis de d é ~ l ~ n -  

t r e r  que l e s  protéines :ouaient un r81e important dans l a  cohésion tissu1ai;e. 

Dès 1772, I3SJlTTEFt (94),  puis Claude BZRT\TARD, en 1856 (95), 

HARLEY, en 1860 (96) e t  SCEIFF, en 1868 (97) s ' é t a i en t  in téressés  à l 'auto-  

digestion de l a  paroi de 1'~stornac par lgs Pnzynes gastriques, après l a  mort. 

B p a r t i r  de ces travaux, FEm:I (98) posa, en 1910, l e  pmblème de l a  r é s i s t a m e  

de l a  riembrane ce l lu l a i r e  vis-&.-vis des enzymes protéolyLiques. Les r é s u l t a t s  

obtenus par   et auteur déniontren? que, d'une pa r t ,  l a  digist ion trypsique 

provoque l a  séparation des c e l l u l ~ s  d'un t i s s u  par d i s s o l u ~ i o n  du cirlent 

i n t e r c e l l u l a i r e  e t  que, d 'au t re  par), l e s  c e l l s l e s  ne sont r,ss digérées s i  

e l l e s  sont vivantes. iiu contraire ,  l e s  c ~ l l u l e s  nortes  sont  tqtalerilent lysees 

par l'enzyme, On peut donc conclure q ~ e  l a  ii0r-i; de l a  ce l lu le  provoque des 

al té ra t ions  profondes de s a  membrane qui modifient to ta ler~ent  l a  pernéabi l i té  
. . sé ïec  iive ci6 CE L te G t ; l . ~ l ~ a i  5. ;;V-xr;noP (99), 12: d:;,ii;~ ; ; 3 ~ ) ,  IIDYL~Z c WPORT . . 

(101 ), RUNNSTECON, MOhTNE e t  BRONID (1 02) ont, eux aussi,  observé l e  r é s i s c a ~ c e  

pa r t i cu l i è re  des ce l lu l e s  vivantes h l ' a c t i o n  de l a .  trypsine. Il e s t  d'ai1 1e1nr.s 

intéressant  de s ignaler  que RITJi;LDIitI (103) inet à profit ce t t e  prop-Lété pour 

contrôler  l a  survie des ce l lu les  en cul ture,  



C 

C'est essentiellement sur ces deux sér ies  d'observations concernant 

l ladhésivité des cellules : influence des ions calcium e t  phosphates e t  rô le  

important des protéides, que sont fondés l e s  principes de l a  plupart des 

méthodes de dissociation des tissus. 

c - Influence du nH. 

Le pH possède, l u i  aussi, une action gnergique sur l e s  forces 

de cohésion des cellules.  C'est ainsi  que llalca,linisation du nilieu à des 

pH variant de 9 5 11 provoque rapidement l a  dispersion des oeufs d'Amphibiens 

(voir  DEVILLERS) (104) e t  l ' ac idi f icat ion jusqulà pH 4,4 produit une 

dissociation des t i s sus  (I~OLTFRZTER) (1 05). Cependant, 1 l influence du pH e s t  

souvent t r è s  différente su ivmt  l e s  organismes : ESSIER e t  coll.  (106) ont, 

par exernple, précisé que l la lcal in isa t ion & pH 8,8 dégrade l e  ciment 

in tercel lu la i re  de certaines tumeurs dont l e s  cellules sont libérées. Au 

contraire, l e s  pH inférieurs à 5,4 provoquent des trawnatisnes graves, sans 

e f fe t  net sur l a  dissociation. 

d - Influence des détergents e t  de d i v r s  substances. 

Les dstergents, h t r è s  fxible concentration, possèdent wi e f f e t  

anti-adhésif vis-à-vis des édif icas cel lu la i res  (DE~VILLERS) (1 07) ,  a ins i  que 

des solutions molaires de non-électrolytes comme l 'urée,  l e  glycérol e t  l e  

glucose (GRAY) (108). 

2 - --- HYPOTHi3e COI<CERXANT LF: ROLE DL CII~TT INTERCELLULAIRE 

Il apparaît a ins i  que 1' 6liillination du calcium,dont l a  substance 

fandaqentale e s t  t r è s  riche, l 'a t taque des protéines par l e s  enzymes e t  l e s  

modifications de pH sont parui l e s  moyens de dissociation des t i s sus  l e s  

plus efficaces. 

L'action de ces d i f f  6rents facteurs peut s 'expliquer grâce aux 

hypothèses que nous avons c i tées  plus haut. 



Dans l e  cas 03- l e s  cel lules sont associées par des pmtéinates, 

pectinates e t  savons de caïciuu, l 'élimination de l ' i on  ca lc im,  l e s  codifi- 

cations de pH e t  l ' ac t ion des enzymes protéolytiques provoquent une disso- 

lu t ion  de ces composés. ~ J ~ I N I  (109) signale :!. ce propos que l e s  pectinases 

attaquent l e s  structures in tercel lu la i res  de coupes de t i s sus  animaux fixés 

par l 'acétone. Au contraire, si on adiaet avec HOLTFRETER 11existence d'une 

couche pdricellulaire essentiellement protéique, on pourra expliquer seulo.lent 

l ' ac t ion  des enzyues protéolytiques. 

Les observations de RIhfJ;DLTTI (110) à propos de l ' ac t ion bénsfiyue, 

sur 1s dissociation des t i s sus  anl.,~aux, des enzymes spécifiques des constituants 

chimiques de l a  substance fondailentale srnt en fsveur de l'hypothèse selon 

laquelle l a  cohésion t i s su la i re  e s t  assurGe par une substance i n t e r s t i t i e l l e  

dont l a  nature chii~ique e s t  analogue ou identique &. c e l l e  du t i s su  conjonctif. 

En e f f e t ,  l ' auteur  observe que l a  hyaluronidase t es t i cu la i re  e s t  un agent de 

dissociation dont 1 ' action e s t  iilalheureuse~lent t & s  lente ,  principalement 

su r  l e  coeur, l e  ;.luscle e t  l a  peau. D'autre par t ,  l e s  enzymes qui attaquent 

l e s  structures fibreuses du t i s su  con jonctif provo quent égalenent une disso- 

c ia t ion net te  des t issus : par exemple l a  collagénase de Clostridium Welchii 

(oMT~Y) (1 11 ) dissocie de nombreux t i ssus  aninaux ; 1 l élastase possède l a  

&me ac t i v i t é  sur l e s  t i s sus  4pithéliaux. 

L ' action dispersante des facteurs de lh ina t i on  des ions calcium, 

des nodifications du pH e t  des protéolyses eczymatiques peut, e l l e  aussi,  

s 'expliquer s i  l 'on invoque une structure conjonctive du cirilent in tercel lu la i re .  

Les cations divalents, dont l a  substance ar~orphe e s t  tSs  riche , 
assurent, en e f fe t ,  l a  cohésion noléculaire du milieu en formant des "ponts" 

entre l e s  groupements prosthétiques des ~lucoprot6ines de l a  substance amorphe i 

des l ia isons  dlionovalence slLtablissent  entre l e s  deux charges positives du 

calcium e t  l e s  charges négatives des ,mupes carboqrles ou sulfuryles de deux 

nolécules voisines de r;ucopolysaccharides acides. L1élircination du calcium 

dissocie ce t t e  t r m e  moléculaire e t  provoque une dissolution du gel amorphe. 

Les modifications du pH provoquent égalelent une dissolution de l a  substana-! 

amorphe en modifiant l e s  cohésions ioniques internes. Enfin, l e s  enzymes 

protéolytiques agissent directement sur  1:; par t ie  protéique des mucopro)5ines 

e t  pmvoquent 1 'hydrolyse du ciment. 



Selon cet te  derni$re hypothèse, il faut donc considérer, de 

façon générale, un organe comme un édifice constitué par une juxtaposition 

de cellules, maintenues m place par un réseau de nature conjonctive e t  

qui enbure ,  suivant l e s  t issus,  chacune des cellules ou des groupes de 

cellules,  La dissociation du t i s su  inpliquera alors une dissolution de ce 

ciment conjonctif par hydrolyse ou par déséquilibre ionique. 

itlalgré l e  grand in té rê t  que présentent ces études, il e s t  fonda- 

mental de souligner, à l a  f i n  de cet te  mise au point, que ces nombreuses 

théories biologiques reposent s u r  des bases expérimentales physico-chimiques 

encore trop rares.  En outre, l a  nature chinique exacte du cinent intercellu- 

l a i r e  res te  à déf ini r  e t  l e  problème mêue de son existence subsiste toujours. 

S'agit-il  d'un revetement protéique ou d'un " f i l c i  ionique" ? Les organes 

sont-ils formés d 'mas cel lu la i res  retenus dans un "sac" conjonctif ou 

s ' a@%l d 1  édifices conzplexes dont chaque cel lu le  adhère à ses voisines par 

un jeu de forces niultiples d'adhésion ? La nembrane cel lu la i re  animale est- 

e l l e  nettement individualisée, forme-t-elle une couche moléculaire organisée 

ou n r e s t - e l l e  qu'une limite fluctuante en perpétuel renouvellement ? 

Malgré l e s  t r h s  nombreux travaux entrepris  jusqulà présent, ces 

questions demeurent sans réponse e t  il faut  bien reconnaitre que nous en 

sommes actuellement encore réduits à invoquer de pures hypothèses. C'est pour- 

quoi l 'un  des buts principaux de notre t rava i l  & t a i t  de trouver une réponse 5 

certaines de ces énigmes en recherchant méthodiquenent l e s  nzeilleurs procddés 

de disso@iation des t issus.  Dans l e  chapitre suivant, nous exposons l e s  prin- 

cipes e t  l 'historique des techniques de préparation de cellules l ibérées,  à 

pa r t i r  des tissus aninaux a ins i  que l e s  applications biologiques e t  biochi- 

miques auxquelles ces méthodes on-t: donné l ieu.  



L E S  ~ I E T H O D E S  D E  P R E P A R A T I O O I  
v 

D E  C ' E l L L U L E S  A P A R T I R  D E S  T I S S U S  

A M I B A U X  E T  L E U R S  A P P L I C A T I O M S  

R E V U E  

Au moment où nous avons repris  l a  question des cellules isolées,  

plusieurs méthcdes avaient é t é  décrites. Elles avaient f a i t  l ' ob je t  d1appli- 

cations dans l e s  domaines de l a  Sliologie e t  de l a  Biochimie. i'lous nous 

proposons de résumer dans ce  chzrpitre l e s  techniques qui ont é té  l e s  plus 

couramment u t i l i s ée s  e t  l e s  résultats  auxquels e l l e s  ont conduit . 
Les travaux effectués sur l e s  cellules libérées à p a r t i r  des 

t i s sus  ont suivi ,  depuis 1850, une évolution en deux étapes bien nettes.  

Pendant près d'un s iècle ,  l e s  études ont é t é  essentiellement d'ordre biolo- 

gique. Elles ont permis, corne nous l'avons vu, de je ter  l e s  bases des 

hypothèses concernant l a  cohésion tissulaire. Mais il a f a l l u  attendre l e s  

années 1952 - 1954 pour voir  apparaître l e s  premières méthodes de dissociation 

t i ssula i re .  Actuellemnt, l e  problème qui se pcse e s t  essentiellement c?lui  

de l ' i n t ég r i t é  des cel lu les  obtenues, car il ne semble pas que l e s  procédés 

de préparation décr i t s  jusqulici  fournissent des cellules l ib res  virantes 

dont l ' i n t ég r i t é  chimique e t  biologique s o i t  préservée. A ce pmblène s 'ajoute 

celui  du rendemant. 

Ces problèmes multiples peuvent se  résumer dans l a  formule 

suivante : l e s  méthodes de dissociation des t i s sus  doivent fournir  rapidemint 

des quantités importantes de cellules l ibres ,  vivantes e t  intactes du double 

point de vue de l a  morphologie e t  de l a  biochimie. 

Après avoir brièvement exposé l e s  travaux antérieurs à 1950, 

nous décrirons l e s  différent es méthodes qui ont é t é  proposées depuis ce t t e  

date pour préparer des cellules libérées à p a r t i r  des t i s sus  animaux. 



NOUS préciserons ensuite l e s  principales  applications auxquelles 

ont  donné l i e u  l e s  suspensions de ce l lu l e s  l ibérées ,  de manière k f a i r e  

r e s so r t i r ,  d'une pa r t ,  l ' i n t é r é t  que présente l a  teciinique de préparation 

de cellules i n t a c t e s  à prtir des tissus e t ,  d 'au t re  par t ,  l e  msnque 

d 'uni té  des r é s u l t a t s  acquis jusqulà présent par s u i t e  des imperfections 

des méthodes. 

r----------- 
: 1 ~~TiiODES DE DïSSOCIATIOT DES TISSUS ANIPiAUX ; 

5 

d 

A p a r t i r  de travaux qui précisaient  l ' in f luence  des enzymes 

protéolytiques sur l e s  t i s s u s ,  ROUS e t  JONES en 1916 (1 12) tentèrent  l e s  

premiers de r é a l i s e r  l a  dissociatior.  de t i s s u s  en cul ture par des incubations 

effectuées avec de l a  trypsine purif iée à 37OC pendant 1 heure. Ils obtinrent  

de c e t t e  manière des gmupes de ce l lu les  ttviables", à p a r t i r  de cul tures  

de t ivsus  d'oiseaux e t  de Fmmifères ( r a t e ,  t i s s u  conjonctif,  endothélium 

e t  t i s s u s  tumoraux). Ces études furent repr ises  beaucoup plus tard,  en 

1940-1945, par UTER e t  EIEDAWAR (1 13) e t  par  WILLMER (1 14) avec des cul tures  

de coeur d i  embryon de poulet. 

En 1926, PRIKGSHEIH (1 15) proposa, l e  premier, une méthode de 

dissociation qui f a i s a i t  appel à un agent complexant l e  calcium : l ' oxa la t e  

dtammonium. Il raissit de c e t t e  manière 2i dissocier  des t i s sus  végétaux. 

Cette méthode fit repr ise  par  NOR1'HCWT (1 16) en 1951. 

Plus t a rd ,  GRAY (1 17) démontra que des solutions molaires de 

non-électrolytes , comme 1 'urée, l e  glycérol e t  l e  glucose, provoquaient une 

dissolut ion du ciment i n t e r c e l l u l d r e .  

Cette première s é r i e  de travaux n 'apportai t  cer tes  pas l a  solut ion 

du problème mais permettait  cependant d 'en t revoi r  l a  poss ib i l i t é  de d issocier  

l e s  t i s s u s  animaux par  des agents chimiques ou enzymatiques. Jusqu'en 1950, 

l e s  auteurs s ' a t tachèrent  à préciser  l ' a c t i o n  des enzymes s u r  l e  ciment 



in tercel lu la i re  e t  sur  l es  membranes c e l l d a i r e s ,  a ins i  que l e s  e f f e t s  du 

pH e t  des ions minéraux sur  l a  cnhési.cn t i ssula i re .  Les expérimentations 

furent essentiellement réalisées à pa r t i r  d'embryons ou de t issus en culture. 

Enfin, l e s  années 1952-1954 virent  1' apparition d'un grand nombre de 

méthodes de dissociation de 'cis sus prélevés su r  1 ' animal lui-même. 

Les différentes méthodes qui ont é té  proposées depuis 1952 

sont fondées sur  l'un des t r o i s  principes suivants : 

I o -  Dissolution du ciment in tercel lu la i re  par l e s  enzymes protéo- 

lytiques ou glycolytiques. C ' e s t  la dissociation enzymatique. 

20- Destructicn de l a  cohésion t i s su la i re  sous 1' action d'agents 

chimiques divers. C'est l a  dissociation chiraique. 

10- Dispersion des cellules par des moyens purement mécaniques. 

C'est l a  dissociation mécanique. 

L'action d'lm grand ncmbre d t e n z p s s  sur  l e  ciment intercellu- 

l a i r e  a été étudiée. On peut considérer, d'une part ,  l e s  enzymes qui 

attaquent l e s  formations fibreuses protéidiques e t ,  d'autre part,  ceux qui 

hydrolysent l a  substance fondamentale en agissant s o i t  sur  l e s  groupements 

prosthétiques de nature glucidi que (mucases) , so i t  su r  l a  copule protéique 

(protéases) des glycoprotéides. 

Les f ibres  sont en général très résistantes vis-à-vis des enzymes 

protéolytiques. Seul l e  colla&ne es t  attaqué par l a  pepsine à des pH t r è s  

acides. Au contraire, deux enzymes désorganisent de façon identique l e  



collagène e t  l ' é l a s t u i e  : il s v a g i t  de l a  collaaénase e t  de l l é l a s t a se .  

RINALDIh? (1  18) a étudié l ' ac t ion  sur d i f férents  t i s s u s  embryon- 

nailles de préparations pur i f iées  de collagénases obtenues & p a r t i r  de Clostr i -  

dium Welchii, T.ypee . Par des incubations effectuées pendant des tecips 

var iant  entre 30 minutes e t  2 heures dans des eolut ions contenant de 0,l à 

1 mg d'enzyme p. m l  de so lu t icn  TYRODE, il ob t in t  des ce l lu les  l i b r e s  dont 

l e  cytoplasme é t a i t  t r è s  endommagé e t  qui ne survivaient pas en culture. 

Selcn l e  meme auteur,  l l é l a s t a s e ,  après une incubation dans des solutions de 

0,02 g d'enzyme p 100 m l  , provoque une excellente dissociat ion des embryons 

de poulet de 13 jours. L'épithélium s e  dissocie t r 5 s  v i t e  tandis que l e  

muscle cardiaque e t  l e  f o i e  sont  attaqués t r è s  lentement. L'étude des 

ce l lu l e s  isolées n ' a  pas é t é  réa l i sée  par l ' au teur .  

B - UTILISATION D'EEZYkZS HlD$aYSANT LA SJBSTAhCE 

FOPi'DAï!ZI\~~ -- 

1 O- Action des mucases. 

R T N ~ ~ I  (1 1 9) a signalé que l e s  ~ u r o n i d a s e s ,  ..- à l a  concentra- 

t ion de C,1 à 1 mg. p. ml , ont une action beaucoup trop l en te  pour @ t r e  

u t i l i s é e s  dans l e s  méthodes de dissociatior,  t i s s u l a i r e .  DAY (1 20) avai t  f a i t  

antérieurement l a  meme observation. Au contraire, l e s  mucoprotéinases e x t r a i t e s  

du pancréas par l e s  méthodes de BU0 (121) e t  BAITGA (122) provoquent une 

dissociat ion sa t i s f a i san te  du coeur, du muscle e t  du f o i e  des ernbryons de 

poulet. L'auteur précise,  en outre, que l e s  gels mucoïdiques qui s e  forment 

au cours de l a  digest ion trypsique des t i s s u s  se  dissolvent parfaitement sous 

1 ' act ion de 1 ' élastomucase du pancréas. 

Ces travaux n'ont pas reçu d'application, probabledent à cause des 

d i f f i c u l t é s  que présente l t i s o l m e n t  des enzymes. En outre, aucune recherche 

concernant l ' i n t é g r i t é  des ce l lu l e s  e t  leur pouvoir d e  survie n'a é t é  

effectuée. 



2O- Action des protéases. 

Les protéases ont é t é  largement employés pour r éa l i se r  l a  

dissociat ion des t i s s u s  en raison de l eu r  a c t i v i t é  élevée e t  de leur  

spéci f ic i té .  Parni e l l e s ,  l a  trypsine e s t  l e  plus couramment u t i l i s ée .  

a- Action de l a  pepsine e t  de l a  papaïne. 

On avai t  dénontré, en 1926, que l a  pepsine ne d igéra i t  pas 

l e s  ce l lu les  vivantes. Ilais son pH d ' a c t i v i t é  t r è s  bas (1,5 à 2,5) l ' a  

fait  exclure des méthodes de dissociat ion t i s s u l a i r e .  On sait, en e f f e t ,  que 

l e s  pH tSs acides prnvoquentdes a l té ra t ions  graves des cel lules .  

R~ALDIBI (1 23 ) a obtenu d 'excellentes dissociations Ce nombreux 

t i s s u s  sous 1' act ion de solut ions de papafne h 0,l ou 1 g p. 100 m l ,  act ivée 

par  l e  chlorhydrate de cystéine (0,02 g p.100 m l ) .  Les ce l lu les  a ins i  

obtenues paraissaient  morphologiquement in t ac te s  au microscope photonique, 

m a i s  aucune Observation au microscope électronique n ' a  é t é  effectuée e t  l e u r  

a c t i v i t é  biochimique e t  biologique n 'a  pas é t &  btudiée. 

b- Dipestion pas l a  tqi-ps*. 

La trypsine e s t  l'enzyme de choix pour r é a l i s e r  des dissociat ions 

de t i s s u s ,  grâce à son pH d'action voisin de l a  neu t ra l i t é ,  compatible 

avec l a  v i e  ce l lu l a i r e .  

En 1952, DULBECCO e t  VOGT (124) ont proposé une première méthode 

de dissociat ion d'embryons de poulet en t i e r  par  des incubations rSpétees 

en présence de trypsine e t  ont obtenu des suspensions oonténant de nombreux 

amas ce l lu l a i r e s  e t  une proportion f a i b l e  de ce l lu l e s  l'libresf'. Le. méthode 

é t a i t  donc t r è s  i m p a r f e t e  d'autant plus que l e s  rares  ce l lu l e s  obtenues 

é t a i en t  mortes, tuées par  l a  b r u t a l i t é  du procédé. 

Simultanément BOSCONA e t  a l .  (125) préparaient des ce l lu les  l i b r e s  

par désagrégation de fra@nents embryonnaires au moyen de solut ions sa l ines  

isotoniques exemptes de calcium e t  de magnésium e t  contenant 3 g de trypsine 

p.100 ml . Les suspensions de ce l lu les  obtenues s e  développaient en cul tures.  



L'état  de pureté des suspensions n 'a  cependant pas é té  rigoureusement 

contr8lé. En part iculier ,  l'absence d'amas ce l lu la i res  n 'a  pas é té  vérif iée.  

En outre, aucun cor,trÔle au microscope électronique n ' a  é té  effectué. 

En 1953, RIl~.&DIi.;I (1 26 ) xeprenait c e t t e  technique en 1' appli- 

quant à l a  dissociation de divers t issus embryonnaires, adultes e t  tumoraux 

(coeur, fo ie ,  peau, xuscle, cerveau, in tes t in ,  r a te )  e t  s ignalai t  que seules 

l e s  ce l lu les  embryonnaires isolées se  développaient en culture de façon 

sa t i s fa imnte .  L'auteur (1 27 ) présentait ,en outre, un procédé simple de 

contrôle dc l a  v i t a l i t é  des cel lules en culture, fondé sur une observation 

antérieure de hORTI1ROP (1 28), selon laquelle l a  trypsine ne dét rui t  que l e s  

ce l lu les  mortes : l ' addi t ion d'enzyme au ni l ieu  de culture permet donc de 

vé r i f i e r  aisément s i  l e s  ce l lu les  sont restées vivantes. 

En 1954, DULBECCO e t  VOGT (1 29) présentaient une nouvelle 

méthode de digestion trypsique du foie  de Rat, qui l eur  fournissai t  des 

ce l lu les  hépatiques l ibres.  S4Xl;T-NiAI1;D e t  TIPTOh (1 3 0 )  obtenaient par 

a i l l eurs  l a  séparation de neuroblastes e t  d ' autres ce l lu les  embryonnaires par 

action combinée de l a  trypsine e t  de l a  hyaluronidase en l'absence d'ions 

calcium : l e s  cel lules ainsi isolées conservaient leu;. ac t iv i t é  mitotique e t  

l eur  a c t i v i t é  respiratoire. ESSABR e t  al. ( 131) contrôlgrent l ' ac t ion des 

divers enzymes sur  l a  dissociation de cel lules tumorales pa r t i r  dlhépatoineo 

ascitiques. Ils étudièrent l 'act ion,  d des concentrations de 1 mg p. ml , 
à 37OC e t  pendant 1 heure, des e~~zymes suivants : trypsine, chymotrypsine, 

papalne (activée par  l e  glutathion), ribonucléase, l ipase  pancréatique, 

amygdaline , hyaluronidase, Lysozyme, a y l a s e s  e t  enzyrnes végétaux. Seules l a  

trypsine c r i s t a l l i sée  e t  l a  chymotry~sine provoquaient une dissociation. Avec 

l e s  autres enzymes, un voile diffus apparaissait sans aucune dissociation 

notable. Les auteurs précisaient, en outre, que des pz légèrement alcal ins 

amélioraient l e s  rendenents. Aucune obsemation de l a  norphologie e t  de l a  

v i ab i l i t é  des cel lules n'accompagnait l a  description de l a  méthode. 

Les méthodes de digestion trypsique furent  t r è s  souvent appliquées 

durant ce t t e  période, notamment par YOUTTGER e t  31. (1 32) ; MEZNICK e t  a l .  (1 33) 



e t  plus particulièrement encore par SCHEIIER e t  al,( l34) dont l a  méthode es t  

encore u t i l i s ée  pour préparer des cellules de type Hela. 

LOBGMJIR e t  REZS (135) ont repr is  l a  méthode de DULBECCO e t  VOGT 

e t  ont obtenu des cel lu les  l ib res  à pa r t i r  de l'épiderme du Rat e t  du Cobaye. 

Une étude de l ' a c t i v i t é  respiratoire des cellules a ins i  preparées, l e s  

amenèrent à conclure à une détérioration de l'équipement en enzymes respira- 

toires de l a  cellule,  consécutif à l a  dissociation. En 1958, WARBURG e t  al. 

(1 3 6 )  ont appliqué l a  meme méthode pour obtenir avec succès des cultures de 

cellules l i b r e s  à p a r t i r  de divers organes du Chien e t  du Rat. 

Dans un t r ava i l  récent, GA'RVEY (137) présente d'intéressantes 

conclusions. L'auteur réalise l a  séparation e t  l a  culture in vi t ro  des deux 

types de cellules hépatiques. Les cellules parench.mateuses 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 fo ie  dans un milieu de culture synthétique 

contenant O,? g de trypsine p. 100 permet d'abord de dissocier totalement l e  . . 
t i ssu  hépatique ; l e s  cellules de KUPFER sont ensuite obtenues à p a r t i r  de 

cette suspension par digestion des cellules parenchymateuses par l a  collagénase 

à l a  concentration de 0,01 g p.100 m l .  Les cellules réticulo-endothéliales 

résistent  à l 'action de cet  enzyme e t  conservert leurs propriétés de prolifé- 

ration en cultures. La  contamination par l e s  hépatocytes n'excède pas 1 p.100 . 
Selon l 'auteur ,  l e  sérum de Rat e s t  indispensable à l a  proliférat ion des . . 
cellules de KUPFER qui présentent des figures mitotiques après 10 jours de 

culture dans l e  milieu commercial "HYPROTYGEP", additionné de 15 p. 100 de 

sérum de Rat. L'auteur signale, enfin, que l a  mise en culture simultanée des 

deux types de cellules montre un ralentissement du développement des cellules .. 
parenchymateuses qui sont étouffées par l e s  cellules de K ~ P ~ R  dont l e s  mitoses 

sont plus actives e t  qui se transforment t r è s  v i t e  en fibroblastes. L'auteur 

ne f a i t  mention cependant d'aucun cokitrale de l a  morphologie e t  de l ' a c t i v i t é  

biochimique des cellules. 

Enfin, l e  tout  récent mémoire de SIIAH (138) décr i t  une technique 

de dissociation des cellules rénales de Grenouille par des incubations 



réalisées entre 12 e t  15OC dans un tampon minéral contenant 0,25 g de 

trypsine e t  0,l g de glucose p. 1 O0 m l .  Les cellules obtenues possèdent une 

ac t iv i t é  mitotique ne t te  après 7 à 10 jours de culture e t  l e s  cultures 

primaires ont é t é  conservées environ t m i s  mois. 

Ce rapide exposé des techniques de dissociation des tissus par 

des enzymes montre que l a  trypsine es t  l'enzyme protéolytique qui donne l e s  

meilleurs résultats .  Les suspensions de cellules obtenues par de nombreux 

auteurs semblent avoir conservé leurs  propriétés v i t d e s ,  mais l a  rigueur des 

contr8les de pureté habituellement réalisés ne permet pas, de conclure sans 

ambigulté à la v iab i l i t é  des cel lu les  l ib res  obtenues : en par t icul ier ,  l a  

présence dtamas cel lu la i res  n 'a  pas é té  systématiquement recherchée e t  ne 

peut donc être exclue a pr ior i .  

II - NETHODES DE DISSOCIATION CHIMIQUE 
--A----- -- 

En 1952, ARmRSOB (1 39) a étudié l 'act ion de divers agents 

complexant l e  calcium su r  l a  dissociation du t i s s u  hépatique de l a  Souris : 

c i t r a t e  trisodique, pyrophosphate dv sodium, "versènew, s e l  de sodium de l'AT?, 

glycérophosphate de sodium. La méthode consiste à perfuEier l e  fo ie  de 1 'animal 

par une solution de LûCKE ( note ) sans calcium, contenant, en outre, l'agent 

complexant à des concentrations.variant de 0,030 à 0,005 M. Le t i s su  e s t  

prélevé aussitbt  après l a  perfusion e t  dissocié par une homogénéisation douce. 

Les rendemmts sont déterminés par comptage en établissant l e  rapport du 

nombre de cellules entières au nombre t o t a l  de noyaux présents. Les solutions 

c i t ra tées  donnent l e  meilleur rendemat (45 à 67 p.100) e t  l e s  solutions de 

Note.- Composition de l a  solution de LOCKE : N a C l  9 g , K C l  0,42 g , - 
Ca C l 2  0,24 g , Na H CO 0,20 g , eau b id i s t i l l ée  q.s.p. 1000 m l  . 3 



glycérophosphate fournissent l e  rendement l e  plus f a ib l e  (15 à 17 p. 100) . 
La v i t a l i t é  des cel lu les  obtenues n'a pas été contr8lée, mais UWS e t  STICICLUID 

(1 40) précisèrent, 1 année suivante, que ce t te  méthode fournissait des 

cellules bien individualisées, exemptes d'amas cel lu la i res ,  mais qui avaient 

perdu leur act iv i té  respira toi re  en milieu privé de succinate, même après 

l 'addit ion à l a  solution dtincubation de substances l e s  plus diverses comme 

l e  glucose, l e  pyruvate de sodium, l e  c i t r a t e  de sodium, l e  cytochrome c , 
ltATP, du sérum, des ex t ra i t s  de foie avec leurs microsomes ou l e  2,4-dinitro- 

phénol. 

Le principe de l a  perfusion par des solutions d'agents complexant 

l e s  ions calcium fu t  repr i s  par WAIYIAUX (141 ) qui appliqua l a  méthode de 

perfusion (à l!a.i.de de solutions de versène) décrite par SkIPTT-GEORGE, FRIBDMAN 

e t  BYERS (1 42), elle-même inspirée des études d'ANDERSON. La dissociation du 

t i s su  hépatique es t  obtenue après une perfusion réalisée avec une solution 

de saccharose 0,25 W e t  de versène 0,01 PI . La séparation des deux types de 
.a 

cellules hépatiques (cellules parenchymateuses e t  ce l lu les  de KUPFER) es t  . . 
fondée sur  l ' a t t ract ion magnétique que subissent l e s  cellules de KITPFER préala- 

blement chargées en f e r ,  grâce à 1 'injection d'une suspension de f e r  c o l l o ~ d a l  

dans du sérum physiologique. L'étude morphologique au microscope photonique, 

réalisée par 1 'auteur, l u i  a permis de noter une vacuolisation importante du 

cytoplasme. Les conclus., 9ns de nos travaux apporteront une explication à ce t te  

al térat ion.  

CHrlVALIER (1  43), après avoir réal isé  l a  séparation des deux types 

de cellules hépatiques à l ' a ide  du mode opératoire précédent, a montré que 

l e s  cel lu les  avaient perdu toute act iv i té  respiratoire,  que l'incorporation 

d t  acétate marqué par l e  ' 4~ dans l e  cholestérol é t a i t  nulle, mais que l ' in-  

corporation de glycocolle marqué dans l e s  protéines é t a i t  7 à 10 fo i s  supé- 

rieure à ce l l e  de tranches de t i ssu .  

