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INTRODUCTION GENERALE



Lors de notre arrivée & 1'Institut de
"Recherches sur le Cancer de Lille, nous nous sommes intéressee
~d la culture de tissus et en particulier & la culture de
cellules Zn vitro. En effet, le brob]éme du cancer est 1ié a
‘Ja multiplication cellulaire et les différents systémes de
culture <n vitro fournissent des modé&les de population cellu-
Taire en croissance beaucoup plus simples et plus faciles a
manipuler que les tumeurs expérimentales qui se développent

in vivo. Ensuite, en fonction de nos goﬁts personnels et de
notre formation de cinéticienne, nous avons tenté d'aborder le

probléme du cancer sous deux aspects

a) 1'un fondamental et théorique concerne

1a division cellulaire et ses mécanismes de contrdle.

L'existence de 1a variabilité de la durée
du cycle et de la mitose pose en effet un probléme théorique
intéressant : pourquoi deux cellules "identiques" n'ont-elles
pas la méme durée de cycle cellulaire et 1a méme durée de’
mitose ? Nous avons donc étudié, dans des généalogies de
cellules EMT 6, les distributions des va]eursvindividue11eé
- des durées du cycle et de la mitose, 1'@volution de celles-ci
dans le temps, 1e$ corrélations existant entre Tes cellules
~apparentées (mére-filles ou soeur-soeur) ainsi que les liens
éventuels entre la durée du cycle et la durée de la mitose
d'une méme cellule. |

_ Les données expérimentales qui ont

permis 1'étude de ces problémes ont été obtenues en utilisant
la microcinématographié qui est la seule technique permettant
une mesure directe des durées du cycle et de la mitose, ainsi
que 1'évo1utibn,'génération par génération de ces- paramétres.
Ces études originales constituent la premiére partie de notre

thése.



b) 1'autre aspect plus "appliqué' concerne
les modifications de la cindtique cellulaire provoquées par
l'action de différentes radiations.

La réponse cellulaire d une irradiation
dépend en effet de 1'dge de la cellule dans le cycle au
moment du traitement (Revues Générales de SINCLAIR, 1968 ;
et de FRINDEL 2t TUBIANA, 1971). Avec des doses croissantes
d'irradiation, les cellules de sensibilité intermédiaire sont
progressivement tuées et il subsiste une population de cellules
~partiellement synchronisées (qui correspond aux cellules qui
se trouvaient dans les phases de résistance au moment de
1'irradiation). Cette population subira une nouvelle synchro-
| nisation du fait d'un b]dcage'temporaire dans la phase'G2 du
.cycte cellulaire (ce blocage étant défini comme retard a la
mitose). La réponse d'une nopulation cellulaire & une deuxiéme
dose d'irradiation ou & un deuxiéme traitement, dépendra donc
de cette synchronisation d'od 1'importance de bien connaitre
le retard @ la mitose provoqué par 1'irradiation et en parti-
-culier les variations de celui-ci en fonction de 1'dge de la
cellule dans le cycle au moment du traitement.

Les données expérimentales qui permettent
d'étudier <n vitro ces problémes, peuvent &tre obtenues soit
en utilisant des techniques indirectes telles que Tes téchniques
de marquage et de synchronisation cellulaire, soit des tech- "
‘niques directes telles que la microcinématographie. Cette
derniére permet non seulement d'apprécier le retard a la mitose
et 1'allongement de la mitose provoqué par 1'irradiation. mais
renseiane & tout moment de 1'4ge de la cellule dans le cvcle.
(ceci par rapport & la mitose}précédente) et ne présente pas
1'inconvénient des méthodes de marquage et de synchronisation
qui peuvent perturber le métabolisme cellulaire et shrajouter

~ des artefacts @ 1'effet du traitement &tudié.



, Dans le but de diminuer la radiorésistance
tumorale et d'améliorer ainsi les effets de la radiothérapie,
1'utilisation des ions lourds de haute énergie a été envisagée
au cours de ces derniéres années (CASTRO et QUIVEY, 1977).

Les avantages de 1'utilisation des particules lourdes en
radiothérapie sont en effet de deux types '

, « les ions lourds accélérés
sont particuliérement intéressants du point de vue de la
distribution de la dose en profondeur puisque le maximum de la
dose peut 8tre délivré d plus de 10 cm du point de pénétration ;
ceci permet de centrer 1'irradiation au niveau de 1a tumeur
en minimisant les effets au niveau des tissus sains sus-

et sous-jacents,

« les différents facteurs qui
Timitent 1'action 1étale des radiations de faible énergie
(oxygénation et dge de la cellule dans le cycle au moment du
traitement) ont beaucoup moins d'influence sur 1'action des
ions lourds accélérés. ' '

v De telles propriétés peuvent, seules ou
‘combinées, augmenter 1'efficacité biologique des radiations

de haute énergie.

11 est toujours nécessaire de faire précéder
une éventuelle utilisation c]inique'de recherches biophysiques
et biologiques ; nous avons donc essayé de réaliser une étude
aussi compléte que possible de 1'action de différents types
de radiations : radiations gammas du ®°cobalt, ions d'hé&lium
accélérés, ions de néon accélérés sur la cinétique de prolifé-
ration de cellules en culture. Ces &tudes constituent la

deuxiéme partie de cette thése.



PREMIERE PARTIE

ETUDE MICROCINEMATOGRAPHIQUE DES DUREES DU CYCLE ET
DE LA MITOSE DANS DES GENEALOGIES DE CELLULES EMT 6



I - INTRODUCTION

A - MITOSE, INTERVALLE INTERMITOTIQUE : DEFINITIONS

~ On appelle mitose la phase du cycle au cours de
laqueile 1a cellule se divise en deux cellules filles : cette
période débute au moment ol les chromosomes commencent & se
condenser gquand la membrane nucléaire tend & disparaitre et se
termine au moment ol apparait une membrane entre les deux -
cellules filles, aprés que les deux cytoplasmes se soient eux-
‘mémes séparés (RUSCONI, 1826 ; MAYZEL, 1875).

Une série de phénoménes biochimiques importants
surviennent dans une cellule entre deux mitoses successives,
en effet, pour qu'une cellule puisse se diviser, i1 faut qU'e]]e
ait reproduit chacune de ses molécules d'acide desoxyribo-
nucléique (ADN) de fagon que les deux cellules filles recoivent
la totalité de 1'information génétique. Il a été montré (HOWARD
et PELC,-1951—1953 ; QUASTLER et SCHERMAN, 1959) que 1'ADN ne
se duplique que pendant une période déterminée de la vie de 1a
cellule. En fonction de cette séquence d'événements, le cycle
a été divisé en plusieurs phases (Fig. 1, p. 5)

1) immédiatement aprés la mitose, débute une phase
dite de présynthése et nommée Gl-(de 1'anglais Gap 1 ou "premier
" intervalle" entre la mitose et la synthése de 1'ADN) ;

2) i1 Tui succéde la phase de synthése S pendant
‘laquelle la cellulé double son stock d'ADN ; , '

3) & la phase S succéde 1a période dite de post-
'synthése notée G2 ou 2e intervalle ;
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Figure 1

Renprésentation sché&matique du cycle cellulaire

TC : durée du cvcle .

TM.: durée de la mitose (P : oronhase, M : métaphase, -
A : ananhase, T : tZlophase)

TG1 : durée de la phase Gl

TS : durée de la phase S
T62 : durée de la nhase GZ

ne sont pas représentées dans ce schéma 1es cellules en GO
. (au repos ou "hors. cycle").




A 4) enfin survient la mitose ou phase de divisfon
cellulaire entrainant des changements physiques et morphologiques
qui conduisent 3@ la séparation des deux cellules filles.

Lorsque le destin d'une cellule peut &tre décrit
selon le schéma précédent, on dira qu'elle est "dans le cycle"”
et 1'intervalle intermitotique et le cycle cellulaire se confon-
dent et sont tous deux définis comme le temps qui s'écoule entre
deux mitoses successives ; ce sont par‘exemp1e, les cellules
en croissance exponentielle Zmn vitro ou les cellules épithéliales
des cryptes de 1'intestin gréle. Dans les populations cellulaires,
d coté de ces cellules "dans le cycle" existent des cellules
"hors cycle” qui peuvent étre séparées en deux catégories
of gt 3 ' . | ’
- 5 1°) les cellules quiescentes ou cellules en
' GO qui ne synthétisent pas d'ADN et qui ne se divisent pas mais
qui, sous 1'effet d'un stimulus extérieur (chimiothérapie,
~irradiation, etc...) peuvent se "réveiller”, c'est-a-dire rentrer
dans le cycle. Ce sont par exemple les cellules régénératrices du
foie aprés une hépatectomie partielle ou les lymphocytes dont la
division peut-étre stimulée par la phytbhémag]utinine.

2°) les cellules fin qui sont comme les
cellules quiescentes "hors du cycle® mais qui en plus ont perdu Ta
capacité de se diviser. Le destin de telles cellules est soit la
différenciation, soit la mort aprés vieillissement ; ce sont par
exemple Tes leucocytes polymorphes, les hématies ou les cellules
kératinisées de 1'épiderme. '

B - RAPPEL BREF DES DIFFERENTES METHODES D'ETUDE DU CYCLE

CELLULAIRE

4 Les méthodés d'étude du cycle cellulaire et de 1'une
‘ou plusieurs de ses phases sont trés nombreuses et trés variées
et ont fait 1'objet de nombreuses revues générales (TUBIANA,
1968-1971 ; BASERGA, 1978).



Nous ne dresserons pas ici l1a liste exhaustive de
toutes ces méthodes, nous citerons pour mémoire les techniques
les plus couramment utilisées.

1) Méthodes non isotopiques

a) méthode fondée sur les indices mitotiques

. La seule partie du cycle cellulaire qui
soit différente des autres par sa seule morphologie concerne la
mitose qui constitue une véritable fenétre sur le cycle cellulaire.
Dans une population (ol toutes les cellules sont dans le cycle)
on peut estimer la durée du cycle cellulaire a partir de 1'indice
mitotique (IM =5 0,69 TH) (xwowLTOW, 1950 ; FRY, 1961 ; SMITH
et al., 1962). Mais cette méthode est peu précise car, dans les
conditions de croissance normales, le pourcentage des mitoses par

rapport au nombre total de cellules ne dépasse jamais 5 %.

Quelques auteurs ont utilisé des méthodes
basées sur 1'arrét des cellules en mitose pour mesurer, grdice a
la vitesse d'accumulation des cellules en mitoée, le taux de
production cellulaire. Cependant, 1'interprétation des résultats
ainsi obtenus nécessite quelque prudence car la colchicine et la
vincaleucoblastine qui sont généralement utilisées a cette fin,
peuvent, selon la concentration utilisée, soit ne pas b]oquer'toutes
les Ce11u1e§ en mitose et en laisser échapper quelques unes, soit

au contraire perturber le cycle cellulaire (TANNOCK, 1967).

b) la cytophotométrie ‘

v La cytophotométrie constitue la méthode
la plus directe qu'on puisse avoir pour séparer, dans une popula-
tion de cellules, celles qui sont en Gl, en S et en G2, en effec-
tuant un microdosage de 1''ADN aprés coloration quantitative spéci-
fique (réaction de FEULGEN).

L'identification des cellules en phase S
~est obtenue en couplant cytophotométrie et autoradiographie
(FRINDEL et al., 1967).



‘Le développement de‘systémes a flux
d'écoulement trés perfectionnés et trés automatisés permet
maintenant 1'obtention trés rapide d'histogrammes comportant
deux pics qui correspondent aux cellules en Gl et en G2 ; les
cellules interhédiaires entre ces deux pics sont des cellules
en phase S (KRISHAN, 1975 ;_CRISMAN et TOBEY, 1974). La figure 2
(p. 9) montre un tel histogramme obtenu par nos soins & partir
d'une culture de cellules EMT 6 en phase exponentielle de crois-

sance.

c) méthode des fusions cellulaires

La fusion d'un noyau en interphase avec
une cellule en mitose entraine la condensation de la chromatine
interphasihue sous 1a forme de chromosomes prématures (JOHNSON
et RAO, 1970 ; RAO et JOHNSON, 1972). La morphologie de ces chro-
mosomes prématures indique la position dans le cycle du noyau
interphasique. Les chromosomes prématures résultant de Ta conden-
sation de la chromatine d'un noyau en Gl sont formés d'une simple
chromatide (ADN simple brin) tandis que ceux résultant de la
condensation d'un noyau en G2 sont formés d'un ADN & deux brins.
Les chromosomes prématures d'un noyau en S présentent souvent
1'aspect d'une chromatine pulvérisée. I1 est donc possible
d'estimer 1e'pourcentage des cellules en G1, S et G2 en faisant
fusionner une population de cellules asynchrones avec une popula-
tion de noyaux en mitose {Revue Générale de RAO; 1977).

2) Méthodes isotopiques

‘a) 1'autoradiographie
L'autoradiographie constitue Ta méthode

expérimentale la plus utilisée en cinétique cellulaire. Si on
ajoute au milieu cellulaire de la thymidine "marquée" (par exemple
}au’tritium), cette thymidine sera incorporée dans 1'ADN lors de la
duplication de celui~ci. La thymidine est un précurseur de la
thymine base purique entrant dans la composition de T1'ADN et qui ni
‘s'incorpore pas dans 1'ARN et seules lTes cellules en phase de
synthésé 6)'au moment du marquage seront radioactives. Si a un
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CONTENU EN ADN

Figure 2

Contenu en ADN des cellules EMT 6 en phase exponentielle de croissance.

La surface en pointillé correspond au nombre de cellules dans 1a phase Gl‘
La surface hachurée correspond au nombre de cellules dans la phase G2 + M.
Le nombre de cellules dans la phase S est obtenu par différence.
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moment -quelconque choisi aprés le marquage, on fixe ces
cellules puis on étale une émulsion sensible, aprés un certain
temps de latence (exposition), On constatera en face des
cellules "marquées" des grains noirs sur 1'émulsion sensible.
En faisant varier les intervalles de temps entre le marquage
et la fixation des cellules, on pourra suivre Te devenir des
.celiules en S au moment du marquage.

b) méthode du pourcentage des mitoses marquées
{
{ PMM)

La méthode du pourcentage des mitoses
marquées reste la méthode autoradiographique la plus employéé
pour mesurer la durée du cycle cellulaire, ainsi que celle de
ses différentes phases. Aussi nous parait-il intéressant de
la présenter sur le plan expérimental. Cette méthode, intro-
‘duite par PAINTER et DREW (1955) ; et QUASTLER et SCHERMAN
(1959) est fondée sur 1'étude de 1'é@volution du pourcentage
des mitoses marquées aprés un marquage bref a la thymidine
tritiée. Si on suppose

que la durée d'activité de la thymidine
est instantanae. '
' que, au cours des différentes divisions
cellulaires, la radicactivité présente dans une cellule mére
se répartit entre les deux cellules filles. IT n'existe donc
pas de perte de radioactivité en dehors d'une mort cellulaire,

que Tes_durées des phases du cycle sont
constantes et fixes d'une cellule & 1'autre et que la durée
de la mitose est négligeable, '

que Ta population cellulaire n'est pas
entiérement en S ou hors S au moment du marquage, on obtient
alors une courbe en créneaux (Fig.3a, p. 11)qui permet d'évaluer
les durées moyennes du cycle cellulaire ainsi que celles des
quatre phases qui le constituent.

D'une facon générale les courbes obtenues
“en pratique in vitro et surtout Zm vive sont loin d'avoir la
forme théorique décrite ci-dessus. Ceci s'explique par des.
écarts aux différentes hypothéses énorncées ci-dessus et en
particulier par la variabilité des durées des phases du cycle
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Figure.3

COURBE DES MITOSES MARQUEES.
a) représentation schématique ; au début de 1'expérience, au temps 0,

b)

Tes cellules

en S sont marquées. A 1'instant (t,), la cohorte des

cellules marquées a progressé dans le cycle et Celles qui se
trouvaient en fin de S au temps 0 sont arrivées en mitose : il

apparait des

mitoses marquées.

exemple de courbe expérimentale. En raison de ]a var1ab111te des
durées des d1fferentes phases du cycle d' une cellule & 1'autre,
Ta courbe s'amortit rapidement. :

TM : durée
TC : durée
TGl : durée
TG2 ¢ durée
T . durée

de la mitose
du cycle

de ta phase G1
de la phase G2
de la phase S
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et du cycle d'une cellule & 1'autre (Fig. 3b, p. 11).

c) autres méthodes

Pour compléter cette bréve revue des
méthodes d'études autoradiographiques du cycle cellulaire,
il nous faut mentionner les techniques de double marquage
ainsi que la méthode des fenétres en S et en G2 imaginée par
VALLERON et al. (1968).

3) Conclusions

Toutes ces méthodes énumérées ci-dessus ne
permettent cependant pas une étude directe de la durée du
cycle cellulaire. Elles utilisent souvent des cellules fiiées
‘et nécessitent 1'action de certains agents soit bloquants
(colchicine), soit marqueurs (thymidine marquéé au tritium ou
au carbone 14 par exemple) lesquels peuvent éventuellement
influencer le paramétre étudié (EHMANN et al., 1975 ;

BECK, 1979).

En outre du fait que ces -études concernent une
population cellulaire considérée dans son ensemble, elles ne
permettent d'obtenir que des durées moyennes du cyé]e cellulaire
et de ses différentes phases'et ne rendent compte de la
dispersion des valeurs individuelles des paramétres étudiés
qu'a la suite d'une interprétation mathématique des différentes
valeurs obtenues qui suppose un grand nombre d'hypothéses
biologiques discutables et souvent difficiles & vérifier
par exemple )

selon Tes modéles utilisés, la distri-
bution des valeurs individuelles du cycle et de ses différentes
phases est considérée comme log-normale (BARRETT, 1966-1970 ;
VALLERON et al., 1973 aet b 1974) ; comme suivant une distri-
bution gamma (TAKAHASHI, 1966 ; HAHN, 1970) ; ou encore suivant
une distribution normale (MAC DONALD, 1970 ; HARTMANN et
PEDERSEN, 1970). '
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- Les durées des différentes phases du cycle
cellulaire sont considérées comme indépendantes les unes des
autres (MAC DONALD, 1970). - ‘

. « Enfin, les cellules d'une méme population
sont considérées comme indépendantes les unes des autres.

Seule 1la Microcinématogfaphie permet une mesure
directe du cycle cellulaire et de Ta mitose et présente par
rapport aux autres méthodes les avantages suivants ‘

- E17e ne donne pas une valeur moyenne du cycle
‘cellulaire et de la mitose, mais un grand nombre de valeurs indi-
viduelles qui permettent .

= 1'étude des distributions des valeurs
individuelles du cycle cellulaire et de 1'une de ses phases |
la mitose,

= 1'6tude de 1'évolution de ces deux

‘paramétres en fonction des générations,

= 1'é8tude des corrélations entre Tles

paramétres de deux soeurs.

- Nous avons montré qu'elle permet 1'étude des
corrélations entre la durée de 1a mitose et la durée du cycle
d'une méme cellule.

- Enfin, en connaissant de fagon précise'1‘heure
de la derniére mitose précédent tout acte thérapeutique (soit
chimiothérapie, soit radiothérapie ou hyperthermie), on peut
connaitre trés précisément 1'dge de la cellule dans le cycle
au moment du traitement, ceci sans utiliser tous les artifices
nécessaires aux‘difféfentes expériences de synchronisation
cellulaire.

Cependant, la microcinématographie a ses limites,
'si elle permet une &tude trés précise de la durée du cycle et
de la mitose, elle ne permet en aucun cas d'étudier les autres
phases du cycle cellulaire. Pour connaitre la durée de toutes les
phases du cycle cellulaire, elle devra é&tre utilisée conjointement
a d'autres méthodes ‘(par exemple, 1a méthode du pourcentage
- des mitoses marquées).
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C - LA TECHNIQUE MICROCINEMATOGRAPHIQUE : HISTORIQUE ET

DIFFERENTS DOMAINES D'APPLICATION

La microcinématographie est née dans le
Laboratoire de LEWIS (1917), il eut le premier 1'idée »
d'associer microscope et caméra pour'ses études. de pycnose.
Ensuite, Ies,progrés paralléles réalisés dans les domaines de
‘cinématographie et de microscopie, établirent la microciné-
matographie comme nouvelle technique d'étude de la cellule.

| Les premiéres recherches microcinémato-
§raphiques furent surtout d'ordre morphologique et physiolo-
gique : &tude des mouvements cellulaires, des phénoménes de
phagocytose, de pynocytose et d'échanges intercellulaires,
ainsi que celles des différents mécanismes qui conduisent a
la mort cellulaire (fusion, dé&générescence, etc...).

Trés vite,le domaine d'application de cette
technique s'étendit de fagon considérable et dés 1926, CANTTI
et DONALDSON.;1927—1929 CANTI et SPEAR, eurent 1'idée d'utili-
ser la technique microcinématographique pour étudier le cycle
cellulaire. En effet, le cycle ce?lulaire est défini comme
1'intervalle de temps séparant deux mitoses ; il suffisait
donc d'observer une cellule pendant un temps suffisamment
long pour repérer deux mitoses successives et obtenir ainsi
uhe’mesure trés précise de la durée du cycle.

Cette technique d'étude du cycle cellulaire
fut ensuite employée dans des domaines trés divers : étude des
durées de cycle des bactéries et des cellules de mammiféres
ainsi que celle de 1'action des agents physiques (telles les
radiations ou la température) des agents chimiques ou biolo-
Agiques sur la durée‘du cycle cellulaire (Tableau I, pages 15,

16, 17 et 18). '



TABLEAU 1

"TECHNIQUE MICROCINEMATOGRAPHIQUE

différents domaines d'app]ication

1 - ETUDES MORPHOLOGIQUES

IT - ETUDES DES MOUVEMENTS
© CELLULAIRES ET INTRACELLULAIRES

IIT - ETUDES PHYSIOLOGIQUES
(phagocytose, pynocytose, etc...)

ROSE G.G., 1965

RICHART R.M., 1966
KASTEN F.H.., 1975
FELIX H. et STRAULI P, 197§

ABERCROMBIE M. et HEAVSMAN J.E., 1953

POMERAT C., 1958

MOTA M. et al., 1964
CASTOR L.N., 1968
PONTEN J. et at., 1969

. BEREITER-HAHN J. et af., 1972, 1978

AMBROSE E.J. et EASTY D.M., 1973
MORGAN W.D. et af., 1979 '

LEWIS M.R. et LEWIS W.H., 1917
HOSKINSG.C. et af., 19612 '
GROPP A., 1963 ’

COHN Z.A. et al., 1963

 BHISEY A.N. et RANADIVE K;J., 1966

MELSON H,, 1973
CHANG V.T., 1977
MATTER A., 1979

ST
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, Cependant, dans tous ces travaux subsistent
de grosses lacunes. A notre connaissance, personne n'a étudié

de facon directe |
: - L'évolution de la durée de 1la
mitose au cours des générations successives ;

- La relation entre 1la durée
du cycle et celle de 1 une de ses phases : la mitose ;

- Enfin, 1'existence éventuelle
des corké]ations'entre les durées de mitose des deux "soeurs"
ainsi que celle de la "mére" et de ses deux "filles".

Nous avons pensé que 1la technique micro-
cinématographique permettait d'étudier ces différents
paramétres et nous avons appliqué cette techn1que a la ce]]u]e
EMT 6 cultivée in vitro.