RQcement, enfin, RUTTER e t  BROSEMER ( 1  44) ont étudié l e  métabo- 

lisme glucidique endocellulaire des cellules hépatiques isolées par une 

pe3nfusion ri8alisée à l ' a ide  d'une solution de saccharose 0,24 M contenant du 

c i t r a t e  de sodium à l a  concentration 0,0135 1.1 , suivie d'une digestion 



trypsique selon l a  méthode de DULBECCO e t  VOGT. Le rendement é t a i t  de 

l 'ordre  de 10 à 30 p.100 . 
Parallèlement à ces travaux, inspirés de ceux dtAI!SDERSOE e t  

fondés sur l 'élimination du calcium par des agents l e  coaplexant, d'autres 

méthodes, proposées à l a  méme époque, f i r en t  appel à ly effet  du pH , à celui  

de s e l s  divers ou encore à l f a c t i on  de pmduits neutres. 

BmSTER e t  MORTON, après avoir réal isé ,  en 1956 (1 45), une étude 

cr i t ique de l'isolement de cellules intactes dans des solutions physiologiques 

contenant enzymes e t  agents complexants à des pH divers, choisissaient, en 

1957 (146), une méthode de perfusion par l e  liquide de NOVIXOFF (147) à base 

de poly-vinylpymr>lidone, de saccharose e t  de se l s  de magnésium. Les cellules 

obtenues après une homog6néisation douce étaient  plus ou moins lysées, mais 

l e  rendement é t a i t  sat isfaisant .  Des contrôles systématiques de l ' i n t ég r i t é  

des cellules obtenues n'ont cependant pas é té  effectués. 

WlXMJIR e t  flEES (1 48) ont d6cri t ,  en 1956, une &thode originale 

de dissociation du fo ie  de Rat par des incubations réaiiséeS in v i t r o  dans du 

tampon phosphate à pH 5 . Les auteurs avaient constaté que l a  méthode de 

DULE@CCO e t  VOGT n ' é ta i t  pas applicable à l '6tude de l a  respiration car  l e s  

cel lu les  obtenues par ce procédé étaient  endommagées. 11 exis ta i t ,  en outre, 

dans l e s  suspmsions, une proportion importante de mitochondries l ibres.  A l a  

su i t e  de l'observation que des pH relativement fa ibles  etaient susceptibles 

de provoquer l a  dissociation des t issus,  ces auteurs effectuèrent des essais 

systématiques Be dissociation dans des solutions tamponnées de phosphates de 

sodium à des pH coapris entre 2,3 e t  7,2 . 
A pH 2,3 l e  rendement é t a i t  optimurl, mais l e s  cellules respiraient 

mal. Au contraire, pour des pH du milieu compris entre 4 e t  6 , l a  respiration 

devenait identique à ce l le  de fragments de t i s s u  hépatique. Finalement, LONGIY~~TR? 



e t  REZS proposèrent une méthode de dissociation du t i s su  hépatique qui 

consiste à réal iser  des incubations à R O C  de fragments de t i s s u  dans une 

solution tamponnée de phosphate de sodium à pH 5 pendant 10 minutes. Après 

une dilacération par des aspirations e t  des refoulements successifs dans une 

pipette retournée, l a  suspension de celluies hépatiques l ib res  obtenue es t  

purifiée par plusieurs centrifugations de 2 minutes à 50 g dans du tampon 

phosphate à pH 7,3 . Des examens morphologiques furent réal isés  par l e s  

auteurs après des colorations v i ta les  au rouge neutre e t  des colorations à 

1 lhématoxyline-éosine. L'activité respiratoire,  en présence de succinate, 

fournissait  une valeur identique à ce l le  que KRE:BS a trouvée (1 49) pour l e s  

homogénats de t i s su  hépatique. D 'autres contrûles biochindques d ' ac t iv i t é  

métabolique n'ont pas é t é  effectués. 

STERZL (1 50) a mis également à prof i t  lf  action des solutions de 

phosphate pour i so le r  des cellules spléniques. Le t i s su  e s t  mis en suspension 

dans une solution isotonique de phosphate de ~odium à pH 7 ,3  contenant 0,2 g 

de gélatine p.100 ml. Selon l 'auteur, l e s  cellules de ra te  obtenues sont 

susceptibles de synthétiser des anticorps par incubation i n  v i t r o  avec divers 

antigènes comme l e  sérum de cobaye ou l e  sérum d'individus paratyphiques. 

Il convient, enfin, de signaler l e s  études systématiques réalisées 

par HOLT~TER (1 51 ) , MOSCONA (1 52) e t  ESSNER (1  53) sur 1 tinfluence du pH sur 

l a  cohésion t i ssula i re .  Il ressort  de ces travaux que l 'a lcal in isa t ion du 

milieu provoque une dégradation nette du ciment intercellulaire.  ESSJBR précise 

que des dégradations importantes se manifestent dans l e s  cel lu les  pour des pH 
inférieurs à 6,4 mais que des pH alcal ins  ne détériorent pas l e s  structures 

cellulaires.  Il réal ise  l a  dissociation to ta le  des amas cel lu la i res  qui 

persistent après l a  dissociation du t i s su  avec des solutions de pH 8,8 . 
Au cours de l a  dissociation, l e  pH revient à l a  neutralité. Les cel lu les  

paraissent morphologiquement M a c t e s  mais leur  v i t a l i t é  n 'a  pas d t é  

étudiée. 



III - METHODES DE DISSOCIATION MECANIQIiE - ---- --- 

G U W - U O N  e t  K I T  (1 54) avaient réal isé ,  en 1952, des disso- 

ciations de thymus de Rate, d'appendice e t  de lymphosarcome en forçant l e s  

t i s sus  au travers de tamis de finesse croissante. Les cellules ne présentaient 

aucune a l téra t ion de la biosynthèse protéique qui é t a i t  étudiée par l a  mesure 

de l'incorporation du glycocolle marqué. 

En 1954, W W B A C H  (155) proposa une méthode de 'dissociation du 

t i s s u  hépatique par simple dilaclrat ion mécanique, Des tranches f ines  de f o i e  

étaient  pressées, au moyen d'un piston en caoutchouc, au travers d'un tamis 

de "mesh'? 14-16 e t  l e  broyat, r ecue i l l i  dans une solution isotonique, é t a i t  

pur i f ié  par des passages successifs au travers de f i l t r e s  de "mesh" croissant 

de 24 à 60, puis à 80. Aprbs 5 centrifugations de 1 rninute à 30 g , l e s  

cellules obtenues étaient  parfaitement dissociées. Les examens morphologiques 

au microscope photonique montraient des cellules intactes.  L'auteur présentait,  

en outre, un con td l e  d ' in tégr i té  cytochimique fondée sur l a  méthode du 

"quotient cytolytiquefl de UMBRF:IT e t  a l .  (156) (détermination de l ' ac t iv i t é  

succinoxydasique en présence de cytochrome c ). L'auteur concluait à une 

in tégr i t é  biochimique des cel lu les  obtenues e t  l a  confirmait par l a  détermina- 

t ion des vitesses d'incorporation dans l e s  protéines de glycocolle marqué : 

l ' a c t i v i t é  métabolique é t a i t  envimn 7 f o i s  supérieure à celle des homogénats 

du m€he t issu.  

Cependant LAW e t  STICWUD (1 57) dhontrèrent ,  après une étude 

cr i t ique de cette méthode, que l ' a c t i v i t é  respiratoire en milieu exempt de 

succinate é t a i t  nulle, que l ' a c t i v i t é  glycolytique é t a i t  totdement abolie e t  

que l e s  processus métaboliques ne s 'effectuaient que dans l e  sens du catabo- 

lisme, LAWS e t  STICKLSIND émettaient 1 'opinion que 1' ac t i v i t é  respiratoire e t  

l ' a c t i v i t é  succinoxydasique é ta ient  en f a i t  ce l les  de mitochondries libres. 



Une adthode analogue fut appliquée par HARRIS e t  a l .  (158) à l a  

séparation de cellules de ganglions lymphatiques de Lapin à l ' a ide  d'une 

solution de TYRODE ( note ) contenant 7,5 m l  de sérum de Rat p.100 m l  . Les 

auteurs concluaient à l a  survie des cellules qui ont, en e f f e t ,  conservé l a  

propriét6 de provoquer 1' apparition d'anticorps quand on l e s  injecte à des 

Rats. Cependant, l a  valeur de ce c r i t è re  es t  contestable depuis l e s  r4centes 

acquisitions réalisées en immunologie : il es t ,  en e f fe t ,  6 tab l i  que l ' injec- 

tion de cellules mortes s u f f i t  à provoquer l a  formation d'anticorps. 

Le principe de l a  dilacération mécanique f u t  également appliqué 

par BUCKER (159) qui réa l i sa  ensuite des con td les  biochimiques identiques à 

ceux de KIFLTEhXlPICH e t  de GU=-BARON e t  KIT : l a  consommation d'oxygène e t  

l a  vitesse d'incorporation des acides minés se  révélaient supérieures à ce l les  

de fragments de t i ssus ,  nais cependant nettement inférieures à celles des 

homogénats du meme t issu .  

En 1958, KNISELY e t  MAHiUZY (160) pour étudier l a  diffusion 

rnétastasique préparèrent des cellules l ib res  tumorales en nettant  à prof i t  

l a  f i l t r a t i o n  sélective su r  des f i l t r e s  calibrés. Mais l e s  autburs doutaient 

de l a  v i t a l i t é  des ce l lu les  a h s i  isolées. 

C'est en 1960 qu'un important t rava i l  consacré à des études 

comparées de l a  biosynthèse des protéines dans l e s  cellules normales e t  h o -  

ra ies  fu t  présenté par ROOF e t  AüB (1 61 ). Le nétabolisme protéique des cel lu les  

d 'ascite de YOSHIDA e t  d ' asc i t e  dtEXRLICH fu t  comparé à celui de cellules 

l ib res  de thymus, préparées par une méthode de f i l t r a t i o n  sélective inspirée 

de cel le  de HARRIS e t  a l .  (162). 

Les opérations dl  isoleaent a ins i  que l e s  incorporations i n  v i t ro  

d'acides aminés marqués étaient  réalisées dans du sérum de Rat. Les auteurs 

signalaient que l'incubation des cellules dans l a  solution de TYFLODE, addi- 

tionnée de 7,5 p.100 de s é m  de Rat, permettait un métabolisme protéique 

nettement supérieur à celui  que donne une incubation effectuée dans l e  milieu 

Note.- Composition de l a  solution de TYRODE : N a C 1  8 g , KC1 092 g , - 
CaC12 0,2 g , M g C l *  O, 1 g , NaH2P04 0,05 g , CO3 1 g glucose 1 g , 
eau b id i s t i l l ée  q.s.p. 1000 ml. 



de ALLFTü3Y e t  HIRSKY (163) ( note ). ROOF e t  AUB concluaient à l a  survie des 

ce l lu l e s  obtenues, sur l a  base d'un métabolisme protdique i n t a c t ,  d'une 

teneur n o m d e  en acide ribonucléique e t  de colorat ions v i t a l e s  par l ' éos ine  Y. 

Ils précisaient,  ca o u k e ,  que l ' i n t é g r i t é  des ce l lu l e s  Q t a i t  l i é e  à l a  

présence du s é m  de R a t  e t  ?i des t m p s  de lavage courts ,  l ' a c t i v i t é  diminuant 

avec l e  nonbre e t  l a  durée des lavages. 

Enfin, récement ,  KIIWRA e t  ai. ( 1  64) ont comparé l a  teneur en 

hexosamines e t  en ac ides  s ia l iques  de ce l lu les  d 'asc i tes ,  de ce l lu les  de 

type Hela e t  de ce l lu l e s  hépatiques de Souris, préparées par un passage au 

travers  de f i l t r e s  de  f inesse  croissante. 

r i 

APPLICATIONS DES METHODES f 
j DE D I S S O C U T I O l J  TISSUUIRE 
i 

Mdgré l e s  doutes qui planent h propos de  l t i n t & g r i t é  des ce l lu l e s  

l i b r e s  obtenues par les di f férentes  méthodes que nous venons d'exposer, de 

nombreux ré su l t a t s  qui su f f i sen t  à j u s t i f i e r  l ' i n t é r ê t  de 1' étude des ce l lu l e s  

" l ibres" ont  été  r e c u e i l l i s  par  l 'applicat ion de ces techniques. 

Les études ent repr ises  sur  l e s  suspensions de ce l lu l e s  i so lées  

ont apporté une contribution inportante â l a  so lu t ion  de problèmes concernant 

l a  physiologie ce l lu l a i r e ,  l a  cu l ture  des t i s s u s  e t  l a  cancérologie. En outre, 

l a  question de l 'adhésion ce l lu l$ i , re  a pu e t m  explorée efficacement @$ce 

à l ' appl ica t ion  des procédés de dissociation des t i s sus .  Nous avons exposé 

dans l e  chapitre  p r é c a e n t  consacré à l a  cohésion t i s s u l a i r e  l e s  diverses 

hy-pothbses qui ont é t é  émises jusqulB présent concernant ce t t e  dernière. 

- - - 

Note : l a  solution de &LFRF:Y e t  MIRSKY contient du saccharose, du chlorure - 
de caiciun e t  des phosphates de sodium. 



Grâce aux études r éa l i sées  s u r  l e s  suspensions de  ce l lu les  isolées,  de 

nombreuses précisions m t  é t é  apportées co~cernant  l e s  modalités des disso- 

ciat ions e t  des réassociations ce l lu l a i r e s ,  l e s  mécanismes de l 'adhésion e t  

l e s  propriétés  des mmbranes comme l a  mobilité de cer ta ines  c e l l d e s  e t  l e s  

e f f e t s  de surface. Enfin, l a  mise en cul ture des ce l lu l e s  l i b r e s  adultes e s t  

un pas vers  l a  résolut ion du problème fondaufiental qui concerne l 'obtent ion de 

populations ce l lu l a i r e s  à p a r t i r  de  ce l lu les  l i b r e s  adultes e t  dont l ' i m p o ~  

tance biologique e s t  considérable du point de vue de l a  survie de l a  c e l l u l e  

i so lée  e t  de 1' étude des mécanismes de la ni tose  e t  de  l a  diff6rent iat ion.  

Dans ce domaine, deux sé r i e s  de travaux ont éte' réa l i sées  : 

l e s  uns concernant l e s  f ac teu r s  de dissociat ion spontanée ; Les autres  , l e s  

réassociations ce l lu la i res .  

1 a- Les fac teurs  de l a  d issocia t ion  spontanée des t i s s u s  e t  l e  problème de l a  

métastase. 

Nous avons vu que de t r è s  nombreuses études ont ~ r é c i s é  l ' in f luence  

des facteurs  externes sur l a  dissociat ion ( vo i r  page 45 ) e t  ont a i n s i  p e m i s  

l a  n ise  au point  des techniques de dissociation t i s su la i r e .  

Il convient de préc iser  cependant quelques points importants 

concernant l 'existence de  fac teurs  de dissociat ion spontanée dont l a  connais- 

sance a é t é  rendue possible par 1 'étude des ce l lu l e s  isolées.  Le processus l e  

plus caractér is t ique 2 c e t  égard e s t ,  sans aucun doute, celui  qui provoque 

l a  dissociat ion spontanée d'une tumeur cancéreuse e t  declenche l a  diffusion 

métastatique. Ce nécanisme n ' a  p s  encore reçu d'explication biologique 

sa t i s f a i san te .  Cependant, COMAN (1  65) a montre que l e s  substances cancérigènes 

provoquaient m e  chute de 1 'adhésivité de t i s s u s  nornaux : par exenple, 

l e  7,124iaéthyl-benzanthracène , qui e s t  une substance cancérigène, provo que 

une l ibé ra t ion  de ce l lu l e s  6pidemiques par simple agi ta t ion ,  tandis que 



ltanthracène, qui n1 e s t  pas cancérigène, e s t  sans effet .  COivIAli e t  AJDERSOR; 

(166) ont suggéré que l a  diminution de l tadhésivi té  des cellules pourrait bien 

ê t r e  due à une modification de leur  surface. 

D'autres facteurs internes peuvent ag i r  spontanément sur l'adhé- 

s i v i t 6  des cel lu les  e t  provoquer ainsi  des modifications de l a  cohésion 

t i ssula i re .  Par exemple, selon WEISS (1 67), l e  sérum sera i t  un facteur impor- 

tant  d'adhésion dans l e  cas de cellules dissociées par l a  trypsine : l 'addit ion 

de sérum et ,  plus particulièrement, de l a  fraction lipoprotéique, e s t  

nécessaire pour restaurer l ladhésivité des cellules. Un chauffage de 30 minutes 

à 56OC détrui t  totalement cet te  propriété du s é m .  D'autre part ,  WEISS a . 

montré l ' influence t r è s  net te  de l a  fraction (:<-globulinique du sérum s u r  

l 'adhésivité des cellules sur  l e  verre. En conclusion, il semble donc que l e  

sérum, s ' i l  ne provoque pas à proprement par ler  de réassociations des cellules,  

e s t  cependant indispensable à l a  préservation de lradhésivité des cellules 

qui e s t  elle-même étroitement l i é e  à l ' i n t ég r i t é  de l a  membrane de ces 

dernières. 

Récemment, XOSCONA (1 68) a montré l 'influence importante de l a  

température sur la  cohésion des tissus e t  su r  l e s  propriétés d'adhésion des 

cellules.  Des températures inférieures & 1 5 O C  suppriment totalement 1 ' adhé- 

s i v i t é  de cellules l ib res  en culture e t  40 p. 100 seulement des cellules 

r e t m v e n t  leurs propriétés d'adhésion à 2S°C, l a  température optimale 

étant  de 3 8 O C  . Par  exemple, des agrégats de cellules obtenues par réasso- 

ciat ion de cellules isolées,  maintenus à B ° C ,  se dissocient totalement par 

une simple diminution progressive de l a  température jusqulà 1S0C . 
D'autre part,  une modificatior, pathologique du taux des cations 

divalents e s t  également susceptible de provoquer des dissociations spontanées 

étant  donné l e  r81e de ces ions dans l a  cohésion des t issus (voir  page 45 ) . O r  

~ E E ~ ~ ( l 6 9 ) a m o n t r é ,  dès 1904, que l e  diminution du taux du calcium e t  l1augmen- 

ta t ion du taux du potassium étaient  une caractéristique des cellules cancé- 

reuses. De LONG e t  al. ( ) précisèrent plus tard que s i  l'augmentation du 

taux de potassium dans l e s  cellules tumorales pouvait gtre considérée comme 

une conséquence de llaccroissement de l ' a c t i v i t é  mitotique de ces cel lu les ,  

l a  chute des taux de calcium e t  de sodium restaient ,  au contraire, spécifiques 



de l ' é t a t  cancéreux. A cause de llimportance fondamentale des ions cdciwn 

dans l a  cohésion des t i s sus ,  on peut donc se derilander si  l a  diminution 

du taux de calciun dans l e s  tumeurs malignes ne s e r a i t  pm responsable de 

l a  dissociation spontanée du t i s su  cancéreux e t  de l'essaimage métastatique 

des cel lu les  néoplasiques a in s i  libérées. 

A propos de la  diffusior, métastatique, on peut actuellement 

considérer, grâce aux résul ta ts  fournis par 1' étude réalisée i n  v i t ro  

des cellules l ibres ,  que l a  constance du taux de protéides sériques e t  des 

cations minéraux es t  indispensable pour maintenir l a  cohésion des tissus 

normaux. Toute modification pathologique de ces constantes e s t  susceptible 

d'avoir une répercussion sur  l 'adhésivité des cellules. Enfin, il es t  hors 

de doute que l'étude de l ' influence des substances cancérigènes sur  l a  

cohésion des t i ssus  apportera de précieux renseignements sur l e  mode 

d'action de ces composés. 

20- La réassociation des cellules "libres" e t  la reconstitution des t issus.  

Les travaux qui ont é té  réalisés sur l a  reconstitution 

des t i s sus  à pa r t i r  des cel lu les  l ib res  permettent de suivre e t  de mieux 

comprendre l e s  mécanisnes de l a  formation d'organes qui possèdent une unité, 

une cohésion e t  une structure spécifique. En outre, en provoquant l a  réasso- 

ciation de populations cel lu la i res  différentes, on peut prétendre déterminer 

de façon plus précise jusqul où va l a  spécif ic i té  des cel lu les  différenciées. 

L'un des buts pratiques de ce  genre de recherches e s t  de déf ini r  l e s  principes 

fondamentaux qui p e m t t r o n t  de résoudre l e s  d i f f icul tés  rencontrées au cours 

des greffes d'organe. Les expériences que nous aïlons rapidement exposer e t  

dont 1 'importance biologique e s t  évidente n'ont pu 6 t re  entreprises que &ce 

à l a  mise au point des techniques de préparation de cellules isolées à p a r t i r  

de t issus.  Elles sont l e  fruit des remarquables travaux de HOLTFflETER, de 

MOSCONA et  de WOLFF. 



Li%i 
--, n 6 ' : , ( ? . u ,  , : - r J  y &- -4 I ", .' * , *-ci,&. 

i -i 
+, 8 , 

$ 7  - * 
' \ -  - 4 ,  

" I .- ' > -  - 1  - . - 
1 1 '  

, } 

1 -  

TOmS e t  HOLTFRETER (171) ont étudié l e s  mécanismes de réasso- 

ciation spécifique des cellules en voie de différentiat ion d'un embryon de 

Batracien au stade de l a  neurula, qui possédait donc au moins une plaque 

neurale différenciée e t  des cellules mésodermiques. Après avoir réal isé  l a  

dissociation complète de l'embryon par l a  trypsine, l e s  auteurs placèrent 

l e s  cel lu les  dans un milieu nu t r i t i f  e t  observèrent qu'elles s e  r e p u p a i e n t  

par familles correspondant à l eur  destinée embryologique e t  reconstituaient 

des t issus.  Par exemple, à par t i r  d'un mélange homogène de cel lu les  isolées 

de l a  p l a q u ~  neurale e t  de cellules épidermiques, il s e  forme d'abord une 

sphénile , dans laquel l e  l e s  celiules nerveuses donnent de nouveau une 'gouttière, 
- 

ébauche du tube nerveux. Il existe donc une spécif ic i té  d'organe qui es t  t rès  . 
s t r i c t e  e t  l e s  cellules d'un meme type s e  reconnaissent, en quelque sorte,  

entre e l les .  Ce mécanisme f e r a i t  intervenir  des forces spécifiques d'adhésion, 

mais aussi des forces de répulsion entre l e s  cellules de destinée différente 

(voir page 38 de l a  théorie de 1 'adhésivité spécifique de W~ISS). 

MOSCONA ( 172) a r&ssi l a  même expérience, m a i s  en l a  réalisant 

avec des cel lu les  isolées à prtir de t issus dlembl.yon de poulet parvenus à . =fai ' J . ' , #  

un stade ultime de différentiation. Le re in  embryonnaire, dissocié par l a  .;. 

trypsine, se  reconstitue pratiquement identique à lui-même : l e s  figures 1 1 ,  

12 e t  13 sont à cet  égard t r è s  démonstratives. En outre, un mélange de cellules 

de rein e t  de cellules de cartilage forment un t i s su  mixte qui n'est pas 

constitué d'une mosaïque des différentes cellules réparties au hasard, mais 

de zones nettement individualisées de cart i iage e t  de tubes urinifères.  De 

nouveau, l a  "spécifici té c e l l ~ l a i r e ' ~  des organes es t ,  dans ce  cas, t r è s  s t r i c te .  

D'autre part ,  en procédant à des mélanges de cellules de même type, provenant 

d'animaux différents,  on peut montrer qu ' i l  n'existe pas, du moins dans une 

certaine mesure, de spécif ic i té  d'espèce. On obtient, en e f fe t ,  aisément un I I  

cart i lage mixte à paxt i r  de cellules cartilagineuses libérées à pa r t i r  d'em- 

bryons de Souris e t  de Poulet. En outre, l e  mélange des cellules dissociées de 

deux t issus  différents comme l e s  t i ssus  cartilagineux e t  rénal provenant 

d'embryons de Poulet e t  de Souris fournit un t i ssu  qui possède des zones 

cartilagineuses mixtes e t  des zones de tubes urinifères mixtes. NOSCOBA, à 
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F i  g u r e  11 

Aapect microscopique du t i s su  rénal d'embryon 

de Poulet, 

Tub : tubules urinifères.  

F i g u r e  12 
" 

Aspect microscopique d'une suspension de cel lu les  

du t i s s u  rénal d'embryon de Poulet, dissocié par 

l e s  enzyms. 

F i  g u r e  13 

Aspect microscopique du t i s su  rénal d'embryon 

de Poulet après la réassociation des cel lules de 

l a  suapension précédente. On observera que la  

reconstitution du t i s su  e s t  p r f a i t e  e t  que l e s  

tubules urinifères ( ~ u b )  , en par t icul ier ,  ont 

retrouvé leur  norphologie. 

i n  MOSCONA) (172) ( -  





pa r t i r  de c e s  observations, envisage l a  poss ibi l i té  de réa l i se r  i n  vivo des 

reconstitutions d 'organes lésés par injection des cel lules i solées  correspon- 

dantes, Sur l e  même principe, WOLFF a obtenu des bronches mixtes de Poulet 

e t  de Souris e t  même des tubes séminifères mixtes dans lesquels l e s  ce l lu les  

des deux espèces différentes s e  disposent régulièrement les  unes à côté des 

autres ttcomme si e l l e s  reconnaissaient l eur  parent étf ( 173) . 

On conçoit aisément 1 thpor tance de ces expériences, auss i  bien du 

point de vue purement biologique comme l a  spéc i f i c i t é  de l'adhésion cel lu la i re  

ou l e s  mécanismes morphogénétiques que de celui de l a  réal isat ion des greffes : 

en effet,  un organisme ne tolère que l e s  &o~reffes ou greffes de ses propres 

tissus. Les homogreffes ou greffes de t i s sus  diune meme espèce, d'un individu 

à un autre, ne réussissent que t r è s  exceptionnellement, tandis que l es  hétéro- 

p f f e s  ou transplantations ds +issus d'une espèce à une autre ne sont jamais 

tolérées (vo i r  à ce propos l e s  travaux de DURCHON s u r  l e s  Annélides polychètes) 

(1 74). L'obtent ion de cellules adultes l i b r e s  e t  vivantes devrait permettre 

de faire  progresser c e t t e  question, car  on s a i t  astuellement que l e s  hétéro- 

greffes ne sont  possibles qu'à pa r t i r  d ' o r m e s  embryonnaires. Ceux-ci n'ont 

pas e n a r e  élaboré l e s  anticorps spécif iq~ies qui s e  forment après l a  naissance 

e t  dort l e  r81e e s t  d ' interdire l 'implantation de cellules ou de t i s sus  

étrangers à ltor@sme. La  production i n  v i t ro  de réassociations de cel lu les  

isolées adultes, s i  e l l e  s e  réa l i sa i t ,  l a i s s e r a i t  entrevoir l a  poss ib i l i t é  des 

hétérogreffes après avoir  inhibé sélectivement l e s  anticorps spécifiques. 

Ce problème par t icul ier  su f f i r a i t  à l u i  seul  à j u s t i f i e r  l l i n t é r ê t  

de l a  préparation de cellufes adultes in tactes  à p a r t i r  d'un organe vivant qui  

n'aurait pas subi  l 'adaptat ion préalable avn conditions a r t i f i c i e l l e s  de l a  

culture in  vitro.  

B - TRAVAUX ORIENTES VERS L'ETUDZES l'iE3'IBRPIPJES CELLUWIIZES 

Depuis quelques années, l e s  suspensions de cellules l i b r e s  ont é t e  

largement u t i l i s ee s  à des études de mobilité icellulaire e t  de modification de 



surface en fonction de divers é ta t s  pathologiques dans le  but d'expliquer 

certaines modifications de l 'adhésivité par des al térat ions ou des remaniements 

des membranes des cellules.  

AMBROSE, JAMES e t  LOWICK (175) établissaient a ins i ,  en 1956, que 

la mobilité électrophorétique des cellules rénales nomales représentagt 

environ l a  moitié de cel le  des cellules néoplasiques correspondantes. Ces 

modifications de surface étaient  en re la t ion avec l e s  études de l 'école de 

cOMlli\r (voir  Mac CUTCHEOK e t  a l .  ( 1 7 6 ) ~  COMAïs e t  ADDE1RSON (177) e t  C O U T  (178) ) 
qui mirent en évidence au microscope électronique une al tdration nette de 

l tu l t ras t ructure  de l a  surf'ace de cellules d '  épithélioma du Lapin. PUR?ON e t  a l .  

(1 79) e t  AMBROSE (1 80) expliquaient, en 1960, l e s  modifications de l a  mobilité 

des cel lu les  tumorales par 1' apparition de charges négatives nouvelles t. en 

relat ion directe avec l a  malignité e t  provenant d'une al térat ion de l a  membrane. 

Depuis, BENOR e t  a l .  (1 81 ) ont montré, par des études comparatives entreprises 

sur des cellules l i b r e s  isolées par pr fus ion  du foie  normal e t  du foie en 

régénération avec des solutions de versène, que l'augmentation de l a  mobilité 

é t a i t  en re la t ion directe avec l ' a c t i v i t é  mitotique e t  non pas avec l a  mali- 

gnité. En outre, BANGHAN e t  PETHICA (182), ayant suggéré, en 1960, que l1aug- 

mentation de l a  mobilité des cel lu les  d 'asci te  d'EHRLICH pouvait provenir de 

l a  présence de groupes phosphatidiques ionisés identiques à ceux de l a  surface 

des leucocytes circulant  dans l e  sang, BOTGHSS e t  GLOVER (183) ont récemment 

comparé l a  mobilité des cellules d'EHRLICH avec cel le  des érythrocytes e t  des 

cellules hépatiques l ibres  normales. Ils ont montré que l e s  cellules vivant à 

l ' é t a t  l i b r e  (leucocytes e t  cellules dl asci te)  possédaient des mobilit6s 

électrophorétiques identiques - m a i s  différentes de celles des cellules norma- 

lement associées en t issus.  Ce résul ta t  démontre l e s  différences structurales 

des deux types de cellules,  mais ils n'ont pas reçu, jusqu'à présent, B'expli- 

cation biochimique. Enfin, HOLLIITGSHEAD e t  T ~ O Y J O F ( ~ ~ ~ )  ont signalé récement 

que l e s  rayons X ne provoquaient pas de diminution notable d.e l a  mobiljté 

électrophorétique de cellules ~'EKRLICH, m a i s  aucune interprétat ion rigoureuse 

n'a é té  proposée par  l es  auteurs. 



On vo i t  donc combien ces études de mobilité restent  t r è s  

fragmentaires e t  spéculatives. Elles n apportent aucun renseignement precis 

sur  l a  nature e t  l e s  modifications que subissent l e s  membranes cellulaires.  

Il semble bien que l e s  techniques u t i l i sées  soient encore bien imparfaites 

e t  qu ' i l  es t  prématuré de mettre en oeuvre l e s  méthodes biophysiques pour 

t en te r  d' élucider ces problèmes. HAYDOE ( 185) signalait  d 'ai l leurs très 

récemment que l e s  équations u t i l i sées  pour l a  détermination des mobilités 

e t  des potentiels de membrane n 'étaient  applicables que si l e s  surfaces sont 

impénétrables aux ions minéraux, ce qui n 'es t  p s  l e  cas des surfaces 

cellulaires.  L auteur proposait une équation (équation du potentiel deéta) 

adaptée au cas de ces membranes vivantes. Il nous paratt  hasardeux de tenter  

des interprétat ions mathématiques du matériel biologique e t  de rïettre l a  Vie 

en équations : l e s  essais  de ce genre n r  ont pas toujours été t&s concluants 

en matière de Biologie. 

L! - ETUDES DE LA Pl?OLIFERkTIOl? EN CULTUE3 DES 

CELLUUS ISOrnS 

L'évolution des idées su r  l e s  conditions de proliférat ion en 

culture des ce l lu les  isolées a é t é  fortement influencée par l e s  travaux de 

l 'école  de EARLF). 

En 1925, FISKER ( 1  86) constatai t  que des cellules l ib res  de 

sarcome de ROUS, mises en culture, ne présentaient des divisions cellulaires 

qu'en présence de nvellules d'autres t issus.  MOEN (187) parmi d'autres, 

émettait l a  même opinion quelques années plus tard propos de cellules de 

leucocytes mononucléaires a précisant toutefois, conforméraent à 1' objection 

toute récente de EARLE (188), que l e s  milieux de culture employés pouvaient 

ne pas ê t re  convenables. Néanmoins, l'hypothèse la plus couramment admise à 

ce t te  époqe é t a i t  que l e s  cel lu les  posséddent une autonomie limitée e t  une 

individualité physiologique restreinte.  L a  division cel lu la i re  dans un ti ssu 

devait 8tre l i é e  à un système d f échanges intercellulaires par 1 'interné- 

d ia i re  de "ponts pro toplasniques" . L ' éventualité d 'une individualité 



c e l l u l a i r e  qui s e  s e r a i t  manifestée, pour une ce l lu le ,  par  l a  poss ib i l i t é  

de v iv re  totalement isolée de ses  congénères, para issa i t  inconcevable. 

EARLE (189) eut l e  premier l e  mérite, dès 1931 , de supposer que 

seul  l e  milieu de cul ture é t a i t  à ivlcriminer : l e s  ce l lu l e s  l ibérées  présen- 

t a i e n t  une modification de l e u r  métabolisme, dont il f a l l a i t  obligatoirement 

t e n i r  compte pour préparer l e s  milieux de culture. Tandis que OLIVO (1 90) 

af f i rmai t ,  en 1932, que l a  pro l i féra t ion  .,i1 vit-ro n ' é t a i t  possible qu!avec 

un m i n i r m u n  de 26 ce l lu l e s  associées, l e s  travaux u l té r iews de l ' éco le  de 

EARLE s 'or ientèrent  vers l a  recherche de milieux cle cul ture  spéciaux, mieux 

adaptés à l a  cu l ture  i n  v i t r o  de ce l lu les  isolées.  EVUS e t  EARIE (191) 

recherchèrent systématiquement l e s  supports sol ides qui permettraient aux 

ce l lu l e s  l i b r e s  de p ro l i f é re r  dans l e s  m e i l l e u r ~ s  conditions. En 1949, SIU\TFOP.D~ 

ERRIiE e t  LIKELY (192) proposèrent un milieu de cul-ture des t iné  aux cellu1.e~ 

l i b r e s  e t  EVANS e t  a l .  (193) décrivirent  en 1951 une mithode de cul ture de 

quanti tés  élevées d e  ce l lu les  l i b r e s  obtenues par dlsso c i a t ion  mécanique à 

p a r t i r  d'un t i s su ,  lui-même maintenu préalablement en cul ture ( note ) . 
ii p a r t i r  de ces travaux, e t  pa ra l l è l e i sn t  aux études des techniques de 

dissociat ion t i s s u l a i r e ,  on parvint à obtenir  des souches de ce l lu les  l i b r e s  

en cul ture  dont l e s  conditions de v i e  sofit s i  parfaitement déterminées, 

qu 'el les  en ont p e m i s  l a  co~mercia l i sa t ion ,  Le grand i n t é r ê t  de ces travaux 

e s t  de permettre 1 l en t re t ien  de souches de  ce l lu les  l i b r e s  cancéreuses 

comme l e s  ce l lu l e s  de type Hela constamment 5 l a  disposi t ion des laboratoires  

de Cancérologie. Malheureuserient , ces ce l lu l e s  i so iées  de tissus préalable- 

ment adaptés à l a  v i e  i n  v i t r o  ne sont plus comparables en r i e n  aux cellu:.es 

i so lées  de t i ssus  "nat ifs"  c a r  e l l e s  s e  sont plus ou moins profondérrient 

dédifférenciées . 
On peut donc considérer actuellement que 1 indiv idual i té  ce l l c l a i r e  

s t r i c t e  exis te ,  qui  implique une v i e  indépendante de l a  ce l lu l e  l ibérée  de 

son t i s s u  d 'or igine.  Cependant, s i  l ' o n  o5tient ais6sent des cul iures de 

ce l lu l e s  l ibérées à p a r t i r  d'un t i s s u  préalablement adapté à l a  cul ture 

in v i t r o ,  l a  multiplication i n  v i t r o  de ce l lu l e s  l ibérées  à p a r t i r  de t i s s u s  

directement prélevés sur  des animaux re s t e  problématique, 

Note .- La dissociat ion é t a i t  réa l i sée  en forçant l e s  t i s s u s ,  préalablezent - 
maintenus un cer ta in  temps en cul ture,  au t ravers  d'un tube 
cap i l l a i r e .  



WOLF (194) e t  GARVEY (195) ont déc r i t  des techniques de cul ture de 

ce l lu l e s  i so lées  à p a r t i r  d'organes de Vertébrés. G i W Y  s ignale q u ' i l  

observe des images de mitose, après 10 jours de cul ture,  dans des ce l lu les  . . 
parenchymateuses e t  des ce l lu l e s  de KUPFER, i so lées  de fo ie s  l e s  unes par 

dissociat ion mécanique e t  l e s  autres  par  l ' ac t ion  combinée de l a  trypsine e t  

de l a  collagénase. 

Les travaux t r è s  récents de ShE\'TUCCI e t  al. (1 96), de WLAG e t  

SAnTTüCCI (197) e t  de JACQUET e t  STEEG (198) ont apporté un r é s u l t a t  t r è s  

in téressant  : des ce l lu l e s  i so lées  par la. t q p s i n e  à p a r t i r  de l 'épithélioma 

atypique Tg du Rat ou épithélioma de GUERIN fournissent,  en e f f e t ,  des 

cul tures  supportant plusieurs repiquages sans perte  appréciable de l eu r  

vi tal i té  e t  de l e u r  malignité. 

Il apparaît  fondaxental actuellement, autant du point  de vue 

strictement de la  biologie que du point de vue de l a  biochimie ce l lu l a i r e ,  

d 'obtenir  aisément des cul tures de ce l lu l e s  i so lées  à p a r t i r  de t i s sus  vivants. 

Cela implique nécessairement l a  &se au point de techniques pa r fa i t e s  de 

dissociat ion t i s s u l a i r e  qui conduisent à l 'isolement de suspensions de 

ce l lu l e s  vivantes rigoureusement exemptes d'amas ce l lu la i res .  Le contrale  des 

préparations à l ' a ide  des microscopes photonique e t  électronique e s t  donc 

un impératif absolu. 

Les travaux d 'ordre biologique que nous venons d'exposer sont 

complétés par un certain nombre d f  études biochimiques qui ont apporté l e u r  

contribution à l 'explorat ion de cer ta ins  métaboli'snes, concernant notamment 

1°- l a  respi ra t ion  c e l l u l a i r e  e t  la  production e t  l e  stockage de l 'énergie,  

ZO- l e  métabolisme des acides nucléiques , 
3 O -  l e  métabolisme des protéines, 

4 O -  l a  loca l i sa t ion  intracytoplasmique des biosynthèses de substances 

diverses. 



La création de cultures standardisées de cellules cancéreuses l ibres ,  

corne l e s  ce l lu les  Hela, 1 ' existence de tumeurs expérimentales ascitiques 

(suspensions de cellules e t  d 'mas  cel lu la i res  cancéreux obtenus i n  vivo par 

injection intrapéritonéale de broyats borclux à des anii;iaux d'expérience), 

l a  préparation, enfin, de suspensions de cellules obtenues par dissociation 

des t i ssus  vivants, ont permis d ' u t i l i s e r  l e s  méthodes d'étude in v i t m  du 

métabolisme bactérien . 

A - ETUDE DE LA F@SPIRATIOh~ELLULAIF@ 

Les techniques classiques de détermination de l a  respirat ion 

cel lù ia i re  des t i ssus  ont é t é  appliquées aux cellules isolées (cellules en 

cul-ture, ce l lu les  d' ascites e t  cellules isolées des t i ssus  vivants). Les 

résul ta ts  qui ont é t é  obtenus peuvent Q t r e  résumés de l a  manière suivante . 
1 - En 1930, WA2BURG e t  a l .  ( 199) fornulaient 1 'hypothèse selon laquelle 

l e s  t i ssus  cancéreux présentaient une glycolyse plus importante que l e s  t i ssus  

normaux e t  ils affirmaient, en 1955, que ces propriétés part iculières étaient  

dues à une lésion irréversible,  caractéristique de l ' é t a t  cancéreux. Cette 

opinion déclencha une some considérable de recherches conparées sur l a  

glycolyse e t  l a  respirat ion des cellules normales e t  cancéreuses. Rapidement, 

l e s  travaux slorientèrent  vers l 'étude du métabolisme des cel lu les  isolées. 

Ils ont permis de rnontrer que, contrÛire;ilent à l a  théorie de WARBURG, il 

semble que l a  respiration e t  l a  glycolyse soient étroitement l i é e s  à l a  

composition du milieu environnant. D ~ s  une mise au point récente de cet te  

question, PAUL (200) a bien mis en lunière l ' influence de"17environneiûent" sur 

l e s  métabolismes des cellules n o m l e s  e t  cancéreuses en culture : 

a)- Les deux types de cellules,  normales e t  cancéreuses, possèdent 

pratiquement l e  méme conportement. 

b)- Au moment de l a  mise en culture, 1 'act iv i té  glycolytique e s t  prépon- 

dérante. El le  f a i t  place progressivenent à un métabolisme aérobie qui tend 

vers un é t a t  stationnaire. Ce phénomène pourrait s'expliquer par un dérèglement 



passager du cycle de KREBS e t  une modification temporaire du pH .'En e f fe t ,  

l e s  pH alcalins favorisent l a  glycolyse, tandis que l a  respiration e s t  

accrue en milieu acide. 

c)- Une augmentation de l a  concentration du milieu en glucose inhibe l a  

respiration (e f fe t  CRABTREE ) . 
d)- Une dininution de l a  tension d l  oxygène favorise l a  glycol-yse ( e f f e t  

PASTEUR). 

e)- Enfin, chaque variation des facteurs d ' envirannernent précédents 

s'accompagne toujours de mouiilcations des l n & ' . ~ i i v l i ; ; n i e ~ .  

Ainsi, on peut considérer actuellement que l e s  caractéristiques 

métaboliques des ce l lu les  cancéreuses proviennent de l ' influence de l 'envi- ,  

romsrnent e t  ne sont probablment pas dues à une variation fondamentale e t  

i rréversible du métabolisme glucidique f i  cela  s ! a joute l e  f a i t  qu ' i l  s agit 

de cel lu les  qui possèdent une t r è s  f o r t e  activi-Lé mitotique e t  qui exigent, 

par  conséquent, une plus grande quantité d'énergie nécessaire aux synthèses 

protéiques qui déclenchent l e s  laitoses. 

Lr isolment  à p a r t i r  de t i s sus  vivants, de cel lu les  l ibres  normal-es 

s'impose donc 6galement,dans ce cas, pour pe1metttl.e uile compaxaison poussée 

de ces mécanismes énergétiques dans des condi tioiis 6-~Ftant 1 'adaptation à 

l a  culture. 

2 - Jusqu'à présent, l e s  recherches concernant l ' a c t i v i t é  respiratoire des 

cel lules isolées à p e r t i r  des t i s sus  v i v ~ n t s  sunt tzès fragnentaires. El les  

ont é t é  principaiement effectuées par LONGERJIR e t  REES (201 ) e t  par 

KALTEI\TBACH (202). LAWS e t  STICKlj"lT\iD (203 )  ait présenté une cri t ique objective 

des travaux des auteurs précédents e t  conclnent q i i7 i l  n l e s t  pas exo re  possibl-e 

dl obtenir actuellement des ce l lu les  libre:, dont l e s  iizécanisnes énergétiques 

soient entièrement présemés car  l e s  cellu!es ne r e s p i ~ e n t  qu'en présence 

d'acide succinique, Ce comporceaent peut s fespl lquer  par wi blocage des 

réactions métaboliques du cycle tricarboxylique ou par un dysfonctionneme~t 

de l a  chafne des cytochromes, ou encore par des perturbations dans l es  

réactions de couplage de l a  phosphorylatior olr~rdci t ive  , LONVWIR e t  col1 . (234 ) 

ont émis l 'opinion que l a  séparation des ce l lu les  semblaient invariablement 

détériorer  1 'appareil respiratoire.  Selon ces a.ctcurs, l a  séparation des 

ce l lu les  pourrait provoquer 19inact ivat ion de certaines oxydases. 



B - ETUDE DU Nl3TABOLISivlE DES ACIDES NUCLEIQUES 

L'étude i n  v i t r o  du nétabolisne des acides nucléiques f a i t  appel. 

aux techniques classiquement appliquées daas l 'expérimentation i n  vivo, E:Lle 

u t i l i s e  des phosphates marqués par l e  5 er des précurseurs marques par l e  
3 ' 4~ ou l e  H : acide omtique  'C , n u c l b t i d e e  ' 'C ou 'H . 
Les recherches sur l e  métabolisme des acides nucléiques furent 

ini t ialement  effectuées sur  des Bacteries 2 1  v ü f  AL:, t issu;  totza:, des 

honogénats , des coupes de t i s s u s  ou des fract ions cytoplasmiques. Depus-s 

1960, on l e u r  adjoint  une expérimentation sura l e s  ce l lu l e s  l i b r e s  ou l ibérées  

à p a r t i r  des t i s s u s  vivants. 

BUFDûN e t  SNELLIE (205) ont i so lé ,  en 1961, à p a r t i r  de ce l lu les  

asci t iques du carcinone d'EKRLICH, un enzyme susceptible de provoquer l i i ncor -  
3 2 

poration d 'ur idine triphospii;le rfiarqué par. l e  p dans l e s  acides ribonu- 

cléiques. Les auteurs précisaient  qixe l a  rkaction é t a i t  stimulée par l a  présence 

des t r o i s  au t re s  nucléosides triphosphates. HADJIULOV e t  IRKOV (206) réa l i -  

sa ient ,  l a  m8me année, des cinét iques d'incorporation i n  v7i-tro0 du radiophos- 

phore dais l e s  ce l lu les  de l ' a s c i t e  d'EHRLICH e t  précisaient  que l a  biosynthèse 

des acides ribonucléiques ne s e  r éa l i sa i en t  qu'en aérobiose. Ces études, 

encore fragmentaires, mrquent  une nouvelle c-=ientatïon dans l a  recherche des 

modalités de synthèse des acides r lbonucléi~ues. .  

L1uti l isat iori  des suspensions de ce l lu l e s  l i b r e s  no-males s e  

révèle de nouveau importante pour ce  t r a v a i l  par.bicinlier. 

Un ensemble de travaux récents ont, en outre, montré l ' i n t é r ê t  

de t r a v a i l l e r  sur des suspensions de ce l lu les ,  pour t en te r  de loca l i se r  l e s  

re la t ions  métaboliques ent re  l e s  acides i i , . ~ l é i ~ u e s  des d i f férentes  inclusions 

cytoplasmiques. 

Grâce à une étude cinétique de l'inco-qozn-bion i n  v i t r o  de cytidi.ne 

t r i t i é e  dans des ce l lu les  amniotiques en cul iure,  TIKG YAO-.CB3NG (207) I 

démontrait récemieri t qu 'un acide ribonucl é.Lyue mic~omoléculaire t r è s  i n s  t&:e 

s e  m a r q k t  dans l e s  cinq premières mj.nutes, tan-dts que l ' a c i d e  ribonucléi.-e 

ribosomal de haut poids moléculaire a t  l 'aci i is  rilvon~cleiqut. soluble ne s e  

marquaient qu' après 40 ninutes.  L ' auteur  suggérait que 1 ' acide ribonucléiqile 



rapidement marqué correspondait à 1' acide ribonucléique "messager" e t  passa i t  

du noyau dans l e s  ribosomes pour l eu r  apporter 1 'information génétique ae 

1 'acide désoxyribonucléique des gènes. En outre, une étude cinétique de 

l ' incorporat ion de cyt iàine t r i t i é e  dans l e s  acides ribonucléiques de ce l lu les  

Hela, i n c i t a i t  PERRY (208) e t  ERRERîi (209) h penser que l a  majeure p a r t i e  de 

l ' a c ide  ribonucléique cytoplasmique é t a i t  synthét isé dans l e  nucléole. 

GOLDSTEIN e t  c o l l .  (210) parviennent à 1~ .  nQne conclusion dans l e  cas de 

ce l lu l e s  humaines en culture. Une étude analogde, réa l i sée  par  SCHULTZE e t  col7 

(21 1 )  sur  divers  organes du Rat e t  de l a  Souris donnait des r é su l t a t s  iden-. 

t iques. Plus récement  encore, l e s  travaux de SRIlJIirASAN ( 21 2) sur l e s  

modalités d' incorporation de l a  cytosine t r i t i é e  e t  de l iadénine ' j 4 ~  dam l e s  

ce l lu l e s  Hela l1anen,aient à considérer l ' ex is tence  diune synthèse de 1:acids 

ribonucléique cytoplasinique dans l e  nucléole. Signalons enfin, que OI'LLKS~ e t  

co l l .  (21 3) ont ,  eux aussi,  prdcisé que, chez l e s  Bac té r ies ,  l ' a c ide  r i b o  - 
nucléique ribosomal s e  synthét i sa i t  dans l e s  noyaux. Ces auteurs ont mêne 

i s o l é  par chromatographie s u r  DEAE-cellulose des e x t r a i t s  ~nicrobiens un 

complexe ADN-ARN q u ' i l s  considèrent corne un intermédiaire de l a  synthèse 

des acides ribonucléiques à p a r t i r  des acides déso:cyribonuclélques, 

C - ETUDE DU METABOLISME DES PROTEIilrES 

LEPAGE (21 4) f u t  l e  premier r i a l i s e r  une étude comprée de 

l l incorporafion du glycocolle I 4 C  dans l e s  ce l lu l e s  de llhépatome asci t ique 

e t  dans l e s  hépatocytes l i b r e s  obtenus pa- l a  néthodc d e  1rUlLTEDBACH- ( S I S ) ,  

ROOF e t  AUB (216) ont étudié coiqc'rati~;.ement l a  biosynthèse des 

protéines dans l e s  ce l lu l e s  l i b r e s  normales e t  c m c é r e ~ s e s .  T l s  oiit démnt ré  

que l e s  ce l lu l e s  de thymus préparées par dLusocinz'ion mécanique en présence de 

sérum de Rat, incorporent l e s  aniiio-acides à une v i t e s se  infér ieure  à c e l l e  

des ce l lu les  de l ' a s c i t e  de YOSHIDA incubées, dans l e s  mêmes conditions, dans 

une solution de Tyrode après un lavage avec du s é î m .  Les auieurs ont, cn 



out re ,  étudié l ' i n f luence  de dCtergents e t  de divers  cons t i t umts  m j  l r bu  

s u r  Les synthèses protéiques de ces deux types de ce l lu l e s ,  Ce ilode op6ra to i r t  

e t  l e s  r é s u l t a t s  obtenus pemettei i t  de prgvoir un nonbre j ~ ~ p o r t a n ' ~  de t r~lvaux 

s u r  l e s  c e l l u l e s  i so l ées  du point de vue d ~ s  :nécanismes des biosynthèses 

protoiques dans l e s  ce l lu l e s  nom-ales e t  liéoplasiques. Réce~~icient, des tra;v;.,ux 

ont  nontré l e  r ô l e  Unportant que jouent l e s  rnenbr,mes phospholipidiques dans 

ces  mécmisnes (vo i r  EBîiDLER ( 2 1 7 ) ~  c i t e  Lage 1'3 ) e t  il s e r a i t  in tdrcssant  

d'expérimenter s u r  l e s  c e l l u l e s  a n i ~ a l e s  i so l aes  dans l e  but de prdc iser  l e  

lilode d'action des phospholipides dans cer ta ines  étapes de l a  synthèse 

protéique . 

Il - EirUDE DI! METhBOLISPiE DE DIVEINES SUBSTiJTES ------- 

1 O- Etude du &abolisme des . z t i c o r g s .  

Les t rzvzux de STERZL (218) s u r  l a  production i n  v i t r o  ù'uriticorps 

dans l e s  ce l lu l e s  spléniques o u v r e ~ t  7s voie à une s é r i e  inportante de 

travaux imm-ologiques . 

HELlGC3ICII (21 9) a r é a l i s e  r,ce;l,~ent, dans ce dorlaine, des tent8- 

t i v e s  pour p réc i se r  l e  nécanisne s é l e c t i f  de l n  s y n ~ h è s e  des y-globuiiiies 

pax l e s  ce l lu l e s  lyn-phatiques i so lées  eii r e s r e i imt  l e s  travzux de HARRIS 

e t  si. (220) . 
OGiiTii e t  231. (221 ) ont pr i sen t< ,  en 1961 , mie i tude i i ? p o ~ t z ~ t ê  <,t 

l a  biosynthese des ant icorps en i n c u b a t  des c o q e s  de t i s s u  spl6nique el1 

pr6sence d'acides m i n é s  inrqués et ont r7on";ré clde Ir_ synthèse de ces co-inosc's 

s ' e f f e c t u a i t  dans l e s  microsor~es. Ccs hb~des, réal isCes à u- i r t i r  d e  cmper  ce 

t i s s u s ,  ne S O Y ? ~  évide,,ment pas à i' abr i  de dtmg~reuses in te r f l rences  llu scrzg 

e t  e l l e s  auraient  6 t& plus d8ionstrr.tives s i  e l l e s  evai  ent é t6 e f f  ectuees 

s u r  des suspensions de ce l lu l e s  i so lées ,  débarrass4es du sang par  des lavages 

soigneux . 



2O- Etude du métabolisme des constituants sériques. 

La localisat ion du l i eu  de synthèse de constituants sériques, er, 

p&iculier de l a  sémalbumine, a f a i t  l f o b j e t  de nombreux travaux. Nous 

citerons ceux de GORDON e t  al. (222) réal isés  sur l e  foie perfusé e t  ceux 

de VON DER DECKEN ( 223), de LILUGI@L e t  WEBSTER (224) e t  de CAMPBELL e t  KXRNOS 

(225) sur l e s  fractions cytoplasmiques isol6as. Ces auteurs ont démontré que 

l a  sérumalbumine é t a i t  synthétisée dans l e s  microsones des hépatocytes. Une 

étude électrophorétique de= protéides des f r a o t i o ~ c  cytop?-iloniques du fo ie  

de Rat perfusé a é t é  réalisée par GISZANIGA e t  col l ,  (226). 

Ces travaux ne nettent  pas l e s  auteurs à l ' a b r i  de souillures 

apportées par l e  sang (VOIT DER DECKEN) (227) e t  i ls  demanderaient à & t r e  

repr is  avec des cel lu les  isolées. 

Récemment, RUTTER e t  BROSSDIER (228) ont entrepris une sé r ie  de 

travaux sur l e  métabolisme glucidique de cellules hépatiques isolées, 

Enfin, TOJIG e t  al. (229) ont étudié l e  métabolisme de l ' iode  dans 

l e s  cellules thyroydiennes isolées par f ' t ~ s i n a t i o n i f  continue de l a  thysolde. 

' C O N C L U S I O N S  . 

- - 

des travaux portant, depuis un s iècle ,  sur l e  conportement dl1 

ciment in tercel lu la i re  vis-à-vis des enzymes, des agents chimiques e t  du pi3 

des nilieux d'incubation ont abouti, depuis dix ans, à l a  mise au point de 

nombreuses méthodes de dissociation t issuldx-e qui s e  répaï-tissmt en t r o i s  

gmupes : 



a)- l e s  méthodes de digestion enzymatique , 
b)- l e s  méthodes de dissociation par perfusion ou par incubation i n  v i t ro  

dans des solutions de substances chimiques l e s  plus variées, 

c)- l e s  méthodes de dilacération mécanique. 

Les méthodes de dissociation chinique semblent provoquer plus 

d 'al térat ions sérieuses (vacuolisation cytoplasmique, troubles respiratoires 

e t  rnétab01irpes)~ue l e s  méthodes de d i ssoc~a t ion  try-psique e t  certains procédés 

de dissociation mécanique. 

Il faut  cependant coristater que des contrôles sévères n'ont j w i s  

é t é  systématiquement effectués, La morphologie des cellules isolées n 'a  janais 

é t é  étudiée qu ' au microscope photonique, B 1 exception d 'une seule expéri- 

mentation dans laquelle l e  microscope électronique a é té  u t i l i s é  (BUCCIOLINI 

e t  MARSILI) (230). En outre, 1 ' in tégr i té  biochimique des cellules n 'a  é t é  

explorée que dans des cas t r è s  rares e t  parfois l e s  cr i tèrea  u t i l i s é s  sont 

discutables comme, par exemple, la mesure de 1 'incorporation des acides 

aminés dans l e s  protéines cel lu la i res  : en e f fe t ,  l 'incorporation des acides 

aminés peut parfaitement ê t re  réalisée i n  v i t ro  avec des systèmes acellulaires 

e t  m&me par des acides ribonücléiques, comme l 'acide ribonucléique soluble 

(ARNS) , en présence d ' ex t ra i t s  cellulaires.  

Aucune des étud.es que nous venons de présenter ne permet donc de 

conclure définitivement à l t i n t ég r i t é  to ta le  des cellules libérées des t issus.  

Il é ta i t  donc indispensabl~ d'effectuer une étude cri t ique systématique de 

l'intégrité morphologique, biochimique e t  biologique des cellules l ibérées 

à p a r t i r  des t i s sus  vivants par l e s  méthodes classiques au moment où nous 

entreprenions ce t rava i l ,  car  l e  pmblème de Ilisolement de cellules vivantes 

à pa r t i r  de t i s sus  anbaux n ' é t a i t  pas résolu. En outre, l a  plupart des . 

méthodes qui ont é t é  décrites ne fournissent que de faibles quantités de 

cellules, insuffisantes pour entreprendre des recherches biochimiques. Le 

premier but de nos recherches é t a i t  donc de modifier l 'une des techniques 

déjà proposées ou de mettre au point une méthode originale pour obtenir 

rapidenent des quantités élevées de cellules morphologiquement e t  biochimi- 

quenent intactes. 



La seconde conclusion que nous pouvons t i r e r  de notre étude 

bibliographique e s t  que l a  majeure p r t i e  des recherches ont port8 sur des 

cellules l ibres d 'asci tes  e t  de cultures de t i ssus ,  donc sur  des cellules 

pathologiques e t  sur des cel lu les  vivant dans des conditions physiologiques 

anomales. Le second but de notre t ravai l  é t a i t  donc d'étendre largement 

l e  champ de l'expérimentation aux cellules vivantes normales aussi tat  après 

l e m  isolement à p a r t i r  des t issus.  

Mous nous proposons d'exposer dans l e  chapitre suivant l e s  

résul ta ts  de nos recherches qui ont porté su r  l 'isolement des cellules du 

foie de  Rat e t  sur l e s  applications biochimiques auxquelles a donné l ieu ,  

jusqu'à présent, la  mise au point d'une néthode originale de dissociation 

t i ssula i re .  



P E R S O N N E L S  



Mous avons entrepris nos recherches essentiellement dans UT but 

bi~chimique. Il nous f a l l a i t  donc déterminer, p d  toutes l e s  méthodes 

prcposées, ce l l es  qui seraient  susceptibles de nous fournir rapidement e t  en 

grandes quantités, des cellules parfaitement dissociées e t  vivantes, C'est 

pourquoi nous avons effectué une étude cri t ique des différentes méthode? 

qui avaient é t é  proposées jusqu 'à présent en nous intéressant essentiellement 

à deux cri tères fondamentaux : l e  rendement e t  la  pureté des suspensions 

obtenues. Sede ,  parmi l e s  procédés actuellement décr i ts ,  l a  méthode de 

L O N m I R  e t  REES a répondu à ces deux cri tères.  

Nous avons a ïors  étudié l ' i n t ég r i t é  des cellules isolées par  

ce t t e  technique. L'imperfection des résul ta ts  que nous avons obtenus nous a 

i n c i t é  à étendre l e s  recherches concernant l a  préparation des cellules 

l ibres .  Nous avons été ainsi melié à mettre au point des protocoles enpéri- 

mentaux personnels qui nous fournissent rapidement des cellules isolées, dont 

la  morphologie e t  l ' i n t é g r i t é  biochimique sont respectées. Sur ces cellules 

vivantes, nous avons entrepris une s é r i e  d'études métaboliques portant 

essentiellement s u r  l a  respiration de l a  cellule e t  sur l e  métabolisme des 

acides ribonucléiques e t  des protéines. 

Nous avons divisé 1 'exposé de nos travaux e t  de nos résul ta ts  

en tmis chapitres qui sont l e s  suivants : 

1 O)- Etude cr i t ique des  méthode^ classiques. Dans ce chapitre, nous 

décrim, ns ; 

1. - l e s  différentes méthodes que nous avons appliquées, 

II - l e s  résul ta ts  que nous avons obtenus e t  qui nous ont conduit 

à ne re ten i r  que l a  méthode de LONGM'üïR e t  REES, 

III - l ' é tude de l a  morphologie e t  des propriétés biochimiques des 

cel lu les  préparées par ce t t e  dernière technique. 

20)- Mise au point e t  d e s c r i ~ t i o n  de dgux méthodes personnelles. 

La dissociation des t i ssus  e s t  etfectuée, dans 1 'une, en milieu minéral, 

dans 1' autre, en présence de sérum. 

30) - Applications biochimiques des méthodes que nous avons mises au 

point. 



ETUDE CRITIQUE DES PETHODES CLlSSIQUES 

DE DISSOCL,TION DES TISSüS 

Quel que s o i t  l e  procédé de dissociat ion des t i s s u s ,  l a  l i bé ra t ion  

des ce l lu les  implique toujours l e s  étapes suivantes : 

1 - Destruction de l a  cohésion t i s s u l a i r e  par perfusion ou incubation 

en présence d'enzymes ou diagents  chimiques divers.  

2 - Dissociation par di lacérat icn mécanique, par  homogénéisation douce, 

par  aspirat ions e t  refoulements successifs dans une p ipe t te  épointée ou par  

passage au t ravers  des tamis calibrés. 

3 - Pur i f ica t icn  de l a  suspension de ce l lu les  par  des f i l t r a t i o n s  

ou par des centrifugations réa l i sées  à t r è s  f a i b l e  v i tesse .  

Nous avons appliqué l e s  méthodes suivantes : 

I o -  Méthodes de digest ion trypsique : 

a) Méthode de DULBECCO e t  VOGT (231 ) . 
b) Méthode d 'ESSNER e t  co l l .  (232) . 

2O- Méthodes de dissociat ion par agents chimiques : 

a )  Méthode d'ANDERSON (233) : perfusion par  des solut ions de c i t r a t e  de 

sodium ou de versène . 
b) Méthode de BU1NSTER e t  MORTON (234) : perfusion par l e  l iquide de 

NOVIKOFF (235), à base de p~lyvinylpyrrol idone . 
c )  Méthode de LOIJGMUIR e t  REES (236) : incubation in v i t r o  dans une solution 

tamponnée de phosphates à pH 5 . 
3 O -  Méthodes de d i lacéra t ion  mécanique : 

Méthode de KALTENBACH mcdifiée (237) . 