I1 - MATERIEL eT METHODES

A - METHODE DE CULTURE DES CELLULES EMT 6

1) Origine et entretien de la souche EMT 6

Pour réaliser nos études microcinémato-
graphiques des durées du cycle cellulaire et de la mitose,
nous avons recherché une souche cellulaire présentant les
caractéristiques suivantes . '

Viabilité d'un petit nombre de
cellules permettant un ensemencement pauvre au départ ; ceci
afin d'observer le plus de générations possible avant que la
densité de saturation ne soit atteinte. |
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Cycle cellulaire court afin de
pouvoir observer 5 & 6 générations successives dans des
- délais raisonnables. '

N Faible mobilité cellulaire afin
que les cellules ne quittent pas le champ du microscope au
cours de 1'observation.

| Enfin peu de tendance aux phénoménes
. de superposition ou d'entrecroisement lorsque la densité cellu-
laire s'accroit. '

En fonction des différents critéres
énumérés ci-dessus, nous avons testé successivement différentes
soucﬂwes cellulaires (cellules KB, cellulies de mélanome huma1n) et
notre choix s'est fixé sur la cellule EMT 6. Cette ce11u1e,
issue d'un tout premier passage de la tumeur KHJJ de la
Souris BALB/CKa, posséde & la fois la possibilité de crofitre
in vivo sous la forme d'une tumeur solide ainsi que in vitro
sous la forme d'une culture en monocouche (ROCKWELL et
KALLMAN, 1972).

| Le milieu WAYMOUTH® (dontbla composition

est donnée dans le Tableau II (p. 21), additionné de 10 % de
sérum de foetus de Veau, de PENICHJJNE**,(ZOO unités Interna-
tionales par ml) et de STREPTOMYCINE***
utilisé@ pour 1'entretien de 1a cellule EMT 6. Les cultures

(0,25 mg par ml) est

'Ye réserve" sont repiquées deux fois par semaine : les
.cellules sont remises en suspension grdce a 1'action d'une
solution saline dépourvue de calcium et contenant de 1la
TRYPSHE****(I g par litre). Aprés une incubation de 10 mn a

¥ Milieu sec en poudre WAYMOUTH 0011 - Laboratoires EUROBIO
xx SPECILLINE (Benzyl Penicillinate de Sodium Cristallisé
Laboratoires SPECIA - PARIS -
xxx STREPTOMYCINE Base sulfate - Laboratoires Roger BELLON - PARIS
xxx%x TRYPSINE CHOAY cristallisée 2 fois - Laboratoires PRECIBIO



TABLEAU 11

COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE DES EMT 6

Milieu WAYMOUTH MB 752/1 -

mg /L mg /L

CaC]2 2H20 120,0 L-Lysine HCI 240,0
KCL 150,0 L-Méthionine 50,0
KH2P04 80,0 L-Phénylalanine 50,0
MgC]2 6H20 240,0 L-Proline 50,0
MgSO4 7H20 200,0 L-Thréonine - 75,0
NaC1l 000,0 L-Tryptophane 40,0
NaHCO3 240,0 L-Tyrosine 40,0
NaZHPO4 7H20 570,0 L-Valine 65,0
Glucose 5.000,0

Glutathion 15,0 Acide Ascorbique 17,50
Hypoxanthine 25,0 D-Biotine 0,02
Rouge de Phénol 10,0| D-Ca-Pantothénate 1,00
L-Arginine HC1 75,0 Chlorure de Choline 250,00
Acide L-aspartique 60,0 Acide Folique 0,40
L-Cystéine HCI 90,0 i-inositol 0,83
L-Cystine 15,00 Nicotinamide 1,00
Acide-L-Glutamique 150,0 Pyridoxine HCI 1,00
L-Glutamine 350,0 Riboflavine 1,00
L-Glycine 50,0 Thiamine HCI 10,00
L-Histidine HC1 H20 168,0 Vitamine B 12 0,20
L-Isoleucine 25,0 ’ '

L-Leucine 50,0

WAYMOUTH, C.J., Nat. Cancer Inst., 22, 1003, 1959

Régerences
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37° C, les cellules sont dispersées mécaniquement 3 la pipette
et sont ensemencées a raison de 10° cellules dans des bouteilles
FALCON® (75 cm?) contenant 30 m1 de milieu. L'atmosphére finale
dans la bouteille est constituée d'un gaz enrichi en (O,
contenant 10 % de €O, 5 17,5 % 0, et azote 72,5 %**

2) Préparation des cultures pour 1'observation

microcinématographique

. En vue des études microcinématographiques,
les cellules sont prélevées & partir d'une culture stock en
phase de croissance exponentielle, c'est-a-dire 48 heures aprés
1'ensemencement (Fig. 4, p. 23) . Ces cellules sont remises en
suspension selon la méthode décrite dans le paragraphe précé-
dent et 150 000 cellules sont alors ensemencées dans des
bouteilles plastique FALCON (25 cm?) contenant 10 ml de milieu
WAYMOUTH additionné de 20 % de sérum de foetus de Veau. Cette
concentration cellulaire permet de suivre la descendance de

6 a 8 ceTIu]es’par film. Les cultures sont ensuite incubées &
37° ¢ pendant 4 heures avant d'étre placées sur la platine du
microscope,‘ceci afin de leur permettre d'adhérer au support
plastique. Aucun changement deimiiieu n'est effectué pendant
1'expérience qui dure au maximum 5 jours.

B - TECHNIQUE MICROCINEMATOGRAPHIQUE

1) Equipements photographiques

Nous disposons de 8 équipements micro-
cinématographiques tous composés des éléments suivants (Fig. 5,
p. 24 + un microscope relié directement a une caméra***
elle-méme relide & un intervallométre qui déclenche une prise

% Flacons FALCON - OXNARD CA 93030 USA
xx Compagnie Frangaise des Produits Oxygenes
£x% Caméra PAILLARD-BOLEX 16 mm ,
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Figure 4

Courbe de croissance de la cellule EMT 6 <n vitro
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.Figuke 5

‘Appareils d'enregistrement microcinématographique
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de vue toutes les 4 + 0,05 minutes.

Afin d'éliminer toute influence de 1la
lumiére sur la durée du cycle, les appareils de microciné-
matographie sont groupés dans un local occulté. L'éclairage
du champ d'expérience consiste en un éclairage de courte
durée (0,5 seconde) uniquement au moment de la prise de vue.
De p]uS des filtres permettant une lumiére monochromatique
verte interceptent le faisceau, évitent ainsi un "choc" aux
cellules au moment de 1'exposition et de plus assurent un
meilleur contraste.

L'ensemble du systéme de prisés de vues
est entouré d'une enceinte thermostatée ; la platine du

microscope est ainsi maintenue a 37° + 0,2 C par 1'intermé-
diaire de deux résistances situées de part et d'autre du

‘microscope et un thermorégulateur dont la sonde se situe au
niveau de la platine du microscope. Un tel systéme de chauffage

entraine automatiquement des gradiénts de température dans

‘1'enceinte thermostatée, mais-1'utilisation d'un ventilateur

pour homogénéiser la température augmenterait le risque de
vibrations au niveau de la platine du microscope. L'existence
de ce gradient ne nous géne pas puisque la sonde du thermo-

régulateur, ainsi que le thermométre de contrdle se trouvent

sur la platine du microscope & 1'endroit précis ol se trouve
Ta culture. 4

Le systéme optique utilisé a été choisi
de facon & ce qu'il permette 1'étude de la descendance de
6 & 8 cellules par film pendant 5 @ 6 générations successives.
Le meilleur compromis pour obtenir de telles conditions
consiste a utiliser un objectif faible (4X) et une concentra-
tion de 150 000 cellules par FALCON (25 cm?).

Ndus avons utilisé des films 16 mm
KODAK-EASTMAN +X négatif 80 ASA développés dans du révélateur
KODAK D 19. '



2) Analyse des films

a) appareillage

Les films sont analysés sur une
» table de projectionx qui envoie 1'image sur un verre dépoli
avec un grandissement 20 X. Cette table d'analyse fonctionne
en marche avant et arriére a trois vitesses différentes : vue
par vue, 25 et 100 images par seconde. Un compteur électronique
d'images est associé & cette table, i1 attribue un numéro a
chaque vue et permet 1'avance ou le retour automatique a une

vue sélectionnée .

b) estimation de la durée de la mitose

Avant toute modification
nucléaire au moment de la prophase, on observe une rétraction
des différents prolongements cytoplasmiques cellulaires, la
cellule augmente graduellement sa réfringence et prend une
forme sphérique. Selon LEWIS et LEWIS (1932); cette rétraction
marque le début de la prophase alors que STRANGEWAYS (1923)
considére que cette rétraction a Tieu 2 a@ 10 minutes avant la
prophase.

Comme la forme circulaire est
atteinte graduelilement, 1'entrée en mitose peut étre diffici-
Tement définie. Nous avons adopté, pour notre part, la méthode
de mesure proposée par HURWITZ et TOLMACH (1969) : le début
de Ta mitose est la premiére vue ol 1a forme circulaire est
.constante. Ce repaire est certainement un peu décalé par
rapport au commencement réel de 1a mitose mais il constitue
un point commun qui survient trés tdt dans le processus
mitotique.

La fin de 1la mitose est 1la
premiére vue qui montre une configuration en doublet, ol une
membrane visible apparait entre les deux cellules filles.

Ce dernier critére est beaucoup plus précis que celui de Ta
séparation compléte entre les deux cellules filles, séparation
qui,se'déroule plus ou moins rapidement selon la densité
cellulaire de la culture. '

% Table de projection STEINBECK ST 1200 W - Frangois BOGARD - Paris -
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c) estimation de la durée du cycle

La durée du cycle est définie
comme 1'intervalle de temps séparant deux mitoses successives.
Cette durée du cycle sera donc calculée & partir du nombre de
vues s'écoulant entre la fin de la mitose de la mére et la
fin de la mitose de la fille. La fin de la mitose étant établie
selon les critéres définis dans le paragraphe précédent
(Fig. 6, p. 28).

d) reproductibilité des mesures

L'estimation des débuts et
fins de mitose avec les différents critéres exposés ci-dessus,
comporte nécessairemeﬁt une part d'arbitraire. Nous avons
.comparé les valeurs de durée de cycle et de mitoses obtenues
'3 1'occasion d'une double mesure faite sur les cellules de
deux pédigrées. La seconde série de mesures a été faite a
1'aveugle par rapport aux résultats de la premiére et & plusieurs
semaines de celle-ci. Bien que, les deux séries ne donnent pas
exactement le méme résultat, la part de la variance totale de
la durée du cycle et de celle de la mitose qui résulte de cette
imprécision est faible (respectivement 1 % pour la durée du
cycle et 11,3 % pour celle de la mitose).

- 3) Description des données

La figure 7, p. 29, représente les
nombres de valeurs individuelles du cycle et de 1a mitose que
nous avons'obtenu6 paur chaque génération. La génération 0 est
définie comme 1'ensemble des cellules présentes dans le champ
au début de 1'expérience ; les générations 1, 2, 3, 4, 5, 6
et 7 résultent des divisions successives des cellules présentes
dans la génération 0. ,
‘ " Le nombre de valeurs individuelles de
durée de mitose par génération est souvent inférieur au nombre
de valeurs du cycle cellulaire : en effet, selon la localisation
de 1a cellule dans le champ et en particulier selon la densité
ce]]u]aire,>i]>est possible detrepérer un "doublet" caracté-
‘ristique de la fin de mitoée, donc de mesurer la durée du cycle
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Figure 6

Représentation de la méthode d'estimation de la dureée
du cycle de la cellule EMT 6.

Les chifgres indiquent Les
numénos de vue . IIM : intervalle interumitotique. :

28
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obtiendrait si aucune information n'était perdue.

29



30

alors qu'il est trés difficile de cerner le moment précis
ol la cellule prend une forme sphérique constante donc de
mesurer la mitose.

"IT faut aussi reconnaitre que‘certaines
informations sont perdues au cours de 1'étude d'un pedigree
et le nombre de cellules ne double pas & chaque gé&nération
certaines cellules quittent Te champ d'observation, d'autres
sont masquées par des débris cellulaires venant d'autres
cellules qui sont mortes, d'autres encore sont inévitablement
‘perdues lorsque le nombre de cellules dans le thamp devient
trés important. Nous‘pensons comme HURWITZ et TOLMACH (1969)
qu'aucun biais ne peut étre introduit dans les résultats par
1'absence de pedigree complet pour chaque cellule.

Nous remarquons également (Fig. 7, p.29).
une chute trés importante du nombre de mesures effectuées,
aussi bien pour le cycle que pour Ta mitose des 6be et 7e
générations. A ce stade de croissance, pour des‘raisons
techniques, Tes rares mesures qui ont pu étre effectuées
s'adressent & des cellules “privi]égiéeé", & la périphérie
d'amas cellulaires. Si.on décide d'arréter les mesures des
durées de cycle et de mitose & un moment précis aprés Jle
début de 1'enregistrement microcinématographique, on risque

=

d'introduire un biais favorisant les cellules & cycle court
alors qu'en limitant les é&tudes & un certain nombre de géné-
rations on évite ce biais (POWELL, 1955). Nous avons donc

décidé de limiter nos é&tudes aux cing premiéres générations.

4) Interprétation statistique des résultats

a) Programmes de traitements informatiques

L'analyse des différents films
nous permet d'établir des pedigrees qui constituent de véri-
tables arbres généalogiques cellulaires (Fig. 8, p.31).
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Figure 8

Exemple de pedigree obtenu avec la cellule EMT 6

O o o

: durée du cycle

: age dé_la‘ce]1u1e dans le cycle au moment de 1'irradiation
: fusion cellulaire entre deux cellules soeurs

: cellule qui quitte le champ

: Ce11u1e'qui dégénére
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A 1'intérieur de chaque pedigree, les cellules sont repérées
par'uh systéme d'identification dont le prihcipe a été décrit
dans une méthode de simulation sur ordinateur de population
en croissance (VALLERON et FRINDEL, 1973). ‘

Deux problémes se posent sur le plan
“informatique ‘ ’ '

d'identification des différentes cellules de 1'arbre généa-
logique qui permette un calcul rapide de Ta parenté entre
‘deux quelconques d'entre elles ; ’

. le_second est de trouver comment mettre
en mémoire puis retrouver les données relatives aux différents
événements de la vie de chacune des cellules : par exemple,
on souhaite étre capable de calculer & un temps (t) donné dans -

quelles phases du cycle . les cellules sont.

Un tel arbre généalogique est
- montré sur la figure 9, p.33). Dans cette figure sont repreé-
- sentées quatre générations successives en supposant qu'il
n'y a ni mort, ni fuite cellulaire. Chaque branche de ce
graphe représente une cellule, Tes nombres notés au-dessus
~de chaque cellule sont ceux utilisés pour 1'identification. Le
procédé de numérotation est simple et basé sur. les faits
suivants : | -

« si K générations sont étudiées,
la numérotation ira de 1 d 2K-1 (ainsi sur la figure 9., p.33,

les nombres vont de 1 3 24 -1 = 15).

- soient I et I, les numéros
respectifs d'une cellule et sa mére. La relation I, = E(1/2)
(ou E signifie partie entiére) est toujours vraie. Ainsi, on
vérifiera que la mére de la cellule n° 13 est bien la cellule

E(l%) = 6 ; de méme Ta mére de la cellule 6 est E g) = 3.
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Figure 9

Principe de numérotation des cellules au sein d'un pedigree
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v C..si J et J' sont des cellules
soeurs, on a la relation E(% ) = E(%).

v si J et J' sont des cellules
"cousines-germaines" on a la relation

| 3] L

[ed] - oele gl
Par de tels procédés, il est possible de
~calculer la parenté entre deux cellules quelconques.

_ ~ Pour chaque cellule sont codés les éléments
‘suivants (Fig. 10, p.35).

- durée du cycle cellulaire exprimée en 1/10e d'heure,
- durée de la mitose exprimée"en 1/100e d'heure,

- "distance" entre les cellules filles au moment de
leurs mitoses respectives,

- éventuellement mort cellulaire avec comme critéres
1a pycnose ou 1'éclatement cellulaire,

o géventuellement 1a fuite cellulaire si la ce]]u]e '
quitte le champ, ,

- - @ventuellement le temps de fusion et le nuUMéro
d'identification de 1a cellule avec laquelle
cette fusion a lieu.

Un premien programme permet
d'obtenir .
Aa) pedigree par pedigree 1es paramétres suivants

. durée moyenne et variance du cycle .pour chaque generat1on,

« durée moyenne et variance de la mitose pour chaque
génération, :

« nombre de durées de m1tose et de durées de cyc1e

observé 3 chaque génération.

b) Tes mémes résultats pour 1'ensemble des générations du ou
~des pedigrees correspondants. '
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. Un second programme. permet
d'établir automatiquement les histogrammes des temps de cycle
et des temps de mitose par génération ou toutes génératibhs
confondues., ainsi que de réaliser les différents test statis-
tiques de distribution.

b) méthodes statistiques employées

1°) Distnibution des valeuns individuelles du temps de cycle
cellulaine et du temps de La mifose.

’ Pour chaque géhération 1'écart
de la distribution observée des temps de cycle et des temps de
mitose aux distributions normale, 1log normale et récipro-
“normale (Distribution normale de %E) a été mesuré par des tests
du x2? (SCHWARZ, 1963). Ce test classique introduit par PEARSON
‘est un moyen de juger de la valeur d'une hypothése concernant
~une population dont on connait un échantillon. Cette hypothése
"doit &tre telle, qu'on puisse calculer soit x?, soit une
grandeur statistique distribuée comme x? et le nombre de degrés
de liberté. La table de PEARSON peut nous donner la probabilité
P que dans un échantillon au hasard, 1a valeur de x? ou de la
grandeur statistique soit plus grande que la valeur observée.
Ceci permet de fixer quelles valeurs de x? sont "peu" probables,
'si 1'hypothése testée est vraie et -réciproquement-. Ceci
permet donc, devant une valeur de le"anorma1ement" glevée de
conclure que 1'hypothése testée n'est pas vraie. En pratique,
"peu probable" est défini commé ayant 5 chances sur 100 de se
produire. Si le x? n'est pas anormalement &levé, 1'hypothése
pourra étre considérée comme admissible puisque le test ne
fournira aucune évidence contre elle. ' "

2°) Etude des conrélations entre Les durles du cycle cellulaline
et de La mitose de La minre et celles des deux §illes.

Les méthodes statistiqueé
classiques ne sont pas directement adaptées a ce probléme et
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1'analyse statistique rigoureuse de nos données a nécessité
la mise au point de nouvelles méthodes, dont celles publiées
par HEMON et al. (1978).

_ 4 Pour mesurer la corrélation entre le temps
du cycle de 1a mére et ceux des deux filles, nous avons calculé
les coefficients de corrélation entre les cycles des méres et
les temps de cycles moyens des deux filles lorsqu'on disposaﬁt
~de deux informations ou de la fille lorsqu'on ne disposait'que
d'une information. Nous avons procédé de la méme maniére pour
le temps de mitose. ' ‘

3°) Etude des conntlations entre Les dunées du cycle et de
La mitose de deux soeuns.

La méthode classique du coefficient de
‘corré1étion ne peut étre utilisée dans ce cas : les temps de
cycle des deux soeurs jouent un rdle symétrique et il est
difficile de parler de corrélation entre X et Y dans la mesure
ol dans chaque couple, i1 y a une ambiguité sur ce qui est X,
ou sur ce qui ‘est Y. Nous avons utilisé pour résoudre le
probléme posé, le coefficient de corrélation intraclasse classi-
quement utilisé en génétique pour mettre en évidence des
resSemb]ances familiales (FISHER, 1938). Ce coefficient, toujours
~compris entre 0 et 1, exprime le degré de ressemblance des
paramétres mesurés sur deux cellules. Si les cycles des deux
soeurs sont tdujours rigoureusement identiques, le coefficient
de corrélation intraclasse est &gal & 1 ; si la ressemblance
entre les deux soeurs n'est pas supérieure a celle qui existe
ehtre deux cellules quelconques de Ta population, Ta valeur de
ce coefficient ne sera pas significativement différente de O.
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111 - RESULTATS T DISCUSSIONS

A VARIATIONS DES PARAMETRES STATISTIQUES DES DUREES DU CYCLE

ET DE LA MITOSE EN FONCTION DES GENERATIONS

1) Evolution, au cours des générations,

“des durées moyennes du cycle et de la mitose des cellules EMT 6.

_ Les durées moyennes du cyc1e et de la
m1tose varient s1gn1f1cat1vement en fonction des générations:
plus élevées au niveau de la premiére génération, elles
décroissent et se stabilisent pendant les deuxiéme et troisiéme
génératfons, puis croissent toutes deux a‘partir de 1av4e,§éné-
ration (Fig. 11, p. 39). Le tableau IIT (p. 40 ) résume les
paramétres statistiques : moyenne (m), écart type (o) et
coéfficient‘de variation (cv = %) concernant le cycle et la
mitose. '

La dispersion des valeurs individuelles
du cycle augmente avec 1'dge de Ta culture, comme 1'indiquent
lTes valeurs des écafts-types et des coefficfents de variation.
Au contraire, la dispersion des valeurs individuelles de Ja
mitose reste stable au cours des générations étudiées.

2) Caractérisation de la variabilité des

des durées moyennes du cycle et de la mitose.

a) Etude graphique

Les différents h1stogrammes
representant les valeurs individuelles du cycle et de 1a mitose
sont tous étalés vers la droite (Fig. 12, p. 41). Cette asymétrie
‘des histogrammes, de plus en plus marquée lorsque 1'dge de 1la
culture augmente, est incompatible avec 1'hypothése d'une dis-
tribution normale des valeurs individuelles des temps de cycle
et des temps de mitose.
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TABLEAU 111

DUREE DU CYCLE ET DE LA MITOSE EN FONCTION DES GENERATIONS

GENERATIONS - 1 2 3 4 5 6
Durée du cycle cellulaire (h) 11,7 + 0,4 10,6 + 0,5 10,3 +0,3 | 12,0 + 0,7 | 15,5+ 0,8 | 21,1 + 1,3
Ecart-type (o) 1,99 3,44 ‘ 2,18 7,59 9,32 9,43
Coefficient de variation (CV = %) 0,17 0,32 0,21 0,63 0,59 0,45
Nombre de valeurs ' (85) - (164) (292) (465) (494) (185)
Durée de la mitose (1/100 h) o 139,1+2,1 |37,0+1,4 (35,2+0,9| 36,8+1,0 |358+1,3| 40,9+2,1
| Ecart-type (o) ' : 9,66 9,12 - 8,09 10,18 12,50 12,82
.Coefficient de variation (CV = 2) 0,25 0,24 0,23 0,29 0,35 | 0,31
Nombre de valeurs . . 81) - | (157) (282) (403) (369) (149)

[l &}
B
o

oY
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Nous avons regroupé l'ensemble de ces
valeuré'individue11es selon la méthode statistique de HENRI.
Un exempTe de cette représentation graphique est donnée dans
la figure 13 (p. 43) : en abscisse sont portées les valeurs
du cycle exprimées en logarithme et en ordonnée les pourcen-
tages cumultatifs observés.(eh échelle probit).
| Les courbes obtenues ne sont en aucun cas
linéaires : la distribution des valeurs individuelles du cycle
cellulaire n'est donc pas de type log normale. '

_ Nous observons des courbes semblables pour
les valeurs individuelles de la mitose (Fig. 14, p. 44).

b) Etude statistique

, Nous avons testé par la méthode classique
du x2, les écarts entre les distributions observées et les
distributioms : normale, log normale et récipronormale (distri-

. ; 1 1 . ex . ‘
bution normale de Tc ou Tﬁ).~Les différents chiffres obtenus
sont groupés dans le tableau IV (p. 45).

Les distributions des valeurs individuelles
du cycle et de la mitose obtenues pour la cellule EMT &, |
différent de facgon significative des distributions normale
et 109 normale (exception faite des durées du cycle de la
premiére génération). L'hypothése d'une distribution récipro-
normale peut cependant étre retenue pour les durées du cycle
des deux premiéres générations ainsi que pour les durées de la
mitose de la deuxiéme génération. '

3) Discussion

~ Dans nos conditions de culture, les para-
métres cinétiques de la cellule EMT 6 (durée de la mitose et
durée du cycle cellulaire) varient avec 1'dae de la culture
‘Ta durée et Ta variabilité de ces deux paramétres augmenteht
de fagon significative aprés la troisiéme génération. Aussi
bien pour la durée du cycle que pour celle de Ta mitose,
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TABLEAU 1V

ECARTS ENTRE LES DISTRIBUTIONS OBSERVEES ET LES DISTRIBUTIONS NORMALE (N), LOGNORMALE (LN) ET RECIPRONORMALE (RN) THEORIQUES.
Les valeurns notées sont Les valeurs des x* avec deux degrds de Libenté. les distributions observées digferent significativement
des cowrbes thZorniques quand La valeur du x* est supériewre @ : 5,991 (p < 0,05) ; 9,2 (p < 0,01) et 13,8 (p < 0,001).