1 - PROTOCOLES EXPERDENTAUX 

A - METHODES DE DIGESTION TRYPSIQUE 

l0- Méthode de digestion trypsique de DULBECCO e t  VOGT (238) 

Deux foies de r a t  sont prélevés e t  immergés instantanchent 

dans une solution PBS (*) à 37OC . Le tissu,  débarrassé des fragments de 

conjonctif, e s t  découpé au scalpel en pet i ts  morceaux de quelques millimètres 

cubes. Plusieurs lavages sont réalisés par simple décantation, jusqufà ce que 

l e  surnageant so i t  parfaitement c la i r .  Les fragments sont ensuite placés dans 

60 m l  de solution PB3 additionnée de 150 mg de trypsine c r i s ta l l i sés  DIE0 

e t  maintenus à 370C, sous agitation lente, pendant 10 minutes. On élimine 

l e  surnageant par décantation e t  l e  résidu est  remis en suspension dans 20 m l  

de solution PBS contenant 0,25 mg pour 100 m l  de trypsine. On maintient à 

37OC, sous agitation lente, pendant 30 minutes, La suspension es t  alors 

soumise à une vingtaine d ' aspirations e t  refoulements successifs dans une 

pipette .présentant un or i f ice  de 3 mm de diamètre. Après une décantation 

rapide, on recueille l e  surnageart trouble e t  l e  résidu es t  repris une nouvelle 

fo i s  par 20 m l  de solution trypsique à 0,25 p. 1 O0 . Le procédé est  répété 

15 à 20 fo is ,  jusqufà ce que les  fragments de t i s su  aient pratiquement disparu. 

Les liquides surnageants troubles contiennmt des cellules l ib res  e t  des débris 

cellulaires.  Plusieurs centrifugations lentes de 2 minutes à 50 g permettent 

d'éliminer l e s  débris cellulaires e t  l es  noyaux l ibres .  

20- Méthode de digestion trypsique de ESSNER e t  co?,l. (239) 

Le mode opératoire es t  identique au précédent à l a  différence 

près que l a  concentration en trypsine es t  plus élevée (1 g 2.100 m l  au l i e u  

de 0,25 g p.lOO m l  e t  que l e s  temps d'incubation sont plus longs (3 heures au 

l i e u  de 30 minutes) . 
(*j - Compositim de l a  solution P B  : 

solution 1 : NaCl 8 g ;  KC1 0 , 2 g ;  PO HNa 1,15 g ;  P04H2K 2 g ;  
eau q.s.p. 800 m l  . 4 2 

solution 2 : CaC12 0.1 g ; eau q.s.p. 100ml . 
solution 3 : MgC12 , 6 H20 0,1 g ; eau q.s.p. 100 ml . 

Les solutions sont mélangées après s té r i l i sa t ion  . 



B - METHODE DE DISSOCIATION PAR AGENTS CHIMIQlES 

1 O- Méthode de perfusion par l e  c i t ra te  de sodium ou par l e  versène ~ ' A N D E R S O N ( ~ ~ O )  

Les r a t s  sant décapités e t  l e s  foies sont perfusés pendant 

3 à 4 minutes, par l a  veine porte, avec une solution de RDTGER sans calcium, 

contenant du c i t r a t e  trisodique (ou du ve~sène : éthylène-diamine-tétraacétate 

de sodium) à l a  concentration de 0,027 Pi . La perfusion e s t  f a c i l i t é e  par un 

léger massage du foie,  jusqu'à ce que l e  t i s su  a i t  perdu s a  coloration 

rougeâtre. Les foies  sont alors prélevés e t  découpés en fkagments de quelques 

millimètres cubes. L'ensemble e s t  m i s  en suspmsion dans une solution de 

RINGER sans calcium e t  homogénéisé (1 5 à 20 a l l e r s  e t  retours dans un appareil 

de POTTER-ELVEMXM présentant un jeu du piston de 0,3 à 0,5 mm) . La suspension 

obtenue e s t  f i l t r é e  sur  plusieurs épaisseurs de gaze pour éliminer l e s  frag- 

ments de t i s s u  conjonctif. Le f i l t r a t  e s t  ensuite centrifugé plusieurs fo i s  

pendant 5 minutes à 50 g . Les centrifugations sont poursuivies jusqu'à ce 

que l e  liquide surnageant so i t  limpide, témriin d'une élimination maximale des 

hématies e t  des fractions cytoplasmiques l ibres .  

2O- Méthode de perfusion de BUSTER e t  MORTON (241 ) 

Les ra t s  sont anesthésiés e t  l e s  foies  sont perfusés par l a  

veine porte ( l ' a r t è re  hépatique étant sectionnée) au moyen de 50 à 100 m l  

de liquide de NOVIKOFF (*) (242) porté préalablement à 37OC . Les foies 

sont a lors  prélevés e t  plongés dans l e  liquide de NOVIICOFF. Le procédé es t  

ensuite identique au précédent. La suspension finale de cellules l ib res  es t  

effectuée dans du liquide de NOVIKOFF . 
3O- Méthode d'incubation de LONGMUIR e t  RElES (243) 

Les foies ,  immédiatement prélevés après l a  mort des animaux, 

sont découpés en fragments de quelques millimètres cubes e t  lavés dans du 

tampon phosphate 0,02 M à pH 7,3 , pour éliminer l e  sang. Une incubation de 

10 minutes à 37OC e s t  ensuite réalisée dans du tampon phosphate 0,02 M à pH 5 . 

(*) - Composition du liquide de NOVIKOFF : 7,3 g de polyvinylpyrrolidone 
sont dissous dans 100 m l  de solution de saccharose 0,25 M contenant 
0,001 M de C12Mg , 6 H20 



Le tampon e s t  éliminé par décantation e t  remplacé par une solution f r d c h e  

de même pH . On dilacère ensuite l e  t i ssu  par un grand nombre d'aspirations 

e t  de refoulements dans une pipette épointée. Après une f i l t r a t i o n  sur gaze, 

on recueil le l e s  cellules par une centrifugation de 30 secondes à 1800 g . 
Le culot de centrifugation es t  remis en suspension dans du tampon phosphate 

à pH 7,3 par simple agitation manuelle avec une t ige  de verre gainée de caout- 

chouc. Plusieurs centrifugations de 5 minutes à 50 g permettent d'éliminer l e s  

noyaux l ibres ,  l e s  hématies e t  l e s  débris cellulaires.  La suspension f ina le  

e s t  effectuée dans l e  tampon phosphate à pH 7,3 . 

C - METHODE DE DILACERATION MECANIQUE DE KALTENBACH (244) 

Les foies sont placés dans une solution de' KREBS-RIMGî3R ou de 

saccharose isotonique maintenue à 1 OOC . Les lobes sont coupés en tranches 

f ines entre deux plaques de verre e t  l e s  surfaces de coupe sont placées sur 

un tamis de "meshW 14 à 16 . Le t issu ,  pressé au travers du tamis au inoyen 

d'un tampon de caoutchuuc, es t  r ecue i l l i  dans 5 m l  de tampon isotonique. Les 

fragments restés sur l e  tamis sont ajoutés à l a  suspension e t  on agite l1en- 

semble. On passe ensuite l e  "broyat" sur un tamis de "meshW 24 e t  l e  residu 

e s t  éliminé. Le f i l t r a t  e s t  ensuite passé au travers de tanis de "mesh" 60, 80 

puis 100 . Trois centrifugations de 1 nzinute à 30 g permettent d'obtenir une 

suspension de cellules l ibres .  

Modification personnelle de l a  méthode de KALTENBACH 

Nous avons modifié la  technique de KBLTENBACH de manière à amé- 

l i o r e r  l e  rendement en cellules : 

Les foies  découpés en fragments de quelques millimètres cubes 

sont mis en suspension dans une solution de RINGER sans calcium e t  broyés dans 

l 'appareil  de FISCEER. Le broyat es t  soumis à une homogénéisation lente de 

1 minute dans un appareil de POTTER présentant un jeu du piston de 0,5 à 1 mm . 
Après une f i l t r a t i o n  sur plusieurs épaisseurs de gaze, l a  suspension es t  diluée 

5 f o i s  e t  passée sur un jeu de f i l t r e s  EiILLIPOPORE de 500 à 50 r . Les résidus 

de chaque f i l t r e ,  rassemblés e t  homogénéisés à nouveau, sont sowois à un nouveau 

cycle de f i l t r a t ions .  La suspension f inale  es t  2 n f i . n  centrifugée 3 à 5 f o i s  pen- 

dant 5 minutes à 50 g pour éliminer l e s  fractions cytoplasmiques libres. 



II - CRITIQUE DES PRITOCOUS EXPERIE!iF,lTTAUX . 
------------- 
-Pb--- ---- 
CHOIX DE LA METHODE DE LONGIWIK e t  REZS, 
------------y- --- -------- 

Nous avons précisé plus haut que nous recherchions une méthode de 

dissociation des t i ssus  qui so i t  rapide, d'application simple e t  qui fournisse 

des cellules l ibres  avec un rendement élevé. Nous avons comparé l e s  méthodes 

précédentes en prenant l e s  t r o i s  cr i tères  techniques suivants : temps de 

préparation, rendement e t  pureté des cellules. 

A - DESCRIPTION DES CRITERFIlS TECHNIQUES 

1 O- Temps de préparation 

I l  e s t  indispensable que l a  méthode de préparation des cellules 

l ib res  s o i t  rapide pour permettre de réa l i se r  dans l a  mhe journke l e s  

expérimentations biochimiques e t  l a  longue préparation des cellules pour 

l'observation au microscope électronique. En outre, l e  temps e s t  un facteur 

de dégradation des cellules.  En e f fe t ,  plusieurs auteurs, - ROOF e t  AUB (245 ) 

en par t icul ier  - , ont signalé que l ' a c t i v i t é  des cellules diminue rapidement 

avec l e  temps. On s a i t ,  d'autre part,  que l ' a c t i v i t é  i n  v i t ro  des systèmes 

enzymatiques e s t  toujours t r è s  sensible aux variations de l a  température. 

Pour ces raisons nous avons systématiquement écarté l e s  méthodes qui deman- 

daient plus de deux heures de préparation . 

Ce cr i t è re  es t  fondamental en matière de Biochimie. En effe t ,  s i  

l 'étude de l a  respiration ne nécessite pas de grandes quantités de matériel, 

au contraire l'expérimentation in v i t ro  concernant l e s  acides nucléiques e t  

l e s  protéines exige des quantités importantes de cellules. 

ANDEXWON (246) précise l e  rendement de ses  préparations en pour- 

centage de cellules par rapport au nombre t o t a l  de noyaux présents dans l a  

suspension avant l a  purification. On peut discuter l a  valeur de cette expres- 

sion, en considérant qu'une proportion non négligeable de noyaux se  tmuve 



éliminée au cours des premiers stades de l 'opération, comme l e  découpage du 

t i ssu  e t  l a  f i l t r a t i o n  sur gaze. LAWS e t  STICKUND (247) préfèrent exprimer 

l e s  rendements en milligrammes de poids sec par gramme de t i ssu  f ra i s .  Ce 

procédé de calcul nous a s a b l é  présenter des inconvénients importants dans 

l e  cas où l e  milieu de suspension contiendrait des substances macromoléculaires 

Nous avons f inalemnt  adopté l a  méthode de comptage des cellules, t e l l e s  

qu'elle e s t  employée en hématologie, en exprimant nos résultats  en nombre de 

se l lu les  par granme de t i s su  f ra i s .  Ld détermination, par comptage, de l a  quan- 

t i t é  théorique de cel lu les  par gramme de fo ie  f r a i s ,  nous a fourni une valeur 
7 moyenne de 2,5 X 10 cellules . 

3O- Pureté des préparations 

L'état  de pureté des suspmsions cel lu la i res  es t ,  en outre, d'une 

importance fondamentale, non seulement pour l e s  études chimiques m a i s  encore, 

e t  surtout, pour l e s  études de respiration car l a  présence de mitochondries 

l ibres  dont 1 ' ac t i v i t é  respiratoire es t  intense représente un grave risque 

d'erreur. En outre, il es t  important pour l e s  expériences de cultures i n  vitrae 

de vér i f i e r  que l e s  t i ssus  sont parfaitement dissociés e t  qu ' i l  n'existe pas, 

en part iculier ,  d'amas cel lu la i res  importants. 

C lest  pourquoi, nous avons systématiquement effectué des f r o t t i s  

à p a r t i r  des suspensions homogènes obtenues e t  des observations minutieuses 

au microscope photonique afin d'évaluer l a  proportion d'amas cellulaires 

par rapport à l a  quantité de cellules l ibres .  

4 O -  Lénéralisation de l a  méthode 

Il importait,  enfin, de ne re tenir  que l e s  procédés susceptibles 

d 'être appliqués ultérieurement à n'importe quel type de t issu,  en par t icul ier  

à des tumeurs cancéreuses expérimentales qui sont toujours t r è s  m a l  irriguées. 

Cette condition excluait  toute pratique de perfusion. Nous avons néanmoins 

contralé deux des méthodes de dissociation par perfusion pour l e  cas où 

e l les  se  seraient révélées exceptionnellement efficaces . 



Nous avons appliqué l e s  méthodes de dissociat ion que nous avons 

déc r i t e s  plus  haut à l'isolernen-t des c e l l u 1 . e ~  du f o i s  de Ra t .  Les r é s u l t a t s  

que nous avons obterius sont l e s  suivan-l-s : 

1 0- Les méthodes de perfusion ont uri. rendement c rès ?aible ,  toujours i n f é r i e u r  à 
7 0, l  X 10 ce l lu l e s  p a r  gramrne de f o i e  î r ~ i s  et; nous l e s  cl\;oiis écar tées .  

2O- La méthode de KALTEJTBACH, malgré l a  modification p e  nous avons i n t ~ o d u i t e ?  

e s t  longue ( 4  à 5 heures) à cause du colmatage -k~ès  sapide des f i l t r e s .  E l l e  

a, en outre,  un réndement f a i b l e  par s u i t e  de l 'éclatement d'une proportion 

importante de c e l l u l e s  au cours des nombreuses contraintes  mécaniques auxqidell-es 

e l l e s  sont soumises. 

3 O -  Appliquées au t i s s u  hépatique, l e s  méihodes d6 aigesLt;ïon trypsique on-L 6-té 

t r è s  décevantes. La methode de ZSSXEB e t  201:. :c~t  f ~ l i m i t  pas de ce l lu l e s  

l i b r e s  : après d i s soc i a t ion  à 1-a p ipe t te ,  nous alrons .to:~jours obtenu une ,$LB-, 

pension qui  r 6 v é l a i t  l a  prdsence d'un r é s e ~ u  .Gres deilse de fi 'cres,  prenant 

1 'aspect d 'un voi le ,  impossible à élimine??, meae après l ' s d d i  t i on  de hyah io -  

nidase. On obt ient  finalement un vé r i t ab l e  ho7io~5nr1.t c , > n ~ t i t u é  d t inc lus ions  

cytoplasmiques l i b r e s  e t  de débris ce1hnlaire:l; retei3i.1~ dana l e  rdseau fi'!)reua, 

Le temps t r è s  long d l i n c ~ b a t i o n  provoque vra i  s~x~bla'blement l a  mort des c e l i i ; ~ i a s  

qui  sont a lo r s  digGrées par  l'enzyme. En out-oee, la concentra.tion de l a  t;~:;ystni 

(1 g p.100 m l )  e s t  t r o p  élevée e t  provoqile m e  l y se  Les meixbrmes des hépsto- 

cytes d8s l e s  premiers .Sempe de 1 'iiic~iba%iio.fi - 

La méthode de DUIIBEC'CC e t  VOG'I' p i .  .h+il.isent des coricentrations 

plus  f a ib l e s  de try-psine (0,25 g p, 1 CO)  e-b un terr~ps CL:<-ncubaiioi; de 30 miru?es, 

permet d 'obtenir  des  ce l lu l e s  l i b r e s  , ri:G.:3 : : ~ ? ~ i ~ i . ~ : ~ ! ~ ~ ; . ; ;   SU&^; ilne di;socia-i;:',on 

l a  pipet te .  Le rendement r e s t e ,  cependa,r.t, f ii3:l.e après  i ' élimiilation des am2.s 

c e l l u l a i r e s  par  centr i fugat ion à f e lb l e  ai-;ïe::e~. 5i 1.3 rn6thode rend des serr5.ces 

appréciables pour l a  mise en cul ture  de s07~1r:he.; r=n?lv1,2icresj e l l e  ne j?ar.aS+:: 

pas devoir convenir à ùes ékud-es: biocirirr:.'.q~:.ou ~r~.:ix.t~~a Il silDsiste, en ol7;--.,'. ,. d .'. , 

a p s s  l a  d i ssoc ia t ion ,  un vo i l e  f i b r e u . ~ ,  .i;f5msi.n 'LnG."-rac-t d'une 2igestj.on 

profonde. 



Nous avons u t i l i s é  des concentrations plus fa ib les  de trypsine 

(0,l p.1 O0 ml) . Elles  semblent mieux convenir à l a  dissociation du t i s su  

hépatique e t  se  sont révélées très efficaces pour l a  préparation de suspensions 

de cellules cancéreuses l ib res  à p a r t i r  de sarcome polymorphe provoqué par 

l ' in ject ion de Bleu de Trypan. 

4 O -  De toutes l e s  méthodes classiques que nous avons étudiées, seule l a  méthode 

de LOBGMITIR e t  REES obéissait aux impératifs que nous avons énoncés plus haut, 

Le temps de préparation ries cellules ne dépasse pas 60 à 90 minutes e t  l a  

suspension f inale  ne présente plus que de rares noyaux l ibres.  Les amas cellu- 

l a i res  sont peu nombreux e t  ne dépassent pas 2 à 4 cellules : l a  proportion 

de ces anas e s t  toujours inférieure à 1 pour 10.000 cellules l ibres.  
7 Le rendement es t  sa t is fa isant  e t  fournit  de 0,3 à 0,S . 10 cellules par 

gramme de t i s su  f r a i s .  Du point de vue technique, l a  méthode e s t  donc a pr ior i  

applicable à des études biochimiques à l a  condition, toutefois, que 
l ' i n t ég r i t é  biochimique, biologique e t  morphologique des cellules a i t  é t é  

préservée. 

L'étude poussée des cellules obtenues par l a  méthode de LONGMTJIR 

e t  REES nous a malheureusement montré qu'elles ne possédaient aucune de ces 

t ro i s  quali tés . 

III - ETUDE DE L'INTEGRITE DES CELLULES OBTEBilES ---------------- ------------- 
PAR LA METHODE DE LONGMUIR ET REES. 

Les cellules isolées par l a  méthode de LONGMüIR e t  REES ont é t é  

étudiées du t r ip le  point de vue de l a  morphologie, de l a  biochimie e t  de l a  

culture i n  v i t ro  . 
A - DESCRIPTION DES CRITERF1S D 'INTEGRITE 

1 - CRITERES MORPHOLOGIQUES 

Nous avons étudié l a  morphologie des cellules isolées au microscope 

photonique e t  au microscope électronique. 



a- OBXERVATIOfiS AU MICROSCOPE PHOTOKIQJJE 

Les observations au microscope photonique ont é t é  r éa l i s ées  

s u r  des  suspensions ce l lu l a i r e s , su r  des  f r o t t i s  ou s u r  des coupes. Dans ces 

deux dern iers  cas ,  une f ixa t ion  au formol ou à l t a lcool -é ther  e t  une coloration 

à 1 'hémalin-Sosine ou à l'hériiatoxyline é t a i en t  effectuées,  A t i t r e  comparatif, 

l ' a spec t  morphologique de coupes du t i s s u  de d6part, f ixées  e t  colorées dans 

l e s  mdmes conditions,  a é t6  sys tematiquement contralé.  

Outre l e s  renseignenents apportés s u r  l a  morphologie in te rne  des 

ce l lu l e s  i so lées ,  ces  observations ont permis de juger, sur un grmd nombre 

dlobservations,  de  l ' é t a t  de pureté  des suspensions c e l l u l a i r e s  e t  de l a  

présence éventuelle e t  de 1 'importance d l amas ce l lu l a i r e s .  

b- OBSERVATIOKS AU MICROSCOPE ELECTRC'IiI QLE 

Chaque préparation de c e l l u l e s  i so l ées  a é t é  observée systémtique-  

ment au microscope électronique. Le mode opératoire  e s t  l e  s u i v a t  : 

Une p e t i t e  p a r t i e  de l a  suspension e s t  i n t rodu i t e  dans un tube 

à cent r i fuger  conique e t  f ixée ,  pendant une heure à +4OC, pa r  une so lu t ion  

dl acide osmique à 2 g p. 1 00 ml, tamponnée à pH 7 ,4  en milieu acé ta te .  Après 

3 lavages de 5 minutes dans l e  sérum physiologique, !es c e l l u l e s  sont  progre3- 

sivement déshydratées par  des bains success i f s  dans des so lu t ions  alcooliques 

de concentrations croissantes  (éthanol à 50 p. 100 pendant 15 minutes - éthanol 

à 70 p. 100 pendant 15 minutes - éthanol à 90 p.100 pendant 30 minutes - 
éthanol absolu pendant 60 minutes) . 

Après un bain intermédiaire dans l e  mélange de méthacrylate de 

butyle-éthanol absolu (v/v), on r é a l i s e  2 bains dlimprégnation de 60 minutes 

dans du m6thacrylate pur. Enfin, après un dern ier  bain de 60 minutes dans du 

méthacrylate a d d i t i o m é  de catalyseur  de polymdrisation, on dispose un p e t i t  

fragment du culot  de centr i fugat ion dans l e  fond d'une capsule de gé la t ine  

contenant l e  mélange de méthacrylate-catalyseur. Les capsules sont  placées 

24 à 48 heures dans une étuve à 50°C de façon à r é a l i s e r  l a  polymérisation. 

Des coupes u l t r a f i n e s  sont  ensui te  effectuées,  à p a r t i r  des blocs 

obtenus, avec un ultramicrotome PORTER e t  BLUM. Les coupes sont  enf in  montées 

s u r  des g r i l l e s  recouvertes d'une membrane de "fom.ar". 
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Les examens microscopiques sont r é d i s é s  au microscope électronique 

PHILIPS EN 100 ou SIENENS-ELMISKOP 1 à divers  grossissements. L'interprétation 

des r é s u l t a t s  e s t  f a i t e  s u r  des reproductions photographiques. 

2 - CRITERES BIOCLIINIQ~ES 

Nous avons l imi t é  notre exploration biochimique des ce l lu les  obtenues 

par l a  méthode de LONGWIR e t  REES, d'une pa r t , à  l ' é tude  des enzymes respira- 

to i r e s  e t ,  d 'autre  part ,  à l ' é tude  chimique e t  biochimique des acides ribonu- 

cléiques. Ces deux groupes de substaices jouent, en e f f e t ,  un r8 le  fondamental 

dans l a  v i e  ce l lu l a i r e  e t  l e u r  i n t é g r i t é  e s t  necessaire pour assurer  l a  survie 

des ce l lu les .  I 

I 

Nous décrirons donc successivement l e s  modes opératoires  que nous 

avons s u i v i s  pour déterminer l ' a c t i v i t é  r e sp i ra to i r e  des ce l lu l e s  e t  l a  compo- 

s i t i o n  e t  l e  métabolisme des acides ribonucléiques qu 'el les  contiennent. 

a - MESURE DE L1ACTIVITJ3 RESPIRATOIRE DES CELLULES 

La détermination cinétique de l a  consommation d'oxygène e s t  réal isée 8 . ~  

avec un apparei l  de WARBURG,en l 'absence de subs t ra t  ( respi ra t ion  endogène) e t  

en présence de substances qui interviennent dans l a  chaîne des oxydations 

ce l lu l a i r e s .  Le mode opératoire e s t  l e  suivant : 

Une suspension homogène, contenant 20 g de ce l lu l e s  i so lées  pour 

100 m l  de  solution de KREBS-RINGER ou de sénu;i,préalablement f i l t r é s  su r  une <t 

bougie de  C W E R M I Z ) ,  e s t  réa l i sée  à p a r t i r  d'un culot  de centr ifugat ion obtenu 

après une pur i f ica t ion  de l a  preparation effedtuie sous contrôle morphologique. 

2,5 m l  de ce t te  suspansion sont in t rodu i t s  dans des f i o l e s  de WAFBURG e t  0,5 aï 

d'une solut ion contenant l e  subs t ra t  à dtudier e s t  plac6 dans l 'anse l a t é r a l e ,  

Un courant d'oxygène e s t  envoyé dans l'enserilble manonétrique pendant 10 minutes. . ': 

Après m e  période de  s t a b i l i s a t i o n  de l a  température dans l e  bain-marie à T O C ,  , 

l e  contenu des anses e s t  i n t rodu i t  dans l e s  f io l e s .  La consommation d'oxygène 

e s t  su iv ie  pendant 90 à 120 minutes e t  l a  courbe cinétique de l a  consommation , 

d'oxygène exprime l e  nombre de microl i t res  d'oxygène consom~é en fonction du 

temps. 



Les volmes dtox;y&ne consommé se calculent par l a  formule : 

où : x = volume (en ) d oxygène c onsonné 

h = divisions du manomètre (déclivité par rapport à 150) 

k = constante manométrique, tenant compte du volune mort de l a  f io le  e t  
du manomètre, de l a  température e t  du coefficient de solubilisation 
de l'oxygène dans l a  solution : 

où : P = pression standard du liquide nanométrique (10.000 pour 
O l e  liquide de BRODIE) ' 

T = température absolue 

V = volume to ta l  - volume du fluide 
g 

V = volume du fluide 
f 

o( = solubi l i té  du gaz dans l e  liquide de suspension 
(0,031 à 20° pour 1 'oxygène dans l e  liquide de RINGSR) 

Le coefficient respiratoire e s t  exprimé en mi l l i l i t r e  

d'oxygène par heure e t  par gramme de cellules fraîches ou encore en mi l l i l i t r e  

d'oxygène par heure e t  par celluie.  

b - DETERiUNATIOIU DE LA CO~OSITIOTJ MOLAIRF: DES ACIDES RIBONUCL~IQUES 

On sait que l e s  acides ribonucléiques s e  définissent corne des 

hauts polymères des quatre nucléotides suivmts : acides guanylique, adénylique, 

cytidylique e t  uridylique, Les rapports molaires de ces derniers varient avec 

l a  nature e t  l 'origine des acides nucléiques. Il étclit donc intéressant de 

déteminer l a  coniposition nucléotidique des acides ribonucléiques des cellules 

isolées du fo ie  de R a t  e t  de l a  comparer à l a  composition bien connue des 

acides ribonucléiques du foie  de départ. En effet ,  des variations dans l a  

composition des acides ribonucléiques des cellules isolées auraient rév61é 

d 'éventuelles dégradations de ces derniers. 



Le principe du dosage des nucléotides constituant l e s  acides ribo- 

nucléiques tissulaires ou ce l lu l a i r e s  e s t  l e  suivant : l e  préc ip i té  obtenu 

par  une déféca%ion tr ichloracét ique e s t  d i l ip idé  puis hydrolysé par l a  soude. 

Les ribonucléotides l ibé rés  sont pur i f iés  sur un échangeur de cationset soumis 

à l 'analyse électrophorétique quantitative. 

Le mode opératoire e s t  l e  suivant : 

Les suspensions de ce l lu les  ont é t é  t r a i t é e s  selon l a  méthode de 

SCHNEIDER (248) e t  l a  composition nucléotidique des acides ribonucléiques 

déterminée selon l a  méthode de MOKTREUIL, DERUMEZ e t  BOULANGER (249) . 
On t r a i t e  l a  suspension de ce l lu l e s  par  10 volumes d'une so lu t ion  

d'acide t r ichloracét ique à 10 g p.100 al qui préc ip i te  l a  f rac t ion  macromolé- 

culaire .  Après deux lavages du précipi té  par 1 'acide t r ichloracét ique e t  3 lava- 

ges par l ' a l coo l  absolu, on effectue 3 dél ipidat ions successives à ref lux avec 

un mélange d ' alcool e t  d ' éther  (v/v) . 
Le résidu, qui contient  l e s  protéines e t  l e s  acides désoxyribo- e t  

ribonucléiques, e s t  hydrolysé par l a  soude 0,5 N à 3 7 O C  pendant 18 heures. 

Seuls l e s  acides ribonucléiques sont hydrolysés e t  l e s  ribonucléotides l i b é r é s  

quantitativement sont  r e c u e i l l i s  dans l a  f r ac t ion  surnageante à pH 4 obtenue 

par l ' addi t ion  d'acide fornique. La solution e s t  pur i f iée  par un passage sur 

des colonnes d'échangeurs de cations (~owex 50 x 4) e t  l e s  nucléotides sont  

dosés au spectruphotonètre JOBIN e t  YVON en lumière u l t r av io le t t e  après sépara- 

t i o n  électrophorétique sur papier  d'Arches, dans l e  tampon de DAVIDSON e t  SMELLIE 

(250) ( c i t r a t e  de sodium 0,05 M , pH 3,5 - 15 volts/crn - 6 heures) . 
Les valeurs  obtenues ont é t é  comparées avec cellesdes ARNs t i ssu-  

l a i r e s  totaux, déterminées par  MONTFGXIL, DERUMEZ e t  BOULANGER (251 ) . 

c - ETUDE DE LA BIOSYNTHESE DES ACIDES RIBOi\ilJCLl3IQUES. 

La mesure de 1' a c t i v i t é  métabolique des acides ribonucléiques a é t é  

déteminée par l ' é tude  de l a  v i tesse  dréchange de l ' a c ide  phosphorique radio- 

a c t i f  dans l e s  quatre nucléotides constituant l e s  acides ribonucléiques. On s a i t ,  

en e f f e t ,  que l ' incorporat ion d 'un  composé marqué s 'effectue d'une manière 

d iautant  plus intense que l e s  processus de biosynthèse sont plus a c t i f s .  Dans 

l e  cas &es acides ribonucléiques, on sait que l ' incorpora t i tn  du phosphore 



radioactif dans l e s  nucléotides se réal ise  de façon préférentiel le,  selon une 

séquence nucléotidique qui varie avec l e  temps. Les études de BOULANGER, 

iE0NTREXJIL e t  NASSE (254) e t  de BOULRNGER e t  MONTREXJIL (255), réalisées sur l e  

fo ie  de +at in vivo, ont permis de préciser l a  vitesse dlincorporation du 

3% dans chaque nucléotide constituant l e s  acides ribonucléiques du foie 

normal. L'étude de l a  vitesse d'échange e t  l a  d4temination de l a  "séquence" 

de radioactivité nucléotidique permet donc de conparer l e  métabolisoie in v i t ro  

des acides ribonucléiques cel lu la i res  avec l e  métabolisme i n  vivo des acides 

ribonucléiques t i ssula i res  e t  de s a i s i r  d éventuels troubles métaboliques. 

Le principe de l a  mesure de l a  radioactivité spécifique des ribo- , 

nucléotides es t  l e  suivant : l e s  cellules isolées sont incubées dans un milieu 

renfermant de l 'acide phosphorique radioactif. Les nucl6otides constituant l e s  

acides ribonucléicpes sont ensuite sépar6s selon l e  mode opératoire précédent 

e t  l eu r  radioactivité e s t  mesurée à l ' a ide  d'un compteur de GEIGER-MITLUR. Un 

microdosage de phosphore pemet ensuite de calculer l a  radiaactivité spécifique 

qui e s t  exprimée en nombre de coups par rainute e t  par milligrame de phosphore 

nucléotiàique. 

Le mode opératoire es t  l e  suivant : 

Les cellules l ib res ,  isol6es dans des conditions s té r i l es .  ( f ) sont 

incubées pendant une heure, sous courant de carbogène (959b de O2 ; de  CO^) , 
dans du s é m  de boeuf s t é r i l e  ou dans une solution de XREBS-RINCER bicarbonatée. ] 
De l 'acide phosphorique marqué au 3% es t  ajouté au miliex, à des doses variant 

de 1 à 10 microcuries par m l  . L'incubation es t  'arr8tée par 1 'addition d'acide 

trichloracétique glacé e t  l 'extraction des ribonucléotides constituant l e s  

acides ribonucléiques es t  réalisée par 1 application du mode opératoire décr i t  

ci-dessus. 

Après une séparation électrophorétique des nucléotides, on procède 

au comptage de l a  radioactivité de pas t i l l e s  découpées à l'emplacement de chacun 

d'eux. Le phosphore des pas t i l l e s  es t  dosé, après l e  comptage, par l a  méthode 

de microdosage de ALUIV (252) modifiée par BOUu:ER e t  MOBTREUIL (253). La 

radioactivité es t  exprimée en coups-minute par milligrame de phosphore e t  . ,. 1 
pour 1 mC , ramené au jour d1 étalonnage à l a  pi le.  - 

(*) - Il e s t  important de rbal iser  l e s  incubations dans des conditions s t é r i l e s  
de façon à éviter  11interf6rence des bactéries, dont l ' a c t i v i t é  métabolique 
e s t  t r è s  importante. 



Nous avons generalement évalué l a  quanti té  de phosphore incorporé 

dans l e s  acides ribonucléiques après 1 heure d 'incubation. 

3 - CRITERES BIOLOGIQUES. 

ETU-DE DE LA VIABILITE DES CELLULES El\; CULTURE - 

Nous avons procéd6 à l a  rnise en cul ture des suspensions pures de 

ce l lu l e s  débarrassées de fract ions cytoplasmiques l i b r e s  e t  d'amas ce l lu l a i r e s  

supérieurs à 4 ce l lu l e s ,  de façon à contrôler  l a  survie des ce l lu les  obtenues 

e t  à évaluer, éventuellement, l eu r  capacité de pro l i féra t ion ,  

Les études ont é t é  effectuées dans l e s  conditions suivantes : 

Les opérations de dissociat ion sont effectuées dans des conditions 

rigoureusement s t é r i l e s .  L'appareillage e s t  s t é r i l i s é  à 1 'autoclave à 1 35OC 

pendant 1 ha i re  e t  toutes  l e s  opérations d'isolement sont réa l i sées  en chambre 

s t é r i l e .  Les fo ie s  u t i2 i sés  sont  e x t r a i t s  chirurgicalement, découpés e t  lavés 

dans l e  milfeu n u t r i t i f  TC, 199 de MORGmi, IviORTOIt e t  PARKER (256) additionné 

de 10 p.100 de s é m  de veau e t  des ant ibiot iques suivants : Pénic i l l ine ,  

Streptomycine, Néomycine e t  Mycostatine. Après l a  dissociat ion,  l e s  ce l lu l e s  

sont  mises en suspension dans 5 m i  de milieu de cul ture e t  comptées. La cul ture 

e s t  réa l i sée  en flacons de ROUX de 600 m l  dans chacun desquels ont in t rodu i t  

60 m l  d'une suspension contenant 200.000 ce l lu les  par  m i l l i l i t r e .  

B - RESTJZTATS CONCEIITU'ILNT L 'ETUDE DE L ' INTEGRITE 

DES CELLULES OBTEMJES PAR LA PETHODE DE LONGMUIR e t  REES 

Nous avons appliqué aux suspensions de ce l lu les  du f o i e  de R a t  obtenus 

par  la méthode de LOPTGMUIR e t  RFES l e s  c r i t è r e s  d ' i n t é g r i t é  morphologique, bio-- 

chimique e t  biologique que nous venons de décrire .  

1 - ETUDE MORPHOLOGIQUE ------ ----- 

a - OBSERVATIORS HY MICROSCOPE PHOTQBIQUE 

Les examens au microscope photonique effectués à f a i b l e  grossissement 

montrent des suspens ions de ce l lu les  bien dissociées e t  appare,ment in t ac te s  



(f igure 14). L'observation & l ' ob jec t i f  à imiiiersion révèle que l e s  contours 

ce l lu l a i r e s  sont ne t s  e t  que l e s  noyaux sont homogènes. Cependant, l e  cyto- 

plasme e s t  fortement vacuolisé ( f igure  15) . 
Li observation au microscope électronique devait confirmer ces 

aspects morphologiques. 

b - OBSERVATIOfi S AU MICROSCOPE ELECTROKIQUE 

Les examens au microscope électronique confiment  ou révèlent des 

a l t é ra t ions  profondes des ce l lu les  i so lées  (f igure 16) . 
La membrane cy-toplas!liique présente de nombreuses ruptures. 

Les noyaux sont très granuleux à cause de l ' agglu t ina t ion  de l a  

chromatine. En outre, l a  membrane nucléaire e s t  t r è s  a l t é rée  : dans l a  plupart 

des noyaux, e l l e  e s t ,  en e f f e t ,  t r è s  contractée. 

Le cytcytoplasme présente une dégénérescerice vacuolaire profonde qui 

é t a i t  déjà v i s i b l e  au microscope optique, Les vacuoles possèdent des t a i l l e s  

variables,  parfois  pe t i t e s  ( f igure  17), parfois  gigantesques (f igure 18). 

Leur f o m e  e s t  t an ta t  ovala i re , tan tô t  "en sabl ier" .  Toujours, e l l e s  sont  

bordées s u r  l e u r  face externe de grains de P W E  qui nontrent l eu r  nature 

ergastoplasmique. 

A côté de ces vésicules ergastoplasmiques profondément a l t é rées  

subsistent  des plages diergastoplasne dont l iaspect  e s t  sensiblement nomal  

(f igure 16) . 

Les mitochondries, e l l e s  auss i ,  ont perdu leurs  caractér is t iques 

morphologiques : e l l e s  sont  gonflées e t  sont ,  en général, optiquement vides 

(f igure 16) . Leur fome  e s t  voisine de c e l l e  des vacuoles ergastoplasmiques: 

seuls  l ' aspect  carac tér i s t ique  de l e u r  double maibrcme e t  llabseiice de grains 

de P U  pemet d ' é t ab l i r  l a  d is t inc t ion ,  c a r  ra res  sont l e s  mitochondries 

qui possèdent encore quelques vest iges de crê tes  internes. 

Nous pouvons donc conclure que l e s  ce l lu les  i so lées  par l a  méthode 

de LONGIjilTIR e t  R .  ont subi  de profondes a l t é ra t ions  morphologiques e t  que l a  

"c l a r i f i ca t ion  du cytoplasme", déjà v i s i b l e  au microscope optique, s 'explique 

par une d i l a t a t ion  parfois  considérable des i n i  tochondries e t  des vacuoles 
ergastoplasmiques . ~ 



F i g u r e  14 

Aspect au microscope photonique d 'une 

suspension de cellules libérées du foie de Rat par l a  

méthode de LONGMUIR e t  REES. On observera que l a  

dissociation e s t  satisfaisante e t  qu'il n'existe pas 

d 'amas cellulaires importants . 





F i g u r e  15 

Observation à l ' ob jec t i f  à immersion 

de ce l lu l e s  l ibérées  du f o i e  de Rat par  l a  méthode 

de LONGMUIR e t  Rl3ES. Les ce l lu les  ont conserv6 l e m  

contours polyédriques mais l e  cytoplasme e s t  très 

vacuolisé . 





F i g u r e  

Aspect au microscope électronique PHILLPS EM 100 

d'une cellule l ibérée du f o i e  de Rat par la  méthode 

de LONGMüIR e t  REES. 

N = noyau : l a  chromatine es t  condensée 

e t  l a  membrane e s t  contractée 

PI = mitochondries 

E = plages ergas t oplasaiques 

Memb. = par t ies  restées intactes de l a  meixbrane 

cel lu la i re  

On comparera l a  morphologie de cette cel lu le  à ce l le  

de l a  cellule hépatique "in s i tu"  reproduite à l a  

page 8 (figure 1 a ) . 





Observation au nicroscope électronique (SIEMENS- 

EWSKOP 1 ) de mitochondries (M) e t  de vésicules 

ergastoplasniques (-a) de cel lu les  du foie de Rat 

isolées par l a  méthode de LOi\JGMJIR e t  RFES. 

Les mitochondries sont gonflées e t  ont perdu 

leurs crê tes  internes. 

Les vésicules ergastoplasniques sont 

oordées de grains de PALADE. 





F i g u r e  18 

Observation au microscope électronique (SIEMENS- 

EUIISKOP 1) d'une par t i e  de cel lu le  de foie de Rat 

isolée par l a  néthode de LONGIIIUIR e t  REES. 

N = noyau dont on observera l a  double manbrane (NI ) 
e t  l e s  al térat ions de celle-ci : disparition de 

1 'un des deux f eu i l l e t s  ( ~ 2 )  ; rupture ( ~ 3 )  . 

M = mitochondries. On observera l a  persistance de l a  

double membrane (~11) e t  de fragments de cre tes  

internes dans quelques riitochondries ( ~ 2 )  

VE = vésicules ergastoplasuiques, l e s  unes pe t i t e s  (VEI ) , 
une autre,  gigantesque ( v E ~ )  . 





Pour préciser quelle étape de l a  méthode de dissociation é t a i t  

agressive, nous avons étudié l a  morphologie de l a  cellule aprka chacune d'elle. 

Nous avons observé que l e s  lésions morphologiques apparaissaient dès l a  première 

étape, dès que l e  t i s su  entra i t  en contact avec l a  solution de phosphate à 

pH 7,3 (voir  p.86 l a  description de l a  méthode de LONGMüIR e t  REES) . La 

figure 19 es t ,  à cet  Qgard, démonstrati.ve. On voit ,  en e f fe t ,  que l 'aspect 

mosphologique e s t  identique à celui  que nous avons décr i t  plus haut : l a  mem- 

brane cytoplasmique e s t  préservée, mais l e s  noyaux sont contractés, l e s  mito- 

chondries sont gonflées e t  l e  cytoplasme e s t  vacuolisé. De rares plages d1erga- 

stoplasme sont encore visibles.  

De cet te  étude morphologique, nous pouvons dégager l e s  conclusions 

suivan tes  : 

1- Une simple observation au microscope optique ne s u f f i t  pas à déceler l e s  

al térat ions cytoplasmiques prof ondes qui ne peuvent apparaftre que lor5 des 

examens systématiques au microscope électronique. 

2- Les a l téra t ions  du noyau e t  l a  vacuolisation du aytoplasme des cellules 

isolées par l a  méthode de LONGWIR e t  RF"IS sont provoquées par l e s  ions phos- 

phates. 

Le gonflement tout à f a i t  raractéristique des mitochondries par l e s  

phosphates explique l 'aboli t ion to ta le  de certains métabolismes comme nous l e  

verrons plus loin. En outre, ces résu l ta t s  apportent une confinnation tlvisuelleu 

des résul ta ts  de LEHNINGER (257) e t  de CBAPPELL e t  G I L E V W  (258) sur  l e  

gonflenent des mitochondries sow l 'ac t ion des phosphates. Ces auteurs ont, 

en e f fe t ,  précisé que ces modifications morphologiques étaient  directement l i é e s  , 
à un découplage du système des phosphorylations oxydatives. Ce blocage du s y s t b  

de production dt6nergie cellulaire s u f f i t  à expliquer l ' inhibi t ion to ta le  des .- - 
métabolismes, La cellule,  ayant perdu l a  poss ibi l i té  de synthétiser ses  enzymes, 

peut d t re  considérée comme morte. L'absence de survie des cellules en culture 

confirmait ce t t e  dernière conclusion. 



F i g u r e  19 

Aspect morphologique au microscope électronique PHILIPS EM 1.00 
du t i s s u  hépatique de Rat t r a i t e  par une solut ion de phosphate 

de sodium 0,02 M de pH 7,3.  (première étape de l a  méthode de 

dissociat ion t i s s u l a i r e  de LOruTGMUïR e t  REZS) (vo i r  p. 86) . 

N = noyau 

M = mitochondries 

Memb. = membrane $e l lu l a i r e  





I - 

i 06. 

2 - ETlTDE BIOCHINIQUE 

a - Activité respiratoire 

Les résultats  que nous a apportés 1' étude de 1' ac t iv i t é  respiratoim 

des cellules sont i l l u s t r é s  par l a  figure 20. On voit  que l e s  cellules présentent 4 
une rexpiration endogène t r è s  fa ible  ( Q  = 0,i à 0,2 m l  d'oxygène par heure e t  

O2 
par grame de cel lu les) ,  confirmant en cela l e s  résul ta ts  obtenus par LAWS e t  

STICKLAND (259). 

En présencje de succinate 40 mM, l e  coefficient respiratoire a t t e in t ,  

pendant l e s  30 ou 40 premières minutes, des valeurs supérieures à celui  du 

t i s su  de réfkrence (Q = 1 ,4 à 1 ,6 pour l e s  cellules e t  1 ,2 à 1,4 pour l e  
O2 t issu).  Cependant, l a  courbe de consomation d'oxygène montre un ralentisseinent 

t rès  net, après 40 minutes de contact avec l e  substrat. 

L'addition dlATP ou du nélange A D  + DPN provoque une inhibition 

nette. L'addition de DPN ne nodifie pratiquement pas l a  cinétique en présence 

de succinate. Ces résul ta ts  s ' accordent donc parfaitement avec ceux de LONGMULR 

e t  REES, 
#; 4 

En présence de glucose, pour des concentrations a l l an t  de 1 à 10 mM, 
' "! l a  respiration res te  toujours nulle bien que des doses décroissantes de glucose % 

I 
aient é té  employées pour éliminer un éventuel e f fe t  CRABTREE. Les cellules j 

isolées par l a  méthode de LONGMUIR e t  REES sont donc incapables d 'u t i l i se r  l e  

glucose . 
' -1 

b - Déternination de l a  compositiqn fies acides ribonucléiques 3 

La composition nucléotidique des acides ribonucléiques res te  inch@- 

gée par rapport à cel le  du fo ie  de référent.:, Nos résultats  sont rasse~gblés 
4' 

? 
dans l e  tableau II. On voi t  que l e s  rapports nolaires des nucléotides gardent 

uzines 6-CO l a  même vdeu r  que dans l e  t i s su  to ta l  e t  que l e s  rapports e t  --- 
pyrimidines 6-NEI2 ' ,': 

restent  voisins de 1 'unité. 

c - Etude de l a  biosynthèse des acides ribonucléiques. 

Bien que l a  structure moléculaire des acides ribonucléiques ne semble ' 

pas avoir subi de profondes modifications, lm biosynthèse e s t  cependant braquée, < 

' 1  
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Courbes de respirat ion données par des quantités 

égales de ce l lu l e s  isolées à p a r t i r  du f o i e  de Rat par  

d i f férentes  méthodes. Le milieu d'incubation e s t  40 mM 

en succinate de sodium. La détermination de l ' a c t i v i t é  

r e sp i ra to i r e  e s t  effectuée selon l e  mode opératoire déor i t  

à l a  page 93 . 



T A B L E A U  II 

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

Cellules isolées 

Méthode de LOMGMüIR et REES 

Néthode au "RIBGER citraté- 
hyalumnidase 

Méthode au "sérum citratéff 

(*) G, C, A, U = respectivement, acides guanylique, cytidylique, adhylique et 

uridylique . 
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En effe t ,  i ls ont perdu l a  propriété dl "échangerl1 l eur  radical phosphoryle e t  

l a  radioactivité spécifique des nucléotides e s t  nulle, quelle que s o i t  l a  

nature des milieux d'incubation (sérum, solutions de saccharose ou solutions 

de KREBS-RINGER), l a  concentration en radiophosphore (1,5 , 1 0  , 25 ou 50 

p. m l  ) e t  l e s  conditions de l'expérience (aérobiose ou anaérobiose ). 
!? 

Nous pouvons donc conclure que, du point de vue biochimique, l e s  

cellules isolées par l a  méthode de LOPJGMLTLK e t  FSZS ont subi de graves lésions. 

En part iculier ,  l e s  enzymes responsables de l a  biosynthèse des acides ribonu- 

cléiques sont inhibés ou détruits .  Eu égard à llimportance biologique fondarnen- 

t a le  de des composés, il n 'es t  pas surprenant que l e  cr i tère  biologique de 

survie des cellules a i t ,  lui aussi, é té  négatif. 

3 - ETUDE BIOLOGIQUE 

Mises en culture dans l es  conditions que nous avons décrites plus 

haut (voir  p. 97 ), l e s  cellules isolées pas l a  néthode de LONGMüIR e t  

ont perdu toute capacité de survie. Dès l e  3ème jour de l a  culture, on constate, 

en effe t ,  ltapp&tion de zones nécrotiques, indiquant que l e s  cellules ont 

perdu toute l eur  ac t i v i t é  v i ta le .  

- TJ3JTATIVES D ' AMELIORATION DE LA NETHODE DE 

LONGM'üIR e t  REES 

Nous avons tenté de remédier aux imperfections de l a  méthode de 

LONGMUIR e t  REES de manière à améliorer, non pas l a  pureté des cellules e t  l e  

rendement qui sont sa t is fa isants ,  mais l a  morphologie des cellules puisquJi l  

semblait exister ,  a pr ior i ,  une corrélation entre 1 ' in tégr i té  morphologique , 
1 

d'une part ,  e t  l t i n t é p i t é  biochimique e t  biologique, d'autre par t .  

4 

Nous avons, en part iculier ,  remplacé, pour effectuer l e  lavage 1 

f i n a l  des cellules isolées,  l a  solution phosphatée de pH 7,3 (voir  p. 86) 

par une solution de saccharose ou par  une solution de RINGER dans l l e spo i r  de 
i 

restaurer l a  morphologie des cellules en éliminant une solution dont l lagressi-  

v i t 6  avait  été démontrée. 



i - Lavage des cellules avec une solution saccharosée 

Les solutions de saccharose 0,25 M , loin dlaméliorer l a  morphologie 

des cellules, accentuent encore les  altérations : l e  gonflement des mitochondries 

e t  des vésicules ergastoplasmiques devient t e l  qu' e l les  occupent l a  t o t a l i t é  

du cytoplasme (figure 21 $ . 
Ce résultat  e s t  eu accord avec l e s  observations de HUMPmY (260) 

à propos de coupes de foie t ra i tées  par des solutions de saccharose. En outre, 

I fagressivi té  de ces dernières a é té  obsenée par l'équipe des chercheurs qui 

t ravai l lent  à l ' I n s t i t u t  de Recherches sur l e  Cancer sur l a  quastion du frac- 

tionnement cellulaire par centrifugation différentielle . 
2 - Lavape des cellules avec une s&tionz de KREBS-RINGER 

Les solutions de KREBS-RINGER préservent, au contraire, l es  structures 

mitochondrvldbsr ~ ~ a f ' t é r é e s ,  à condition, tautdI'dié, ' que l e s  lavages soient eff ec- 

tués à 37OC (fim 22a), car des lavages effectués à basse température accen- 

tuent ces altérations (fi'gwe 32b ) . 

I O )  - La méthode de dissociation t issulai re  de LONGMUIR e t  REZS fournit 

rapidement e t  en quantités élevées des cellules parfaiteraent isolées. 

20) - Elle ne répond, cependant, à aucun des t ro i s  cri tères que nous avions 

déteminés : 

a)  La morphologie es t  profondémmsl-i; altérée. Les noyaux sont contractés e t  

l a  chromatine es t ,  g6néralement, cgglutinée. Les vacuoles ergastoplasmiques 

sont considéraolement dilatées. Mais l e  lésior, l a  plus importante se manifeste 

au niveau des mitochondries qui sont e n f l f  c s e t ,  en général, optiquement :y 

vides. Leurs cr6tes internes ont, en outre, dl.sparu ou sont t & s  réduites. 

b) Les c e ~ l u l e s  ont, cependant, conserve une certaine activité respira- 

toire. Ce résultat  n 'est  pas surprenant, car on f a i t  l a  même observation & 

propos des mitochondries isolées par l a  méthode de centrifugation différentielle,  

Ces dernières, en effet ,  bien qul e l les  apparaissent t r è s  alt6rées au nicroscope 

électronique, n'ont pas atièrement perdu leur capacité respiratoire. Il es t  

probable, cependant, que certains enzynes de l a  chaîne des oxydations cellulaires 

soient inhibés ou détruits  car l e s  cellules isolées par la méthode de LONGNJIR e t  

REES n 'ut i l isent  plus certains substrats dfoxydation comme l e  glucose. 
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b p e ~ t  au nïicrosoope électronique PHILIPS EIEiI 100 d'une 

cellule du f o i e  de Rat isolée par l a  méthode de LONGMUIR e t  

REEX3 e t  lavée avec une solution de saccharose 0,25 M . 

N = noyau 

M = rases mitochondries intactes 

La vacuolisation du cytoplasme es t  importante. On l a  

comparera à ce l le  de l a  cellule représentée à, l a  figure 16 . 



b,, "TL:, ?- 8 8 ,  
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Aspect au nicroscope électronique PHILIPS EN 100 de 

ce l lu ies  de f o i e  de R a t  i so lées  par  l a  méthode de 

LONGMUIR e t  RFIES e t  lavées avec une solut ion de 

KREBS-RiNGER à 3 7 O C  ( f igure  22a) e t  S. O°C ( f igure  22b). 

Dans l e  premier cas, l a  morphologie des mitochondries 

in tac tes  e s t  préservée. E l l e  e s t  d é t r u i t e  dans l e  second. 



Figure 

Figure 



c )  D'autres systèmes enzpat iques  ont, en outre, disparu. C'est  l a  cas, 

par  exeïllple, des envies responsables de l a  biosynthèse des acides ribonucléiques 

qui e s t  totalement inhibée. Les acides ribonucléiques ont, en e f f e t ,  perdu 

l a  propriété  d' incorporer l e s  phosphates narqués au 3 2 ~  . 
d) Il  n ' e s t  donc pas surprenant que l e s  ce l lu les  n ises  en cul ture  

soient  incapables de survivre. 

La méthode de LOfiTGITüIR e t  RJ33S fourni t  donc des ce l lu les  i so lées  

"inortes" e t  ii;ipropres à toute exphrinentation biologique ou biochLriique. 

L'action lé tha le  e s t  due aux ions phosphates. I l  faut ,  en e f f e t ,  remarquer 

que ltisolernent des ce l lu l e s  e s t  effectué dans des conditions 'non physiolo- 

giques" de concentration élevée en phosphates e t  de valeur basse de pH . 
Nous fondant s u  c e t t e  observation, nous avons t en té  de riettre 

au point des méthodes dfisolei,ient des ce l lu l e s  à p a r t i r  des t i s s u s  en nous 

plaçant dans des conditions plus llphysiologiques", en t r a v a i l l a n t ,  en par t i -  

cu l ie r ,  à pH 7,3  - 7 ,4  e t  en prgsence de séruri. 
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I4ISE AU POIICT ET DESCRIPTION 3'3 

2ErCHODES PERSOPfi%LmS i 
Dans l a  s é r i e  de recherches dont ngus venons dlexgoser l e s  résuikz,ks, 

nous avons montré que l a  mdthode de l i bé ru t lon  dee ce l lu l e s  l a  plus s a t i s f a l -  

sante  é t a i t  c e l l e  de LOIv@XIEI. e t  REEX, mis s;;l!.?er:dn-L 2.u poin t  cle mxe du 

rendement e t  de l ' é - t a t  de pureté des proclult; 2btenus c a r ,  s::i3 i'clrigle 

de l a  conservation de 1 'int6glrité x o r p h o l ~ g i - q ~ ~ e  e-L biochimique c e t t e  rnkthc-c' 

s ' e s t  révélée franchement ~r,:iu-vaise e-L son ~~ry1.32, en v-il-e à 'ayplicatioiis 

biologicpes,  biochi~niqu-es e t  cancérologiques , ie paut; Etre  envisagB . 
Dans une deuxième s é r i e  de tr .xr.i.a,, iioir:; ~ 3 7 ~ 3  s o n ~ e s  e f forcé  de 

mettre au  poiht m e  tccbxticjli-e nouvel1.e cfii.? ss-t:lr;:?esi~ b la :Fois l e s  cr i I -&res 

techniques, morphologiques, bioc-iiï:îques t5 ;~ io~oyi - ; "es  que nous svoris usii-;tc.  
... 

plus haut  (voi r  pages 88 e t  s i : ivmtes/ .  >:oz:: riro-x chercl?S à r~i?~é-iS ei. :".2-.r 

défauts que nou.s avons s ignal  éç er_ p ~ i . i ; ~ k  no Cia ~tl-teil-E.on s u r  divers id.; ij-.-. , .,. ' 

. . d 1 j l t 6 r a t i o n  des~t ruc-cures  c e l l u l a i r e s ,  C 'est  :r:b.ix!l c,r.u : 
. -. 1 ) nous avons op6ré i_̂ . dos  pH neutras ,  : ~a r t i c - -~ - I  I ,,ra;.~en-i; :i~ixrorübles 2i la, 

conservation de l a  morphol-cgie de l a  ce l lu le ,  

2)  nous avons élirnulé l e s  phosphetes $ont QW:: rfi-cils &&montré, avec J, 

(261 ) e t  avec CHfSFELL etr GRZVILLE ( 262) , 1 f a?-assi v . : i . . i ; 6 . .  e t  ne:?:: l e s  avons 
I I  remplacés yar  l e  c i t r a t e  de sodivn, ec nous ins;,!i?:rnl- de l~.. r:i~-~;liodc de iir 20.. 

- , .  c i a t ion  du t i s s u  hépatique df)JTi)II1$s:i (253) (i,>-.;:vb.:-~cn (3 sur une eoyblT;:c,::: 

de c i t r a t e  de sod5-mi: ; v o i r  page 86)  y 

3) nous avons m é l i o r 6  l e  reilde,aec-l- p.-,-- 1. ;:-!,: d j . t i  f-e ~~r:~,ll ,ra~:idzse, f!i: ,c L21: 

de d i f fus ionf t  e t  d 'hydrolyse il.e lu. ciho txq.::e 1.,:,,! -:!e:: :::le, 

4) nous avons recherchd syst6r!ir,tiquenent Le,; l i 2 i i i ~ ~ . i . c i ~  c o n d i t i o ~ s  de dj.ziçcc:i-2.- 

t ion  eri f a i s a n t  lrarj.ez l u  'üeLqéirature de 4. Z. 1'7"2 le pB de 6 ,  G 7,S 'i : 

concentration en c i t r a t e  de eodiuli de O,91 S ?;, (i,,ujil ;I e t  en hj-cilv.rcn!.d;:s% ii 

5 à 10 un i t é s  pcw r n t l l i l i t r e ,  l a  durée c i  :i;iic;;.Lz,Yioi: de 30 2 120 iiiiiu.Leo, 

Ces d ivers  e s sa i s  nvls ont perz~i:; de -.,eVL.re au poirlt ure première ?e~;!i- 

nique que nous al,n,31-lerons ui&tlioLe ;.l; 2 T X C . '  -. .-- ' c-~~.~;~;~t~--ïi~~.ï~~o~i~~.?se'~, - .-A-. ~ ----*,--- "-" --....--, Ce p-.c:c:;.,: 

marque un progrès t r & o  n e t  LYLZ celil:i- d.e Li.jl,~i;?.iLi.':..: c-k ILYEs', sans 6,::re to. LI. t- e.!.o-'k; -" ' 

- .  pleinement s a t i s f  xi sait, .Lussi avons-nous 6-t;; c -,!cri 6 r e ; ~ l a c e r  la solu.tla-,,; ~ ~ n i . 3  :._i: 

par du s é r u a ~ ~ i a i l i e u  plus "bio1ogiquc'~daiis des procéd6s que nous qp7e11e 3 - 7  
"méthodes au s é m  clira.';éIf . ------ 



1 - METHODE DE DISSOCIATION DES TISSUS DANS UlE --------- ------ -- --- 
SOLUTION SALITJE ------ - -- 

"&ETHODE: AL- RINGER CITRfiTE-'aULljRoTu'IDm" ---- ---- 

A - MODE OPEUTOIRE: -- 

Le fo ie  découpé en pe t i t s  fragments à l ' a ide  d'une laae de rasoir  

e s t  maintenu pmdant une heure à 3 7 O C ,  sous agitation lente,  dans du liquide 

de RIitGER, dépourvu de phosphates e t  de chlorure de calcium e t  renfermant 

du c i t r a t e  trisodique à une concentration 0,025 M e t  8 unités de hyaluronidase 

tes t icula i re  par rd  . 
Le t i s su  es t  ensuite dilacéré, à l ' a ide  d'une pipette épointée, 

par aspirations e t  refoulements successifs. 

Après une f i l t r a t i o n  sur  gaze de la suspension de cellules, l e s  

noyaux e t  l e s  fragments de cellules sont éluninés par 3 ou 4 centrifugations 

de 5 minutes à 100 g dans l e  milieu d'incubation. 

Le temps de préparation e s t  de 2 heures environ e t  l e  rendement en 
7 cellules es t  de 0,4 à 0,6 x 10 cellules par gramme de fo ie  f ra i s .  Il n 'es t  

6 
que de 0,7 x 10 cellules par grarme de foie  f r a i s  en l'absence de hyaluronidase. 

DES CELLmS OBTE3ïüE3 PAR LA "METHODE AU RINGER 

a)  - Observaat:ions au microscope photonique 

Le microscope photonique montre que l e s  cellules sont parfaitement 

dissociées (figure 23 a)  e t  que l e s  suspensions sont pratiquement exemptes d'amas 

cel lu la i res  de plus de 4 cellules.  Les cellules ont conservé leurs contours 

polyédriques e t  présentent un cytoplasme vacuolisé, nais la  vacuolisation es t  

moins importante que dans l e  cas des cellules isolées par l a  néthode de 

LONGMüIR et  REES (figure 23 b) . 



-- 
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b )  - Observations au microscope électmnisue 

Le noyau possède s a  forne normale. Il n 'es t  pas contracté comrie dans 

l e s  cellules isolées par la néthode de LOXGPIITIR e t  D S  e t  l a  chromatine 

es t ,  en général, uniformbent répartie d m  l e  nucléoplasme. La membrane 

nucléaire e s t  in tacte  (figure 24) , 

Les initochondrieg sont légèrenent gonflées (figures 24 e t  25) . 
Les unes sont morphologiquement intactes, d'autres sont t r è s  fortement vacuo- 

l i sées  e t ,  parfois, optiquenent vides (figures 24, 25, 26 e t  27). Entre ces 

deux formes extrgines, on observe tous l e s  stades intermédiaires de l a  

dégénérescence mitochondriale décri ts  par ROUILLER (264) . 
L'ergastoplasme est  généralenen* bien visible nais l e s  vésicufes 

ergastoplasmiques sont toujours gonflées (figure 24) m a i s  d'une manière moins 

importante que dans l e  cas des cellules isolées p r  l a  méthode de LOPJGWIR 

e t  mES (voir pages 17 e t  18). Ainsi s'explique l a  vacuolisation qui se 

manifestait déjà au microscope optique. 

mous avons tenté  de préciser quelle étape de l a  dissociation du fo ie  

provoquait l e s  lésions morphologiques que nous observions e t  nous avons ,rn 

démontré que ces lésions apparaissaient dès que l e  t i s su  entra i t  en contact 

avec l a  solution de dissociation (figure 25). Ainsi é t a i t  une seconde fo i s  

démontrée ltirilportance àe l a  composition du ni l ieu  d'incubation. Cette 

observation f u t  déterminante dans l e  choix ul tér ieur  que nous avons f a i t  

des milieux à base de s é m .  

Nous avons essayé,dlautre part ,  de vér i f i e r  s i  l es  lésions des 

mitochondries nt étaient  pas provoquées par une asphyxie de l a  cel lu le  au cours 

de l a  dissociation e t  nous avons appliqué l e  mode opckatoire dans des conditions 

d'aérobiose sous courant de "Carbogène", en l'absence e t  en présence dTBTP . 
Les figures 26 e t  27 montrent que l e  maintien de l a  cellule dans son ac t iv i t é  

respiratoire nlarr:éliore pas l a  morphologie des mitochondries, Les lésions 

sont donc bien provoquées par l e  milieu de dissociation e t  elLes sont  

irréversibles. LI ATP détemine, en outre, un gonflement des vésicules 

ergastoplasmiques . 
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A&:S> au microscope photonique (à deux grossissements 

d%!férents de l'objectif à imoersion) de cellules de 

foie de Rat isolées par ia méthode au RINGER citraté- 

hyaluronidase . 
Les cellules oht conservé leurs contours polyédri ques 

mais le cytoplasme est vacuolisé. 

(comparer avec les cellules obtenues par la méthode 

de LONGMUIR et RIES ; figures 14 et 15, pages 99 et 100) 
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Aspect riorphologique au microscope électronique 

SIEI'ZNS EINISKOP 1 d iun  fragment de cytoplasme 

d'une ce l lu l e  i so lée  pa r  l a  méthode au RDJmR 

citraté-hyaluronidase . 