Les nombres entre parentheses indiquent Le nombre de cellules Btudiées. ‘ :

Durée du cycle | ' Durée de la mitose

GENERATIONS N LN RN GENERATIONS N IN RN
1 (85) 3,8 1,5 1,4 1 (81) 26,2 12,6 8,6
2 (164) 87,4 . 12,5 2,5 y) (157) 27,1 - 29,1 3,6
3 (192) 22,9 9,2 50,7 3 (282) 17,7 61,6 54,4
M (464) 424,4  126,6  217,0 4 (403) | 42,2 29,1 - 25,8
5 (494) 359,6 93,6 509,8 5 (369) | 46,2 23,3 23,8
6 (185) 8,4 12,7 25,2 6 (149) : 50,9 11,2 6,6
Toutes Tes | 583,8  414,0 89,7 Toutes les | '215,1 122,4 = 83,9
~ générations : générations '

gy
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les valeurs plus élevées observées au niveau de la génération 1,
peuvent s'exp]iqUer par les différentes modifications consécu-
tives aux conditions de repiquagé. L'allongement du cycle corres-
pondrait au temps nécessaire a la féparation des 1ésions créées |
-dans ces cond1t1ons expérimentales. |

Les durées du cycle et de ]a m1tose
des -deux generat10ns suivantes sont stables, d ce stade de la
croissance, la densité cellulaire est encore trés éloignée de
Ta saturatidn.l |

Ensuite, 1'allongement de 1a mitose et
~surtout du cycle cellulaire apparaissent lorsqu‘une proportion
importante de cellules entrent en contact les unes des autres.
A ce stade, on note une hétérogénéité de la répartition des
divisions cellulaires : la prolifération ne concerne plus que
quelques cellules "privilégiées" situées & la périphérie d'amas
“cellulaires:

Une var1at1on analogue de la durée du cycle

. fut observée par ABSHER et ABSHER (1974), sur des cultures de
cellules fibroblastiques humaines (WI 38), alors que STUBBLEFIELD
(1962), DAWSON et al. (1965) et MIYAMOTO et al. (1973) ont
enregistré des durées de cycle parfaitement stables pendant
“plusieurs générations de culture de fibroblastes de hamster
(DON), de cellules de sarcome de rat ainsi que des fibroblastes
de souris (NCTC 929).

“Plusieurs -hypothéses peuvent étre proposées
pour rendre compte de la variation de la durée du cycle cellu-
laire et de la durée de la mitose au cours des générations

a) une diminution de la concentration
des &léments nutritifs du milieu de culture. En effet, & partir
d'un certain stade de prolifération, on peut admettre que le
milieu s'épuise et que les cellules ne disposent plus de tous
les é]éments nutritifs dont elles ont besoin (POWELL, 1968 ;
PRESCOTT, 1962 ; COOK et COOK_, 1962 ; POWELL et ERRINGTON, 1963).
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b) une altération du pH du milieu
b

- de culture provoquée par i'accumulation des produits du
catabolisme des cellules en croissance.

MIYAMOTO et al. (1973) ont évité
ces deux causes éventuelles de variabilité en utilisant un
milieu de culture tré&s riche et trés tamponné. Cependant, pour
expliquer nos propres résultats, au niveau de la cellule EMT‘6,
il ne sembie pas . que ces deux hypothéses puissent étre retenues
les &iéments nutritifs sont en large excé@s au début de 1'expé-
rience par rapport au nombre de cellules ensemencées et le pH
du milieu reste stable du ler au 5e jour de 1a culture
(7,3 < pH < 7,1). De plus lorsque nous avons changé le milieu
de tu?ture'au cours de la troisiéme génération aprés le repi-
guage, nous avons toujours retrouvé cet allongement brutal de
la durée du cycle aprés la 4e génération.

_ c) la troisiéme explication possible,
réside dans la densité de saturation cellulaire. La comparaison
de nos résultats avec ceux obtenus par STUBBLEFIELD (1962),
DAWSCN et al. (1965) et MIYAMOTO et al. (1973) est difficile,
car aucun de ces auteurs ne donne la moindre information sur le
degré de saturation celiulaire au moment de 1'arrét de leurs
mesures. Pour la celiule EMT &, i1 semble que la densité de
saturation cellulaire joue un role prédominant puisque les
" modifications observées interviennent brutalement au moment
oG 1'espace intercellulaire et la mobilité cellulaire devien-

nent trés restreints.

ABERCROMBIFE et AMBROSE (1958) et
PONTEN (1969) ont montré 1'existence d'une corrélation positive
entre la mobilité cellulaire et la capacité de division et
BURTON ef»CANEAM‘(Z973} ont suggéré un échange de molécules
entre les cellules lorsqu'elles arrivent en contact les unes
des autres. -
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Les divergences observées entre
nos résultats et ceux des autres auteurs, résultent sans doute
d'une sensibilité différente des souches cellulaires de
diverses origines aux conditions de culture (milieu, pH,"

,densité de saturation), ainsi que des différences importantes
dans les densités cellulaires initiales (500 cellules par
flacon pour MIYAMOTO et al. et 150 000 cellules par flacon
dans nos expériences sur la cellule EMT 6).

‘ , A notre connaissance, aucune
relation de 1'@volution de la durée de Ta mitose &n fonction
“des générations n'a fait jusqu'd présent 1'objet d'un travail
publié. Nos travaux ont montré que 1'évolution de la durée
‘de 1a mitose est paralléle a celle de la durée du cycle cellu-
lTaire. Il semble que les éléments externes qui agissent pour
modifier le cycle cellulaire dans le sens d'un allongement

lorsque 1'dge de la culture augmente agissent de 1a méme fagon
sur la durée de 1a mitose.

Quelle que soit la génération considérée,
les histogrammes représentant les valeurs individuelles du
cycle et de 1a mitose sont tous asymétriques et é&talés vers la
droite, donc vers les plus fortes valeurs.

_ Nombreux auteurs ont trouvé des résultats
analogues sur des matériels biologiques d'origines trés diver-
ses : bactéries ou procaryotes (PRESCOTT, 1959 ; COOK et al.,
1962 ; SCHAECHTER et al., 1962 ; QUESNEL, 1963) ou cellules
de mammiféres (HSU, 1959-1960 ; MAC QUILKIN et EARLE, 1962 ;
SISKEN et KINOSITA, 1962 ; FROESE, 1965 ; MARIN et BENDER, 1966 ;
THOMPSON et SUIT, 1967 ; TROTT, 1970). - '

, Ces différents résultats éliminent défini-
tivement 1'hypothése d'une distribution normale des valeurs
individuelles du cycle cellulaire et d'autres types de distri-
bution furent ensuite proposés par différents auteurs :
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| POWELL (1955 - 1963) a proposé,
pour rendre compte des résultats qu'il avait obtenus sur 4
souches bactériennes, une distribution de type PEARSON III.

. KUBITSCHEK (1966) reprenant
les résultats qu'il avait obtenus sur Escherichia Coli
(KUBITSCHEK, 1962) ainsi qué ceux de COOK (1966) sur les
Euglénes, a montré que toutes les distributions étaient réci-
pronormales (distribution normale de 1/7C).

: SCHMID (1967) a réanalysé de

- facon statistique les résultats de PRESCOTT (1959) et de

MAC DONALD (1958) sur Tetrahymena, les résultats de SISKEN

et MORASCA (1965) sur les cellules amniotiques humaines,

ceux de XKUBITSCHEK (1966) sur Escherichia Coli et ceux de
POWELL (1956) sur Bacillus Megaterium ; il a montré que la
distribution normale des inverses du temps de cycle ne rendait
pas compte de tous les résultats expérimentaux.

Enfin KUBITSCHEK (1971) a
étudié les distributions des valeurs individuelles de la
durée du cycle chez les bactéries (Escherichia Coli et Baecillus
Megaterium), les levures (Saccharomyces Cerevisiae) les
Euglénes et les cellules de mammiféres (cellules de rein de
singe) ; i1 a montré qUe la distribution des inverses des
temps de cycle (récipronormale) correspondait & tous les typesb
cellulaires.NOrRRBY (1967, 1970) a trouvé les mémes résultats
sur des souches de cellules transformées d'origine humaine.

, Les différents résultats, énumérés ci-dessus,
montrent que Te probléme du type de Ta distribution des valeurs
individuelles du cycle, assez largement é&tudié chez les bacté-
ries et unicellulaires, et beaucoup moins fréquemment chez Tles
cellules de mammiféres, est loin d'étre résolu ; ceci en
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admettant qu'il ait un sens : c'est-a-dire qu'on puisSe
imaginer un modéle théorique du cycle valable pour tous les
systémes}vLa normé1ité était autrefois jugée caractérisant des
phénoménes dont les causes &taient trés nombreuses et additives.
Mais une éventuelle infinité de causes additives a-t-elle plus

_ c
Nos études comparatives des différents types de distribution

des valeurs. individuelles du cycle décrits dans la littérature
ne. peuvent pas proposer. un modéle unique qui puisse rendre
compte des résultats obtenus au niveau de chaque gé&nération.

Les différents résultats que nous avons
obtenus, au niveau de la cellule EMT 6, sont partiellement
en accord avec ceux de NORRBY (1970) et de KUBITSHEK (1971)
selon lesquels la distribution log normale des temps de cycle
ne rend pas compte de tous les résultats expérimentaux.
Cependant, 1'hypothése d'une distribution récipronormale n'est
vérifiée qu'au début de la culture et précisément pour les
deux'premiéres générations (ceci aussi bien pour le cycle que
pour Ta mitose).

IT est & souligner que si les valeurs
des durées de 1a mitose sont distribuées de facon log normale
(ou récipronormale), et si on suppose que les différentes
phases du cyc]e-ce]]u]aife‘sont indépendantes, les valeurs
du cycle ne péuvent suivre le méme type de distribution. En
effet, 1a somme de plusieurs variables indépendantes et log
normales ne peut pas étre elle-méme log normale. Il est
également important de noter que nos résultats indiquent, pour
les valeurs de 1a mitose, un'hiStogramme étalé vers la droite

et que ceci participe trés certainement & 1'asymétrie de

1'histogramme des valeurs individuelles du cycle. KUBITSCHEK
(1962) ; SISKEN et MORASCA (1965) et NORRBY (1967, ]970_) ont
proposé également une distribution récipronormale pour rendre
compte de 1la variabilité de la durée de la mitose.



51

. En fait Ta discussion concernant le type
des distributions des valeurs individuelles du cycle et de
la durée de la mitose nous semble étre de nature académique et,
la plupart du temps, les différents expérimentateurs et bio-
mathématiciens ont surtout besoin d'un modéle descriptif des
différentes distributions. Nos différents résultats indiquent
cependant que lorsqu'on s'adresse a des cellules en culture,
la distribution normale des inverses des temps de cycle doit
étre préférée & la distribution log normale des valeurs du
cycle cellulaire.

B - RELATIONS ENTRE LA DUREE DU CYCLE ET DE LA MITOSE D'UNE

MEME CELLULE ET DES CELLULES APPARENTEES

1) Corrélation entre la durée du cycle et

et de la mitose d'une méme cellule.

, La mesure simultanée, pour chaque

cellule, de la durée du cycle et de la mitose, nous a permis
de vérifier s'il existait un Tien entre ces deux paramétres.

| Nous avons donc étudié les coefficients
de corrélation entre la valeur du cycle (Tc) et la valeur
de la mitose (Tm). Parce que les corrélations éventuelles de
Tm avec Tc pourraient n'étre que le reflet du fait que ™
est inclus dans Tc ; nous avons également &tudié la corrélation
entre la durée intermitotique ou interphase (Tc - Tm) et la
durée:mitotique pour chaque cellule.

I1 existe une corrélation positive entre
la durée du cycle et celle de T1a mitose, a8 partir de la
troisiéme génération.

Pour les deux premiéres générations
les coefficients de corrélation sont positifs, mais ne sont
pas significativement différents de 0 (Tableau V, p.52),
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TABLEAU V

CORRELATIONS ENTRE LA DUREE DE LA MITOSE (Tm) ET L'INTERVALLE INTERMITOTIQUE
(Tc-Tm) OU LA DUREE DU CYCLE (Tc). n : indique le nombre de cellules utilisées.
~ La signification statistique de ces corrélations est indiquée par NS (non
significatif p > 0,05), *(p < 0,05), **(p < 0,01), **(p<0,001).

, [
GENERATIONS 1 2 3 4y 5 6
n 81 157 282 403 370 149
Tm, (Te-Tm) | 0,11 0,10 0,15 0,53 0,50 0,35
: ' i * * %k * % % ¥ % %
Tm, Te 0,16 0,13 0,18 0,54 0,50 0,36
* % * %% * %%k XXk %
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. Ces résultats indiquent donc que, pour
une méme cellule, i1 existe une corréiation entre la durée
du cycle et celle de la mitose ; cette corrélation est d'autant
plus importante que 1'dge de la cellule augmente. |

v 2) Etude des corrélations entre les paramétres
de 1a mére et ceux de ses filles. '

Les corrélations mére-filles sont signifi-
cativement différentes de 0, lorsqu'on compare les mémes
paramétres pour la mére et les deux filles : c'est-d-dire,
durée de la mitose de la mére et durée moyenne des mitoses des
deux filles, temps de cycle de la mére et temps de cycle moyen
des deux filles (Tableau VI, p. 54) . Par contre, ces corréla-
‘tions n'existent plus lorsqu'on compare des paramétfes diffe-
rents : mitose de la mére et cycle des deux filles et inverse-
ment (Tableau VI, p. 54).

Ainsi 1'analyse des différents résultats
obtenus permet de prévoir qu'une "mére" 3 cycle long donne
plutdt naissance 3 des "filles" dont le cycle sera long. On
peut également prévoir qu'une "mére" a durée de mitose longue
donne plutdt naissance & des "filles" dont la durée de la
mitose sera longue.

L'origine des corrélations mére-filles
pourrait éventuellement s'expliquer par une variation paralléle
des caractéristiques de la mére et de ses deux filles avec Tle
temps et avec les conditions de culture. En effet (Tableau VII,
p. 55); les durées du cyclie et de la mitose varient non seule-
ment avec les générations, mais sont aussi corrélées avec 1'dge
de la culture (t) au moment du début du cycle de la cellule.
Pourtant, les correlations partielles mére-filles, & un temps
donné de naissance des filles, restent significatives pour les
générations 2, 3 et 4. Pour la génération 5 cependant, les
corrélations partielles mére-filles, deviennent non significa-
tives et on peut supposer que les variations en fonction du
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temps sont la cause principale .des corrélations simples mére-
‘filles dans la génération 5 (Tableau VII, p. 55). I1 nous

faut cependant préciser que (t) ne rend compte que des carac-
téristiques générales du milieu, c'est-a-dire celles qui ne

présentent pas de variations importantes d'un endroit & 1'autre
de la culture. ‘

3) Coefficients de ressemblance entre
deux soeurs. '

Les coefficients de ressemblance entre
les cellules soeurs sont importants, significatifs et largement
‘supérieurs aux corrélations "mére-filles" (Tableau ViII, p 57).
Les variations avec 1'&ge de la culture ne peuvent expliquer ces
corrélations puisque tes corrélations partielles & un dge de
haissance donné sont encore statistiquement significatives et

seulement 1égérement plus faibles que les corrélations simples.

La ressemblance entre les cellules soeurs
ne s'explique pas non plus par les corrélations que les deux
soeurs ont chacune avec leur mére, car les corrélations partiellec
entre les durées du cycle ou de la mitose des "filles" et les
paramétreé correspondant de la “"mére" restent significatives ce
qui veut dire que les corrélations mere-filles n'apparaissent
pas comme la raison majeure expliquant Tes corrélations soeur-
soeur simples.

_ Un examen soigneux de ces corrélations
montre cependant que la diminution des corrélations soeur-soeur
due 3@ 1'ajustement de certaine caractéristique de la mére
n'est pas cependant négligeable et est plus important pour
la durée de la mitose que pour la durée du cycle.

4) Discussion

Nos résultats montrent que, de toute
évidence, au moins a partir de la troisiéme génération, il
existe un certain nombre de corré]atjons entre la durée de 1la
mitose et celle du cycle cellulaire.



TABLEAU VIII

CORRELATIONS SOEUR-SOEUR

Cs ot Ms sont respectivement Les dundes moyennes de cycle et de mitose de deux soeuns ; Cm et Mm sont Les durdes du cycle et
de La mitose de Leur mene ; 1 est Le temps absolu de naissance des deux soewrs. la signification des tests statistiques est
indiquée pan NS (non signigicatif p 210,05), %x(p < 0,05), xx(p < 0,01), %xx(p < 0,007},

, E Corrélations bartié1]es a un E Corrélations partielles pour
Corrélations simples 1 temps de naissance des deux : un cycle donné ou pour une
. 1 soeurs ! mitose donnée de la cellule mére
GENERATIONS — -
des soeurs Cs - Cs Ms - Ms Cs - Cs/t Ms - Ms/t . ‘Cs - Cs/Cm Ms - Ms/Mm
2 0.32 | 0,829 0,289 0655 | 0,248 0,674
» x XXX * * % % | NS %%
3 0,668 0,877 0,636 | 0,750 0,532 o 0,661
- XX ¥ ! £ % EKX ' T3 33 : %X % £ %%
4 0.867 0,480 0.837 0,438 0,754 - 0,214
' %X . £ % - *X % %% % , r 33 ‘ NS
5 0,922 0,593 0.888 | 0,591 - 0.913 | 0.526
* K% xXX £xX ' k% * KK i *XK

LS
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Lorsque les cond1t1ons de culture sont
favorables, 1la duree du cycle et de la mitose semblent indé-
pendantes mais, lorsque des facteurs externes (telle la densité
~de saturation cellulaire) modifient le cycle ; 1a mitose est
‘également modifiée.

KOSUKA et HOSHINO (1958, 1962) ont
également montré une corrélation positive entre la durée du
cycle et de T1a mitose de cellules HelLa. Selon eux, cette corré-
lation résulterait de deux autres corrélations : une existant
entre la taille cellulaire et la mitose, T'autre existant entre
la durée du cycle cellulaire et 1a taille de la cellule.

L'hypothése d' 1ndependance des différentes

phases’ du cycle cellulaire, couramment utilisée dans les modéles
statistiques, n'est donc pas vérifié expérimentalement par nos
résultats. Cependant, il est difficile d'éva]uer’queT “biais”
apporte 1'utilisation de cette hypothése dans les modéles
mathématiques utilisés en cinétique cellulaire.

D'une maniére générale, les corrélations
positives et significatives que nous avons observées_entre‘1e
cycle de 1a mére et le cyclé moyen des deux filles, sont plus
"élevées que celles reportées dans Ta Tittérature que ce soit
pour les bactéries et organismes unicellulaires (POWELL, 1955,
1958 ; KUBITSCHEK, 1962 ; SCHAECHTER et al. 1962) ou pour les
cellules de mammiféres (FROESE, 1964 ; DAWSON et al., 1965 ;
MIYAMOTO et al., 1873 ; ABSHER et ABSHER, 1974 ; VAN WIJK et
~al., 1977, 1979).. A 1'opposé de ces résultats NORRBY (1967)

n'observe aucune corrélation mére-filles pour des cellules Hela.

\
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| Les corrélations entre la durée de Ta mitose
de la mére et la durée moyenne des mitoses des deux filles sont
également significatives. A notre connaissance, aucune étude
d'une telle corrélation n'd‘jamais été entreprise ; les seules
tentatives dans ce sens furent réalisées par SCHAECHTER et al.
(1962) ! et KOCH et SCHAECHTER (1962) qui étudiérent de facon
paraliele, la division cellulaire et 1a division "nucléaire
d'Escherichia Coli ; ces auteurs ont trouvé, pour toutes géné-
rations mélangées, Une corrélation négative et significative
(r =-0,34) entrevla division nucléaire de 1a mére et celle de
ses deux filles. Mais, i1 est trés difficile de comparer la
division"nucléaire" des bactéries au processus mitotique complexe
"des Eucaryotes. La signification biologique de ces corrélations
mére-filles sera discutée ultérieurement dans le paragraphe
réservé a 1'étude du déterminisme de la division cellulaire.

Les durées du cycle et de 1a mitose des
deux soeurs sont trés fortement corrélées. En ce qui concerne
la durée du cycle, nos résultats sont en accord avec ceux de
nombreux auteurs sur les bactéries et les organismes unicellu-
laires (POWELL, 1955, 1958 ; KIMBALL et al., 1959 ; POWELL et
ERRINGTON, 1963 ; KUBITSCHEK, 1962 ; SCHAECHTER et al., 1962 ;
CO0K et COOK, 1962 ; QUESNEL, 1963) ou les cellyles de mammiféres
(MAC QUILKIN et EARLE, 1962 ; FROESE, 1964 ; KILLANDER et
ZETTERBERG, 1965aetb;DAWSON'et al., 1965 ; MIYAMOTO, 1973 ;
MINOR et al., 1974 ; KRASNOW, 1978 ; BROOKS,1979 ; VAN WIJK
et al., 1977, 1979). Seuls HSU (1959) et SISKEN et al. (1961,
1965) ont mis en évidence de grandes variations entre les
durées de cycle des deux soeurs. Mais aucun de ces auteurs n'a
~étudié de facon précise les coefficients de corrélation.
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Nous n'avons trouvé aucune référence
-d'étude de telles corrélations pour la durée de la mitose ;
seuls SCHAECHTER et al. (1962) ont calculé de fortes corrélations
entre les durées des "divisions nucléaires" des deux soeurs.

, _ Ces différentes corrélations observées
entre certains paramétres sélectionnés d'une population cellu-
laire peuvent étre considérées sous deux aspects : biologique
et cinétique.

« En effectuant une approche
biologique du probléme, on est tenté de conclure que certains
facteurs "incontrolés" peuvent avoir une influence importanté
sur la variabilité des durées des différentes phases du cycle

‘cellulaire. Mais 1'existence de fortes corrélations soeur-soeur
ou mére-filles indiquent que quelques uns de ces facteurs sont
1iés aux similarités des cellules dans une méme lignée parentale.

En effet, il est trés intéressant de constater qu'il existe une
corrélation entre les durées du cycle ou de la mitose et 1'dge
de la culture et que nonobstant, les .corrélations "soeur-soeur"
et surtout les corrélations "mére-filles" tiennent. Quoiqu'il
en soit, les caractéres que la mére et ses filles, ou que deux
soeurs ont en commun, sont des candidats potentiels pour expli-
quer les causes de Ta variabilité des cellules individuelles
dans des conditions de culture contrdlées. En outre, il est
intéressant de constater que les coefficients de corrélation
soeur-soeur sont beaucoup plus &levés que les coefficients de
corrélation mére-filles. Les facteurs de variation du cyc1é
et de 1a mitose, sont donc & rechercher parmi les facteurs de
ressemblance des cellules soeurs.

« D'un point’de vue cinétiqde,
on peut supposer que 1'existence des corrélations trés fortes
entre les cellules doit avoir des conséquences sur le comporte-
ment d'une population cellulaire dans son ensemble. Bien qu'il
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ne soit pas vraisemblable que les corrélations observées dans
les conditions de culture particuliéres que nécessite 1'utili-
sation de la technique microcinématographique donnent uné

bonne estimation des corrélations existant <im vivo, il est
cependant'possib1e de penser que de-telles corrélations puissent
exister également dans des conditions normales de croissance

itn vivo. De telles corrélations doivent donc étre introduites
dans la théorie générale du processus de branchement.