N = noyau dont on observera l a  

double meïnbrane in t ac t e  

M = mitochondries 

E = ergastoplasme 

-- . i .  I 
i l .  . - 8  I 1. 1'- . . 
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Aspect norphologique w micmscope Glectmnique 

PHILIPS El4 100 du t i s s u  hépatique de Rat t r a i t 6  

par  une so lu t ion  de "RINGER citrzté-hyaluronidase". 

M = noyau 

M = nitochondries dont on observera l a  

vacuolisation 
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(v. Erg.) ne sont pas exagérément gonflées 

Aspect morphologique au microscope électronique 

PHïLIPS EM 100 de mitochondries d'une celluïe 

du foie  de Rat isolée par l a  méthode au "RINGER 

c i  k a t  é-hyaluronidase" e t  maintenue padan t  , 

une heure en aérobiose ("carbogène") . 
On observera que l e s  mitochondries sont parfois 

in tactes  ( M , ) , parfois t rès  vacuolis6es 

( EI 2) e t  que l e s  vésicules ergastoplasniques 
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Aspect morphologique au microscope électronique 

SIE3IF:NS ELMISKOP 1 de mitochondries d'une cellule 

du foie de Rat isolée dans une solution de 

" RiNGER c i  t r a t  é-hyal~mnidase~~ additionnée d ' ATP 
(adénosine triphosphate) . 

&a morphologie des mitochondries es t  voisine de 

cel le  des cellules des figures 24 e t  26, m a i s  les  

véd.cules ergastoplasaiques ( v . E ~ ~ .  ) sont consid&- 

rablement gonflées. 





CO1;CLUS IONS CONCERNANT LES OBSERVATIOIYS MIC@ûSCOPIQUES 

La dissociation du t i s su  hépatique dans des conditions plus 

'"physiologiques~ de composition sa l ine  e t  de pH représente un progrès t r è s  

net sur l a  méthode de LONGPRTIR e t  REES. La morphologie du noyau e s t  

préservée, m i s  on retmuve l e s  memes types d 'al térat ions que nous avons 

signalés à pmpos de la méthode de LONGMUIFt e t  REES, mais avec une intensité 

beaucoup plus fa ib le  : gonf lenent e t  vacuolisation des mitochondries , gonflement 

des vésicules ergas toplasmiques . 
Cette amélioration net te  de l a  morphologie de i a  cellule devait 

avoir comme conséquence une reprise des activités métaboliques des cellules 

isolées. 

2 - ETUDE BIOCHIMIQUE 
- - - - _ _ _ C  ----- 

L'activité respiratoire,  en présence de succinate, e s t  lé& rement 

supérieure à ce l le  des cellules préparées par l a  méthode de LONGiJ'IITIR e t  REZS 

(figure 20 ; page 107). Cependant, l e  quotient respiratoire es t  plus élevé. 

La composition nucléotidique des acides ribonucléiques e s t  identique i 

à ce l l e  du t i s su  f r a i s   ableau au II ; page 108) e t  l a  biosynthèse des acides i a 
1 

ribonucléiques, qui é t a i t  abolie d,ms l e s  cellules isolées par l a  méthode de 

LOBGIWIR e t  REES, es t  effective : l e s  cellules ont, en e f fe t ,  conservé l a  

propriété d'incorporer l e s  radiophosphates dans leurs acides nucléiques 

ra able au III ; page 109) . 

3 - ETUDE BIOLOGIQUE 
-y---- --- 
ETüDE DE U VUBILITE DES CELLULES EN CULWRB -- ------ -------- -----A--- ---.------ 

Ensemencées dans l e s  conditions décrites à la  page 97, l e s  cellules 

du fo i e  de Rat isolées par l a  "méthode au BINCER citratbhyaluronidase" survivent 4 
difficilement e t  pendant quelques jours seulement. 



C - CONCUSSIONS GEXrERiiJBS COfiCE.RNLnTT W 

Des recherches que nous avons effectuées sur  l e s  cellules libérées 

du fo ie  de Rat par notre & & o d e  personnelle au tlRLNGER ci tratéhyalwonidase",  

nous pouvons t i r e r  l e s  conclusions suivantes r 

Io) - La méthode fournit  rapidement des quantités élevees de cellules 

pures. El le  répond donc aux c r i t è res  techniques que nous avons définis plus 

haut (page 88) . 
20) - L'observation microscopique des cellules isolées révèlent des lésions 

des inclusions cytoplamiques essentiellement localisées au niveau des ~ t o -  

chondries e t  de 1 ' ergastoplasme qui sont plus ou moins gonflés e t  vacuolisés . 
Cependant, ces lésions sont beaucoup plus discrètes que dans l e  cas des 

cellules isolées par l a  méthode de LONGMüïR e t  RF)ES. 

30) - L1amélioration de l a  morphologie des cellules s'accompagne d'une 

reprise d 'activités métaboliques fondamentales corne l a  biosynthèse des acides 

ribonucl6iques. Nous démontrons a in s i  que l a  préservation des structures 

cel lu la i res  e s t  indispensable au maintien de l a  vie de l a  cellule e t  q u ' i l  

existe un parallélisme é t r o i t  entre l ' i n t ég r i t é  morphologique d'une par t  e t  

l ' i n t ég r i t é  biochimique e t  biologique, d'autre part.  

40) - La composition du milieu de dissociation e s t  déterminante pour maintenir 

l ' i n t ég r i t é  des cellules. C'est pourquoi, nous avons remplacé, dans des expé- 

riences ultérieures,  l e  milieu rninéral par du s6n;lu de veau ou de boeuf, 

milieu plus biologique que l e s  solutions salines, ce qui nous a a-1en6 à 

mettre au point de nouvelles méthodes de dissociation dont nous nous proposons, 

à présent, de décrire l e  mode opératoire e t  l e s  résu l ta t s  auxquels e l l e  nous 

ont conduit, 



II - METHODES DE DISSOCIATIOfiT DES TISSUS -- 
DANS LE SERUN --- - 

Nous avons mis au point deux néthodes de dissociation des t i s sus  

dans du s é m .  Dans l'une, l e  milieu de dissociation e s t  du s é m  c i t r a t e  

e t  nous 1 'appellerons : 11M6thode au s é m  ci t ra té"  . Dans 1 autre, nous 

uti l isons l e  sérum c i t r a t é  additionné d 'adénosine triphosphate (ATP)  e t  d'un 

s e l  de manganèse e t  nous l'appellerons : liMéthode au sérum o i t ra té  - ATP - 
Manganèseii. 

1- PZETHODE AU SERTTPq CITRATE ------ - 

A - NODE OPERATOIRE 

Le mode opératoire que nous appliquons e s t  identique à celui que 

nous avons décr i t  à propos de l a  "méthode au RDJGER citratél1 (p. 116 ). La seule 

modification concerne l a  composition du milieu de dissociation qui e s t  

constitué de sérum de Boeuf additionné de c i t ra te  trisodique pour obtenir 

une concentration f inale  0,029 M . Le milieu e s t  s t é r i l i s é  par f i l t r a t i on  

sur bougie de C H A M B E U D .  Ljaddition de hyaluronidase n'augmente pas nota- 

blement l e  rendement. 

Le temps de préparation n'excède pas 90 minutes. Le rendement en 

cellules e s t  supérieur à celui  que fournissent l e s  autres méthodes : 
7 1,3 à 1 ,4 X 10 cel lu les  par gramme de foie f r a i s ,  s o i t  50 p.100 environ 

du rendement theorique . 

B - RESULTATS CONCERNANT L'ETUDE DE L'Ii'Jl?EGRI!E 

DES CELLULES OBTEXTUES PAR LA "METHODE AU 

SERIPI CITRATE 

1 - ETUDE MORPHOLOGIQUE 

a - Observations au microscope photonique 

Le microscope photonique montre que l e s  mallules sont parfaitement l 
dissociées (figure 2û a)  e t  qu ' i l  ne subsiste que de t r è s  rares amas cel lu la i res  



dont l e  nombre n'excède pas 1 pour IO00 cel lu les .  La proportion de noyaux 

l i b r e s  e s t  du même ordre. 

Les ce l lu les  ont gardé l eu r s  contours polyédriques. La membrane 

para î t  i n t ac te  e t  l e  contenu ce l lu l a i r e  e s t  homogène ( f igure  28 b).  

D - Observations au microscope électronique 

Les neabranes cellulai. sont  généraleinent bien v is ib les  s u r  l e  

pourtour des cel luies .  E l l e s  présentent toutefo is  des degrés d ' i n t ég r i t é  

variable . E l l e s  sont t an tô t  in tac tes ,  tan tô t  partiellement rompues (f igure 29). 

Les noyaux sont  profondément a l t é r é s  (f igures 29 e t  30). La chromatine, 

en e f fe t ,  e s t  condensée par  endroits,  f&sant  apparaî tre  des zones vides. Les 

nucléoles ont disparu. 

Les mitochondries sont in t ac te s  e t  présentent un chondrioplasrae 

uniformément dense dans lequel l e s  crêtes  in ternes  s e  dessinent parfaitement. 

E l l e s  sont, cependant, légèrement gonflées ( f igures  29 e t  30). 

Le cytoplasme présente un aspect sensiblement nomal,  avec des V ~ S ~ C Z A ~ ~ E  

ergastoplasrniques à peine gonflées. On ne trouve cependant que t r è s  peu de 

ce l lu les  dans lesquelles  1 'ergastoplasme res t e  v i s ib l e .  

Nous avons v é r i f i é  que l e s  a l t é ra t ions  du noyau sont réversibles  

e t  qu 'el les  sont  dues à une "as~hyxie"  de l a  ce l lu l e  pendant le. période 

d'isolement qui s ' e f fec tue  en phase anaérobie . En e f f e t ,  quand l e s  ce l lu les  

sont maintenues pendant une heure en présence d 'oxygène (carbogène) e t  de 

succinate, l e s  noyaux retrouvent l e u r  morphologie normale (figure 31) . Cette 

réanimation de l a  ce l lu l e  e s t  t r è s  s p e c t a c ~ ~ l a i r e  e t  montre q u ' i l  ex i s t e  une 

re la t ion  é t r o i t e  entre  l a  morphologie e t  l e  fonctionnement de l a  ce l lu l e .  

Nous avons observé un  phénomène analogue à propos de llergastoplasr% 

dont l a  d ispar i t ion  peut, e l l e  aussi ,  s ' expliquer par  1' apparition de troubles 

nétaboliques au cours de ll isolement des ce l lu les .  En e f f e t ,  s i  l e  terips de 

préparation e s t  diminué (aux dépens du rendement), l'ergastoplasme subs is te ,  

Sa vacuolisation e s t  donc une fonction du temps., k l ' inverse  des noyaux, e l l e  

e s t  i r révers ib le  Car lloxygénation des ce l lu les  ne l e  régénère pas . 





F i g u r e  29 

Aspect au microscope électronique SIElrlEnTS - 
ELMISKOP 1 de cellules libérées du foie de 

R a t  par l a  "méthode au s é m  citraté'l 

Memb. = meclbrane cellulaire 

N = noyau 

M = mitochondries 





Figure 30 

Aspect au aici-oscope électronique PI-iILIPS E?4 100 

d'une port ion de ce l l u l e  du fo i e  de Rat i solée  

par l a  "rnéthoM au sérum c i t r a tk " .  14 
Y 

i 

N : noyau. On remarquera l a  cond.cnsation de l a  

chromatine. 

14 : mitochondries. 

rn : microbodies. 

E : r e s t e s  d ' ergastoplasme. 

V.E : vésicules crgastoplasiniques. 



r - 

126 bis - 1 7 , -  



F i g u r e  31 

Aspect au nicmscope électronique SIEmNS-ELMISKOP 1 

d'une cellule de fo ie  de Rat isolée par la  "méthode 

au s é m  citraté7',  puis incubée pendant une heure en 

aérobiose ("carbogène" ) . Les mitochondries e t  l e  

cytoplasme montrent de profondes altérations, rnais 

l e  noyau a repris son aspect nornal, avec s a  chromatine 

unifornément répartie dans l e  nucléoplasme. 





Aspect au micmsoope photonique d !une suspension 

de cellules libérées du fo ie  de Rat par l a  

Ifméthode au sérum ci t ra té t l .  On observera que 

la dissociation e s t  parfai te e t  qu'il ne subsiste 

pas diamas c e l l d a i r e s .  
. . 

F i g u r e  ab 

Aspect au microscope photonique (objectif à inmemion) 

de cellules de fo ie  de Rat isolées par l a  t1m6thode au 

sérum ci t ra té t l .  Les contours des cellules sont polyédriques 

e t  l e  cfloplasme ne présente aucune trace de vacuolisation. 

On comparera avec l 'aspect  norphologique des cellules 

obtenues par l a  méthode de LONGWJIR e t  REZS (figure 15 ; 
$ ,  p . 1 00) e t  pa r  l a  néthode au RINCER citraté-hyaluronidase 

, , " i 
(figure 23 ; p. 118 



CONCLUSIONS CONCERNANT LES OBSERV,TIOhiS MICROSCOPIQTBS - 

Le norphologie des celluies du foie de  Rat isolées par l a  "néthode 

au s é m  citratéI1 narque un progrès t rès  net de l a  technique par rapport au 

procédé de LONGMüIR e t  REES e t  à l a  néthode au "RINGER citraté-hyaluronidase" . 

L'aspect des cellules n 'est  cependant pas encore nomal. Le noyau est  t rès  

a l téré ,  montrant une chroilatine Gglutinée en plaques, nais cette modification 

est  réversible e t  l 'aspect classique réapparaft dès que l e  ra6tabolisme cellu- 

l a i r e  reprend. L ergas toplasiiie e s t  généraleilent absent e t  l e s  vésicules ergasto- 

plasmiques sont l égèraent  gonflées. Seule, l a  structure des nitochondries es t  

conservée : l e  chondrioplasue e s t  dense e t  l es  crdtes internes sont bien 

visibles. Cependant, un léger gonflement de l a  r_zitochondrSe se  nanif este. 

L'amélioration de l a  norphologie des cellules isolées par l a  

au s é m  ci traté" a corne conséquence une augmentation de 1 'activité nétabo- 

lique pa r  rapport aux cellules isolées par l a  méthode de LONGMUIR e t  REZS 
l 

e t  par l a  "néthode au RIïïGER citraté-hyaluronidase" , 

2 - ErVDE BIOCHIMIQUE 

Li ac t iv i té  respiratoire, en présence de succinata, reste du meme 

ordre que celle des cellules préparées par l e s  deux néthodes précédentes 

(figure 20 ; p. 107). Cependant, l e  guotient respiratoire es t  plus élevé e t  

l a  respiration endogène plus intense. 

La com~osition nucléotidisue des acides ribonucléiuues es t  identique 

à celle du t i s su  f r a i s   a able au II ; p. ICB)  e t  l a  biosynthèse des acides 

ribonucléiques e s t  très active puisqutelle a t te in t  des valeurs de 60.000 coups/ 

ninute par  milligrame de phosphore nucl éotidique (tableau ; p. 1 09) . 

3 - ETUDE BIOLOGIQUE. 

ETUDE DE LA VIABILITE DES CELLULES CULTURF:. 

Ensemencées dans l e s  conditions décrites à l a  page 97, l e s  cellules 

du foie de Rat isolées par l a  "méthode au sérum citraté" survivent de 10 jours 

à 6 semaines suivant l es  préparations . 



C - CONCLUSIONS GElTEIIBLES CONCERI?APrr Lk 

i 

La dissociation du foie de h t  dans l e  sérum c i t r a t é  conduit à 2 
l l i solenent  de cellules dont l a  morphologie, sans toutefois e t re  parfai te,  e s t  

cependant neilleure que ce l le  des celbules isolées par  l a  méthode de LX)lYGMtJIR 

e t  RE38 e t  par l a  "néthode au RINCER citraté-hyaluronidasette Les aitochondries, 

en part iculier ,  sont toutes pratiquenent nomdes ,  montrant seulement un léger 

gonf l a e n  t . 
Liarnélioration de l taspect  des cellules se t radui t  immédiater-lent par 

une augmentation de 1 ' ac t iv i té  métabolique des cellules par rapport aux cellules 

isolées par l e s  deux pmcédés précédents, En outre, l e s  cellufes sont vivantes 

e t  sont capables de survivre pendant de nombreux jours dans des milieux 

nu t r i t i f s .  

Ces résultats  étaient  donc des argui.~ents supplé~lentaires en f avmr 

de notre hypothèse de t rava i l  selon laquelle il existe une relat ion é t ro i te  

entre l e  morphologie de la  cellule e t  son ac t iv i t é  métabolique. C'est pourquoi, 

& l a  su i te  des travaux de LEHMINGER (265) e t  de CI-IEIPPEL, GiBVILLE: e t  BICKNELL 

(266) concernant 1 influence d 'ions d i  vers su r  l e  gonf lerient des nitochondries 

(mesurés spectrophotonétriquement), nous avons étudié l 'act ion sur l e s  struc- 

tures oellulaires de différents ions corne l e s  ions Plg* e t  Mnu . Nous 

avons constaté que leur  addition au ni l ieu  de dissociation nlanél iora i t  

nullenent l a  morphologie. Mais, LEHNïNGER (267) ayant observé que 1 'addition 

dlATP e t  d'ions au n i l i eu  d'incubation de t i ssus  augmentait l ' a c t i v i t é  

respiratoire de ces derniers, nous avons pensé q u i i l  s 'agissai t  peut-être l à  
++ d'une action protectrice s u r  l e s  structures cytoplasniques du mélange ATP-Mn . 

En ef fe t ,  n i  l l A T P  seul, n i  l e s  ions Mn* seuls n'améliorent l a  morphologie des 

cellules isolées. O r  u t i l i s e s  seuls, i l s  n'augmentent pas aignificativemnt 

l ' a c t i v i t é  respiratoire des tissus. C'est pourquoi nous avons ajouté de l r A T P  

e t  des se l s  de manpèse  au sérum c i t r a t é  dans l 'espoir  d'observer une amélio- 

rat ion de l a  morphologie e t  de l ' a c t i v i t é  métabolique des cellules isolées. 

Les résul ta ts  que nous avons obtenus ont entièrement confirmé notre hypothèse. 
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A - MODE OPERATOIRE 
-- 

Voir aussi page 137 O 

Le mode opératoire e s t  identique au précédent (voir p. 125 ) à l a  

différence près que l e  s é m ,  - 0,029 I4 en c i t ra te  trisodique - , est  additionné . 3 

d ' adénosine triphosphate ( ATP ) e t  de bhlorure manganeux à une concentration 

f inale  de 1 mM pour chacun des deux composés. 7,S k i t é s  de hyaluronidase 

sont, en outre, ajoutées par c i i l l i l i t r e  de s é m ,  

Le temps de préparation des cellules e s t  de l 'ordre de 90 rÿinutes 

e t  l e  rendement es t  identique à celui  que fournit  l a  "méthode au sérum citraté":  
F-l 

1,3 à 1,4 X 10' cellules par gramme de foie f ra i s .  . , 
2 

L ' INTEGRI!FE. DES CELLULES OBmUES PAR 

a - Observations au micmscope p-tonique 

Les caractéristiques des suspensions de cellules isolées  par l a  

"méthode au s é m  citraté-ATP-M~*" sont identiques à cel les  que nous avons 

décrites à propos des cellules isolées par l a  "méthode au sérum c i t r8 té  " 

(voir  p. 125) . 
b - Observations au microsope électroniciue 

L'observation au nicmscope électronique montre que l 'aspect  morpho- , . '4 
logique des cel lu les  es t  nornal ( f i g u m 3 2  e t  33). 

Le noyau e s t  absolument intact .  La chromatine es t  uniformément diff'use 

dans l e  nucléoplasme. Le nucléole e s t  parfaitement visible (f igure 32) e t  l a  a 

double nenbrane ne présente aucune rupture n i  déformation (figures 32 e t  33) . 
, 



. . 
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F i g u r e  

Aspect au nicmscope électronique PHILLPS ER 100 

d'une cellule isolée du foie de Rat par l a  

Ilméthode au s4rum c i t r a t é -ATP- f l  " . 

N = noyau . - 

n - nucléole 

- M = mitochondrie 

m = microbodies 

E = ergastoplasme 

VE = vésicules ergastoplasrniques 

On comparera l a  morphologie de cette cellule avec 

celle de l a  celluïe in si& (figure 1 a ; p. 8) 





F i g u r e  33 

Aspect au iaicroscope électronique SIE&IENS-EJ.KCSKOP 1 

d'une cel lu le  de foie de Rat %sol& par l a  "néthode 

au sérum c i t r a t é - k ~ p - M n ~  . 
N = noyau 

M = mitochondries 

E = ergastoplasne avec ses grains de 
PALADE 

VE = vésicules ergastoplamiques 





1 J J .  

Les mitochondries sont toutes morphologiquement intactes e t  nullemen! 

gonflées. Le chondrioplasme e s t  dense e t  l e s  estes internes sont nettement 

dessinées. 

L~ergastoplame e s t  préservé (figure 32) avec des g a i n s  de PALADE 

bien visibles (fi@re 33) e t  l e s  vésicules ergastoplasrniques ne présentent 

aucun phénomène de gonflement. 

CONCLUSIONS CONCEXWflNT US  OBSERViiTIOES MICRd3SCOPIQUES 

La méthode de dissociation du foie  de Rat dans du s é m  c i t r a t é  

additionné dlATP e t  de s e l s  de manganèse permet d'obtenir des ce l l i i e s  l ib res  

dont la  morphologie e s t  identique à cel le  de l a  cellule in situ. 

L'activité respiratoire des cellules isolées par l a  méthode au s é m  

c i t ra té -ATP-f l  e s t  supérieure B cel le  des cellules isolées par l e s  prooéd& 

que ngus avons déc r i t s  précédemment (figure 20 ; p. 1 dJ) . 
La cornposition nucléo tidiaue des acides ribonucléiques e s t  i d e n t i q ~ e  - 

' 

à ce l l e  des acides ribonucléiques du t i s su  t o t a l  (~ab leauI1 ,  2.108) e t  

I 
1 ' ac t i v i t é  des échanges des radiophosphates minéraux e s t  t rès  élevée (80.000 

coups / minute environ par M l l i g a m e  de phosphore n ~ c l é o t i d i ~ u e )  . 
ETUDE BIOLOGIQUE, 
ETUDE DE LA VIABILITE DES CELLUJES EN CULTURE 

Ensernencées dans l e s  conàitions décrites à la page 97, l e s  cellules 

du fo ie  de Rat i solées  par l a  '>méthode au sérum citrate-kTP-Mn* se  naintien- 

nent en survie pendant des tamps variant de 10 jours à 6 semaines suivant 

l e s  préparations . Il ne nous a pas é t é  possible de préciser sans anbiguïté 

s i  l e s  cellules possédaient une act iv i té  mitotique cas nous n'avons saisi aucune 

figure de mitose pax l'observation microscopique d ' é t a l aen t s  effectués à p a r t i r  

des suspensions de cellules en culture ou par l a  microcinématographie. 



C - CONCLUSIOMS GE2ERliLES COI<CWANT LA 

La méthode de dissociation du fo ie  de Rat dans du s é m  c i t r a t é ,  

additionné dlATP e t  de s e l s  nanganeux ( e t  de hyaluronidase, bien que l e  rôle 

bénéfique de cet  enzyme ne so i t  nullement démontré) fournit rapidement des 

cellules vivant es, morphologi quenent intactes e t  métaboliquenent actives. 

Ce procédé original  répond donc entièrement aux conditions e t  aux c r i t è res  

que nous avons énoncés plus haut (p.88 e t  89 ; p. 91 e t  suivantes) . 
C ' es t  pourquoi, nous avons f ixé  notre choix sur cette néthode 

dont l e  pmtomle expérimental est  schétiatisé dans l c  f igure 34 ( ~ a g e  137) 

D - TI3NUTIVES DE G E b m I S A T I O R  DE LA I'IEYI'HODE 

Nous avons appliqué notre néthode personnelle à l a  dissociation de 

divers t i ssus  : rein, rate,  pancréas e t  expérimentales du Rat 

(chlomleucéinie T , hépatome au jaune de beurre e t  sarcome polymorphe 
58 

provoqué par injection de Bleu de ~ r y ~ a n ) .  

A p a r t i r  du sarcome au bleu de trypan, nous avons obtenu une suspension 

de cellules avec un rende~ent  ext&rilenent fa ible ,  une proportion importante 

de cellules éclatant durant l a  dissociation, Au ccntraire, l e s  organes très 

différenciés, coime l e  rein, se sont opposés jusquià présent à toute dissocia- 

t ion par cette méthode. Cette d i f f icul té  de g6néraliser l a  méthode semble 

8 t re  due à l a  complexité des tissus, Liapplication de notre méthode se l i n i t e  

donc, pour l ' ins tant ,  aux seuls  tissus parenchymateux honogènes comme l e  foie. 

Il semble, a pr ior i ,  que notre méthode ne s o i t  pas susceptible 

d'application générale à b u s  l e s  t i ssus  e t  qu'elle devra e t re  nodifiée ou 

remplacée par d'autres procédés. Mous avons, par exeriple, observé que l a  

trypsine, à l a  concentration de 1 p.lOOO, d issocia i t  des t i ssus  différenciés 

corme l e  rein, l e  pancréas, l a  ra te  e t  des tumeurs cancéreuses corne l e  sarcotle 

au Bleu de Trypan. Les renderrents restent, cependant, faibles e t  nous ignorons 

encore si l e s  cel lu les  ahsi obtenues répondmnt aux cr i teres  d f in t ég r i t é  que 

nous exigeons d 'el les.  



- Un foie  de Rat e s t  plongé dans du séFum de Boeuf maintenu à 37OC e t  

découpé par pet i tes  portions avec une lame de rasoir  en fragments de 
z 

quelques mm' . 
- Plusieurs lavages sont effectués pax décantation dans du s é m .  

Surnagean ts éliminés 

Fragments débarrassds des inclusions cytoplasmiques provatant 

des cellules ronlpues par l a  lame de rasoir  . 
- Incubation, pendant 1 h. à 37OC, sous agitation lente, dans 40 rol de 

s k m  de ~oeu f , (30  ~$1  en c i t r a t e  trisodique, 1 nM en ATP e t  1 nEl e t  &la 

e t  additionnés de 7,5 unités / ml de hyalumnidase tes t icula i re)  O 

- Dissociation du t i s su  par aspirations e t  refoulenents successifs à 

l ' a ide  d'une pipette épointée (a). 

- Fi l t ra t ion  sur gaze chirurgicale (4 épaisseurs) 

Résidu 

Suspension de cellules 

- Le résidu e s t  de nouveau dissocié dans une fa ible  quantité de sérum 

citraté-AXT-Mn* . La suspension e s t  f i l t r é e  e t  une nouvelle dissociation 

e s t  effectuée sur l e  résidu . 
- L e s  suspensions cellulaires sont réurdes e t  centrirugées pendant 

5 n i n  à 1 5 0 g  

Suqeagean t él ininé 

Sédiment 

- Le sédiment e s t  lavé 4 à 5 f o i s  avec l e  ni?-ieu de dissociation e t  

centrifugé chaque fo i s  pendant 5 nin à 50 g . 

F i  g u r e  34 

Protocole expérimental de la  dissociation du t i s su  
hépatique dans l e  " s é m  citraté-k!L'P4nU 

(*) - La dissociation peut aussi  Btre effectuée à 1 'aide dlun honogénéi- 
seur llUltra-turraxfq, type TP 18/2 (1 à 2 secondes drhomogénéisation) 



APPLICATIONS BIOCKIiIIWES 

Les applications de la  néthode de dissociation des tissus sont t & s  

nombreuses e t  l e s  travaux que nous avons effectués sur l a  biochu;?ie des cellules 

isolées e t  dont nous nous proposons d'exposer, à présent, l e s  résultats ,  servent 

d 'introduction à un vaste p r o g r m e  de recherches dont nous tracerons les grarides 

lignes en guise de conclusion. 

Notre étude biochuaique sur l e s  hépatocytes isolés  a essentiellenent 

porté s u r  l e s  processus nétaboliques suivants : 

I o -  La respiration cel lu la i re  

2 O -  Le nétabolisne des acides nucléiques 

3 O -  Le nétabolisme des protéines. 

L'importance de ces t r o i s  s &ries de réactions métaboliques nous 

paraissait ,  en effot ,  fondammtale pour la poursuite de nos travaux. Au cours des 

contr8les de l ' i n t ég r i t é  biochimique des cellules l ibres,  nous avions observé que 

certains substrats, come 1' acide succinique, étaient  préf érentie llenen t oxydés 

e t  que d'autres, corne l e  glucase, n ' é t a i t  nullenent u t i l i s é s  par l a  cellule.  Il 

devenait dcmc indispensable d' effectuer une étude systénotique des conditions 

d'oxydation de tous l e s  nétabolites intemddiaires qui jalonnent l a  voie du 

catabolisme du glucose af in  de préciser s i  l a  non-utilisation de certains d'entre 

eux é t a i t  due à une simple question de perméabilité sdlective de l a  membrane 

cellulaire ou à l a  dispari t ion de systèmes en-tiques au cours des opérations 

d'isolenent des cellules.  En outre, il convenait de préciser l a  nature du substrat 

l e  plus "énergétiquew dont l 'addit ion aux nil ieux d'incubation exal tera i t  l e  plus 

l a  synthèse, par l a  cel la le ,  de conposés come l e s  acides nucléiques ou l e s  

protéines. 

Quant & nos recherches sur l e s  acides nucl&ques e t  sur l e s  pmtéines, 

e l les  sont anpleuent jus t i f iées  par  l e  r6le d6teminant que jouent .es substances 

dans l a  nitose e t  v r a i s e ~ b l a b l a ~ e n t  dans l 'évolution du processus cancéreux. 



1 - ETUDES SUR LA RESPIRATIOIT DES CELLULE3 ISOLEES --- - = = = = = =  

Nous avons sys télatiquanent 6tudié 1 'ut i l i sa t ion par la  cellule,  en 

phase aémbie, des consti.bants de l a  "chahe d 'ENBDEN-MEYERHOF1' qui conduit du 

glycogène ou du glucose à l 'acide pyruvique e t  des constituants du "cycle de 

KREBS", nétabolites internédiaires dans l a  dégradation de ce dernier conposé. 

Nous avons schéaatisé dans l e s  figures 35 e t  36 (pages 140 e t  141 ) l e s  différentes 

Qtapes du catabolisrze du glycogène e t  du glucose, sans t en i r  compte des réactions 

nétabolique s annexes. 

La détemination cinétique de la conso1mation d'oxygène a été effectuée 

8. l ' a ide  d'un appareil de WARBURG suivant les nodaLités que nous avons précisées 

h l a  page 93. Le coefficient respiratoire a é té  calculé pour chacun des 
2 

substrats  e t  expriné en n i l l i l i t r e s  d'oxygène consotmé par heure e t  par g r w e  

de cel lu ies  fraîches ou par cellule. 

UTILISATION PAR LES CELLULES LIBRES 

DU GLUCOSE ET DES CONSTIWKNTS DE LA 

CIIIJNE D 'EMBDEN-MEYERHOF ET DU CYCLE 

DE KREBS 

A - UTILISATIOK IW GLUCOSE -------- ---- 

La f igure 37 (page 142) i l l u s t r e  l e s  résul ta ts  que nous avons obtenus 

au cours de notre étude conparative de l ? u t i l i s a t i o n  du glucose par des coupes e t  

des hoznogénats de t i s su  hépatique e t  par des cellules isolées. On voit  F e ,  B 

concentrations de glucose égales, l a  consomation d'oxygène par l e  t i s su  ent ier  e s t  

supérieure à cel le  de 1 'hoixog6nat, elle-merie supérieure à ce l le  des cellules 

isolues dont l ' a c t i v i t é  respiretoire es t ,  d Iailleurs, pratiquenent nulle e t  qui 

senblent donc, a pr ior i ,  incapables d ' u t i l i s e r  l e  glucose conne substrat d oxyùation. 

Cependant, quatre hypothèses peuvent Qtre  invoquées pour expliquer ce 

résul ta t  : 

1 - Le glucose se ra i t  consorné par voie anaérobie. 

2 - Les cellules seraient  plus sensibles que l e  t i ssu  à l ' e f f e t  inhibiteur 

du glucose vis-à-vis de l a  respiration (e f fe t  CRABTREE) . 



Phosphohexo- 
isomérase 

GLYCOGENE 

Phosphorylase + PO H 
4 3 

1 -PHOSPHATE 

Phosphoglucornutase 1 ATP + PIg++ 
GLUCOSE-6-PHOSPHATE GLUCOSE 

Hexokinase 

FRUCTOSE-6-PHOSPHATE 

Phosphof ruc tokinase 
Phosphatase Voie des pentoses -+ mp) ( ~ h & e  de DICKENS- 

TRIOSES-PHOSPUTES 1E 

Triosephosphate- 
déshydrogénase + PO H 

4 3 T 
4' 

ACIDE 1 ,3-DIPHOSF'HOGLYCERIQUE 

ATP-Phosphoglycéri que- 
trmsphosphorylase 

(ADP j ATP) I 
ACIDE 3-PHOSPHOGLYCERIQUE 

Phosphoglycéro- 
nutase 

Enolase 

ACIDE PHOSF'HO-EEJOL-PYfnrvr QUE 

transphosphorylase 
(ADP -+ Am) 

Lactico- 
déshydrogenase 

hcIDE P m Q u E  f-> ACIDE LACTIQUE 

F i g u r e  35 

Pr inc ipa les  étapes de la c h b e  d'E15DEN-MEYERROF 



LTPP + DPN + Cok 

ACETYL COEKZYMEA 

Elalico- iiconi t ase 
déshydrogénase synthétase 

ACIDE MALIQUE ACIDE CIS-ACOXTITIQUE 

Fumarase AC JDE GLYOXYLI QUE 

ACIDE FüHiARIQUF: ACIDE ISOCITRI  QUE 

Succino- Isoci tritase 
déshydrogénas 

A C D E  SUCCINI@?l ACIDE ~ O S U C C I N I Q U E  

Oxalosuccinique- 
décarboxylase 

AC IDE ~-CETOGLUTARIQUE 

I Glutanod6shydrogénase 
ACIDE GLüTMIQuE 

G l u t  minase 

F i g u r e  36 

Schéma de fonctionnerient du cycle de KRFB 



TISSU 

HOMOQENAT + GLUCOSE 

CELLULES 1 

F i g u r e  37 

Courbes cinétique s de l a  ccmsoimation d ' oxygène 
(en microlitres p. 100 mg) 

de t issu,  d'honogénat e t  de cellules l ib res  de foie 
de R a t  incubés en présence de glucose 



3 - Certains enzymes de la chahe  dlEMBDEN-MEYEIBOF e t  du cycle de 

KREBS seraient inhibés ou détrui ts  dans l e s  cellules l ibres  ce qui aurai t  pour 

effe t  de bloquer l e  fonctionnetlient de ces chdnes  métaboliqtars. 

4 - La clenbrane de l a  cellule s e r a i t  impernéable au glucose qui ne 

pourrait l a  traverser qu' après avoir subi une phosphorylation. 

Pour vé r i f i e r  l 'exactitude de l'une de ces hypothèses, nous avons 

effectué l e s  expériences suivantes : 

1 O- ITPIRFuLBTIOW: DE LA PmBRE: FWOTIiESE : ETUDE DE LA COESûWZBTION DU GLUCOSE 

L'hypothèse d'une consommation du glucose par une voie anaérobie ne 

peut e t r e  retenue. En e f fe t ,  nous avons dos6 l e  gï.ucose par l a  aéthode colorimé- 

trique à l l a rc ino l  de TILLXANS e t  PHILDPI (268) avant e t  a p d s  incubation en pré-  

sence e t  en l'absence dloxy&ne e t  vé r i f i é  que l a  concentration en glucose de l a  - 
solution d'incubation n t  avait pas varié dans 1' un e t  1 'autre cas. 

Les hépatocytes l ibérés  du f o i e  de Rat sont donc bien incapables -- 
d 'u t i l i s e r  l e  glucose a -. aussi bien en aérobiose qu'en anaérobiose. 

2'- IIPIRMATION DE LA SECONDE WPOTaESE : EWDE DE L ' E m T  CRABTREE 

La figure 37 (page 142) montre que dans l e  caa des coupes de t i s s u  

hépatique, l ' e f f e t  CWTREE se manireste pour une concentration 10 nM en gfiqcose de 

l a  solution d 'incubation. 

Nous avons f a i t  décmftre progressiverlent de 10 nM à 0,l nM l a  concen- 

trat ion en giucose des milieux dtincubation des cellules l ibres  sans observer 

d 'augtnentation de 1 ' ac t i v i t é  de la respiration qui res te  voisine de l a  "respiration 

endo&nev (*) , 

L'aboence d ' ac t iv i t é  respiratoire des cel lu les  libres du foie  de Rat 

en présence de glucose n lest  donc pas due à 1 l "effet  CRABTREEtv . 
3'- IEJRliEWTIOEs DE L8 TROISIEME HïPOTHESE : UTILISATIOE DES HEXOlBS-PHOSPHA!@S 

Nous démontrons plus lo in  (voir  pages 146 à 152) que l e s  constituants 

de la chaîne glycolytique dtEMBDEN-PZEYERHOF e t  du cycle de KREBS sont u t i l i s é s ,  

à des degrés variables,par l e s  h6patacytes l ib res  corne substrats d'oxydation. En 

(*) On appelle "respiration endogèneu, l a  respirat ion des cellules en l'absence 
de tout substrat. 



diphosphate sont facilement oxydés (voir  page 146). On observe, en e f f e t ,  que l e s  

courbes cinétiques de 1 'oxydation de ces coriposés par l e s  cellules l ib res  sont 

t r è s  voisines de la courbe d'oxydation du gïucose lui-n(5~e par des tranches de 

t i s su  hépatique. 

Ce résul ta t  penlet de conclure que l a  non-utilisation du glucose par 

l'hépatocyte l ibérb du foie de Rat n 'es t  pas provoquée par  une "lésion biochimique1' 

de la chaîne CI'ENBIEN-MEYERHOF ou du cycle de KRFiBS puisque l e s  hexoses-phosphates 

sont parfai temnt u t i l i s é s  e t  ddgradés . 
4'- QU-PE WPOTHESE : UTILISATION DJ G L U C O S  EN PREXZKCE D'HEXOKiNASE. 

La non-utilisation du glucose par l e s  hépatocytes l ibres  paraissait  

donc l i ée  à un phénomène dliir?pernéabilité sélective de l a  neubrane de l'hépatocyte 

l i b r e  qui es t ,  au contraire, parfaitenent pernéable aux hexose -phosphates . 
Ce dernier résul ta t  seablait  confimer l'hypothèse émise par  de nombreux 

auteurs selon laquelle l e  glucose ne pénè t r e r a i  t dans 1 'hépatocyte qu après avoir 

subi une phosphorylation préalable en glucose-&phosphate conformément au schéaa 

suivant : 

Glucose Aw\ - r"' y Glucose-&phosphate 

plg* 

Hexokinase 

Selon certains auteurs, l'hexokinase se ra i t  un enzyne exocytoplasmique 

qui sera i t  donc perdu au cours de l a  dissociation du t i s su  e t  du lavage des cellules. 

Nous pouvions donc poser en hypothèse que l e  glucose ne peut ê t re  u t i l i s é  par 

llhépatocyte l i b r e  que dans l a  nesure où l ' on  a reconstitué l e  système exocellulaire 

t e l  qu ' i l  existe dans l'organe ent ier  : glucose + ATP + hexokinase. 

Cfes t  pourquoi, nous avons étudié l a  respiration des hépatocytes l ib res  

1 ) en présence de glucose s e d  (concentration f inale  : 2 e t  10 mM ) , 
2) en présence de glucose + ATP (concentrations f inales ,  respectivement, 2 e t  10 m~), 

3) en présence de glucose + ATP + hexokinase (concentrations f inales,  respectivement 

10 d, 2 KIM e t  1 rig p.ni) e t  

4) en présence de glucose + hexokinase (concentrations f inales,  respectivement, 

1 0  dl e t  1 rig p. ni ). 
Hos résul ta ts  sont i l l u s t r é s  par l a  figure 38 ( p g e  145) . 



Glc + ATP 

Glc t ATP 

Glc + Hexokinase 

F f g u r e  33 

Courbes cinétiques de l a  consommtion d'oxygène 

en présence de glucose ( ~ l c )  seul, de glucose + BW, de glucose + 
hexokinase e t  de glucose + hexokhase + ATP 



On voi t  que l e  tracé des courbes présente une anomalie dans l e  cas des 

incubations effectuées en présence de glucose + ATP e t  de glucose + ATP + hexokinase: 

en effe t ,  l a  fraction de courbe correspondant au début de l'expérience présente une 

pente tries accusée qui correspond à un phénomène classique de "contraction" dès l a  

f i n  duquel, l e  t racé  des courbes redevient n o m 1  e t  se  superpose alors à l a  courbe 

correspondant au glucose seul. 

Nous pouvons donc canclure que l e s  hépatocytes l ib res  sont incapables 

d ' u t i l i s e r  l e  @ucose en phase aérobie name en présence dlATP e t  dlhexolpnase. 

Pour t en t e r  de résoudre ce t te  énigne, nous avons f a i t  incuber des 

homogénats d 'hépatocytes , préalablemn t l ibérés,  dans des solutions de glucose à 

des concentrations variables. Nous n t a v o n s s e r v é  de consonmation d'oxygène, alors 

que des honogénats de foie u t i l i sen t  l e  glucose (figure 57 ; p. 142). 

Jusqu 'à présent, il nous a é té  inpossible d'expliquer l'absence de 

respirat ion chez l e s  cellules miritenues en présence de glucose W. 

B - UTILISATION DES COIT3TITITANTS DE LA CIWNE D'EXBDEN-MEYERHOF ET DU C Y C U  DE KHEBS - ---- -A-- ------- 
-e - 

Nous avons rassemblé dans le tableau IV e t  i l l u s t r é  par l e s  f i w e s  

39 e t  40 l e s  résu l ta t s  que nous avons obtenus dans nos études cinétiques de l a  

consomation d'oxygène par l e s  hépatocytes libretir. Nous pouvons t i r e r  l e s  observa- 

tions e t  concliisions suivantes . 
1 - Les substrats peuvent & t r e  classés en quatre groupes : 

a - substrats  non u t i l i s é s  

glucose 

acide pyruvique 

acide c i t r ique 

acide CI-cétoglutarique 

acide funaxique 

acide malique 

b - substrats  faiblerient u t i l i s é s  

acide L - glutamique 

acide oxalo-acétique 

acide L - aspartique 



Activité respiratoire des hépatocytes l ib res  

en présence de divers substrats 

S E B S T R A T S  

CHAINE D l ~ ~ ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ o ~  

D-Glucose-1 -phosphate 

D-Glucos e-&phosphate 

D-Fructose-l,6-diphosphate 

Phospho-énol-pyruvate 

Pyruvate + CoA 

CYCLE DE KREBS 

d -cétoglutarate 

L- Glutariate 

Oxalo-acétate 



F i g u r e  39 

Courbes cinétiques de la consomnation d'oxygène (en n i c r o l i t r e s  
p. g de c e l l u l e s  Ubres de f o i e  de ~ a t )  en  présence de subs t r a t s  de la  

chaîne d 'EIBDEN-MEYERHOF . 
G1 -P = ducose-1 -phosphate ; G6-P = glucose-&phosphate ; 

F-1,6-diP= fructose-1 , 6-diphosphate ; PEP = acide phospho-hol-pmvique ; 

Gl,c = giucose : Pyr = acide pyruvique 



F i g u r e  40 
P. .. - - 

Courbes cinétiques de la consonnation d'oxygène 

par l e s  hépatocytes l ibres  en présence de divers substrats du 

cycle de KREBS e t  de substrats Ifsatell i tes" . 
Asp, AspNHs = respectïvenent acide aspartique e t  asparagine 

Glu, GluNI12 = respectivenent acide glutamique e t  glutanine 

Y 1 



c - substrats  bien u t i l i s é s  

glucose-1 -phosphate 

glucos e-6-phosphate 

f ructos e-1,6-diphosphate 

acide phospho-kol-pyruvique 

d - substrat  u t i i i s é  "explosiverient" 

acide succinique 

2 - La non-utilisation de certains substrats nliriiplique pas pour autant l a  

disparition de systèmes entisynatiques. Nous pensons plutat  que l'oxydation de ces 

substrats e s t  essentiellemmt l i é e  à des phénonbnes de peméabil i té  sélective de 

l a  menbrane e t  l e s  observations suivantes r.ous paraissent, à cet  égard, dénonstra- 

tives : 

a - L',acide pyruvique n ' e s t  pas u t i l i s  é, rriêne en présenc e de coenrtyne A . 
Au contraire , son précurseur aétaholique di rect ,  1 'acide phospho-énol-pyruvi que, 

es t  t r è s  facilement oxydé. 

Ce résul ta t  peut s'expliquer par une diffusion a isée  du dérivé phospho- 

rylé (ce qui senble d 'a i l leurs  Qt re  une règle générale) au travers de la  nenbrane. 

On ne par t  toutefois é l in iner  l 'éventuali té dfune u t i l i sa t ion  de l f ac ide  

phospho-énol-pyruvique par une des voies de WOOD e t  WE- : en effe t ,  1 'acide 

phospho-énol-pyruvique peut mprwiter deux voies cataboliques : celle de 1 acide 

pyruvique (figure 35 ; p.140) e t  ce l le  de l 'acide oxaloacétique (figure 41 ) que 
l a  cellule peut parfaitenent u t i l i s e r  a p d s  sa  pénétration sous l a  forme d'un 

précurseur, corme 1 ' acide aspartique. 

Acide phospho-énol-pyruvique 3 1 c i d e  py-ruvique 

+ U>P ou GDP + Enzy- 

+ Enzyrie 1 + Enzyl~e 3 

Acide oxaloacétique <- Acide mlique 

F i g u r e  41 

Métabolisme de 1 l acide phospho-énol-pyruvique 

Enliyne 1 : Oxaloacétate synthétase ou phospho-énol-pyruvate 
carboxykinase 

Enzyne 2 : Oxaloacétat e carboxylase 
E n m e  3 : Enzyne malique 
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b - L'acide 6-cétoglutarique es t  peu ou pas u t i l i sé ,  nais 1 'acide glutanique 

est  consomé. O r  ce dernier es t  l e  précurseur direct du prenier (figure 36;p.141) . 
c - Les acides aspartique, glutanique e t  phospho-énol-pyruvique ne sont 

u t i l i s é s  qu'après un certain temps de latence (voir l e s  courbes des figures 39 e t  

40 ; p.148 et 149), ce qui explique pourquoi l e  coefficient .respiratoire (expriné 

en nl dloxy&ne consomé par g de cellules) passe de l a  prmière à l a  deuxième 

heure de 0,18 à 0,52 pour l 'acide glutailique e t  de 0,12 à 0.42 pour l 'acide 

aspartique. 

3 - Le problème de l a  non-utilisation de certains substrats est ,  cn réal i té ,  t r è s  

conplexe e t  ne doi t  vraisei-îblableclent pas être  rattaché une siriple question de 

peméabilité de raenbrane. Nous avons, en effet ,  observé que 1 'association de certains 

substrats non u t i l i s é s  par l a  cellule provoquait une consoimation d1ox;ygène très 

nette. Il nous e s t  impossible d'entrer dans les  détails d'expériences dont l es  

résultats soulèvent de nonbreux probl&mes e t  posent autant df&ignes e t  nous nous 

bornerons à donner, sans pouvoir l e s  interpréter, l e s  r6sultats caractéristiques 

suivants : 

Après 100 minutes d ' incubation, l e s  coefficients respiratoires (en nl 

d'oxygène par g de ?,elluLes fraftches) de substrats simples ou conbinés 

sont les  suivants : 

acide succinique 20 nM : 1.7 

acide fûmrique 10 nM : O 

acide rnalique 10 : O , O 8  

acide pyrwique 10 DM : O 

acide funarique 

acide py-mvique 

acide funarique 

acide miLique 

En outre, l 'ac ide 4-cétoglutarique e s t  parfaitemnt u t i l i s é  par l e  t issu 

hépatique. Il faudrait donc adnettre l'existence de "facteurs de diffùsion" au 

travers de l a  mnbrane, de ttpernéases" qui pemettraient l a  pénétration des substrats 

dans l a  cellule,  
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5 - L'acide succinique e s t  de lo in  l e  substrat l e  plus facilenent e t  l e  plus 

rapidenent oxydé par l es  hépatocytes l ib res  pour lesquels il représente donc l e  

substrat énergétique de choix pour l a  réalisat ion de synthèses. C'est pourquoi 

nms svons effectué une étude poussée des nodalités de son u t i l i sa t ion  par l e s  

cellules hépatiques l ibres.  

C - RECHERCHES SUR LE MF;TBBOLISPB DE L'ACIDE SIJCCINI&UE PAR U S  HEPA!NCYTES LIBRES ------ 
----A- 

--- --- - ---.A-- ----- 

Io- Influence de la concentration en succinate 
"- -- - 

Nous avons Qtudié la '  cinétique de l a  consoimation de l'oxygène par l e s  

hépatocytes l ib res  pour des concentrations d'acide succinique variant de 1 nM 

à 40 nM . Nos résul ta ts  sont i l l u s t r é s  par l a  figure 42 ( p. 153) . 
On voit  1 ) que, pour l e s  concentrations u t i l i sées ,  1 'acide succinique 

n'exerce aucun e f fe t  inhibiteur, 2) que l a  consomation d'oxygène e s t  une fonction 

de l a  concentration en acide succinique, 3) que l ' u t i l i s a t i on  de ce dernier e s t  

t r ès  rapide e t  que, dès qu'elle e s t  totale,  l a  pente de la courbe devient parallèle 

à cel le  de la respiration endogène, 4) que 1 'oxydation de 1 'acide succinique e s t  

plus rapide qu'avec l e  t i ssu  luiinêne (figure 44; p. 155), ce t te  propriété s'expli- 

quant a i s h ~ e n t  par une diffusion plus f ac i l e  du conposé par l a  t o t a l i t é  de l a  

surface de l a  nenbrane des cellules dont chacune se  trouve imédiatemnt  en contact 

avec l e  milieu d 'incubation . 
Influence des cations bivalents 

De norrbreux auteurs ont étudi6,avec des résul ta ts  t r è s  variables, 

l ' ac t ion sur  l e s  respirations des cations bivalents. Nous avons pu vér i f ier  que l e s  
u ions Ca , M~~ e t  Mnu n70nt pratiquenent aucun effe t  su r  l a  respiration des 

hépatocy-tes car l 'enploi  de nil ieux d'incubation dépairnis de C'a* e t  de Mg* ou 

additionnes de Mnu ne nodifie pas l ' a c t i v i t k  resgiratoire (figure 43 ; p.154) . 
3O- Influence de 1'A.TP e t  de l1ADP 

L'ATP exerce une action inhibi t r ice  sur l'oxydation de l 'acide succinique 

qui e s t  proportionnelle à sa concentration (figure 44; p.155), tandis que l e  nélange , 

ADP + acide 'phosphorique ne nodifie pas l e  coefficient respiratoire des cellules. 



F i g u r e  

Consoma tion de 1 'oxygène (en rill p. 1 CO ng de ce l lu les)  

par  les hépatocytes l ibres  en fonction de l a  concentration du 

milieu d'incubation en acide succinique 
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Influence des ions bivalents sur 1 ' ac t iv i té  

respiratoire des hépatocytes l ibres ,  en présence de succinate. 



F i g u r e  44 

13lfluence de 1 'ADP e t  de la concentration en ATP 

sur 1 'oxydation de l 'acide succinique par les hépatocytes 

l ibres  . 



Ce résultat  peut e t re  considéré corne un argument en f a v e u  de 

l ' in tégr i t é  du système de phosphorylation. Il est ,  en effe t ,  classiquenent adnis 

que l e s  systènes nitochondriaux dont l e  couplage de l a  phosphorylation oxydative 

e s t  péservé,  accuse une inhibition par t i e l l e  de l eur  ac t iv i t é  respiratoire en 

présence d'un excès dlATP, tandis qe 1'DP es t  sans action. Au contraire, l e  

découplage du sys t ène des phosphorylations oxydatives, par exenple , dans des nito- 

chondries "viei l l ies",  se traduit par une stirmlation nette de l'oxydation du 

succinate par lfATP (UZONE e t  ERNSTER (269) ; SEVERIN e t  coll .  (80) ; CHANCE e t  

F f A G I r n  (271 ) ; SKULAcmv (272) . 
4O-  Influence du nélange ATP + ions Ph3$- 

S i  1 ' ATP freine 1 'u t i l i sa t ion  de 1 ' acide suc cinique par l e s  hépatocytes 

l ib res  e t  si  l e s  ions aanganeux, enployés seuls, sont sans action, au contraire, 

associés à lfATP, il lèvent l ' inhibi t ion de l a  respiration p a r  ce dernier e t ,  en 

outre, l a  régularisent. L'observation de l a  figure 45 (page 157) iriontre, en e f fe t ,  

a - que l ' u t i l i s a t i on  du succinate seul e s t  "explosive" e t  qu'elle e s t  t o t a l e  

en noins de 30 ninutes (courbe 1 ) , 
b - que l f add l t ion  dlATP diminue notablecent l a  consomation du succinate 

(courbe 2) , 
c - que 1' addition de s e l s  mganeux au a i l i eu  d'incubation s 'oppose à 1' effe t  

freinateur de 1'ATP puisque, finalernent,la t o t a l i t é  de l 'acide succinique est  

consormé au bout de 80 ninutes et que l ' u t i l i sa t ion  du substrat e s t  régularisée 

puisque l a  consomation dloxy&ne en fonction du tenps s ' i n s c r i t  sur une droi te  

(courbe 3 )  . 
Ces résul ta ts  sont en faveur de l'hypothèse de LINDBERG e t  ERNSTER (273) 

( 1954) selon laquelle l e s  ions nanganeux pernettraient l a  formation d 'un complexe 

act i f  assurant l a  relat ion entre  les systènes d'oxydation e t  l e  systène de phospho- 

rylat ion B ATP. Selon l e s  auteurs, une nodification de l a  concentration du n i l i eu  

en ATP e t  en ions fl provoquerait une dissociation des conplaxes selon l a  réaction 

suivante : 

tl- Tranahydrogénase - Mn - ATP 
(7) Transhydrogénase + ATP + Mn tt 

L'addition au n i l i eu  dlA!i!P e t  de se ls  nanganeux pernet donc un déplacement 

de l a  réaction dans l e  sens de la reconstitution du coaplexe ac t i f  responsable 
du couplage entre l a  phosphorylation e t  1 ' oxydation. 

. , L  
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Etude cinatique de la consonoation en aérobiose,par 

l e s  hépatocytes l ib res ,  de 1 ' acide succinique (suce. ) (1 2,5 n ~ )  

en l'absence dfATP e t  en présence dtATP (2,5 aM) e t  du nélange 

A'IT (2,5 dl) - se l s  nanganeux (0,6 n ~ )  . 



Nous reprendrons, à ce propos, l'opinion des auteurs qui a t t i r en t  
C f  

l ' a t tent ion sur l a  n6cessité d ' u t i l i s e r  l e  mélange ATP + Ph dans l es  nil ieux 

d'incubation employés pour dtudier la respirat ion des nitochondries isolées ou des 

cellules, car si l e s  ions k* enployés seuls sont capables, dans certains cas, de 

ré tab l i r  l a  respiration aais non l a  phosphorylation, l c  nélange AATP + fl (avec 

ou sans DPX, selon l e s  cas) ré tab l i t  s ~ u l t a n é m n t  l a  phosphorylation e t  l a  

respiration. 

Enfin, nous établirons une relat ion entre, d'une part, l e  f a i t  que 

l'addition dlA!i?P e t  de s e l s  nanganeux dms notre n i l i eu  de dissociation nous fournit 

des cellules dont l a  norphologie des nitochondries e s t  préservée e t ,  d'autre part,  

l 'act ion bénéfique du nélange ATP-M~* sur l a  respiration cel lu la i re ,  sans toutefois 

pouvoir faire un choix entre ces deux éventuaîités : 1 'ac t iv i t é  respiratoire des 

hhpatooytes l ib res  est-el le préservée parce que l e  nélange ATP-M~* protbge l e s  

s t ~ u c t u r e s  nitochondriales - ou bien, celles-ci sont-elles na in taues  =$ce à l a  

persistance des conplexes de LINDBERG e t  ERNSTER 7 

5 O -  Influence de la composition e t  de l a  nature des r i l ieux d'incubation I 

Nous avons étudié l l i n f  luence des 11i1ieux d'incubction sur  l ' u t i l i sa t ion  1 
de l 'acide succinique par l e s  hépatocytes en préseme d'oxygène de nanière à obtenir 

une ac t iv i t é  respira toi re  ncurinale. 

Couparativenent au liquide de KEtEBS-RINGER, l e  sémn totai de Boeuf 

exerce sur l e  t i s su  h&patique, CO zle sur  l e s  hépstocytes l ibres  du foie  de Bat, une 

action inhibi t r ice  de la respiration qui e s t  de l 'ordre  de -15 p.100 (figure 46; 

p.159). Nous avons observ6 que lle-.ploi de l a  fraction adialysable du n8ae s é m  

restaurait ,  en part ie,  l ' a c t i v i t é  respiratoire sans toutefois l a  ranener à l a  \,la 
nomale. L'action inhibitr ice du sém1 peut s 'expliquer par l a  présence de glucose 

responsable d'un e f fe t  CRAl3TREE discret ; cel le  des rza~ro:~olécules adialysables 

s'explique plus difficileïïent, Toutefois, il faut  rermrqer que 1 'addition de sérun- 

albumine au liquide de KREBS-RINGER provoque une légère inhibit ion 

CONCLUSIONS GElJEXG.G3S COlTCERBAï'JT U ~SPIRATIOTJ DES HEPATOCY'I7ES LIBRES aT FOIE DE RAT 

Les conclusions que nous pouvons t i r e r  de notre étude de l ' a c t i v i t é  res- 

piratoire des hhpatocytes l ibres  e t  des facteurs qui l ' influencent sont l e s  suivants : 
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Influence du sérui.; tota1,du s é w  dialysé 

e t  de l a  solution de KREl3S-RWGER s u r  l a  respiration 

des hépatocytes l i b r e s  du Rat . 
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k 

1 - L'activité respiratoire des hépatocytes isolés  du foie  de Rat smble  

préservée, bien que certains substrats ne soient pas oxydés au cours des ex$rienmes 
1:. 

d 'inoubations . Cependan t, l a  non-utilisation de ceux-ci nlk:plique pas a p r io r i  

l a  dispari t ion de systènes enzynatiques. Il s enble plutat  qu'elle aoit l i é e  21 des 

phénonènes d ' inpeméabilit6 sélective de la aenbrane des hépatocyt es. L 'exeriple 

du glucose es t ,  à c e t  égard, déraonstratif puisque ce conposé n ' es t  pas u t i l i s é  

par l a  ce l lu le  alorar que ses dérivés phosphorylés l e  sont parfaiterîent. 

L1inpeméabilité absolue des hépatocytes vis-&-vis de certains substrats 

peut, dlaut re  par t ,  s 'expliquer par un "tannage" de leur  nmbrane dès l e u r  l ibé -  

ration dans l e  milieu d'incubation. Nous avons, en e f fe t ,  observé pue l a  rupture 

de l a  nenbrane des hépatocytes l ibres  à l ' a i de  d'un honogénéiseur de Pû!i"ï%R-ELVEHJEM 

est pratiquerient i r réal isable  tandis qu ' e l l e  es t  ais énent effectuée lorsqu il 

s'agit de t i s s u  hépatique intact .  

Enfin, 1 ' exls tence de "peméasesfl exocellulaires , perdues au cours de 

l a  dissociation peut Btm invoquée pour expliqmer l a  non-utilisation par l e s  

cellules l ib res  de mbs t ra t s  corne l ' ac ide  4-cétoglutarique qui es t  parfai temnt 

oxydé par l e  t i ssu  to ta l .  

2 - L'acide succinique e s t  l e  substrat d'oxydation l e  nieux u t i l i s é  par llhépa- 

tocyte l ib re .  Il représente donc " l 'a l i r lmt  énergétique" de choix pour ce dernier, 

3 - La. coxposition des nilieux d'incubation des cellules es t  t r è s  inportante. On 

évitera l 'addit ion de s é m  ou de protéides ~Sr iques ,  au prof i t  de solutions 

ninérales isotoniques corne l e  Liquide de KREBS-RII?OER auquel on ajoutera éven- 

tuellernent de lfATP e t  des s e l s  nanganeux dont nous avons dhont ré  l ' ac t ion 

b én 6f ique . 
4 - L'action inhibi t r ice  de 1 'ATP sur la respiration des ceï ïu les  l ib res  e t  

-!4 l ' a c t i v i t é  bénéfique de l 'association ATP - M ~ I  e s t  en faveur du naintien du 

systène couplé des oxydations phosphorylantes, dont l'une des conséquences s e r a i t  

l e  respect de l a  norphologie des riitochondries. 



II - ETUDES SUR LE METABOLISME DES BCIIBS hVCLEIIQtTES 
--- ----------------A- -- ----------------- 

Kous avons e n t r e p i s  une seconde s é r i e  de recherches qui ont porté 

s r  l e  nétabolisxe des acides ribonucléiques. On connaît, en e f f e t ,  l e  r ô l e  fonda- 

nental  que jouent ces  co-?posés dans la v i e  de la c e l l u l e  e t  il é t a i t  évident que 

l e s  chances de surv iz  des hépatocytes l i b r e s  é ta ien t  d 'autant  p lus  grandes que 

l e s  synthèses des acides ribonucléiques Ltaient p lus  élevées. 

Ivous avons étudié,  d 'une p a r t  1 'incorporation de 1' acide radiophos- 
3 2 phorique ( PO H ) e t ,  d ' au t re  part ,  de l ' a c i d e  orotique ilarqué par  l e  carbone -14 4 3 

dans l e s  acides ribonucléiques. 

hous avons d é e r i t  plus haut l e s  néthodes que nous avons appliquées 

(voi r  p. 94 à 97) e t  une p a r t i e  des r é s u l t a t s  que nous avons obtenues e t  dont 

l 'exposé é t a i t  &ldispensable dans notre  argur?entation concermnt l a  ? l ise  au  point 

de procédés de d issoc ia t ion  des  t i s s u s  (vo i r  p. 108, 109, 123, 130 e t  135) . 

A - EXPERDEIGTATIOP AVEC L ' ACIDE RN)IOPHOSPHORIQU3 
- 

Les hépatocyt e s  l i b r e s  sont ;lis à incuber dans d i f f é r en t  es  conditions 

e n  présence de phosphates rad ioac t i f s .  k l a  fin de l ' incubat ion ,  l e s  suspensions 

sont déféquées par  1' acide t r ichlorac6t ique,  dé1 ipidées par  1 ' éthanol, puis par  l e  

nélange éthanol-éther e t ,  enf in,  hydrolysées par  la soude. Après une é l i iuna t ion  

des protéines e t  de l ' a c ide  désoxyribonucl~ique par  ac id i f i ca t ion  à pH 4 - 4,5 , 
l 'hydrolysat  e s t  p u r i f i é  sur  un <changeur de cat ions (~owex 50) e t  l e  l iqu ide  

e f f luent  e s t  sou2is  t: l l é lec t rophorèsc  s u r  papier.  On s6pare, a i n s i ,  l e s  quatre  

ribonucléotidos rad ioac t i f s  ( ~ i & w e  47 ; p. 162) const i tuant  l e s  acides ribonu- 

cléiques e t  on dé temine  l e u r  r ad ioac t iv i t é  spécifique. Les d g t a i l s  opérataires  

ont é t é  d6c r i t s  à la page 95. Bous so;lsïes parvenu B s tandard iser  l a  néthode en 

appliquant toujours l e s  &es conditions d expérience. De c e t t e  ilmière, l e s  

r é s u l t a t s  sont repmduc t i b l e s  e t  CO iparatif  S. 