1V - DISCUSSION GENERALE

PROBLEME DE LA REGULATION DE LA DIVISION CELLULAIRE

La grande variabilité de la durée de la
mitose ainsi que les diverses corrélations observées, entre les
différents paramétres du cycle cellulaire, posent le probléme
de la nature du contréle de la division cellulaire, ainsi que
du déterminisme de la mitose. B

Les coefficients de variation (CV) de la
‘durée du cycle des cellules EMT 6 (17 %< CV < 63 %) s'intégrent
parfaitement parmi les résultats obtenus sur des matériels
 biologiques trés divers (Tableau IX, p. 62 ). I1 est assez
surprenant de constater que la variabilité de la durée du cycle
soit la méme poﬁr des organismes aussi différents que Tes
bactéries, les protozoaires et les cellules de mammiféres.

. En fait, il existe dans les cellules des
Eucaryotes deux grands phénoménes de régulation de la progression

dans le déroulement du cycle : 1'initiation de synthése de
de 1'ADN, et la division cellulaire ou mitose.



COEFFICIENTS DE VARIATION (CV) DU CYCLE CELLULAIRE

TABLEAU IX

VALEURS REPORTEES DANS LA LITTERATURE

Bactéries et unicellulaires

N

Mammiféres

1
cveg o LoV %
- H X
, i - A A
]
CO00K, 1962 : ( milieu salin 15,9 I DAWSON et al., 1965 Sarcomes de Rat 25,0
Euglena gracilis ( milieu complexe 11,5 I : : '
KUBITSCHEK, 1962 4 PUCK et STEFFEN, 1963 :
~ Tétrahymena . 9,2 ne , Hela S3 9,0
BURNS, 1970 _ _ W SISKEN et KINOSITA, 1963
- Saccharomyces cerevisiae 20° C 10,0 n Cellules amniotiques 13,34
30: c 10,2 i Poumon Chat 26,04
| | 38° C 17,1 .
KUBITSCHEK, 1962 ) » " MAC QUILKIN et EARLE, 1962 NCTC 929 22,14
. Escherichia Coli 18,1 0 : L 2071 16,29 -
POWELL, 1955 o L 3500 22,00
Bacillus mycoides 35° C 49,6 I KILLANDER et ZETTERBERG, 1965 NCTC 929 12,0
POWELL, 1956 . _— it MIYAMOTO et al., 1973 NCTC 929 - 15,00
Aol Aaantipru ol 133 & SISKEN et MORASCA, 1965 Cellules amniotiques 13,6
Chronobacterium proteigiosum 21,2 i ’ humaines
Bacterium clocae , 21,2 u
SCHAECHTER et al., 1962 Division de la bactérie [14,7-22,8 |
: ‘ Division "nucléaire" I

14,4-25,6

29
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~

Plusieurs modéles ont été proposés pour
expliquer Te contréle du cycle cellulaire et tous ces modéles
s'intéressent & 1'un ou 1'autre de ces phénoménes essentiels
(Revues Générales FANTES et al., 1975 ; MITCHISON, 1977 ;
PARDEE et al., 1978, 1979). |

1) Régulation de 1'initiation de synthése de 1'ADN

Chez les animaux supérieurs et les plantes,
on cons1dere d'une maniére générale que la durée des phases
(S + G2 +3M) est constante et que la variabilité du cycle cellu-
laire est due en grande partie & la variabilité de la phase Gl
(QUASTLER, 1959 ; TOBEY et al., 1967 ; MITCHISON, 1971 a).
La régulation majeure serait donc située au niveau de 1'initia-

‘tion de la synthése de 1'ADN a1a fin de la phase Gl.

a) Initiateurs cytop]asmidues de
la synthése de 1'ADN

I1 existe des initiateurs de
synthése de 1'ADN présents dans le cytoplasme (Revues Générales
de JOHNSON et RAO, 1971 et de MITCHISON, 1971). La présence (par
fusion provoquée) d'un noyau en phase S, accélére 1'initiation
de synthése de 1'AINd'un noyau dans la phase Gl (RAO et JOHNSON,
1970 ; DEWEY et al., 1973).

"b) Masse critique pour 1'initiation de
la synthése de 1'ADN

KILLANDER (1965) a et b et
KILLANDER ‘et ZETTERBERG (1965) ont observé que la variabiliteé
de la masse cellulaire des cellules L en phase S était s1gn1f1—
cativement plus faible que la masse cellulaire immédiatement
aprés 1a mitose. Ces auteurs ont proposé 1'existence d'une
‘"masse cellulaire critique" pour 1'initiation de Ta synthése de
]'ADMCASPERSON (1963) a montré qu'il était possible, par un
traitement & 1'actinomycine D, de stopper 1'initiation de 1la
synthése de 1'ADN en empéchant les cellules d'atteindre leur
"masse cellulaire critique". Chez les bactéries, YCAS et al.,

(1965); DONACHIE et al. (1973, 1976) ont montré 1'existence d'un
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rappdrf constant -entre la masse cellulaire au moment de 1'ini-
tiation de 1'ADN etle nombre de chromosomes. La variabilite:
initiale de la masse cellulaire serait due & une inégale répar-
“tition du matériel non génétique (cytoplasmé et certains
composants comme les mitochondries, etc...) et ces erreurs
pourraient &tre corrigées au cours de la phase Gl (PRESCOTT,
1859 ; SUDBERY et al., 1975 ; WORTHINGTON et al., 1976). Une
-éxp11cation possible de 71a variabilité de la durée de la phase
Gl serait que les petites cellules nouvellement formées aprés
la mitose, nécessiteraient un temps plus Tong pour atteindre
leur masse critique (YEN et al., 1975 ; CARTER et al., 1978).
Par contre FOX et al. (1970) n'ont pas observé de corrélation
entre la 1ongueuk de la phase Gl et la taille des cellules
ovariennes de Hamster (CHO) & la mitose. | ‘

Plus récemment, FOLKMAN et MOSCONA (1978) ont
mis en évidence une influence de 1a forme cellulaire sur
1'initiation de synthése de 1'ADN. '

c) Probabilité de transition

Une nouvelle conception du cycle
cellulaire a été proposée de facon indépendante par deux groupes
BURNS et TANNOCK (1970) ; SMITH et MARTIN (1973). Ces modéles
de probabilité de transition suggérent que chaque cycle cellulaire
dépend d'un événement critique ou "transition" intervenant au
hasard dans la phase Gl du cycle. La régulation de la prolifé-
ration cellulaire en fonction des conditions environnantes serait
réalisée uniquement par des variations de la probabilité de »
transition. Dans la terminologie de SMITH et MARTIN (1973) le
cycle est divisé en deux parties fondamentales : ,

_ - une phase B déterminée d'une
durée constante qui inclut des phénoménes aussi importants que
“la synthése del'ADN et 1la mitoée et,

' -~ une phase A indéterminée dans
laquelle les cellules entrent aprés la mitose et restent pendant
une période indéfinie en attendant que la transition critique
“intervienne. |
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Parmi les arguments défendant 1'hyp6thésefde
la probabilité de transition, un des principaux réside dans
" 1'opbservation que la différence des temps de cycle de deux
soeurs est distribuée de facon expohentie]]e (MINOR et SMITH,
1974 ; SHIELDS, 1978). Or cette courbe ne peut étre exponen-
tielle que si 1a différence entre les deux cellules soeurs est
due uniquement & une transition simp]e'(SHIELDS, 1978) 5 ceci
implique également que deux'soeurs ' ont deux phases B

rigoureusement indentiques.

Quoique le modéle d'une seule transition
dans le cycle cellulaire puisse rendre compte‘de nombreuses
données expérimentales (SMITH et MARTIN, 1973, 1974 ; MINOR
- et SMITH, 1974 ; FOURNIER et PARDEE, 1975 ; ROBINSON et al.,
1976 ; SHILO et al., 1976 ; BROOKS, 1976) ; il ne peut rendre
compte de tous les résultats expérimentaux (SVETINA, 1977).
De nouveaux modéles ont donc &té proposés, incluant plusieurs
points de transition en Gl (RIGNEY, 1979 ; BROOKS, 1980) ou une

probabilité de transition dans l1a phase A du cycle et une également dans la
phase B (BLAIR ¢t ROTI-ROTI, 1979).

IT est maintenant clair que la durée de la
phase B n'est pas constante d'une cellule & 1'autre (SMITH,
1977 ; SHIELDS et SMITH, 1977) et nous avons nous-méme montré
combien la durée de la mitose est variable et que les phases
Gl et G2 ont des variabilités relatives comparables (GUIGUET
et al., 1980). MOSER (1967) suggére que la variabilité du
cycle cellulaire est due a 1'allongement ou & la contraction
de toutes les phases du cycle cellulaire ; c'est ce que nous
montrons également dans la deuxiéme partie de cette thése
aprés -une irradiation, la durée de la mitose et la durée du

cycle sont allongées dans les mémes proportions (Fig.29, p. 119).



66

2) Régulation de 1a division cellulaire

a) Protéines de division

C'est un des plus vieux modéles
de contrdle de la division cellulaire proposé il y a plus de
'vingt ans par ZEUTHEN et RASMUSSEN (Revue Générale, 1971).
~Le modéle invodue la synthése au cours du cycle d'une ou plusieurs
"protéines de division". Ces protéines seraient & 1'origine d'une
structure initialement instablepuis complétée et stabilisée a
un moment donné (point de transition) juste avant la mitose.

Chez Tetrahymena, les chocs
thermiques, appliqués avant le point de transition, provoqueraient
un allongement du cycle, alors qu'au deld du point de transition,
la cellule serait insensible au traitement. Bien que ces protéines
de division n'aient pas été identifiées il y aurait une structure
analogue dans 1'appareil oral des ciliés. ‘

Les justifications de ce modéle
proviennent d'un certain nombre de travaux effectués sur
Tetrahymena, mais il est possible qu'un tel mécanisme de régqgu-
lation intervienne chez les procaryotes et les eucaryotes
primitifs (MITCHISON, 1971 @)) et méme chez les cellules de
mammiféres (MIYAMOTO et al., 1973). Un tel modéle est d'ailleurs
utilisé pour tehter d'expliquer Tes variations du retard a la
~mitose avec 1'dge de la cellule au moment d'une irradiation
(DEWEY et HIGHFIELD, 1976). ‘

I1 faut bien reconnaitre
cependant, que ce systéme de 'protéines de divisiod'est peut-
étre valable sur Te plan biologique, mais il mériterait une
démonstration biochimique plus justifiée ; et ceci n'est pas
le cas.

b) Initiateurs de division

~Ainsi que nous 1'avons décrit
dans le paragraphe a) (p.63)1les expériences de fusions cellu-
laires ont mis en évidence 1'existence d'un initiateur
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cytoplasmique de Ta mitose (JOHNSON et RAO, 1971 ; RAO et al.,
1975). D'autres travaux réalisés chez les plantes ont conduit
RUSCH et al. (1966) ; SACHSENMAIER et al. (1972, 1975) &"
proposer un modéle de régulation de la division cellulaire
1'entrée en mitose serait déclenchée par la saturation d'un
certain nombre de sites nucléaires qui formeraient un complexe
bféversib]e avec un initiateur cytoplasmique. Durant la mitose,
le nombre de noyaux double et de nouveaux sites nucléaires
deviennent disponib1es avant d'étre saturés a nouveau avant que
la division suivante n'ait lieu. Mais, comme dans la plupart '
des modéles proposés, 1a’mo1écu1e cytop1asm1que qui effectue
le contrdle est encore inconnue.

c) Taille critique pour 1'initiation de-
la division cellulaire
Chez les Eucaryotes, il pourrait y
‘avoir une "masse critique" & atteindre avant T'initiation de 1la
division (Revues Générale, FANTES et al., 1975 ; FANTES, 1977)
mais les données expérimentales vérifiant cette hypothése sont
encore limitées. La preuve la plus directe réside dans les
expériences d'amputation, réalisées chez 1'amibe i1 y a une
cinquantaine d'années (HARTMANN, 1928) puis reprises par
PRESCOTT (1956 a et b).En enlevant une partie importante du cytoplasme,
on retarde la division de 1'amibe ; en répétant 1'amputation
tous les jours, PRESCOTT a réussi a inhiber les divisions de
1'amibe pendant 4 mois, 1'amibe continue & grandir, mais ne peut
~atteindre 1a taille critique nécessaire a la division. Une
autre preuve vient des travaux de NURSE (1975), sur un mutant
thermosensible de Ta levure Schizosaccharomyces pombe ; les
résultats des .différentes conditions de culture & 25 ou 35° C,
peuvent étre expliqués par un réle de la taille dans 1'initiation
‘de 1a division cellulaire.

Dans les systémes de cellules
eucaryotes, 1'inhibition spécifique de la synthése de 1"ADN
et (ou) de 1a mitose, entraine une modification du rapport

noyau
cytoplasme

et une successionde mitoses & un rythme accéléré
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‘pour retrouver une valeur normale de ce rapport (GALAVAZI et
BOOTSMA, 1966 ; BREWER et RUSCH, 1968, MITCHISON et CREANOR,
1971 ; KRASNOW, 1978). DEVI et al. (1968) et SACHSENMAIER et al.
(1970) ont également montré que la destruction sélective d'une
partie du noyau par les rayons ultraviolets, entraine des
divisions cellulaires trés rapprochées.

En fait, les Tignées cellulaires
animales présentent souvent une trés grande dispersion de
taille dans chacune des phases du cycle cellulaire (ANDERSON
et al., 1970, 1979 ; MAC DONALD et MILLER, 18970 ; MEISTRICH et
al., 1977 ; SKOG et al., 1979). YEN et al. (1975) avaient
supposé que la corrélation entre les durées des phases Gl de
deux cellules soeurs pouvait résulter de la similarité des
tailles cellulaires, mais FOX et PARDEE (1970) et FOURNIER
et PARDEE (1975) n'ont pas observé de corrélation entre la durée
de la phase Gl et la taille cellulaire & la naissance. De plus
des études récentes suggérent que la durée de Ta phase Gl est
corrélée avec la quantité deVADN plutdt qu'avec Ta taille
cellulaire, DARZYNKIEWICZ et al., (1978); SHIELDS et al., (1978),
ont montré que la taille cellulaire avait un rdéle mineur par rap-
port a la transition de probabilité.

d) Contréle génétique dela division cellulaire

Les fortes corrélations observées
entre la durée du cycle des cellules soeurs soutiennent 1'hypo-
thése d'un contrdle génétique de ladivision cellulaire, mais,
si le contrdle de la division était uniquement génétique, les
variations devraient étre héritées et comment dans ce cas,
expliquer les moins bonnes corrélations mére-filles, ainsi que
les variations des durées de cycle et de mitose en fonction des
générations ? Le caractére instable de Ta cellule EMT 6, cellule
transformée pourrait expliquer partiellement nos propres
résu]tats, mais comment expliquer les trés faibles corrélations
mére-filles enregistrées au niveau de souches beaucoup plus
stables ? ' '
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POWELL (1955) et KUBITSCHEK (1966) mirent
en évidence une influence des ancétres sur la durée du cycle.
Cette influence, ne serait pas visible sur une seule génération
mais des mécanismes compensateurs non obligatoirement géné-

tiques seraient 18gués par les ancétres (VAN WIJK et al.,
1979) .

A 1'opposé de ces resu]tats, KRASNOW
(1978) pense que le seul rdle de la mére est de donner naissance
d une cellule d'une certaine taille ; ceci seulement détermine
‘la suite des événements. Selon ce dernier, les corrélations |
"grand-mére - petites—fi]]eé“, "soeur-soeur" et "mére-filles"
ne peuvent en aucun cas é&tre expliquées pér des facteurs
héréditaires et sont seulement dues & une homogene1te de Ta

taille cellulaire.

| | Les trés fortes corrélations observées
entre les paramétres des deux soeurs ne sont pas automatique-
ment liées a un contrdle génétique de la division cellulaire.
KOCH et SCHAECHTER (1962) ont suggéré que ces corrélations
pouvaient résulter d'un microenvironnement commun ou de
modifications communes aux deux soeurs regues au niveau de
la membrane et FROESE (1965) a montré que les coefficients de
‘corrélation entre la durée du cycle de deux cellules soeurs
eta1ent beaucoup moins élevées lorsque les soeurs s'éloignaient
T'une de 1'autre (r = 0,71 pour les soeurs) qui restent voisines
et r =.0,35, pour les soeurs qui s'éloignent.

" Nous avons, nous-mémes,relevé la
localisation et Ta distance entre les cellules soeurs au
moment de leurs mitoses respectives. Afin de tester si la
ressemblance des soeurs était 1iée @ leur proximité géographique,
nous avons &tudié les corrélations entre 1'écart des durées
du cycle et de la mitose et la distance des deux cellules
soeurs en fin de mitose. Aucun des coefficients de corrélation
observésn'est significatif (Tableau X, p. 70), ce qui veut
dire que 1'existence des corrélations soeur-soeur n'est pas
1iée 3@ 1a proximité des deux soeurs. Il faut préciser_que'1es
mesures des distances entre deux soeurs ne s'effectuent qu'en
fin de cycle, au moment de la mitose et que ces calculs ne
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‘tiennent pas cOmpté de Ta distance parcourue au cours
~du cycle.

IT est clair qu'un certain nombre de ces
modéles ne sont pas mutuellement exclusifs : une "protéine de
division" peut &tre un "initiateur de division" et 1la concen-
“tration de celle-ci peut déterminek une "taille critique pour
la division". I]Aest‘méme»possib1e que le méme initiateur soit
-a la fois responsable de ]'initiation de synthése de 1'ADN et,
d une concentration plus forte, de 1'entrée en mitose. Ceci
est trés attrayant pour les cellules de mammiféres ol il
semble exister une durée constante entre ces deux phénoménes,
bien que - Tes expériences de fusions cellulaires soient contre
le fait que 1'inducteur de mitose soit le méme que celui
responsable de T'initiation de synth&se de 1'ADN.

‘ I1T existe en fait deux points de contrdle
dans le cycle cellulaire : la synthése de 1'ADN, et Ta
division cellulaire. Les chemins des mécanismes qui contrdlent
ces deux clefis, peuvent étre paralléles (DONACHIE, 1973 ;
HARTWELL, 1974). Des expériences trés récentes (TUCKER»et al.,
1979 s LLOYD, 1979) suggérent méme 1'existence d'une corré-
lation entre la replication de 1'ADN et le "cycle" des micro-
-tubules de 1'appareil mitotique. La taille cellulaire semble
étre un é]émeht important dans le contr6le du cycle cellulaire
mais la plupart des modéles proposés proviennent d'études
réalisées chez les Eucaryotes primitifs et des études plus
complétes s'avérent nécessaires pour‘comprendre les mécanismes
de régu]ationAopérant chez Tes cellules de mammiféres.
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V - CONCLUSIONS

; Dans Ta premiére partie de cette
thése, nous avons présenté des résultats concernant les durées
du cycTe et de 1a mitose des cellules EMT 6 en culture. De
1'ensemble de nos résultats plusieurs points peuvent étre
retenus | ’

.  Les durées du cycle et de 1la
mitose évoluent au cours des générations : plus élevées

pour la premiére génération aprés le repiquage, les valeurs
~du cycle et de la mitose sont égales pour les génération 2 et
3, puis ‘augmentent ensuite ; ' “

_ « A partir de la génération 3, on
observe une corrélation significativement différente de zéro
entre les durées du cycle et de la mitose d'une méme cellule ;

. « Nous avons mis en évidence des
corrélations significativement différentes de zéro entre les
durées du cycle et de la mitose des cellules apparentées
("mére-filles" ; "soeur-soeur") ;

» Le modéle récipronormal (distri-
bution normale des inverses du cycle cellulaire ou de la mitose), rénd e mieu
compte des distributions des valeurs individuelies des durées
du cycle et de la mitose.

L'élucidation de la nature des
‘facteurs de similarité entre les différentes cellules, pourrait
permettre une meilleure connaissance de 1'origine possible
des variations individuelles.. .

_ Une explication définitive de
~ces corrélations ne peut é&tre trouvée dans la littérature,
quoique de nombreuses hypothéses aient été formulées (cf. para-

graphe d, p. 68).
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‘ I1T est raisonnable de penser qu'en
mesurant des facteurs de variabilité tels les caractéristiques
de 1a cellule mére, la dénsité cellulaire locale, le temps
absolu de naissance des cellules, Ta taille cellulaire et la
distance entre les cellules voisines, en utilisant la simple
méthode analytique que constitue la microcinématographie, on
puisse arriver a une meilleure compréhension de la ou des causes
des corrélations observées et finalement de contribuer ainsi
i orienter les études, notamment biochimiques ou ultrastruc-
turales de Ta division cellulaire. ' '



DEUXTEME PARTIE

ETUDE MICROCINEMATOGRAPHIQUE DE LA DUREE DU CYCLE. DE LA
DUREE DE LA'MITOSE ET DE LA PROBABILITE DE DIVISION DES
CELLULES EMT b6 SOUMISES A DIFFERENTES IRRADIATIONS.
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I - INTRODUCTION

1 - GENERALITES

A la suite des premiéres applications des
rayons X et des isotopes radioactifs, de nombreuses données
’cliniques ont &té accumulées pour différents types de tumeurs
traitées par irradiation. Les seuls critéres d'efficacité de
ces traitements étaient la probabilité de guérison ou de réappa-
rition des tumeurs ainsi que la probabilité de 1ésions causées
aux tissus normaux environnants.

En clinique, un certain nombre de régles empi-
riques furent instaurées, mais dans le but d'améliorer les
différents schémas de traitement radiothérapique, une meilleure
compréhension des phénoménes de prolifération et de mort
cellulaire fut nécessaire. |

On peut actuellement définir 3 grands types
de Tésions provoquées par les radiations : les lésions létales,
les 1ésions potentiellement 1é8tales ou sub-l1étales et les

1ésions non Tétales.

a) les 1ésions 1étales

_ Les 1ésions 1étales sont celles
qui entrainent la mort cellulaire soit immédiatement, soit de
fagon différée, c'est-a-dire au cours de la descendance.

La mort radiologique correspond
a une perte définitive de la fonction de reproduction. En
pratique, le seul critére important pour estimer de facgon
quantitative la mort reproductrice provoquée par 1'irradiation
est la clonogénicité ou aptitude des cellules d& donner naissance



75

3 des colonies. Une cellule est généralement considérée comme
viable lorsqu'elle donne naissance & une colonie, contenant

au moins 50 cellules ; ce qui veut dire qu'elle est capable

de donner naissance d& 5 générations, donc de se diviser indéfi-
niment. Les méthodes du clonage <n vitro, introduites par PUCK
‘et MARCUS (1955, 1956) et celles des transplantations in vivo
(HEWITT, 1953 et HEWITT et WILSON, 1959) permettent de quantifier
la fraction de cellules survivantes aprés une irradiation ainsi
que le role de certains paramétres sur la radiosensibi]jté.

b) les 1ésions sublétales et potentiellement

Tétales

\ _En 1959, ELKIND a mis en évidence
la réparation de 1ésions qu'il a appelées sub-1étales (LSL)
(ELKIND et SUTTON, 1959). Ce sont des 1ésions qui n'entrainent
pas elles-mémes la mort reproductrice de la cellule, mais ‘qui
la fragilisent & un traitement suivant. Ces 1ésions peuvent é&tre
réparées et expliquent le fait que lorsqu'une dose de radiations
jonisantes est délivrée en deux fractions séparées de quelques
heures, le taux de survivants est plus élevé que lorsque la
dose est délivrée en une seule fois. ‘

Ultérieurement, pyrrrrpg et TOLMACH
(1966) ont mis en évidence d'autres types de lésions qu'ils ont
appelées potentieTlement 1étales (LPL). Les réparations des
l1ésions potentié]]ement 1étales s'observent lorsque aprés -une
irradiation, les cellules sont maintenues dans des conditions
qui-ne permettent pas la prolifération : inhibiteurs métaboliques
(PHILLIPS et TOLMACH, 1966) ; privation de substances nutritives
(HAHN et LITTLE, 1972) ; densité cellulaire &levée (HAHN et
LITTLE, 1972). ‘ |

) les 1é&sions non 1&tales

Les 1ésions non 1&tales provoquées

par 1'irradiation concernent principalement les modifications
au niveau de' la prolifération cellulaire. En effet,
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"CANTI et SPEAR (1927) étudiant les indices mitotiques des
cultures de cellules d'embryon de Poulet, furent les premiers d mettre en
évidence une inhibition temporaire de la division cellulaire

- provoquée par T'irradiation. Ensuite le développement rapide

des techniques en cinétique cellulaire, permit & un certain ’

nombre d'auteurs de montrer que la durée du cycle des ce]]ules

1rrad1ees, surv1vantes ou non, était a]longee du fait d'un arrét

provisoire de la cellule dans le cycle (Tableau XI, p. 77 et 78).

. Cet arrét provisoire de la cellule dans
le cycle fut défini comme délai mitotique ou retard & Ta mitose.

2 - DIFFERENTS PARAMETRES INFLUENCANT LA REPONSE D'UNE POPULATION’

CELLULAIRE A UNE IRRADIATION

a) la dose

La courbe de survie, en fonction de
la dose (en abrégé dans la suite de cet exposé : courbe de
survie), permet de quantifier 1a relation entre la mort cellu-
laire reproductrice et la dose.

Les courbes de survie peuvent é&tre
de deux types : elles sont soit exponentielle d'emblée, soit
‘de‘type sigmoide ; dans ce dernier cas, elles présentent d'abord
une partie incurvée appelée épaulement, suivie d'une partie
exponentielle. On interpréte généralement 1'épaulement en
admettant que les faibles doses de radiations créent surtout
des 1ésions sub-1&tales et que c'est essentiellement 1'accumu-
lation des lésions sub-l1étales qui crée ensuite un événement
1étal. Pour évaluer 1'importance de 1'épaulement, un des
procédés couramment utilisé, consiste & extrapoler la partie
rectiligne de la courbe de survie jusqu'a 1'axe des ordonnées.
Le point d'intersection avec 1'axe des ordonnées correspond au
nombre d'extrapolation (n) qui est d'autant plus élevé que
1'épaulement est plus important. Le deuxiéme paramétre qui
permet de caractériser 1la coufbe de survie est la dose létale

moyenne ou Do. La Do correspond & la dose qui,danS la partie
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DIFFERENTS TRAVAUX AYANT MIS EN EVIDENCE UN RETARD A LA MITOSE PROVOQUE PAR UNE IRRADIATION

MICROORGANISMES

Pisum sativum

Méristémes végétaux

A —— A el

HODGE et NACHTWEY, 1972
Tetrahyména PAUL T.et al,, 1973
ZTMMERMAN, 1973
GRUBER, 1976
Algues g PUTARA et al., 1970
VEGETAUX
JUNGLING et al., 1930
. EVANS et al., 1959
Vicia Faba NEARY ot al.. 1959
GEARD ot MAKINO, 1977
~ Tradescantia BEATTY et BEATTY, 1954

VANT'HOF et ak., 1970 .

DAS et ALFERT, 1961 |
KOVACS et VANT'HOF, 1971

EMBRYON de POULET

SOURIS

RAT

HAMSTER

'CELLULES D'EUCARYOTES

IN VITRO

Cellules L
Sarcome S 180
Carcinome

Hépatome

CHO

BHK 21

V79

P W

CANTI et SPEAR, 1926, 1929
HARRINGTON, 1960
KUYPER et al., 1962

WHITFIELD et ak., 1959

TILL et ak., 1961

MAC et TILL, 1963
WHITMORE et al., 1967
THOMPSON et SUIT, 1967, 1969

LEEPER et al., 1973

SASAKT et at., 1977
MARZ et at,, 1976

MUNRO, 1970

LEEPER et al, 1972, 1973
MILLER et al., 1973

DEWEY et al., 1976
SCHNEIDERMAN et al,, 1977

LAFONTAINE et FIRKET, 1272

ELKIND et al., 1963

FROESE et al., 1966, 1968
YU et SINCLATR, 1967
BACCHETTI et SINCLAIR, 1970
LUCKE HUHLE et ak., 1979
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78

TABLEAU XI (suite)

L P59 : DEWEY et al., 1962, 1966

‘ - DOIDA et OKADA, 1969
L 5178 Y , EHMAN et al., 1974

ODARCHENKO et al., 1964

MIZUTANT et al., 1961
YAMADA et PUCK, 1961
TERASTMA et TOLMACH, 1963
HeLa ~ ' FIRKET, 1966, 196§

' FROESE et al., 1966, 196§
MARIN et BENDER, 1966
WALTERS et PETERSEN, 1968
HURWITZ et TOLMACH, 1969

NIK 3025 | ~ LINDMO et af., 1979

CELLULES D'EUCARYOTES

IN VIVO

Embryons d'Oursins _ s FATLLA, 1969

, zRUSTAD,‘IQ?O
Epiderme d'Insecte BALDWIN 1961

: ( GOLDFEDER, 1951
Tumeurs de Souris KIM et EVANS, 1964

{ FRINDEL, 1970

Mod1le de Souris FRINDEL, 1967

Cellul de 1 & : s FRIEDENWALD et .al., 1953
ellules de la cornee. o ZFRIEDMAN et al., 1955

du Rat FADDEEV, 1963
Erythroblastes de ODARCHENKO ot ak., 1964
' Chien

s‘KNOWLTON'et ar., 1949
Epidermes digestifs ? %%ééé?%se;taﬁﬂ.,lézgs

Tumeurs humaines \ KOLLER, 1947
IVOUTILATNEN, 19672



79

exponehtie]]e,]éisse % (= 37 %) de survivants (Fig. 15, p. 80).

En ce qui concerne‘le retard a la
mitose, différents travaux ont également permis d'établir une
relation quantitative entre la dose administrée et-]fimportance'
de 1'arrét dans le cycle. Pour des doses comprises entre 1 et
10 grays, nombreux auteurs ont montré que cette relation &tait
linéaire et actuellement, on admet qu'une dose de 1 Gy de
rayons X ou gammas, administrée a& une population asynchrone,
‘provoque en moyenne un retard & la mitose de 1 heure. (DEWEY
et al., 1963 ; ELKIND et al., 1963 ; FROESE, 1966 ; YU et
SINCLAIR, 1967 ; THOMPSON et SUIT, 1967, 1969 ; WALTERS et
PETERSEN, 1968 ; DOIDA et OKADA, 1969 ; LEEPER et al., 1973 ;

SASAKT et al., 1977).

Pour des doses inférieures & 1 Gy
ou supérieures & 10 Gy, - i1 semble que le retard & la mitose
augmente avec le logarithme de la dose (TILL, 1961 ; WHITMORE
et al., 1967 ; DOIDA et OKADA, 1969). ' '

Aucune étude quantitative de 1'influence
de la dose d'irradiation sur la durée de la mitose des généra-
tions irradiée et post-irradiée, n‘a jamais été effectuée .
jusqu'a présent. ’ '

b) 1'dge de la cellule dans le cycle au moment

de T'irradiation‘

Les différentes techniques de synchro-
nisation associées aux techniques de c]onage, ont permis.
d'étudier la radiosensibilité de chacune des phases du cycle
cellulaire. ' ' - .

, On peut résumer les nombreuses études
réalisées dans ce but de la fagon suivante : en ce qui concerne
la mort reproductrice, dans la plupart des lignées cellulaires,
il existe deux pics de radiorésistance - 1le début de Gl et la
fin de S-et deux pics de sensibilité -la mitose et le passage
Gl + S-(Revues Générales FRINDEL et TUBIANA, 1971 ; FRINDEL, 1975).



POURCENTAGE DE CELLULES SURVIVANTES
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Figure 15

8us
ULt g
Exemple de courbe de survie obtenue aprés action des rayons y
du °Co sur des cellules EMT 6 en culture exponentielle <n vitro.
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Des études analogues ont été& entreprises au niveau de la durée
“du cycle cellulaire, mais Tes résultats varient selon les
auteurs et les souches cellulaires analysées. Cependant, d'une
maniére générale la réponse, selon 1'age, du retard d@ la mitose
est pratiquement 1'inverse de celle observée,pour la survie
cellulaire : le délai mitotique augmente du début de la phase
Gl jusqu'au début de 1a_phasé G2, puis diminue‘brutalemeht
lorsque la cellule est irradiée en fin de G2 (Revue Générale,

FRINDEL, 1975).

~ Aucune étude de 1'influence de
1'4ge de la cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation
sur-l1a durée de la mitose des gé&nérations irradiée et post-

irradiée n'a fait jusqu'a présent 1'objet d'une publication.

-¢)" la nature des radiations utilisées

Depuis]és nombreuses études de
courbe de survie (HALL et al., 1972 ; FOWLER, 1974), on sait
que les particules de transmission d'énergie linéaire (TEL)
'(définition p. 86 ) élevée (particules a,'neutrons, mesons T,
ions lourds accélérés) ont une efficacité biologique relative
(E.B.R.) (définition p.127 ), plus grande que les radiations de
TEL faible (rayons X de 220 kv ; rayons y du ®%cobalt). De plus
les radiations de TEL élevé présentent une meilleure répartition
de 1a dose en profondeur et sont moins sensibles aux différents
facteurs qui modifient la réponse cellulaire a 1'irradiation,
en particulier 1'dge de la ce11u1e dans le cycle (HALL et al.,
1977) et 1'oxygénation (TOBIAS, 1973 ; TOBIAS et al., 1978).
Ces différences de comportement des ions lourds accélérés par
rapport aux radiations de TEL faible expliquent 1'intérét qui
leur est porté (GHIORSO et al., 1973 ; CASTRO et QUIVEY, 1977).

L'étude des effets non-Tétaux des .
"jons d'hé&lium (BERRY et ANDREW, 1964 ; WITHERS, 1967 ; FEOLA et
al., 1969 ; CHONG, 1971 ; RAJU et al., 1972 ; EL-MAHDI et al.,
1974 ; LEITH et al., 1974 ; TODD et al., 19?4 s LEITH et aql., 1975 a;
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WARD et al., 1976 ; GUICHARD et al., 1977 ; CURTIS et al., 1978 ;
RAJU et al., 1978) et des ions de néon (SKARSGARD, 1967 ;

' TODD, 1967 ; LEITH et al., 1975.b, 1976 ; RAJU et al., 1976 ;
CURTIS et aql., 1978 ; RAJU et CARPENTER, 1978 ; RAJU et al.,
1978) sur les cellules de mammiféres est trés bien documentée.

Les &tudes consacrées a -1'influence des
ions d'hélium ou de néon, sur la durée du cycle cellulaire sont
au contraire beaucoup plus rares. Le plus souvent ces recherches
ont été conduites en utilisant comme critére soit le devenir
de 1'index mitotique (SKARSGARD, 1964 ; 1967), soit 1e retard de
la croissance de 1'ensemble d'une population (CURTIS, 1978), |
soit T'accumulation transitoire des cellules dans la phase G2
(LﬁCKE—HUHLE, 1979). Dans ce dernier cas, le faisceau des ions
d'hélium n'était pas modifié par un dégradeur (définition p. 95) -
et & notre connaissance, aucune &tude des effets des ions d'hélium
et de néon sur la-durée du cycle cellulaire n'a jamais été réalisée en
situant 1es échantillons dans un Pic de Bragg &talé (définition
p. 95). De plus, aucune étude n'a été menée jusqu'a présent,f
pour établir une relation entre 1'dge de la cellule dans le
cycle au moment du traitement et 1'importance du retard a la
mitose produit par des ions de haute énergie.

d) autres facteurs : débit de dose, oxygénation

et fractionnement
_ Depuis'1es premiéres courbes de survie
établies par HALL et BEDFORD (1964) on sait que la réduction du
débit d'irradiation diminue de maniére appréciable le pourcentage
de celliules survivantes. A dose égale de radiations ionisantes,
les faibles débits (ceux qui sont couramment utilisés en curithé-
rapie et qui se situent entre 0.5 Gy et 1 Gy par heure) Taissent
‘subsister un plus grand nombre de cellules survivantes que
les débits aigus (&gaux ou supérieurs & 3Q Gy par heure)
qui sbnt utilisés en radiothérapie classique par voie externe.
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L'interprétation de ce résultat eét 1iée aux mécanismes de répa-
ration qui interviennent en cours d'irradiation dans le cas des
irradiations a faible débit et a 1'importante redistribution

des cellules dans le cycle (MITCHELL et‘az;, 1979 a, b, c).

De nombreuses &tudes de courbes de survie
ont ega]ement mis en évidence une radiorésistance des cel]ules
mal oxygénées pendant 1! 1rrad1at1on La rad1osens1b111teA
cellulaire diminue en fonction du taux d' hypoxie pour tendre
vers une valeur minimale qui est environ trois fois plus faible
que celle observée en présence d'oxygéne (DESCHNER et GRAY,
1959). Ce résultat est 1mportant car dans de nombreuses tumeurs,
les cellules situées d une distance supérieure a 100 um du

, chILla1re le plus proche sont mal vascularisées et vraisembla-

blement hypoxiques (THOMLINSON et GRAY, 1955 ; KALLMAN, 1972).

Enfin ELKIND (1960) a également montré
que 1'effet global d'une irradiation é&tait plus faible si la
dose é&tait divisée en un certain nombre de fractions administrées
d intervalles réguliers. Ceci peut é&tre expliqué par la répara-
tion des 1ésions sub-1étales qui intervient entre deux fractions

successives d'irradiation.

3 - BUTS DE NOTRE TRAVAIL

L'allongement du cycle provoqué par 1'irra-
diation entraine un ralentissement de 1? croissance de la
population cellulaire et un blocage temporaire des cellules
dans une phase donnée du cycle cellulaire qui modifie la
sensibilité globale de la population cellulaire traitée, |
modification qu'il est essentiel de connaitre avant d'appliquer
un second traitement dans une série d'irradiations fractionnées

par exemple.



84

Lorsque nous avons commencé ce travail,
aucune donnée n'existait dans 1a littérature concernant :

- 1'influence de la dose de'rayons
‘gammas du 60cobalt et de 1'dge de la cellule dans le cycle, au
moment~de 1'irradiation sur Ta durée de la mitose,

- 1'influence de rayonnements de TEL
glevé (ions lourds accélérés) et de 1'dge de ‘1a cellule dans
le cycle au moment de 1'irradiation sur la durée du cycle
cellulaire.

Nous avons donc appliqué la technique micro-
cinématographique a 1'étude de ces différents probiémes en
effectuant successivement, au niveau de la cellule EMT 6,
cultivée zn vitro.

, a) une étude comparative de 1'action de
doses croissantes de kayons vy du ®°Co sur la durée du cycle
cellulaire et sur la durée de la mitose en recherchant, pour
chacun de ces paramétres, les variations en fonction de 1'dge
de la cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation. Nous
avons également étudié ]'inf]uence.des rayons y sur la proba-
~bilité de division. Cette gtude, en méme temps qu'elle devait
apporter des résultats originaux sur 1'action des rayons ¥y
sur la durée de la mitose avait 1'avantage de nous permettre
de tester notre méthode, puisqu'on pouvait trouver dans la
littérature de nombreuses références concernant 1'action des
rayons y sur les autres paramétres étudiés.

b) une étude comparative de 1'action sur
la durée du cycle cellulaire et la prbbabi]ité de division des
radiations de différents TEL : radiations y du °Co (TEL de
1'ordre de 0,2 keV/ﬁm ions dfhé]ium accélérés (TEL de 1'ordre
de 20 keV/um) et ions néon accélérés (TEL de 1'ordre de 100 keVjm)
en recherchant également pour chaque type de radiation les
variations du retard & la mitose en fonction de 1'dge de 1la
ce}]U]e dans le cycle au moment du traitement.
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I1 - MATERIEL eT METHODES

. Nous aborderons successivement dans ce
chapitre
‘ ' - un rappel des différentes données physiques
caractéristiques des radiations que nous avons utilisées,

- des généralités concernant les modifications
techniques entrainées par 1'irradiation,

- une description des différents systémes
~d'irradiation ainsi que les méthodes dosimétriques utilisées,

- enfin, nous préciserons la présentation
des résultats et nous définirons les méthodes de calcul de la
probabilité de division, ainsi que celle des corrélations _
existant entre 1'apparition de la mort chez deux cellules soeurs.

A - RAPPEL DE DONNEES PHYSIQUES

1) DIFFERENTS TYPES DE RADIATIONS

Le transfert d'énergie du rayonnement a
la matiére se raméne pratiquement & des collisions avec les
électrons du milieu.‘Lorsque 1'énergie, communiquée a 1'électron
"heurté", atteint des valeurs de 1'ordre de gfandeur de 1'énergie
de liaison, le choc peut porter 1'électron sur une orbite plus
externe sans éjection de cet électron hors de la mo]écuTe, il
y a excitation. Lorsque 1'énergie communiquée a 1'é&lectron est
suffisante pour éjecter un ou plusieurs électrons hors d'un

atome ou d'une molécule, il y a ionisation et la radiation est

dite radiation ionisante.

Les radiations -ionisantes peuvent étre
classées en deux grands groupes : les radiations directement
ionisantes et les radiations indirectement ionisantes.



86

v _ Les radiations électromagnétiques (rayons
X ety ) sont des radiations indirectement ionisantes : des

électrons sont arrachés a 1'atome cible avec émission de
photons. |

Lorsqu'un faisceau de phbtons paralléles
pénétre dans un milieu,des électrons secondaires sont mis en
mouvement, le flux d'électrons secondaires croit réguliérement
jusqu'a une valeur maximale constante ol les électrons secon-
daires mis en mouvement et les &lectrons secondaires arrétés sont
en nombre &gaux ; c'est ce que 1'on appelle 1'équilibre

électronique.

- Les ions lourds accélérés sont des particules
directement ionisantes. L'intérét majeur de ces radiations,

“pour le radiothérapeute réside dans la distribution de la dose
en profondeur (cf. paragraphe 3, p.87) qui permet une meilleure
lTocalisation de 1'irradiation au niveau de la tumeur en mini-
misant les effets au niveau des tissus sains sus- et
sous-jacents.

2) TRANSFERT d'ENERGIE LINEIQUE (TEL)*

L'effet produit par un rayonnement en un
point du milieu irradié dépend essentiellement de la quantité
d'énergie cédée au milieu mais aussi de la fagon dont cette
énergie a été cédée, laquelle dépend a la fois de la nature et
de 1'énergie du rayonnement. o

La distribution spatiale de 1'énergie
au long d'une trajectoire s'exprfme par 1a notion de transfert
d'énergie linéaire (TEL) introduit par ZIRKLE. Le TEL représente
1'8nergie transférée & la matiére par unité de longueur de
la trajectoire de 1'électron et s'exprime en keV/um ; il ‘
correspond au quotient %%_de 1'&nergie moyenne (dE) localement

impartie au milieu par des particules chargées d'énergie

* TEL = LET ou linear energy transfer
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spécifique traversant une distance (d1) : (définition de 1'ICRU)X

En premiére approximation on peut utiliser
le TEL moyen pour caractériser la distribution de 1'énergie le
long de la trajéctoire. On peut également décomposer 1'énergié
transférée au milieu en parties qui sont distribuées avec une
certaine valeur du TEL et on obtient ainsi une distribution
spectrale de 1'énergie & la matiére. '

3) RENDEMENT EN PROFONDEUR

_ Le flux d'énergie d'une irradiation
diminue en profondeur puisqu'une certaine fraction est absorbée
dans chacune des couches successives. On appelle rendement en

~profondeur d'un faisceau, le quotient des intensités du faisceau

-

en profondeur et a 1'entrée.

Dans. le cas d'une irradiation y avec
des photons de haute é&nergie, nous avons vu qu'il existait une
augmentation de la dose dans les premiers millimétres traversés

(ceci a la suite d'une mise en mouvement d'électrons secondaires),
jusqu'au niveau dénommé 1'équilibre électronique.

Ensuite le nombre d'électrons diminue ainsi
que la dose (Fig. 16, p.88),

. ‘Dans 1e cas d'une irradiation avec des
jons lourds accélérés tels les ions d'hélium et de néon, la

courbe de Bragg est la représentation graphique de la variation

de la dose en profondeur. L'allure de cette courbe traduit
un accroissement du pouvoir d'arrét des particules avec la
profondeur (perte d'énergie par unité de longueur), suivie d'une

décroissance rapide correspondant a4 1'arrét des particules dans
le milieu : pic de Bragg-(Fig. 17, p. 89). '

* ICRU = International Commission on radiation units and measurements
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Variation de la dose en profondeur avec les ions de néon (courbe et pic
de Bragg).
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B - DIFFERENTS TYPES D' IRRADIATION

1) RADIATIONS y DU G°COBALT

Les irradiations y de la cellule EMT 6
sont effectuees par 1'intermédiaire d'un appareil de cobaltothé-
rapie classique "gammatron °°Cobalt type Siemens"

Pour chaque expérience la distance
source-cellules est calculée gréce & la loi qui spécifie que
‘Ta dose diminue avec 1'inverse du carré de la distance, ceci de
maniére a conserver un débit constant de 1 Gy par minute. '

Le faisceau de radiations est dirigé de
haut en bas, le flacon de culture est donc situé a\plat,
~perpendiculairement 3 celui-ci, sur une plaque de plexiglass
(Fig. 18, p. 91). Les cellules sont afnsi recouvertes de milieu
pendant toute Ta durée de 1'irradiation. Nous avons vu (Fig; 16,
p. 88 ) que la répartition de la dose de rayons y n'est pas
homogéne en fonction de la profondeur : la courbe de cette ‘
répartition passe par un maximum (ou équilibre &lectronique) a
4 mm de profondeur dans un tissu. Déns.ﬁe flacon de culture
1'épaisseur du milieu recouvrant les cellules est de 4 mm ce
qui situe les cellules juste au point d'équilibre &lectronique,
au maximum de 1'énergie du rayonnement du 6%Cobalt.

2) IRRADIATION DE TEL ELEVE

Toutes les 1rrad1at1ons de TEL e]eve ont
été réalisées dans le Laboratoire LAWRENCE & BERKELEY (U.S.A.) .
par. Roland GILET (C.E.A. de GRENOBLE) et Stan CURTIS
(LAWRENCE BERKELEY LABORATORY) ; 1'analyse de tous les films
obtenus ayant été réalisée & LILLE par nos soins.
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Schéma du montage pour les irradiations gammas.
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a) Ions d'h&lium accélérés
‘ Les ions d‘hé&lium ont &té accélérés
jusqu'd une énergie de 228 MeV/nucleon au moyen du synchro--
cyclotron "184" du Laboratoire LAWRENCE. Le schéma du montage
réalisépour Tles irradiationskau moyen d'ions d'hélium est
représenté dans la figure 19, p. 93). | .

« Un collimateur permet de ne Taisser

passer que la partie centrale du faisceau, plus homogéne que la
périphérie, et de centrer 1'irradiation sur la cible avec un
minimum d'irradiations périphériques.

o - La dosimétrie des ions d'hélium
est réalisée par 1'intermédiaire de chambres d'ionisation
emplies d'azote et comportant trois feuillets méta]]iques! La
charge électrique, recueillie sur une surface circulaire centrale
de 1 cm? est mesurée aprés chaque irradiation et la dose admi-
nistrée est calculée automatiquement sur ordinateur par un
programme qui utilise une valeur de 1'énergie moyenne d'ionisation.
(W) de 34,9 eV par paire d'ions et un coefficient de 1,125 pour

=

e pouvo1r absorbant de 1'eau par rapport a 1'azote.