1 - EYlUDE DE L'IKTCORPORATIOK DE L'ACIDE R3;DIOPI-IOSPHORIQUE DANS I 8 S  ACIDES RIBONU- - 
CUIQUES D ' HEPATOCYTES ISOLES Pl& DIFmREllTS PROCEDES 

Nous avons rasseilblé dans l e  tableau III (p.109) l e s  r é s u l t a t s  de 

l ' é tude  de l ' incorpora t ion  de l ' a c i d e  radiophosphorique dans l e s  acides 



AG? 
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Autoradiographie de 1 'électrophorégr~~me d'un hydrolysat --- 
sodique dlhépatocytea l ibres  incubés en présence de '?PO , préalablanent 4 

déféqués e t  délipidés . 
Electrophor$se en tmpon c i t r a t e  0,05 M de pH 3,5 (1 4 volts/cn pendant 5 heures) 

C, A, G, U : acides cytidylique, adénylique, guanylique, uridylique ; 
AGP : acide glycérophosphorique ; PS : phosphosérine ; Pi  : acide orthophosphoniqua. 



ribonucléiques des hépatocytes obtenus par l a  &thode de LONGBlüIR e t  REES aux 

phosphates alcalins B pH 5 e t  par nos t r o i s  néthodos originales : néthodes au 

RJNGER citre.té, au s é m  c i t r a t é  e t  au s é m  c i t r a t é - ~ ~ ~ - l f l  . Nous avons déjà 

discuté l e s  résul ta ts  que noua avons obtenus e t  nous nous bornerons à rappeler 

que l t ~ é l i o r a t i o n  de la  norphologie des cellules s'acconpagne d'une augnentation 

des synthèses des acides dbonucléiques. Les cel lu les  isolées par la néthode de 

LONCaVllTIR e t  REES, dont l e s  structures cel lu la i res  sont détruites,  n t  incorporent 

pas d 'acide phosphorique. Dans l e  cris des cel lu les  isolées par l a  néthode au 

RïNGER ci t ra té ,  1 ' wéliorat ion de la norphologie ce1 lu la i re  s acconpagne d'une 

reprise de l a  synthèse des acides ribonucléiques. Cette synthèse es t  plus ne t te  

aicare avec les  cel lu les  isolées par l e  pmc6àé au sérurr c i t r a t é  qui respecte 

nieux l a  morphologie des structures cellulaires,  en par t icul ier  des mitochondries. 

Elle e s t  mxinale avec l e s  cellules préprées  pa r  l a  néthode au s é m  ci t ra té-  

ATP-e. Le tableau III e s t  t r ès  daionstratif : on voi t ,  en effe t ,  que l t i n t ro -  

duction de l t A T P  e t  des ions ïrianganeux dans l e  n i l i eu  de dissociation à base de 

s é m  c i t r a t é  f oumi t  des cellules qui incorporent dans leurs acides ribonucléiques 

5 f o i s  plus de radiophosphates. 

Ce résu l ta t  peut dfexpliqmr de deux nanières : 

1 - Nous verrons plus lo in  (page 164) que l e s  synthèses des acides ribonu- 

cléiques sont plus intenses en phase aérobie e t  que, en conséquence, l ' i n t ég r i t é  

du systèrae enzymatique respiratoire es t  indispensable à La cellule pour l e s  
* 

réaliser .  O r ,  nous savons que 1'ATP e t  l e s  ions Mn protègent l e s  nitochondries 

e t  l e s  systènes couplés des oxydations phosphorylantes. 

i-i- 
2 - Les ions Pin exaltent l e s  synthéses des acides ribonucléiques (FOX e t  con . )  

(274) e t  on peut adnettre que, pendant 1 'innibation dans l e  n i l i eu  de dissociation, 

les cellulas se sont enrichies en ions mlganeux. 

CONrnSION 
ft Les hépatocytes préparés par l a  néthode au sérum citraté-ATP-Mn 

incorporent l e  nieux l e s  radiophosphates dans leurs acides ribonucléiques dont 

l e s  synthèses sont d a c  naximales. Ciest pourquoi, nous avons choisi de l e s  u t i l i s e r  

dorénavant dans nos expériences portant sur l e  nétabolisme des acides nucldiques. 



2 - ETUDE DES CONDITIONS D ' IXTCORPORATION DE L 'ACIDE RADIOPHOSPHORIQUE DANS US  

HEPATOCYTES LE3 RES 

a - Influence de 1' oxy@ne 

L'une des p r e ~ i è r e s  applications de notre procédé d'étude du uétabo- 

lisrie des acides ribonucléiques dans l e s  hopatocytes l ibres  a &té de rechercher 

l ' influence des respirat ions sur la synthèse de ces co.;nposés. 

Nous avons a ins i  é t é  mené à coriparer l a  vitesse dl incorporation de 

1' acide radiophosphorique dans l e s  acides ribonucléiques d ' h é p  tocyt es riaintenus 

l e s  uns en anaérobiose (sous courant de "Nitrogènett (N2 + CO2 : 195 : 5) ), l e s  

autres, en aérobiose (sous courant de "Carbogène" (02 + CO2 : 95 : 5) ). 
Nos résul ta ts  sont rassenbléhi dans l e  tableau V (page 165). On voit  

que 1 ' incorporation des radiophosphates dans l e s  acides ribonucléiques e s t  20 fo i s  

plus i~tportan te  en aérobias e. On coriprend donc a i s b e n t  pourquoi, dans 1 ' expéri- - .:i 

nentation décri te d m s  le  garagraphe précédent, l lmél io ra t ion  de la  norphologie 
( 

des r5tochondries slaccorrrptgnait, à la fois ,  d'une auglentation de l ' a c t i v i t é  

respiratoire e t  des synthèses d'acides nucléiques. 

CO= LUSION 

Les expériences concernant l e  nétabolisr~e d8s acides ribonucléiques 

dans l e s  hépatocytes l ib res  d o i v a t  être effectuées en aérobiose. A c e t  e f f e t ,  

un courant de "Carbogènett passe dans l e  n i l ieu  d'incubation avec un débit  constant 

(50 r d /  nin dars 50 r ï l  de liquide d'incubation), 

b - Influence du séruu 

Nous avons effectué des incubations dlhépatocytes l ibres dans l e s  

conditions ind iqées  dans la note 1 du tableau III (p. 109) en remplaçant l a  solution 

de KREBS-RIIGER par du 5 é w  de Boeuf. Les résu l ta t s  sont précisés dans l e  tableau V, 

On observe que l e  sémz possède un e f f e t  freinateur sur  l a  biosynthèse 

des acides nucléiques. Cette action peut s'expliquer s c i t  par l a  présence d'un , 
facteur plasiatique de régulati on, soi t  pa r  une diainution de 1 ac t iv i t é  respira- 

+JI i re  de l a  cellule. Nous avms, en e f fe t ,  nontré que le  s é m  non dialysé possédqit 

un e f fe t  inhibiteur sur la respiration cel lu la i re  (vok figure 46 ; page 159). 

CONCLUS I O N  

L'incorporation des ~hosphates radioactifs  dans l e s  acides ribonucléi- 

ques des hépatocytes e s t  mxiriale en présence de solutions iiinérales corme l e  

liquide de KREBS-RINGER que nous svnns chnisi C O ? ~  milieu dlincubation pour nos 
expériences f i tures .  
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HISTORADIOGRliPHIE DES IE Pi!TOCYTE3 Yd&QUES . 
L'acide orotique e s t  l e  o ré curseur des bwes pyrixidiques des acides 

nucléiqres, ribo- ou désox;7~ribonucléiques. Nous avons précis6 dans l a  f igure 48 

(p. 167) l e s  étapes li&taboliques qui conduisent de 1 'acide orotique aux précurseurs 

pyrhidiques de la synthèse des acides nucléiques. 

~'larqué par l e  radiocarbone 14, l 'acide nrotique e s t  qn corqosé precieux 

dans l 'étude du nétabolisne des acides nucléiques par l e  proc6dé d'historadiographie 

dont l e  principe es t  l e  suivant : l e s  cel lu les  ou l e s  coupes de  t issus radioactifs 

sont déposées sur  une laue de ~kcroscope e t  recaver tes  d 'une pellicule de gélatine 

prélevée sur des f i l m  spécialanent destinés h l a  néthode historadiographique. 

Après un teups de contact variable, on révèle l e  f i l u  photogra2hique, puis on colore 

l a  préparation de mnière  à f a i r e  apparaftre l e s  structures cellulaires.  L'obser- 
l 

1 

vation au dcroscc?pe optique perïriet de repérer l e s  inpacts des p a r t i d e s  radio- 

actives e t  de local iser  des :lol8cules narquées dans l e s  cellules. 

1 - MODE 0PERhMIR.E 

a - Incubation des hépatocytes 
+t 1 g dthépatocytes isolés par la néthode au s 6 m î  citraté-iiW-Mn 

sont suspendus dans 6 n l  de solution de KREBS-RWGER contenant 50 yC de I4c-acide 

orotique. Après une incubation de 2 heures effectuée en aérobiose, l e s  cellules 
I 

sont centrifugées e t  lavées plusieurs f o i s  avec une solution de HREBS-RITaGz.,R. Après 

l e  dernier lavage, e l l e s  sont suspendues dans un peu de solution de KREBS-RINGER 

e t  étalées sur des l m e s  de riicroscope . 
o - Prémration des historadio~rar;nes 

Le f m t t i s  de cellules e s t  f ixé  dans un nélange d'éthanol e t  d'éther 

(vrv) pendant 3 jours. Il e s t  ensuite recouvert, en &bre noire, d'un film spécial 

pour autoradiographies (KODAK L.R. 10). L'exposition e s t  effectuée à 2OC dans une 

botte :2étallique contenant un déshydratant (cac12) pendant une période variant de 

3 à 4 senaines. Le f i l n  es t  alors révélé en t r e q a n t  l a  préparation reomverte du 

filri, dans une solution à base dtanidol (midol  : 1,85 g ; s u l f i t e  de sodiurn anhydre: 

4,5 g ; bronure de potass im : 0,2 g ; eau q.s.p. 250 111 ; te~ips de révélation : 

5 nin à 220~). Il e s t  ensuite f ixé  par une solution d'hyposulfite de sodiwri à 



Acide oroti  que 

Orotidine 5 '-phosphate 
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MStabolisme des nucléotides pyrimidiques précurseurs des 
acides nucl éique s 

P R .  : 5-phosphoribosyl-1-pyrophosphate ; PP : acide pyrophosphorique ; 
UMP, UTP : uridine nono- e t  triphosphates ; CTP : cytidine triphosphate ; 
dCTP : désoxycytidine triphosphate ; düMP : désoxyuridine nonophosphate ; -iZ 

m 
dTTP : thyaidine triphosphate ; ATP : adhosine triphosphate ; hlOTHF' : acide -J 

IGhydro~éthyl-tétrahydrofolique ; BRN : acides ribonucléiques ; N I N  : acides 
d~soxyribonucléiques . 



30 p.100 (p:v) . Après un lavage k l 'eau courante d'une heure, l e s  préparations 

sont séchées e t  colorées par un colorant nucléaire (à 1' héualwi de KEYER) pour 

éviter  une surcoloration nuisible h l a  bonne obsemation des traces laissées sur 

l e  f i l n  par l e s  particules &lises par l e s  nolécules mrquées. 

2 - RESULTATS 

La figure 49 (p. 169) i l l u s t r e  l e s  résul ta ts  que nous avons obtenus. 

On voit  que l a  radioactivité de l ' ac ide  orotique se retrouve en t o t a l i t é  dans l a  

cellule e t  qu'el le e s t  localisée dans l e  cytoplasne tantôt autour du noyau e t  

tant8t dans tout l e  t e r r i t o i r e  cytoplasgique. Ce résultat  peut s'expliquer par 

l a  brièvetS de l'incubation qui n 'a  pas pemis 3- l 'acide désoxyribonu61éique, dont 

l e  pi6tabolbrle e s t  lent ,  "d ' éclianger" ses co;iposés pyrirddiques . La radioactivité 

se trouve donc seulenent dans l e s  Am? cytoplasniques, l a  durée de vie d e s d m  

nucléaires étant  trop brève pour que nous puissions observer une l o ~ a l i s a t i o n  

nucléolaire. Ltii?portance variable des t e r r i b i r e s  cytoplasi,iques radioactifs 

peut s'expliquer par des nuances dans l e s  vitesses de diffusion vers l e  cytoplasne 

des ARi? nucléaires4 El le  e s t  l e  r e f l e t  d 'ac t iv i tés  oetaboliques différentes d'une 

cellule à 1 'autre. 

3 - CONCLUSIONS . 

Ces résul ta ts  confiment ceux que nous avaient apportés l 'étude de 

l'incorporation des radiophosphates : l e s  hépatocytes l ibres  sont capables de 

réal iser  des synthèses d1 acides nucléiques. 

En outre, i ls nous nettent  S. 1 'abri d'une cause d 'erreur apportGe p a r  

l a  présence éventuelle de bactéries dans nos s-lilieux d'incubation. Eh ef fe t ,  na&r& 

les  précautions de s t é r i l i t é  que nous observons, nous n'étions pas entièrermnt 

à l ' ab r i  d'une contaxination bactérienne e t  nos résul ta ts  d ' incorporation apportés 

par l e s  néthodes ch l~ iques  pouvaient s'expliquer par l a  présence de bactéries 

dans nos nil ieux d'incubation e t  non par  l t i n t é g r i t 6  biochhique des 

hépatocytes l ibres.  L ' expérinentation réalisée avec 1 acide orotique rnarqué prouve 

qu ' i l  n'en e s t  r ien puisque l a  total i t t i .  de l a  radioactivité e s t  localisée à 

l ' i n té r ieur  des cellules. 

Enfin, ce t te  exp6rience e s t  l e  prélude à de noc~breuses autres qui nous 

pemettront d'explorer l e  aétabolisne des acides nucléiques cellulaires.  
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His toradi ographie d 'hCpat ocyt es incubés en présence 
14 de C-acide orotique. On observera les  différences dans l a  

localisation de l n .  radioactivité dans les  cellules : e l l e  e s t  

tantôt localisée autour du noyau (cellule a) e t  tantôt e l l e  

s'étend dans tout l e  cytoplasnique (cellule b). 



La localisation "en auréole" des acides ribonucléiques cytoplasmiques autour du 

noyau e t  1' absence de s a  radioactivité dans ce dernier pemettent de supposer que 

l a  durée de llincubation a d6passé l a  durée de vie des acides ribonucléiques 

nucléolaires cpli ont d4jà diffusé dans l e  cytoplas-e. Peut-Btre avons-nous 

sa i s i  l e  preziier stade de cet te  diffusion qui se  li-UCe encore à l'espace péri- 

nucléaire ? Des expériences cinétiques sont actueller~ent en cours qui devraient 

nous pemettre d'observer "in s i t u"  les  différentes Qtapes de l a  synthèse des 

acides nucléiques cellulaires,  

III -* ETUDES SUR I& METABOLISME DES PIUECNES 
y-------- --------- 

Dans une tmisièue série de travaux, nous avons voulu vér i f ie r  que 

les  hépatocytes préparés par notre ~é thode  originale avaient conservé l a  propriété 

de synthétiser des protéines. 

Nous avons effectué cette étude b, l 'aide d'acides a-linds marqués 

par l e  carbcme 14. Nos observations ont ensuite port6 sur  des autoradiographies 

d ' élec trophorégrarmes des protéides cellulaires e t  m r  des historadiographies des 

cellules narquées . 

a - Incubation des hépatocytea 

2 g de cellules sont suspendues dans 25 nl de solution de KREBS- 

RINGER contenant 10 C d'un nélange d'acides a13i.114~ unifornéiaent riarqués par du ? 
carbone 14 (hydmlysat d'algues vertes ayant incorporé du I4c - CO2 , fourni par 

l e  CEA) . Après 2 heures d'incubation en aSrobiose, l e s  cellules, soi@eusenent 

lavées, sont ut i l isees  pour l a  prdpration des autoradiographies d'électrophoré- 

g~mïnes e t  des hl~toradiographies . 
b - Pr6paration des autoradiogra$ ie  s d ' élec tmphorégrasu-les 

Après avoir, sans succès, tenté de mettre en solution les  protéides 

cytoplasriiques par un "sonnage" des hépatocytes, nous soïmes parvenu à ce résul ta t  

en peméabilisant l e s  nenbrmes avec des s e l s  bil iaires.  



Les cellules ont é$6 naintermes à 40C pendaait 24 - M s  dans une 

solution de sels bil ia i res  à 1 p.100 (p:v). La solution est dialysée sous agita- 

tion pendant 4 à 5 jours e t  lyophilisée. Une solution du résidu est réalisée 

dans un tanpon véronal de pH 8,2 (1 0 g de protéides totaux p. 1 O0 n i  de tampon) 

e t  des &ectrophorèses sant effectuées sur papier e t  en gélose. 

Après séchage des électrophorég~annes , ceux-ci mnt  naintenus 

pendant 10 à 30 jours sur  une surface sensib-l e ( f i l n  radiographique KODIREX) 

qui e s t  d o r s  révélée. Des bandes noires narquent 1 enplacenent des pmtéides 

radioactif S. 

c - Préparation des historadiograrmes 

La technique de préparation des histor~diogrmuon est, identkue 

& celle que nous avons décrite à propos des aiides nucléique s m u é s  par l e  ' 4Gomtate (voir p. 1 66 ) . 

a - Autoradiographie des electmphorégraiies 

La figure 50 (p, 172) noi~tre que des zones de radioactivité sont 

visihles sur les  é l e c t r o p h c r é ~ s .  Elles rorrespondent à des protéides puisque 

l e s  pxtraits cellulaires ont é té  dialysés pour éIlniner les I4c-idcs 

résiduels. Les h6patocS;es sont donc hken oapa5les de syr,-22éliaer des protgliles. 

Celles-ci s'étendent s u r  taute la langueur dos hs,-.tmphoré&rmos avev des 
3 
"1 

mmportenents Blaotmphmétiq~e aïlant des J-giobul~ios aux +-S. 

b - Historadiographies 

La figure 51 (P. 173) ÈionQ Gue l e s  hépatoryLss onf inwrpoxé lae 
14 C ~ o - a c i d e s  e t  2"" ?.a rc_dir>m%ivi.té e s t  irniCz&il.L; répai.;fil a w  b u t e  l a  

surface de l a  cellule. 

3 - CONCLUSIONS 

Les hépabcytes libres mt bien conservé leur propribté de sy~~t216- 

t i s e r  des p r o t h e s .  



@ LILLE 
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Autoradiographies diélectrophor4graames 

réslisés en gélose de 14c-protéines obtenues par 

incubation d'hdpntocytes libres dans une solution 

de 14~-anina-acides . Tenpon véronnl pH 8,2 . La 
flSeha indique le point de dépôt de la solution. 

Les lettres indiquent le conportenent Clectropho- 

rétique des protCides : Y-, $2-, 61-globulines, 

hlb : albunines, Pré-Blb : pr4albumines . 
.. , 

, - 
.a . - < >  . . . .  . .) . . .  .d 

8 .  . 3 
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Historadiographie d'hépatocytes incubés 

en présence de 14~-anino-addea . 



C O N C L U S I O M S  i _ I  
1 0 )  - Nous avons étudié d 'une xaniére sys t émtique l e s  d i  ff érentes méthodes 

de dissociation des tSsus qui avaient ét6 proposées jusqutà présent pour 

p r é p r e r  des cellules "librestt.  

Nous avons appliqué à l l i solenent  de cellules du foie de Rat l e s  

procédés suivants : 

a - Méthodes de digestion trypsique de DULl33CCO e t  VOGT e t  d'ESSNER e t  coll.  

b - Méthodes de dissociation par agents c h i q u e s  d f MDERSON, de BRANSTER e t  
> :,- 

MORTON e t  de LONGMUIR e t  m S .  

c - Méthode "mécanique" de I ( I L L T E W H .  

L'application de c r i t é r e s  - destinés à vér i f i e r  que 

l e s  procédés de dissociation des. t i s sus  fournissaient rapidenent, avec un grand 

rendment des cellules exenptes de debris e t  de constituants cytoplasniques -, , 

nous a amené à ne retenir ,  parai  bus ces procédés, que la néthode de LONGMITIR 

e t  REZS (dissociation des t issus dans des solutions de phosphates ninérrmx à 

PH 5 ) *  

20) - L'application de c r i t è res  d f in tégr i té  morphologique, biochimique e t  

biologique nous a conduit à r e j e t e r  l a   lét th ode de LONGPUIR e t  REES pour l e s  

recherches biochiniques , biologi ques e t  cancérologi ques que nous nous proposons 

d'effectuer sur l e s  cellules tflibres'l  du foie de Rat. 

En effe t ,  l a  uorphologie des hépatocytes e s t  profondénent al térée.  

Les mitochondries, en par t icul ier ,  sont gonflées e t  optiquenent vides. En outre, 

1' actiPté respiratoire e s t  relativenent fa ible  e t  l a  biosynthèse des acides 

ribonucléiques es t  totalement abolie. Enfin, l e s  cellules mises en culture ne 

surrivent pas. 

L'action 1-éthale es t  due aux ions phosphates e t  à la vaieur t r è s  

basse du pH du n i l i eu  de dissociation. 

30) - L ' enploi de solutions de dissociation plus tlphysiologiquesu améliore 

à l a  f o i s  l a  norpholo#e e t  l ' a c t i v i t é  biochimique e t  biologique de 1s cellule. .: 



La mise au point d'un milieu "RIIYGER citraté-hyalumnidasel' nous a 

permis d l obtenir des ce1 lu le  s dans lesquelles la aorphologie des inclusions 

cytoplamiques e s t  cmsidérablerient améliorée, Cependant, l e s  nitochondries 

montrent encore des lésions graves, - corne l a  vacuolisation -, qui expliquen* 

que l e s  activités biochimiques, - 1 1  ac t iv i té  respiratoire,  en part iculier  -, e t  

biologiques ne soient  pas en t ièretz n t  restaurées. 

40) - L'ut i l i sa t ion de i f l i eux  de dissociation llbiologiques" à base de 

sérum devait nous permettre de p r k a r e r  des cel lu les  dont l ' in tégr i t é  norpho- 

logiqw , biochimique e t  biologique e s t  parfaite. L1enploi de sérum c i t r a t é  

rend aux nitochondries l eur  ~loqhologie,  sans évi ter ,  toutefois, un léger ,! 

gonflenent de ces organites. En outre, l e  noyau e s t  fortenent a l téré ,  mis cet te  

lésion e s t  réversible e t  l a  norphologie du noyau e s t  restaurée à la  f i n  de 

l ' incubation des cel lu les  en présence d'oxygène. I l  n 'est  donc pas surprenant 

que l e s  cellules préparées dans ce a i l i e u  possèdent un nbtabolisme bien supérieur . 

à celui  des cellules iso lées  par la llaé thode au RD?jGER-ci trath-hyaluronidase" I 

e t  qu' e l l e s  soient capables de survivre pendant plusieurs jours dans des  nilieux 

nu t r i t i f s .  

L'addition dlA?tP e t  de s e l s  manganeux au s é m  c i t r a t é  devait enfin 

nous pemet t re  de résoudre l e  problème de la  préparation à p a r t i r  de tissus de 

cellules vivant es, biologiquarien t e t  biochiniquaent actives. L1enploi de ce 

milieu de dissociation des t i s sus  fournit  des cellules dont La norphologie e s t  

respectée e t  dont 1 ' ac t i v i t é  nétabolique es t  maxhale . 
50) - La néthode que nous décrivons n 'es t  pas, jusqufà présent, dlapplication 

gkéra le .  Il e s t  pmbable que la dissociation de chaque type de t i ssu  posera un -,, 

problème par t icul ier  e t  que la niise ail point de néthodes spécifiques sera  

nécessaire. 

60)  - Les résu l ta t s  que nous avons obtenus montrent qlil existe, dans l e  cas 

par t icul ier  des cel lu les  l i b r e s ,  une corrélation étrcrite entre la norphologie 

cel lu la i re  e t  l l a c t i v i t é  rriétabolique. Nous avons vu, en e f f e t ,  que l larchi tecture  

des cellules obtemes par La méthode de ïQMGMüïE3 e t  REES es t  totalement dét rui te  

e t  que l ' a c t i v i t é  nétabolique s1en tmuve abolie. Au fur e t  à r-iesure que nous 



avons vu se restaurer l e s  stnrctums cellulaires,  nous avms ass is té  à une 

reprise progressive des nétabolismes e t  l e s  ce l lu les  l e s  p lus  parfai tes du point 

de vue norphologique sont aussi l e s  plus actives du point de vue métabolique, 

Lianalyse des courbes de l a  f igure 20 (p. 107) e t  du tableau III 

(p.log) es t ,  à ce t  égard, très démonstrative. 

70)  - L'étude cor~parative des quali tés biologiques e t  métaboliques des 

hépatocytes isolcls par l a  méthode de LONGPWIR e t  REES e t  par l es  t ro i s  procédés 

personnels au "RINGER-cit raté-hyaluronidase" , au " s é w ~  c i t r a t  6" e t  au "sénu;: 

c i t r a t & ~ ~ - M n ~ "  nous a conduit à choisir ce dernier procédé pour l a  su i t e  de 

nos recherches. 

Il fournit ,  en ef fe t ,  des hépatocytes dont l ' a c t i v i t é  ~ s p i r a t o i r e  

e t  la  synthèse des acides nucl6iques sont raaxhales e t  qui sont, en outre, 

encore capables de synthétiser des protéines. 

8 0 )  Les applications de 1s néthode de p rkara t ion  des hepatocytes sont t rès  

noi~breuses e t  l e s  premiers résultats  que nous avons obtenus sont t rès  prometteurs. 

D a m  l e  présent nénoire, nous nous somes l imité à ltexposé de nos rechercbs  .& - - 

sur l ' a c t i v i t é  respiratoire e t  su r  l e  nétabolime des acides nucléiques . 3 
8 .  

! 

RECHERCHES SUR LA RESPWIOIY 

il la  su i t e  de notre observation que l e  glucose n ' é ta i t  pas u t i l i s é  

par 1 'hépatocyte l i b r e  corne substrat  dJ  oxydation, nous avons été amené à étudier 

1 'act iv i té  respiratoire en présence des produits du irétabolisne i n t e d d i a i r e  du 

glucose : ceux de l a  chaîne de EMBDBT-MEYERHOF e t  ceux du cycle de KFBBS. Nos -'g 
' -* 

conclusions sont l e s  suivant es : les différents substrats étudi 6s sont u t i l i s é s  I l 

p r  lthépatocyte l i b r e  à des degrés divers : certains,  corxze l e s  acides pyruvique, 

6-cétoglutarique, funarique, nalique , ne l e  sont nullement, d 1 autres, corne l e s  

hexoses phosphates l e  sont plus activement, d'autres, corme l e s  acides glutamique, 

aspartique e t  phospho-énol-pyruvique, l e  sont après un certah tmps de latence 

correspondant au tenps de diffusion des coaposés au travers de la nenbrane 

cellulaire.  Seul, l ' ac ide  succinique e s t  oxydé t r è s  rapidenent e t  possède l e  

coefficient respiratoire l e  plus élevé. Il représente donc l e  substrat énergétique 

de choix pour l a  cel lu le  l ibre.  



L'étude de l ' ac t iv i té  respiratoire de la cellule en présence dvATP 

nous conduit à l a  cmclusion w e  l e s  systènes enzynatiques des nitochondries 

sont respectés. En effet ,  1 'action inhibitrice de 1 ' A P  sur l ' u t i l i s a t i on  de 

1' acide succinique dé~on t r e  1 ' intégrité du sys tène couplé des oxydations 
ft 

phosphorylantes qui s e ra i t  préservé par l a  présence dlATP e t  d'ions Pin dans 

l e  milieu de dissociation. 

RECHERC?IES SUR LE METkBOLISME DES KLDES NJCUIQUES 

L'étude de l'incorporation, dans l e s  acides nucléiques des hépa- 

tocy-tes, de 1 ' acide ' 4 ~ - o m t i  que par la néthode d 'historadiographie e t  de 1 acide 

32P-phosphorique par l a  méthode électrophorétique dériontre que les  s p  tknes de 

synthèse des acides nucléiques sont intacts. 

La  standardisation de l a  n6thode d'incubation des hépatocytes en 

présence de radiophosphates nais conduit à des résultats reproductibles qui 

permettent d 'envisager des études i~é taboliques ~or~lparatives e t  l a  recherche de 

facteurs d'activation ou d'inhibition de l a  synthèse des acides nucléiques. 

Les preiuers essais que nous avons effectués montrent que l e s  

synthèses sont plus actives en aérobiose e t  dans des milieux ninéraux, cornie l a  
-'il 

solution de KBEBS-RINCER. L1addit ion de sérum dam les  nilieux d'incubation + 8 d  i 
ra len t i t ,  en e f f e t ,  llincorporation de l 'acide radiophosphorique dam l e s  acides 

nwléiques, Cette action peut s 'expliquer par une diminution de l ' a c t i v i t é  

respiratoUIe des cellules que nous avons observée sous l'influence des protéides 

plasnatiques. Mais e l l e  peut encore gtre pmvoquée par l a  présence, dans l e  sang, 

de facteurs de régulation de la synthèse des acides nucléiques e t  qui pourraient 

bien 8tre  de nature homonaie. Des recherches sont actuellement en cours au 
- - 7 1  

laboratoire. Peut-être apporterant-el les  la confirmation de cet te  hypothbse ? -':$ 

4 i 

S t i l  nous f a l l a i t  résmer en quelques phrases lapidaires, llensembië 

des résultats qui ont é té  l e  f m i t  de nos recherches, nous écririons : "La disso- 

ciation du foie dans du s é m  c i t ra té  additionné d ' ATP e t  d'ions manganaax , ' 4  
j 

8 '  : conduit à 1' isolemmt rapide de quantités wées d'hépatocytes l ibres qui ont , . 
gardé leur  norphologie e t  l e s  principal es activi-kés iriétàholiques indispensables ! 
au rlaintien de la  v ie  : l a  respiration e t  l e s  synthèses des acides nucléiques 

e t  des protéinesM. 



Pouvons-nms pour autant t i r e r  la conclusion que l e s  hépatocytes 
i 

l i b g s  a ins i  décr i ts  sont restés vivants ? 11 se ra i t  dangereux de l 'affirmer 

en- t i r an t  argulient de l a  maintenance d 'ac t iv i tés  nLtaboliques essentiel les car 

chacune d 'e l le  peut ê t re  réalisSe par des systènes ex t ra i t s  de l a  cel lu le  : 
l e s  riitochondries isolées "respirent" e t  des ex t ra i t s  -acellulaires sont capables 

de synthétiser des acides nucléiques e t  des protéines. Cependant, pouvons-nous 

re f i se r  l e  qual i f ica t i f  de "vivantes" & des cellules c p i  ont conservé leur 

norphologie, qui sont capables de réa l i se r  su;iultanér.imt l e s  trois  processus 

métaboliques fondacientaux précédents e t  qui, en outre, survivent dans des milieux 

nu t l i  t i f  S. 

Les rbsul ta ts  que nous zvons obtenus sont l e  f r u i t  d'un travail  

d'équipe e t  de l a  collaboration de la Biochimie e t  de la Cytologie. Il es t  hors 

de doute que nos recherches n t  auraient pu Qtre  nenées B l eu r  terne sans cette 

synbiose scientifique , 
Wener à son t e n e  un t ravai l"  e s t  une expression bien i l luso i re  

e t  bien présorzptueuse car l e  chercheur scientif ique ne peut jarnais considérer 

qu'une oeuvre de schercf-e so i t  teminGe. Personnelletient , l e  ckwmp des recherches 

que nous avons entreprises e s t  lo in  d 'étre exploré en t o t a l i t é  e t  nous avms 

conscience dlavair soulevé plus de pmblènes qpe nous n'en avons résolus. 
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