- La variation d'énergie cédée
par les ions d' he]1um au milieu étant 1mportante, il est
nécessaire de connaitre avec précision 1'épaisseur du matériau
qU'i]s‘traversent. On interpose donc, entre la source et
1'échantillon, une colonne d'eau (ou fantéme‘d'eau) d‘épaisseur
“variable modifiée par télécommande avec une précision de 1/10 mm.

" Les différentes courbes. de Bragg
sont obtenues en effectuant le rapport des résultats de deux
chambres d'ionisations différentes : une située en amont de la
‘colonne d'eau, 1'autre située en aval de celle-ci (Fig. 19, p.93).

La courbé de.1a répartition. de
1'ionisation en fonction de la profondeur dans un fantéme d'eau
présente un pic (pic de Bragg, Fig. 20, p. A94)_dont la largeur
est petite comparée a celle d'une tumeur. Pour écréter ce pic
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Figure 19

 Schéma du montage réalisé pour les irradiations avec les ions lourds

: source du faisceau

: dégradeur d'énergie .

: collimateur

: plusieurs chambres dosimétres
: fantdome d'eau

:- échantillon biologique
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Variation de la dose en nxowo:amcs avec les ions d'hélium
_ (courbe et pic de Bragg) .
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et le transformer en quelque sorte en un p]atéau correspondant
d une distribution homogéne de la dose sur une profondeur de
quelques centimétres, utilisable en biologie et en médecine,
les physiciens ont interposé, sur le trajet des jons d'hélium,
un dégradeur, c'est-d-dire un filtre rotatif d'épaisseur '

variable (ridge filter). L'épaisseur de ce filtre est contrdiée
‘et télécommandée par ordinateur et la distribution de la dose
qui résulte finalement de 1'action de ce‘dégradeur‘aboufit a

ce que 1'onkappe11e un pic de Bragg étalé. Pour les ions

- d'hélium, le pic de Bragg étalé se situe entre 16 et 24 cm de
profondeur (Fig. 21, p. 96).

, Pour toutes nos expériences réalisées avec
les ions d'hélium, le matériel biologique (culture de cellules
EMT 6 en bouteille plastique) a été placé dans une position
verticale, au milieu du pic de Bragg étalé c'est-a-dire a

- 20 cm de profondeur. Dans ces conditions expérimentales, le TEL

médian des ions d'hélium est compris entre 15'et 25 keV/um
(CURTIS, 1976).

b) Ions de néon accélérés

Le faisceau d'ions de néon a été obtenu
en combinant 1'accélérateur d'ions lourds (HILAC heavy ion
Tinear accelerator) et le bévatron, combinaison que 1'on appelle
le BEVALAC. Les ions sont produits d'abord par le HILAC avec
une énergie de 8,5 MeV/nucléon ; ils sont ensuite transportés
dans le vide sur une longueur de 164,6 métres (ceci en utilisant
la pente naturelle de la colline de BERKELEY -pente de 30 %-)
jusqu'au bévatron ot ils subissent une ultime accélération,
jusqu‘a atteindre une énergie de 400 MeV/nucleon.

‘ Le montage d'irradfation et les méthodes
de dosimétrie sont identiques & ceux décrits pour les ions
d'hélium accélérés. Dans le cas des ions de néon, le pic de
Bragg étalé se situe entre 11 et 14 cm de profondeur (Fig. 22,
p. 97). |
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Variation de la dose en profondeur des ions de néon aprés interposition
sur le faisceau d'un dégradeur (Pic de Bragg é&tale).
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Toutes nos expériences utilisant des ions
de néon accélérés ont été réalisées en plagcant le flacon de
culture dans une position verticale, au milieu-du pic de Bragg
étalé ; c'est-a-dire 3 12,5 cm de profondeur (Fig. 22, p. 97)

“Dans ces conditions expérimentales, le TEL médian des ions néon
est voisin de 100 keV/um (CURTIS, 1976).

Dans le but de calculer les efficacités
biologiques relatives des ions d'hélium et de néon accélérés,
une série d'irradiations y au moyen du °®°Cobalt a &té réalisée
d BERKELEY. Le débit de dose de ces derniers était de 0,5 Gy par
minute. -

C - MODIFICATIONS TECHNIQUES ENTRAINEES PAR L'IRRADIAT}ON

La variabilité de la durée du cycle et de 1la
durée de la mitose au cours des générations (Premier chapitre
de cette thése et COLLYN et al., 1977%@’n0us a mis dans 1'obli-
gation de réaliser un témoin pour chaque expérience. Nous
disposons de 6 systémes d'enregistrement microcinématographique ;
‘un d'entre eux, est réservé au flacon témoin qui, ensemencé
et analysé simultanément aux autres flacons, subit, exception
faite pour 1'irradiation, les mémes traitements et en particulier
les mémes déplacements que les flacons irradiés.

Nous avons choisi d'observer les cellules
en moyenne, pendant deux générations complétes, avant d'effectuer
~ 1'irradiation. La durée du cycle cellulaire de la deuxiéme
génération permet de contrdler le bon déroulement de 1la
croissance avant le traitement. L'irradiation a lieu 48 heures
aprés 1'ensemencement, soit en moyenne durant la troisieme
génération aprés le repiquage ; cette génération est dénommée
"génération irradiée” alors que la génération suivante est
nommée "génération post-irradiée" (Fig.'23, p. 99).
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Figure 23

Exemp]e de pedigree irradié. Les cellules sont irradiées 48 heures aprés
1'ensemencement soit en moyenne au cours de la troisiéme génération
~aprés le rep1quage
I : Génération irradiée
PI : Génération post-irradiée
2e PI : 2e Génération post-irradiée,
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Au moment de 1'irradiation, tous les flacons
(y compris le témoin) sont retirés de la platine du microscope
et emmenés vers les différents systémes d'irradiation. La phase
critique de la méthode réside dans la difficulté suivante : afin
- d'obtenir, pour chaque cellule, un pedigree complet et de
connaitre avec précision 1'adge de la cellule dans le cycle par
rapport & la mitose précédente, il est capital de suivre les mémes
cellules avant et aprés 1'irradiation et par conséquent de
retrouver, aprés dép]acehent du flacon exactement le méme champ
d'observation. Afin de faciliter cette opération, différents
repéres sont gravés sur les parois du flacon plastique et,
afin de connaitre la position exacte de chaque cellule les unes
par rapport aux autres, des "cartes topographiques cellulaires”
sont dessinées avant tout déplacement du flacon. Du fait de la
mobilité cellulaire, le délai entre le déplacement du flacon
et le retour de celui-ci sur la platine du microscope doit étre
minimal ; ceci afin d'éviter que les cellules ne se déplacent
trop les unes par rapport aux autres pendant 1'interruption de

1'enregistrement.

Toutes les irradiatioms sont réalisées, pour
des raisons techniques, dans des locaux relativement éloignés
du lieu ol se trouvent les appareils microcinématographiques. Le
transport des flacons s'effectue donc dans des boites isothermes
maintenues & 37° C. L'irradiation se déroule a température
ambiante, mais la durée de celle-ci ﬁ'excéde jamais 10 minutes et
les flacons sont aussitdt replacés dans la boite isotherme pour
le retour. Pendant le trajet du lieu d'irradiation au local
d'étude, les flacons sont maintenus en position verticale, ceci
afin d'é&viter le frottement du milieu sur les cellules et par
conséquent le décollement de celles-ci. |

D - PRESENTATION DES RESULTATS

1) RETARD A LA MITOSE ET ALLONGEMENT DE LA
DUREE DE LA MITOSE : méthodes de calcul

Pour une population de cellules irradiées,
le retard 38 1a mitose moyen est défini comme la différence entre
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la durée moyenne du cycle des cellules de cette popu]ation et
le cycle moyen des cellules témoins dans la méme génération.
L'allongement de la mitose est défini et obtenu de la méme
facon.

En raison des problémes de disponibi-
1ité des accélérateurs d'ions lourds et de la présence de
seulement deux équipements de microcinématographie & BERKELEY,
nous n'avons pas eu la possibilité de réaliser, comme nous
1'avons fait pour les rayons y du %°Cobalt, simultanément un
témoin et un irradié. Nous avons donc utilisé les appareils
d'enregistrement de facon alternée, une semaine étant consacrée

aux enregristrements des témoins, 1'autre aux irradiations.

Les différents films réalisés aux
U.S.A. ont &té développés, copiés et les copies ont &té envoyées
a LILLE pour 1'interprétation. La qualité optique de ces films
ne permettant pas de mesurer la durée de la mitose, nous nous
sommes donc 1limités 3 la mesure de la durée du cycle cellulaire
et de la probabilité de division. '

Nous avons fait porter notre é&tude
de 1'influence des radiations sur la durée du cycle et de la
mitose des générations irradide et post-irradiée (en moyenne
troisiéme et quatriéme génération aprés le repiquage). La
variation sponténée des durées du cycle et de la mitose dans
les générations suivantes ainsi que la difficulté d'interpréta-
tion des films et la perte d'information dues & la densité |
cellulaire, rendent difficile une interprétation statistique
des résultats. Dans certains cas seulement, nous rendrons compte
du comportement des 2e, 3e et 4e générations post-irradiées, -
notamment en ce qui concerne la probabilité de division.




102

2) METHODE D'EVALUATION DE L'INFLUENCE DE
L'AGE DE LA CELLULE DANS LE CYCLE AU MOMENT DE L'IRRADIATION

Les variations des effets de 1'irradiation
en fonctijon de 1'dge ont été étudiées en divisant Te nombre
de cellules en 5 groupes en fonction du dé&lai entre la fin
de Ta mitose précédente et le moment de 1'irradiation ou du

., déplacement pour le témoin :

O PPOO
o Qi o Qi Qi

et

Les retard & la mitose et allongement
de la mitose ont &té déterminés de fagcon séparée pour chacun
des groupes. '

3) NOTION DE PROBABILITE DE DIVISION

» ,L'effet 1étal des irradiations au sein
des pedigrees a été apprécié en calculant la probabilité de
division définie comme le pourcentage de cellules capables, pour

une génération donnée, de donner naissance d deux cellules
filles (WHITMORE et TILL, 1964, 1967).

v En réalité, 1'incapacité d'une cellule
i se diviser se traduit par des phénoménes variés : pycnose,
éclatement cellulaire, fusions cellulaires toujours observées
entre deux cellules soeurs et souvent abortives & plus ou moins
bréve échéance, enfin cellules qui n'entrent pas en division
pendant toute la durée de 1'observation, bien.qué leur aspect
morphologique semble normal. '

4) ESTIMATION DES CORRELATIONS ENTRE LA
MORTALITE CHEZ DEUX CELLULES SOEURS

Nous avons selon la méthode décrite par
HEMON et al. (1978) recherché les corrélations éventuelles entre
1'apparition de la mort chez deux cellules soeurs. La corrélation
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entre la mort des deux cellules soeurs peut &tre définie par
1'équation

Py = (Pp x Py = P9
P (1 - P)'
ou Py = probabilité pour qu'aucune soeur ne meure,
2 X P1 = probabi]jté pour qu'une-seu!e des soeurs meure,
tandis que 1'autre continue & se diviser,
P2 = probabilité pour que les deux soeurs meurent,
P =P, + P, probabilité pour qu'une cellule donnée

meursz,

| Si'PD est nulle, les trois probabilités
P0 R P1 et P2 prennent les valeurs attendues, dans le cas ol il
y a indépendance des cellules soeurs face & la mort. Au contraire.
si PD est positif, P2 et P0 sont plus grandes, tandis que P1
est plus petit. Ce qui veut dire que les deux soeurs ont un
comportement identique face é la mort.

111 - ETUDE COMPARATIVE DE
L'ACTION DES RAYONS GAMMAS DU °°COBALT SUR LA DUREE DU CYCLE
ET DE LA MITOSE

A - RESULTATS |
1) ALLONGEMENT DE LA DUREE DU CYCLE

(RETARD A LA MITOSE) ET ALLONGEMENT DE LA DUREE DE LA MITOSE EN
FONCTION DE LA DOSE DE RADIATION

Afin d'&tudier 1'influence de l1a dose de
rayons y sur les durées du cycle et de la mitose des cellules
EMT 6, nous avons administré, par 1'intermédiaire d'un appareil
de télécobaltothérapie des doses de 1, 3, 6 et 10 grays, & un
débit constant de 1 Gy par minute, Les valeyrs individue]ies



104

des durées de cycle ont &té regroupées a partir de plusieurs
expériences et les différentes valeurs moyennes obtenues pour
les générations irradiée et post-irradiée sont rassemblées
dans le tableau XII (p. 105) et illustrées par la figure 24
(p. 106). Plus la dose est importante, plus le retard 3 la
mitose est élevé, c'est ainsi que pour la premiére génération
irradiée, ce retard augmente de 1,6 h, pour 1 Gy & 2,0 h ;
5,1 h et 9,6 h pour 3,6 et 10 Gy respectivement.

Ce retard & Ta mitose diminue dé&s la
deuxiéme génération suivant 1'irradiation (génération post-
irradiée) quelle que soit la dose.

La durée de la mitose est &galement
prolongée par 1'irradiation ; elle augmente progressivement avec
~Ta dose de 0,33 h pour les cellules témoins a8 0,68 h pour les
cellules ayant recu une dose de 10 Gy (Fig. 24, p. 106;

Tableau XIII, p. 107).

v L'allongement de la durée de la mitose
d'une cellule jrradiée est l1iée & la mort d'une ou deux cellules
filles. Aprés une dose de 10 Gy, la durée moyenne de la mitose
donnant naissance & deux filles qui continuent & se diviser
est de 0,49 + 0,04 h, mais elle atteint une valeur de
0,72 + 0,05 h»> quand une ou deux filles sont incapables de se

diviser.

2) INFLUENCE DE L'AGE DE LA CELLULE DANS LE
CYCLE AU MOMENT DE L'IRRADIATION ’ '

a) Allongement de la durée du cycle

Nous avons pour chaque dose, recherché
la relation entre le retard a la mitose et 1'dge de la cellule
dans Te cycle au moment de 1'irradiation. Les différents
résultats sont groupés dans le tableau XIV (p. 108 . Quelle que
soit la dose, on remarque que le retard a la mitose augmente
4progressivement quand 1a cellule est irradiée pendant les huit
premiéres heures de son cycle, puis décroit brutalement quand



DUREE DU CYCLE CELLULAIRE ET RETARD A LA MITOSE DES GENERATIONS IRRADIEE ET POST-IRRADIEE (IRRADIATIONS Y)

TABLEAU XI1

GENERATION IRRADIEE

Durée du cycle - moyenne (h)
+ erreur standard

Cv
Nombre de valeurs
Retard (h)

: coefficient de variation

GENERATION POST-IRRADIEE

Durée du cycle - moyenne (h)
+ erreur standard

CV : coefficient de variation
Nombre de valeurs
~Retard (h)

Témoin

P
o
<

w
(2]
<

10 Gy

- -

10,00 + 0,20

11,60 + 0,48

=t -

11,7 + 0,50

0,36
73
0,8 +0,5

12,00 + 0,20

RS EODESEESER=ES

11,0 + 0,28

0,32
154
0,1 + 0,4

15,10 + 0,40

19,60 + 0,50

0,24

14,5 + 0,69

0,39
66
3,6 + 0,7

G0t



106

h]

100] - o

RETARD
A LA MITOSE|

.CJ'l.
(=
P W
\
‘
\

S
N
et

ALLONGEMENT
o
S

DE LA MITOSE [h]

0.00

Figure 24

Variation du retard & la mitose et de 1' .allongement de la mitose de la génération
irradiée en fonction de la dose de rayons y du °°Co. La ligne en nodsﬁ,dﬂo

1mv1mmm:ﬁm une augmentation théorique de 1 h par Gray.



TABLEAU X111

DUREE DE LA MITOSE DES GENERATIONS IRRADIEE ET POST-IRRADIEE (RAVONS v)
: : - : :
Témoin H 1 Gy H 3 Gy H 6 Gy ! 10 Gy
1 ' 1] 1 ‘ 1
] . 1
GENERATION. IRRADIEE
Durée de la mitose - moyenne (h/100) 0,33 + 0,01 0,38 + 0,04 0,45 + 0,02 0,51 + 0,03 0,68 + 0,04
+ erreur standard : , ' -
CV : coefficient de variation 0,60 0,61 0,40 0,58 0,52
Nombre de valeurs 40 34 80 97 79
Allongement de la mitose (h/100) 4,9 +4,0 11,4 + 2,0 18,2 + 2,9 35,2 + 3,8
Durée de la mitose - moyenne (h/100) 0,34 + 0,09 0,37 + 0,01 | 0,43 + 0,01 0,52 + 0,03 0,56 + 0,04
+ erreur standard ‘ - - - -
- Nombre de valeurs 7 65 50 108 92 56
Allongement de la mitose (h/100) 3,7 +1,6 9,5 + 1,6 18,3 + 3,0 = 22,7 +3,9

ng

M

S

L01




TABLEAU XIV

VARIATION DU RETARD A LA MITOSE DE LA PREMIERE GENERATION IRRADIEE EN FONCTION DE L'AGE DE LA CELLULE DANS LE CYCLE AU MOMENT
S DE L'IRRADIATION (n est Le nqmbne de valewrs Andividuelles)

AGE DE LA CELLULE DANS LE CYCLE AU MOMENT DE L'IRRADIATION
) [ 1 i 1
DOSE 0»2h + 2=>4h 1 4>6h | 6->8h 1 + 8 h
- 1 1 J L]
1 Gy Retard (h) | 0,7 + 0,6 1,5 + 0,9 1,9 + 0,7 - 0,7 +0,2 3,0 + 0,2
+ erreur standard -
n 4 15 14 2 3
3 Gy Retard (h) 1,1 + 0,6 0,7 + 0,5 2,9+ 0,6 1,6 + 0,4 3,0 + 0,5
+ erreur standard ' - : - - -
n 16 12 20 29 19
6 Gy Retard (h) 2,3 + 0,7 6,2 + 1,4 6,9 + 0,6 5,5 + 0,3 4,7 + 0,7
+ erreur standard . -
~on 9 19 26 43 21
10 Gy Retard (h) 5,8 + 0,6 8,7 + 0,8 10,7 + 0,8 12,7 + 0,8 10,7 + 1,1
~+ erreur standard - ' ,
| n 15 23 17 13 22

801
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la cellule est irradiée plus de huyit heures aprés sa derniére
mitose. Pour chaque groupe d'age,.nous avons observé une |
relation linéaire entre la dose d'irradiation et le retard & la
mitose. Aprés avoir calculé la pente de chacune des différentes
droites obtenues (Tableau XV, p. 110), nous avons pu tracer

‘la figure 25 (p. 111 ) qui illustre les varijations du retard

d la mitose en fonction de T'age de la cellule dans 1le cycTe

au moment du traitement.

b) Allongement de 1a durée de la mifose

Nous avons, comme nous 1'avons décrit
pour le retard & la mitose, recherché poUr‘chaqué dose, la
relation entre 1'dge de 1a cellule dans le cycle au moment de
T'irradiation et la durée de 1a mitose qui suit 1'irradiation.
Les différents résultats sont groupés dans le tableau XVI,

(p. 112 .

Pour chaque dose,étudiée, 1'allongement
de la durée de la mitose de la premiére génération irradiée est
constant lorsque la cellule est irradiée dans les huit premiéres
heures de son cycle, puis augmente ensuite bruta]ement‘lorsque
la cellule est irradiée plus de huit heures, aprés le début de
son cycle. Nous avons également observé pour chaque groupe d'dge,
une re]ation‘11néaire'entre'1a dose de radiations y.et 1'allon-
gement>de Ta mitose et nous avons pu tracer la figure 26 (p. 113")
qui illustre les variations de la durée de la mitose en fonction
de 1'dge de 1a cellule dans le cycle au moment du traitement.

Malgré toutes les précautions prises,
le seul fait de déplacer un flacon de culture au moment du
traitement, entraine la perte des cellules en mitose & ce moment
précis. En effet, lors de l1a mitose, la cellule reprend sa
forme sphérique et n'adhére plus au support plastique que d'une
maniére tangentielle et se décolle trés facilement. Nous n'avons
donc pas pu étudier le comportement des cellules exactement en
mitose, au moment de 1'irradiation. '
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TABLEAU XV

PENTES DES DIFFERENTES DROITES ILLUSTRANT LA RELATION LINEAIRE
ENTRE LA DOSE ET L'AGE DE LA CELLULE DANS LE CYCLE

Allongement de la
mitose (minute/Gy)

Retard

Age de la cellule
(minute/0,01 Gy)

dans le cycle

0-2H 0.32 + 0,04 1,22 + 0,30
2= b4y 0,50 £ 0,05 1,77 + 0,52

h- 6 0.63 + 0,04 1,81 + 0,31

6-8H 0.84+0,10 | 1.82%043
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RETARD A LA MITOSE [Min|Gy]

02 24 4.6 6. s —8
AGE DE LA CELLULE A L' IRRADIATION [H]_

FiguhevZS

Variation du retard 3@ la mitose en fonction de 1'dge de la cellule dans le
cycle au moment de 1'irradiation. L'dge cellulaire est mesuré par rapport
a la mitose précédente. L'ordonnée indique le retard d la m1tose en m1nute/Gy
calculé au Tableau XV (p. 110).
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5.0

4.0 .

3.0.

2‘01 A { {

1.0 |

ALLONGEMENT DE LA MITOSE [Min|Gy]

0.0

0.2 24 4.6 68 =8
AGE DE LA CELLULE A L'IRRADIATION [H]

Figure 26 .

Variation de 1'allongement de la durée de la mitose en fonction de 1'dge
de la cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation. L'dge cellulaire
est mesuré par rapport d@ la mitose précédente. L'ordonnée figure 1'allon-
%eme?td?e la mitose en minute/Gy calculé comme indiqué dans le Tableau XV,
(p. 110). ' .
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3) PROBABILITE DE DIVISION

Simultanément a 1'étude du cycle cellu-
laire et sur le méme matériel biologique, nous avons analysé la

perte de capacité de division. La probabilité de division qui est

de 1 pour Tes cellules témoins est réduite aprés irradiation.
Plus Ta dose est importante, plus la proportion de ce]lu]es
incapables de se diviser est &levée.

C'est ainsi qu'aprés une dose de 10 Gy,
la probabilité de division décroit de 0,77 + 0,04 pour la
génération irradiée & 0,58 + 0,05 dans 1a génération post-
irradiée (Fig. 27, p. 115 et Tableau XVII, p. 116).

_ Nous avons, pour chaque dose et pour les
trois générations qui suivent 1'irradiation (génération
irradiée, génération post-irradiée et deuxiéme génération post-
irradiée) calculé Te nombre relatif de cellules survivant au
moins trois générations : en effet, soient'Pl, P2 P3, les
pourcentages de cellules capables de se diviser dans les géné--
rations irradiée, post-irradiée et deuxiéme post-irradiée le
nombre relatif de survivants aux trois générations est obtenu en
effectuant le produit P1 X P2 X P3. On s'aperg¢oit ainsi que

la mort cellulaire au sein des pedigrees est incontestablement
liée & 1a dose (Fig. 28, p. 117).

B - DISCUSSION

1) RELATION DOSE EFFET

Le retard & la mitose que nous trouvons

‘est en moyenne de 1 heure par gray. Ceci est en accord parfait

avec 1'opinion générale (DEWEY et al., 1963 ; ELKIND et al., 1963;

FROESE, 1966 ; THOMPSON et SUIT, 1967, 1969 ; WALTERS et
PETERSEN, 1968 ; DOIDA et OKADA, 1969 ; HURWITZ et TOLMACH, 1969
LEEPER et al., 1972 ; SASAKI et al., 1969, 1972 a et b, 1977).

.
3
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PROBABILITE
DE DIVISION

01 3 6 10

Figure 27

Varjation de la probabilité de division des générations irradiée
et post-irradiée en fonction de la dose de rayons y du 60Co.

———  Génération irradiée
..... Génération post-irradiée



116

£6 LET GS1 SL 28 u
o _ _ _ _ PARPURIS ANJUIB +
GO0 + 8“0 20°0 + 26°0 20°0 + 96°0 20°0 + L6°0 00°0 + 00°1 auuakow - UOLSLALP 3P 211 [1Geqo4d
- 331QV¥dI-1SOd NOILVYINID
66 811 L6 8¢ 6b u
- _ _ _ _ PARPURLS ANDUUD +
P00 + LL°0 | 20°0 + ¥6°0 €0°0 + L6°0 €0°0 + £6°0 00°0 + 00°T auuakoll - UOLSLALP 3p 23L11qRq04d
331aved] NOTLVMINID
] 3 L] H
kg9 01 " £9 9 A9 € y A9 1 ; upoway
_ " . X B
FayyonpYaYpUY Y¥M2IPA 2p 2UQUOU uq 2yua9guday U
3500 Y71 30 NOILONOd N3 33ITAVYYI-1S0d 13 3310vY¥¥] SNOILY¥INID S30 NOISIAILD 30 3117118v490ud

*SYWWYD SNOAVY 3d

TIAX nv3navl



117

NOMBRE RELATIF DE DESCENDANTS
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Figure 28

Nombre relatif de survivants & la troisiéme génération en fonction de la

dose de rayons .y du %%Co.
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D'autres auteurs ont &galement montré
que le retard & Ta mitose &tait d'autant plus important que
la durée du cycle était plus longue. (DEWEY et al.,
1964 ; SEYDEL, 1967 ; DENEKAMP, 1974). Les différentes valeurs
que nous avons constatées (0,30 a 0,80 minute:parbo,Ol'Gy pour
un cycle témoin de 10,0h s'intégrent parfaitement sur la courbe
proposée par DEWEY et al. (1964) ainsi que dans le tableau

proposé par SEYDEL (1967).

L*influence d'une irradiation sur la durée
de la mitose proprement dite, avait déja été décrite précédemment
(HURWITZ et TOLMACH, 1969). Toutefois, & notre connaissance,
aucune relation quantifiée du phénoméne généfation par génération
n‘a fait jusqu'a présent 1'objet d'une publication. La relation
que nous trouvons entre la dose de radiations et 1'allongement de
la durée de la mitose est compatible avec un systéme de propor-
tionnalité simple correspondant a une durée supplémentaire de
2 minutes par dose de 1 Gy.

Si 1'on se borne & exprimer 1'effet de
1'irradiation sur Tadurée du cycle et sur celle de la mitose en
unité de temps, par dose de radiations, il est difficile de
comparer les deux effets. En effet, en durée absolue, 1'influence
d'une méme dose de radiations est environ 30 fois plus faible
sur Ta durée de la mitose que sur celle du cycle. La comparaison
des deux effets est facilitée si 1'allongement du cycle et de la
mitose. sont étudiés en pourcentage_de la durée des témoins.

Dans ce cas, nous constatons que, pour une dose de 6 Gy par
"exemple, le cycle est allongé de 51 % et la mitose de 55 % ;
pour une dose de 10 Gy ta durée du cycle et celle de Ja mitose
sont pratiquement doublées (augmentation respective de 96 et
de 100 %) (Fig. 29, p. 119).

Du point de vue de la relation dose-effet,
i1 semble donc bien que les radiations jonisantes ont, a dose
égale, une influence trés comparab]e sur la durée du cycle et sur
celle de la mitose des cellules EMT 6. En ce qui concerne J'allon-
gement de 1a durée de 1a mitose, nos résu]tats semblent étre



119

Z

(@]

B =

&) <P ]

> B |

;8100. :

Al ]

S

Z O |

W B 50 S

23 1

\ 48] b

308

4E—I g t 14 VI

B 01 3 6 10

DOSE[Gy]

ngure 29

Retard & la mitose et allongement de la durée de la mitose de la génération
irradiée'exprimés en pourcentage de la durée du cycle et de la durée de la
~mitose des cellules témoins. La Tigne représente une augmentation théorique
du cycle et de 1a mitose de 10 % par Gray. '

e retard a la mitose ;points expérimentaux
)

o allongement de la mitose




120

différents de ceux observés par HURWITZ et TOLMACH (1969).
Selon ces auteuyrs, 1'allongement de la durée de la mitose est
proport1onne11ement plus important que 1'allongement de Ta |
durée du cycle. Cependant, la comparaison de leurs résultats et
de ceux que:nous avons obseryés est difficile et ceci pour au
moins deux raisons '

a) les irradiations ont &té effectuées par
HURWITZ et TOLMACH directement aprés le repiquage, au cours d'une
génération qu1 est déja modifiée de fagon spontanée, alors que
dans nos expériences, 1'irradiation se situe en moyenne au
niveau de la troisiéme génération aprés le repiquage, - |

| | b) la durée de la mitose a &té étudiée par . .

HURWITZ et TOLMACH en regroupant les valeurs obtenues sur toutes-
les générations post-irradiées, alors que nous avons. effectué
nos études au niveau de la génération irradiée.

La variabilité des valeurs individuelles
du cycle et de la mitose n'augmente pas avec la dose d'irradia-
tion (0,16 < coefficient de variation pour le cycle < 0,29,
Tableau XII, (p. 105); 0,40 < coefficient de variation pour la
mitose < 0,60 ;Tableau XIII,p.107.Ce sont toutes les cellules de la
population cellulaire qui sont modifiées par 1'1rradiatioh et le
retard @ la mitose moyen et 1'allongement de 1a mitose moyen, |
rendent compte des effets des rayons y sur la population
globale. ' ' |

2) INFLUENGE DE L'AGE DE LA CELLULE DANS
LE CYCLE AU MOMENT DE L'IRRADIATION |

Si le retard & 1a mitose varie, ainsi
que nous 1'avons montré, avec la dose d' 1rrad1at1on gamma,.11
varie également de fagon trés sensible avec 1'dge de la ce]]ule
dans le cycle au moment de 1'irradiation.



121

I1 est cependant difficile de mettre nos
resu]tats en relation avec ceux de ja 11tterature dans la
mesure ol la phase sen51ble varie selon les auteurs (Revues
Générales de SINCLAIR, 1968 ; FRINDEL et TUBIANA, 1971 ;
FRINDEL, 1975) y compris quelquefois pour des auteurs étudiant
le méme systéme :

« Pour la cellule Hela, FIRKET et MARIEU
(1966) (cellules synchronisées) et FROESE (1965) (micro-
cinématographie) observent, pour le retard & la mitose une
sensibilité maximale lorsque 1a cellule est en phase S au moment
de 1'irradiation. Sur les mémes cellules, PUCK et al., (1962,
1963) Index mitotiques ; TERASIMA et TOLMACH (1963) ; TOLMACH
et al., (1965)(synchronisation et numérations cellulaires),
HURWITZ et TOLMACH (1969) (synchronisation et microcinéma-
tographie) et FIRKET (1969) (cellules synchronisées) enregistrent
une sensibilité maximale Torsque les cellules sont dans la phase
62 du cycle, alors que WALTERS et PETERSEN (1968) (accumulation
de m1toses) n'observent aucune influence de 1'adge de la ce11u]e

dans le cyc]e au moment de 1'irradiation.

» Pour les cellules CHO, WALTERS et
PETERSEN (1968) (méthode d'accumulation des mitoses) n'obser-
vent pas de variation du délai mitotique avec 1'§ge de la
cellule au moment de 1'irradiation, alors que DEWEY et al.,
(1966) (autoradiographies), LEEPER et al., (1972, 1973) (syn-
chronisation cellulaire et numérations), et MILLER et al.,
(1973) (utilisant trois techniques de culture différentes :
cellules en monocouche, cellules en suspension dans différents
milieux ) observent tous une augmentation de la sensibilité
paralléle a 1'age de la cellule dans le cycle au moment du
traitement. '

+ Au niveau des cellules L, DEWEY et
HUMPHREY (1962, 1964) (courbes de croissance) ; WHITMORE et al.,
(1967) (Index mitotique) et THOMPSON et SUIT (1967, 1969) |
(microcinématographie) observent une augmentation de la sensi-
'bilité avec un retard maximum -quand la cellule est irradiée en
fin de S ou en début de G,. |
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« KIM et EVANS (1964).(cé]1u]es ascitiques
d'Ehrlich) et LINDMO et al. (1979) (cellules humaines NHIK 3025)
trouvent également un retard maximal Torsque Tles cél]u]es sont
irradiées en,GZ.

- Enfin, au niveay des cellules de Hamster
V 79, FROESE (1966) (microcinématographie) ; YU et SINCLAIR
(1967) (cellules synchronisées) observent un retard maximal en
S et G,, alors que ELKIND et al. (1963) (synchronisation)
n'‘observent aucune influence de 1'dge cellulaire au moment de
1'irradiation sur 1'importance du retard & la mitose.

La variabilité de tous ces résultats semble
due plus a la diversité des techniques utilisées (dont certaines
sont trés imprécises) plutdt qu'a la diversité des souches
étudiées. I1 semble maintenant bien établi, pour certaines
lignées - de cellules de mammiféres, que la durée du cycle des
cellules irradiées augmente progressivement en fonction de 1'dge
de la cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation et que,

a partir d'un certain point de transition situé en Gz,‘le retard
d la mitose diminue sensiblement (BACCHETTI et al., 1970 ;
LEEPER et al., 1972 ; SCHNEIDERMAN et al., 1972 ; LEEPER et al.,
1973 ; RADLEY et al., 1973 ; HIGHFIELD e.t DEWEY, 1875 ; DEWEY
et HIGHFIELD, 1976';'SCHNEIDERMAN/et al., 1977 ; TOMASQVIC et
DEWEY, 1978 a et b). '

Les résultats que nous avons obtenusavec la
cellule EMT 6 sont en parfait accord avec les auteurs cités
ci-dessus.

N Pour ce qui est de la mitose elle-méme,
la relation entre la position de la cellule dans le cycle au
moment de ]'irradiation et 1'allongement de la durée de la mitose
de 1a génération irradiée n'est pas connue. En particulier,
pour les mémes raisdhs que celles décrites précédemment, il est
d nouveau trés difficile de comparer nos résuyltats & ceux observés
par HURWITZ et TOLMACH (1969). | ‘
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Contrairement & ce qui se passe pour la
durée dy cycle de la cellule EMT 6, 1'a]10hgement de la durée de
la mitose reste constant, a dose'égale de radiations lorsque
1'irradiation a lieu péndant les 8 premiérés heures du cycle.
Au dela de 1a 8e heure, tandis qué e retard & la mitose se
réduit brusquement, au contraire, la mitosé s'allonge brutalement.
IT apparait donc clairement que le parallélisme observé entre
1'allongement du cycle et 1'allongement de Ta mitose (Fig. 29,
pP.119) aprés irradiation n'est qu'un résultat moyen. Lorsqu'on
tient compte de 1'dge auquel la cellule est irradiée, on trouve
des résultats différents en ce qui concerne le cycle et en ce
qui concerne la mitose.

I1 faut rappeler qu'il ne nous a pas été
possible d'étudier 1'influence d'une irradiation intervenant
au cours de la mitose elle-méme pour des raisons techniques et
par conséquent de vérifier le résultat démontré par différents
auteurs ; a savoir un allongement de toutes les phases de la
mitose 1or§que 1'irradiation intervient pendant celle-ci, mais les
cellules irradiées en mitose meurent trés souvent (STRANGEWAYS
et al., 1923, 1926 ; KUYPER et al., 1962 ; GIESE, 1947 ;
CARLsozv, 1950, 1969).

Les différentes variations de sensibilité
de la durée du cyc]é et de l1a durée de la mitose en fonction de
1'age de 1la cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation
posent des problémes généraux sur la nature du retard a la
mitose et de 1'allongement de la durée de la mitose provoqués
par 1'irradiation, problémes que nous aborderons ultérieurement
dans le chapitre : didcussion et conclusions générales, a la
fin de la deuxiéme partie de ce mémoire. ’
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3) PROBABILITE DE DIVISION

I1 faut distinguer 1a mort des descendants
telle qu'on peut 1'étudier dans Te pédigree d'une cellule
irradiée de 1a mort au sens c]onogéniqué telle qu'on peut 1'étu-
dier par la méthode des colonies. Les deux phénoménes sont
nécessairement 1iés, puisque la mort au sens clonogénique
correspond en fait d une probabilité de division nulle des des-
cendants. Toutefois, le Tien entre les deux notions n'est pas
absolu. En effet, une cellule qui cesse d'étre clonogénique peut
trés bien avoir pendant une ou deux générations des descendants
dont la probabilité de division ne sera pas nulle. D'autre part,
une cellule qui reste clonogénique peut donner naissance a des
descendants dont certains mourront autrement dit, des descendants
dont la probabilité de division sera inférieure & 1 pendant
quelques générations. |

Nous avaons par exemple, apré&s une dose

de 3 gy observé des morts cellulaires au sein de tous les
pédigrees étudiés, alors qu'on sait par ailleurs que cette méme

dose de 3 Gy ne stérilise que 50 % des cellules.

Les réductions de probabilité de division
dose -dépendantes, observées au niveau de la premiére génération
irradjée sont comparables a celles reportées par ELKIND (1963)';
THOMPSON et SUIT (1967) ; FROESE (1966) ; WHITMORE'. (1967) ;
HURWITZ et TOLMACH (1969) et TROTT (1870). ‘

Nous n'avons pas observé de variation
significative de la probabilité de division en fonction de 1'dge
de Ta cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation : ces
résultats sont a rapprocher de ceux de HURWITZ et TOLMACH (1969)
mais différent sensibiement de ceux de THOMPSON'et SUIT (1967,

. 1969) ; WHITMORE et al. (1967) et TROTT (1970) ; qui observent

une augmentation de sensibilité de la probabilité de division
lorsque les cellules sont irradiées tard dans leur cycle.
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Certains auteurs ont é&galement décrit un lien
entre 1'allongement du cycle et ]a‘capacité d'une‘ce]1u]e a
survivre aprés une irradiation, En effet, THOMPSON et SUIT (1967,
1969) (cellules LP 59) et FROESE et CORMACK (1968) ; CORMACK et
FROESE (1971) (cellules V 79) observent des durées de cycle
normales pour les clones viables, mais un a]]ongement:progressif
du cycle pour les clones abortifs. Le parailélisme que nous
observons entre la prolongation du cycle et la probabilité de
division confirme leurs observations. I1 n'est pas sans intérét de
constater qu'il existe également une corrélation entre 1'allonge-
ment de la mitose et la mort cellulaire des descendants. Tout se
passe en fait comme si une cellule qui a subi le maximum de |
dégdts au niveau de cektaines “structures" hypothétiques, dont
dépendent 1a durée de 1'intervalle intermitotique et celle de
la mitose était également celle qui donnera naissance 3 des
descendants dont la probabilité de division sera plus faible ;
1a cellule survivante peut &liminer ainsi des 1é&sions au travers
des générations successives et ce phénoméne modifie la croissance
des cellules irradiées en freinant la croissance des cellules

survivantes.

Nous avons ega]ement recherche s'il existait
un comportement semblable des cellules soeurs face a la mort
‘cellulaire, en calculant les coefficients de corrélation entre
‘1'apparition de la mort chez les cellules soeurs aprés une dose:
d'irradiation de 6 Gy, nous avonsobtenu des coefficients trés
dlevés et statistiquement différents de 0 (Tableau XVIII, p. 126),
THOMPSON et SUIT (1967) et FROESE (1966), ont également observé
de telles similitudes de comportement de deux soeurs face a la
mort ce]lulaire.- |

11 semble donc que les l1ésions non réparées
chez 1a mére sont réparties entre les cellules soeurs qui
conseryent un comportement semblable face & la mort. Selon ‘
FROESE cependant, les corrélations diminuent quand Tes soeurs
s'éloignent 1'une de 1'autre. Certaines interactions cellulaires

-

pourrajient donc modifier la réponse cellulaire & 1'1rradiation.
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Iy - ETUDE DE L"ACTION DES
TONS LOURDS ACCELERES SUR LA DUREE DU CYCLE ET LA PROBABILITE
DE DIVISION

A - RESULTATS
1) RELATION ENTRE LA DOSE DE DIFFERENTS TYPES
DE RADIATIONS ET LA DUREE DU CYCLE CELLULAIRE

, Nous avons observé@ une augmentation
significative de la durée du cycle de la génération irradiée avec
les trois types de radiations. Plus la dose est importante, plus
le retard @ 1a mitose est élevé et a@ doses éga]eé, 1'allongement
du cycle provoqué par les ions de néon est significativement
supérieur a celuj induit par les ions d'hélium, ce dernier étant
Tui-méme significativement supé&rieur au délai provoqué par les
rayons y (Fig. 30, p.128 et Tableau XIX, p. 129),

L'efficacité biologique d‘une radiation
(R) comparée aux rayons X est définie comme le rapport des doses

ﬁﬁ ol DX et DR sont respectivement les dosesbde rayons X et de la
radiation testée qu'il faut administrer pour obtenir le méme
effet biologique. Initialement Tes rayons X étaient toujours pris
comme radiation de référence. Actuellement, ils sont souvent
remplacés par les rayons gammas du ¢°Co ou du '*7Cs.

Afin de quantifier 1'allongement du cycle
enn fonction de la dose, nous avons pour les trois types de
radiations, ajusté trois droites des moindres carrés dans les
points expérimentaux de la figure 30. Les pentes de ces diffé-
rentes droites sont reportées dans le tableau XX (p. 130). |
prenant les irradiations y comme référence, nous avons calculé
1'efficacité biologique relative (E.B.R.) des ions d'h&lium et
de néon, en effectuant le rapport des différentes pentes obte-. .
nues ; ces E.B.R. sont respectivement de 1,2 + 0,1 et
3,5 ivO,l"(Tableau XX, p. 130). Le retard &8 la mitose disparait
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TABLEAU XX

PENTES DES DIFFERENTES DROITES EXPRIMANT
LE RETARD A LA MITOSE EN FONCTION DE LA
DOSE ET E.B.R. DES DIFFERENTES RADIATIONS

] I

1 !

1 -t :

RADIATION ' PENTE (h/Gy) ' E.B.R.

! moyenne + erreur standard !

: ' !

i 1

| 60 ,

Rayons y du ~Co 1.1+ 0.1 1
Tons d'hélium 1.4 + 0,1 1.2 £ 0.1
Ibns de néon 3'9:}_’_ 012 3/5 i Oll

BUS
ULLE S
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dés la génération post-irradiée (Fig, 30, p. 128), pour les
trois types de radijations. ‘

| | 2) RELATION ENTRE L'AGE DE LA CELLULE DANS LE
CYCLE AU MOMENT DE L'IRRADIATION ET LA DUREE DU CYCLE DE LA
GENERATION IRRADIEE

| Pour chaque groupe d'dge défini précédem-
ment, nous avons recherché 1'influence de 1'dge de 1a cellule
dans le cycle au moment de T'irradiation. Les différentes mesures
réalisées aux Etats Unis, étant inférieures,en nombre & celles
réalisées a Lille, nous avons du regrouperhles deux derniers -
groupes en considérant ensemble les cellules irradiées plus de

6 heures aprés 1eur derniére mitose.

Pour les ions de néon ainsi que ceux
d' he11um, le retard & Ta mitose varie s1gn1f1cat1vement avec 1' age
de la cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation. Le retard
a la mitose augmente avec 1'dge de la cellule dans le cycle au
moment de 1'irradiation (Fig. 31, p. 132; Tableau XXI, p. 133) :
le maximum étant atteint entre 4 et 6 heures, aprés la derniére
mitose pour les ions d'h&lium et au-d&la de 6 heures aprés la
derniére mitose pour les ions de néon et les rayons Y. -

3) PROBABILITE DE DIVISION

Pour les trois types de radjations, la
probab111te de division qui est de 0,99 pour les témoins diminue
's1gn1f1cat1vement avec la dose de radiations dans la génération
irradiée, ainsi que dans la génération post-irradiée (Fig. 32
n.134 et Tableau XXII, p. 135). Nous n'observons pas de différences
significatives entre les probabilités de division résultant des |
effets des ions d'hélium ou de rayons y. Par contre, avec les |
ions de néon, la probabilité de division est & dose égale, s1gn1-
- ficativement plus faible que celle obtenue avec les ions d'hé&lium
et les rayons y. Aprés une.dose de 3 Gy, ]a.probabi1ité'de
division de la génération irradiée tombe de 0,98 et 0,95,
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1
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'AGE DE LA CELLULE A L'IRRADIATION [H]

Figure 31

Variation du retard & la mitose en fonction de 1'dge de 1a cellule
dans le cycle au moment de 1'irradiation : rayons y du %°Co m—m;

ions d'hélium Ae—aA; ions de néon @—@0
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respectiyement poyr les rayons y et les ions d'héliym, &

0,72 pour les ijons de néon. Pour obtenir une réduction de
probabilité de diyision identique a ce]]e‘provoquée par une dose
de 3 Gy d'ions.néon, 1] faut une dose double d'ions d'hélium .
(6 Gy).

B - DISCUSSION

| Nous avons utilisé le retard & la mitose
moyen mesuré par la technique microcinématographique pour compa-
rer les effets, sur la durée du cycle cellulaire de radiations
de TEL aussi différents que les rayons‘y du ®%cobalt, les ions
d'hélium de 228 MeV (TEL médian de 15 & 25 keV/um) et ceux des
ions de néon (TEL médian de 100 keV/um). I1 est bien connu que
~les durées de cycle dans une population témoin présentent une
grande variabilité individuelle méme lorsque les cellules se
multiplient de maniére exponentielle dans des conditions de
culture standardisées et étroitement contrdlées (COLLYN et al.,
1977 et Premiére partie de cette thése). On peut donc se
demander dans qUe]Te mesure la valeur moyenne du retard a la
mitose rend bien compte de 1'influence de 1'irradiation sur
1'ensemble de la population cellulaire., Nous avons donc étudié
la distribution des valeurs individuelles du cycle des cellules
irradiées et i)l apparait bien, pour les trois types de radia-
tions utilisées que ce sont toutes les cellules de Ta population
irradiée'qui ont la durée de leur cycle allongée et que Je
retard i la mitose moyen rend bien compte des effets des
radiations sur la population cellulaire globale (Fig. 33, p. 137).

Les résultats obtenus au cours des
expériences avec les radiations gammas (effectuées aux U.S.A.)
confirment la relation dose-effet Tinéaire que nous avons décrite
précédemment (COLLYN et al., 1980) ; et sont en bon accord avec
les résultats de nombreux auteurs qui ont réalisé des expériences
comparables ayec des souches cellylaires différentes
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(ELKIND et ql., 1963 ; DEWEY et al., 1963 ; FROESE, 1966 ;
WALTERS et PETERSEN, 1968 ; DOIDA et OKADA, 1969 ; LEEPER et
al., 1972). '

7 En ce qui concerne les radiations de TEL é&leyé,
nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par NEARY et al.,
(1959) qui observent une relation Tinéaire entre le retard & ja
mitose provoqué par 1'action des neutrons sur les racines de
Vicia Faba par SCHLAG et al., (1978) et LUCKE-HUHLE et al.,
(1979) qui ont mis en évidence 1'existence d'une relation
lingaire entre 1'arrét des cellules en G, et 1a dose de mesons g
ou d'ions lourds accélérés administrés a des cellules V 79. En
opposition & ces relations dose-effet linéaires, SCHNEIDER et
WHITMORE (1963) irradiant des fibroblastes de Hamster et des
cellules L avec des rayons X et des neutrons et SKARSGARD
(1964) utilisant des ions Jourds de différents TEL pour irradier
des cellules de Hamster ont décrit une relation de type expo-
nentielle entre la dose et le retard a@ la mitose. Ces différences
peuvent é&tre au moins en partie expliquées par les trés fortes
doses uti]isées par ces derniers auteurs.

I1 est difficile de comparer les E.B.R.
calculées a partir des courbes de survie a cellesobtenues i
partir de la durée du cycle in vitro et ceci d'autant plus que,
dans le cas des courbes de survie, les E.B.R. varient avec'la
dose d'irradiation ce qui n'est pas le cas pour le retard 3 la
mitose. En fonction de cette importante restriction, i1 semblerait
cependant que 1'E.B.R. que nous avons calculéepour les ions de
néon accélérés se situe @ la Timite supérieure des valeurs
trouvées par d'autres auteurs pour les pourcentages de survivants
obtenus avec des doses élevées (Tableau XXIII, p. 139).

Ces résultats se rapprochent de ceux de
GRAY et qZ. (1940) ; SCHNEIDER et WHITMORE (1963), SKARSGARD
(1964, 1967) ; TODD et al. (1975 a et b) ; SCHLAG et al, (1978) ;

et LUCKE-HUHLE et al. (1979) qui ont observé, pour le retard & la
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RESUME DES DIFFERENTES EXPERIENCES BIOLOGIQUES. REALISEES AVEC DES IONS LOURDS ACCELERES

Matériel biologique E.B.R. Références
ToNs D'HELIUM
Survie des cellules d'un lymphome 1,09 FEOLA et ak., 1969
de Souris 2,3 (anoxiques) BERRY and ANDREWS, 1964
Survie des cellules épidermiques 1,04 WITHERS, 1967
de Souris : '
Irradiation totale de Souris :
- survie de 6 jours 1,3 v
- survie de 20 jours 1,2 CYL CHONG, 1971
Survie des cellules de rein 1,141,4 CYL CHONG, 1971
Humain T1 1,34 1,4 RAJU et ak., 1972
1,151,4 TODD et al,, 1974
Métastases pulmonaires 1,33 1,5 EL-MAHDI et al., 1974
Réaction de Ta peéu de Souris 1,3a1,4 LEITH et al., 1975
Survie des embryons aprés | 1,1a1,l WARD et al., 1976

irradiation de la mére

Survie des EMT 6

Survie des cellules V 79
Recroissance des tumeurs R1
Survie des cellules des crypte

intestinales :

TONS DE NEON

Cellules de Hamster :
- survie
- aberrations chromosomiques
- délai mitotique ‘

Survie de cellules de rein
Humain

Tumeur intercérébrale de Souris

Réaction de la peau

Survie des cellules V 79
Réaction de la peau de Souris
Recroissance des tumeurs R1

Survie des cellules de rein
Humain

doses »5 Gy

1,3
doses <5 Gy 2,3

GUICHARD et al., 1977

1 RATU ot ak., 1978

1,2
1,0 3 1,1 CURTIS et al., 1978
1,10 4 1,3 FU of at,, 1979

0,84 |

0.80 SKARSGARD, 1967

3 | '

1 % survie 1
10 % survie 2
50 a 80 % survie 3

1 % survie 1,4
(Souris 1,4 <E,B.R,<l
(Hamster 1,3 <E,B.R. <

2,2 & 2,5 ‘
1,7 4 2,0

1,7431,8

10 % survie 1,8 & 3

)7
)8

TODD, 1967

LEITH et ak., 1975

LEITH et ak., 1976
' Alg

RAJU et al., 1978 \J“i,

RAJU et CARPENTER, 1978

CURTIS et al,, 1973;
}
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mitose et pour différents types de radiations,des E.B.R.

=

supérieures da celles obtenues a partir des courbes de survie.

Dans une récente publication, L&CKE HUHLE
et al. (1979), ont montré que T1'allongement du cycle provoqué
par les radiations de TEL élevé était essentiellement dd & un
blocage de la cellule dans la phase G2 et selon ces auteurs,

il existerait une trés forte liaison entre le retard a8 1a mitose
et la mort cellulaire.

La technique cytofluorométrique qu'ils ont
utilisée ne leur a pas permis d'étudier les variations du
retard & la mitose en fonction de 1'dge de 1a cellule dans le
cycle au moment du traitement. A notre connaissance seuls
NEARY et EVANS (1959) ont étudié avec des méthodes indirectes
(Index mitotique) 1'influence de 1'3ge des cellules des racines
de Vicia Faba au moment de 1'action de neutrons : ils ont mis
en évidence une diminution du retard a la mitose en fonction
de 1'dge de la cellule dans le cycle, ainsi qu'une diminution
de 1'influence de 1'dge lorsque le TEL des radiations augmente.

Utilisant une méthode d'étude directe du
cycle cellulaire, telle que la microcinématographie qui permet.
de connajtre & tout moment et avec une excellente préciéion.
1'age de la cellule dans le cycle, nous avons au contraire mis
en évidence une variation significative du retard @ 1a mitose
en fonction du délai séparant la derniére mitose et 1'irradia-
tion, ceci aussi bien pour les radiations de TEL élevé que
pdur‘]esradiations de TEL faible. Ce lien entre 1'adge de la
cellule et le retard @ 1a mitose différe des résultats obtenus
pour la survie cellulaire. En effet SINCLAIR (1969) ; ELKIND
(1971 ; LEITH et al. (1971) ; BIRD et BURKI (1975) ; WITHERS
(1973) ; RAJU et al. (1975) ; HALL et al. (1969, 1972, 1977)
étudiant les effets 1étaux des irradiations, mirent en é&vidence
une diminution, voire méme, une disparition de 1'influence de 1'dge de la
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cellule dans le cycle lorsque le fEL des radiations augmentait.

La courbe obtenue pour les rayons y ne
présente pas de diminution du retard & Ja mitose pour les
cellules irradiées tard dans le cycle ; ]'explication réside
dans le fait que pour Jes raisons expliquées précédemment, nous
avons d0 grouper les cellules traitées plus de 6 heures aprés
1'irradiation et nous ne disposions pas d'un assez grand nombre
de cellules irradiées au-dela du point de transition en G2 pour
mettre en évidence une diminution du retard a8 la mitose lorsque
la cellule était irradiée plus de 8 heures aprés sa derniére

mitose.

Ces différences de comportement obseryées entre
la survie cellulaire et le retard @ 1la mitose face & une augmen-
tation du TEL des radiations utilisées, notamment : E.B.R.
supérieures pour le retard a la mitose et différentes yariations
de sensibilité en fonction de ]'ége'de 1a cellule dans le cycle
au moment du trajtement, nous -confirment dans notre hypothése
de 1'existence de différents sites d'action impliqués dans les
phénoménes de mort cellulaire et de retard a3 1a mitose.

v Quels que soient les rayonnements utilisés,
‘nous avons observé une relation entre la dose et la réduction de
probabilité de division des générations irradiée et post-
irradiée . TROTT (1969, 1974) et BLATTMAN (1974) bien que
travaillant sur des matériels biologiques et avec des rayonnements
trés différents : cellules L et rayons X ou a du polonium ;
Tevures et ions d'hélium ou d'oxygéne accéléras ; ont également
mis en évidence une chute dose-dépendante de la probabilité de
“division surtout au niveau de la génération post-traitée. Pour
~les trois types de rayonnements nous ayons observé des morts
cellulaires au sein de tous les pedigrees que la cellule soit
clonogéne ou pas. Ce phénoméne, auquel s'ajoute un important
allongement du cycle cellulaire modifie la croissance de la
population cellulaire aprés irradiation, modification qu'il est
essentiel de connaitre lorsqu'on cherche a établir les meilleurs
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schémas de traitement par irradiations fractionnéesou par asso-
ciation de plusieurs types de thérapeytique (radiothérapie +
chimiothérapie par exemple),

V - DISCUSSION GENERALE

PROBLEME DE LA NATURE DU RETARD A LA MITOSE

1) RETARD ET SURVIE CELLULAIRE

» L'explication la plus simple du retard a 1la
mitose serait de penser tels YU et SINCLAIR, 1967 ; SINCLAIR,
1968 que le retard correspond au temps nécessaijre pour la
réparation des 1ésions responsables de la mort cellulaire. Mais
la réponse cellulaire a une irradiation est trés différente

selon qu'on s'adresse & la survie cellulaire ou au retard a la
mitose ; nous avons en effet successivement montré que

« la dose d'irradiation n'a pas le méme
effet sur Ta survie cellulaire et sur le retard & la mitose |
la courbe de survie cellulaire comporte un épaulement non linéajre
aux faibles doses, alors que le retard da Ta mitose augmente
linéairement avec la dose,

} « Ta réponse de Ta survie cellulaire en
fonction de 1'4ge dans le cycle au moment de 1'jrradiation y est
pratiquement 1'inverse de celle observée pour le retard a la
mitose. Les cellules en mitose sont extrémement sensibles a la
mort cellulaire et les cellules en phase S radiorésistantes
tandis que si on considére le retard & la mitose, la sensibilité
augmente en fonction de 1'dge de Ta cellule dans le cycle pour
atteindre une valeur maximale en fin de S début de G,.
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: « Quand l1a transmission d'énergie linéaire
des radiations augmente, 1'influence de 1'dge de la cellule dans
le cycle au moment du traitement sur ]'importance du retard a
Ta mitose subsiste alors que de nombreux auteurs ont montré que
dans ces conditions Tes varfations de la survie ce]lu]aike
en fonction de 1'dge disparaissent.

De plus un certain nombre d'auteurs ont
également montré qu'il existait deux mécanismes de réparation
différents pour ces deux types de 1ésions distinctes (retard
et survie cellulaire). Si on inhibe Ta synthése de 1'ADN aprés
1‘irrédiation, on augmente Ta mort cellulaire en inhibant les
mécanismes de réparation T1iés a 1'ADN, alors qu'on ne modifie
pas le retard & la mitose (WALTERS etal., 1968 ; LEEPER et al.,
1972). Au contraire une inhibition des synthéses protéiques
aprés 1'irradiation est sans effet sur la survie cellulaire
alors qu'elle prolonge trés nettement le retard a la mitose
(WALTERS et PETERSEN, 1968 ; DOIDA et OKADA, 1969 ; BACCHETTT
et al., 1970).

L'incorporation de BUdR' (dont le réle est
de bloquer les synthéses d'acides desoxyribonucléiques) augmente
la mort cellulaire et le nombre d'aberrations chromosomiques,
mais n'a aucun effet sur le retard & la mitose (SCHNEIDER et al.,
1966 ; BOOTSMA et al., 1968 ; DEWEY et al., 1971 ; MILLER et al.,
- 1973). Enfin TOLMACH et al. (1976) et LEEPER et al. (19?5) ont
montré que ni le fractionnement des doses de radiation, ni
1'incubation des cellules & des températures suboptimales aprés
1'irradiation ne modifie la réparation du retard a Ta mitose
d'une maniére qui ressemble & la réparation des lésions sublétales
ou potentiellement Tétales,

~ L'ensemble des résultats &numérés ci-dessus
suggére qu'il existe peu de corrélations entre la mort cellu-
laire et Te retard & la mitose et que les sites d'actions con-
cernés par ces deux types de réponse & une irradiation sont
distincts. I1 est possible cependant que la survie cellulaire et
le retard a8 la mitose dépendent 1'un de l'autre, mais de facon

% BUdR : 5-bromodeoxyuridine
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inyerse : par exemple, une cellule irradiée dans la phase $
peut suryivre mieux parce qu'elle'subit un délai assez long,
lequel Tui permettra de réparer une 1ésion avant que celle-ci
ne soit exprimée (ROSENBERG et al., 1976) .

2) RETARD ET SYNTHESE DE L'ADN

EULER et HEVESY (1942) furent les premiers
a8 mettre en évidence une diminution d‘incdrporation d'un traceur
dans 1'ADN aprés une irradiation; de nombreux travaux étudiérent
ensuite 1'action desirradiations sur la synthése de 1'ADN |
(Revue Générale de FRINDEL et TUBIANA, 1971).

IT faut des doses trés fortes pour inhiber
la synthése de 1'ADN (KELLY, 1957 ; FIRKET, 1958 ; LAJTHA et al.,
1958 ; WHITFIELD et RIXON, 1959‘; FITRKET, 1969 ; TERASIMA et
"TOLMACH, 1963 ; SINCLAIR, 1967) ont montré que pour des doses
supérieures a 5 Gy, la synthése de T'ADN était affectée d'une
fagon mineure par 1'irradiation dans les autres phases que la
phase S. Quand la cellule est irradiée en S, la vitesse de
synthése de 1'ADN est réduite, mais la quantité totale de 1'ADN
‘n'est pas altérée.

En fait nous pouvons admettre deux composantes

pour le retard a la mitose

« une prolongation de T1a durée de la
 phase S résultant d'une diminution de la vitesse de synthése de
1'ADN (SINCLAIR, 1968,1972 a et b ; TERASIMA et TOLMACH, 1963)
cette composante pourrait expliquer le délai non négligeable
observé au niyeau des cellules 1rradiées‘en G1 (MILLER et dl.,

1973) mais ne peut expliquer & elle seule le retard & la mitose,

, ‘ » un arrét des cellules dans la phase
G, du cycle cellulaire responsable de l1a plus grande partie du
retard & l1a mitose (SINCLAIR, 1968, 1972 a et b ; MILLER et al.,
1973 ; LINDMO et al., 1979).
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3) BTUDE DES DIFFERENTS MODELES PROPQSES
POUR EXPLIQUER LE RETARD A LA MITOSE '

VALLERON et al, (1974) ont proposé trois

-

modéles différents pour tenter d'expliquer le retard & Ja mitose
(Fig. 34, p. 146) ;

i

' « un modéle A ol ils supposent
qu'itl existe un point X du cycle cellulaire ol toutes les
cellules présentes au moment de 1'irradiation restent bloquées
pendant un temps tx lorsqu'elles y arrivent. Les cellules
irradiées a un adge au-dela du point X ne seraient donc pas
retardées par 1'irradiation (Fig. 34 a, p. 146).

_ « un modéle B ol ils supposent
que la transition & travers un point R dy cycle cellulaire n'est
possible que si la cellule dispose d'une certaine substance
(S) hypothé&tique & ce moment ; & partir du moment ol la cellule
est irradiée, elle commence a réparer la T1ésion subie par la
‘}SUbstance S. Dans ce modéle, les cejlules irradiées & un age
supérieur @ R ne sont pas retardées car le point critique R est
franchi. De méme une cellule irradiée longtemps avant R ne sera
pas retardée, car elle aura eu le temps de réparer ses lé&sions

avant d'atteindre R (Fig. 34 b, p. 146).

« Enfin un modéle C tenant compte
de 1'hypothése de SINCLAIR (1968) selon laquelle i1 y aurait
un allongement de la durée de la synthése de 1'ADN sous T'effet
de 1'irradiation. Le retard est d'autant plus important que |
1'irradiation intervient tdt dans la phase S, 11 diminue ensuite
progressivement pour disparaitre lorsque la cellule est irradiée
au dela de S (Fig. 34 ¢, p. 146). ' ’

Les résultats que nous avons obtenus ne
sont tompatibles ayec aucun de ces modéles, le retard a la
mitose existe méme lorsque Ta cellule est irradiée au débyt de

Gy, 11 augmente réguliérement avec ]'dge de la cellule dans le
cycle au moment du traitement puis diminue brutalement lorsque
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la cellule est irradiée plus de 8 heures aprés la mitose

(Fig. 34 d, p. 146). Pour expliquer nos résultats expérimentaux
il faudrait combiner les modéles A et B proposés par VALLERON
et al. (1974) et supposer que le retard & la mitose comporte
plusieurs composantes | |

. * 1'une répondant au modéle A
ou modéle de Bloc : toutes les cellules seraient touchées de la
méme facon, ceci exp]iquerait le retard @ la mitose accusé par
les cellules irradiées trés tdét dans leur cycle,

« 1'autre répondant au modéle B
ou modéle de réparation expliquant 1'augmentation progressive du
retard & la mitose en fonction de 1'4dge de la cellule dans le
cycle. Cette partie du retard & la mitose corréspondrait a un
processus de réparation qui prendrait un certain temps et qui de
ce fait aurait d'autant plus d'influence sur le cycle qu'i]
commencerait plus tard.

‘La forme de la relation liant le retard & la
mitose & 1'dge de la cellule dans le cycle au moment de 1'irra-
diation, ainsi que Tes résultats de nombreux auteurs montrant
que 1es synthéses protéiques étaient 1nd1SpenSab1es a la répara-
tion du retard 8 1a mitose (TOBEY et al., 1966 ; DOIDA et
OKADA, 1969 ; WALTERS et PETERSEN, 1968 ; HIGHFIELD et DEWEY,
1974) ont conduit DEWEY et al. (1976) & proposer un modéle
d'action des radiations ionisantes faisant intervenir successi-
vement deux structures moléculaires : une protéine précurseur
(PS)* synthétisée au cours du cycle et accumulée tout au long du
cycle jusqu'ad une quantité maximale en début de GZ‘ Ensuite,
la cellule assemblerait les différentes unités de protéine
précurseur (PS) en une structure moléculaire -compléte (CS)
essentielle pour la division cellulaire et elle-méme peu sensible
aux radiations. Quand la cellule atteint le point de transition

(TP%M défini comme séparant la période d'accumulation de (PS) et

xx

x PS : Proteih Structure = Protéine de structure
xx CS : Completed Structure = Structure assemblée
xxx TP : Transition point = Point de transition
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1 ‘assemblement en €S), 1a quantité de PS diminue puisque PS

est assemblée en CS, La strycture finale CS est réfractaire &
1'action de 1'irradiation alors que la structure PS est ]a cible
responsable du retard a la mitose. Le retard a la mitose serait
donc maximal juste avant le point de transition en G2 ay moment
ol Ta quantité de PS est maximale et diminuerait ensuite, lorsque
la structure CS serait assemblée. Les yariations du retard a la
mitose en fonction de 1'dge que nous avans observées au niveau

des cellules EMT 6 peuvent &tre expliquées par ce modéle.

D'autres expériences doivent cependant
étre entreprises pour identifier dans ou trés prés du noyau
(MUNRO, 1959 ; EHMANN et al., 1979 ; WARTERS et HOFER, 1977,
COLE et al., 1977), une structure comportant des 1ésions molé-
cd]aires qui entrainent un retard a4 la mitose et qui requiérent
-1a synthése protéique pour étre réparées. La similarité des
points de transition pour 1'action des rayons X et celles des
fortes concentrations en actynomycine D suggérent que 1'ADN ou-
la chromatine probablement localisés prés de la membrane nucléaire,
contenus dans le nucléole ou dans les centrosomes, seraient
la cible (DEWEY et HIGHFIELD, 1976).

, De plus la corrélation observée entre Ja
phosphorylation de certains sites spécifiques des histones H1
durant la phase G2 et 1a progression des cellules dans cette méme
phase G2 suggére que la phosphorylation de sous-fractions de
1'histone Hl.est associée soit avec la condensation de la
chromatine, soit avec l1'activation de la polymérisation des micro-
tubules (LAKE, 1973 ; BRADBURY et al., 1974 ; WALTERS et al., 1974 ;
INGLIS et al., 1976). Ce rdle possible de la phosphorylation |
des protéines et confirmé par les é&tudes de TOMASOVIC et DEWEY
(1978) qui montrent que les rayons X inhibent la phosphorylation
de 1'histone H; en inhibant la phosphodiestérase (WALTERS et al.,
1974). '

L'&tude des différents mécanismes d'action des
drogues qui réduisent le retard a la mitose devrait aider a
~identifier la cible responsable dy retard a Ja mitose et a
comprendre les processus biochimiques importants intervenant
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au cours de la phase 62 (TOMASOVIC et DEWEY, 1978),

Cependant la possibilité que la cible soit
le centre orgahisateur des microtubules ou le centriole comme
le suggérent LEA (1955) et RUSTAD (1961, 1970) doit é&tre prise
en cansidération car la maturation du gentriole peut étre inhibée
par 1'actinomycine D, c'est un-organite qui est situé prés de la
membrane nucléaire et qui subit d'importantes variations péricen-
triolaires dans la phase G, du cycle. ‘

4) ALLONGEMENT DE LA DUREE DE LA MITOSE

I1T ne semble pas que 1'on puisse interpréter
T'allongement de Ta mitose en faisant appel i 1a méme explication
;que celle suggérée par DEWEY pour le retard & la mitose. En effet,
les varijations de 1'allongement de la durée de la mitose avec
1'3ge de la cellule au moment de 1'irradiation, sont sensiblement
distinctes de celles du retard @ la mitose. On peut penser
que les dégdts créés au niveau d'une structure moléculaire qui
serait nécessaire au bon déroulement de la mitose, seraient &
1'origine de 1'allongement de 1a mitose elle-méme. Cette structure
‘présente dans la cellule en-quantité constante du début du cycle
jusqu'a la 8e heure, verrait sa quantité doubler au-dela de la 8e
heure et se diviser par deux a la fin de la mitose. On comprendrait
alors aisément que la sensibilité de la cellule & 1'allongement
de la mitose soit constante pendant les 8 premiéres heures du
cycle et nettement augmentée au-deld. L'allongement de ]a’durée
de la mitose pourrait &tre mis a profit par la cellule, pour
réparer la structure moléculaire endommagée au cours de 1'inter-
phase, mais cela implique que cette structure hypothétique serait
normalement synthétisée avant la mitose et ne pourrait étre

réparée qu'aprés le début de la mitose.

| | JOCKUSCH et al. (1970) et AL BADER et al. (1978)
ont mis en évidence chez respectiyement Physarum polLycephalum
et les cellules HelLa, 1'existence d'une protéine nucléaire spéci-
fique de la phase 62 et responsable de 1'entrée en mitose.
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SISKEN et WILKES (1967) ont montré que lorsque des cellules
amniotiques humaines étaient traitées dans la phase G2 du cycle
par un analogue de la phénylalanine (p-fluorophénylalanine) la
durée de la mitose était considérablement allongée, alors que
cette substance est sans effet_]orsque Tes celjules sont traitées
dans les autres phases du cycle cellulaire,

Cepéndant cétte synthése de nouvelles protéines,
juste avant 1a mitose ne doit pas nous faire oublier que des
modifications importantes interviennent éga]ément sur des
protéines préexistantes : juste avant la mitose, la phospho-
rylation des protéines F1 atteint son maximum (MARKS, 1973 ;
BRADBURY, 1974 ; GURLEY et al., 1974, 1977) et la phosphory-
lTation de 1'histone F1 représenterait une étape importante
de 1'entrée en mitose en initiant la condensation des chromo-
‘'somes (GURLEY et al., 1974 ; BRADBURY, 1974).

Nous pouvons également penser d des 1é&sions
radio-induites au niveau des protéines du fuseau puisque.les
différentes drogues qui inhibent 1'assemblage des microtubules
ralentissent ou stoppent 1a progression au travers de la mitose
(EIGSTI, 1955 ; BIESELE, 1958 ; DUSTIN, 1963 ; GELFANT, 1963 ;
KTHLMAN, 1966 ; DEYSSON, 1968 ; SLUDER et BEGG, 1975 ; SLUDER,
1979).

Nous ne pouvons cependant pas exclure une
autre interprétation possible de 1'a11ongement de la mitose ;
il se pourrait que les dégats causés a une substance "hypothétique
ne soient pas réparés et que dé&s lors, la mitose soit ralentie
simplement parce qu'elle se déroulerait dans de mauvaises
conditions, mais dans ce cas la proportionnalité entre 1'allon-
gement de la mitose et la dose de radiations reste trés difficile
& expliquer. Nous avons montré qu'un allongement important de la
durée de la mitose précédaitula mort cellulaire : la cellule
serait capable d'effectuer une ou deux diyisions dans de
trés "mauvaises conditions" avant que 1'effet 1étal soit exprimé.
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En fait, nos résultats ainsi que ceux de
nombreux auteurs suggérent que lorsque la cellule franchit
un certain point de transition situé dans la phase G, du cycle
plusieurs phénoménes impaortants interviennent : la cellule
devient insensible au retard & la mitose, alors qu'elle devient
trés sensible & 1'allongement de la durée de la mitose, la
fraction de cellules suryivantes mesurée par la méthode des
colonies est réduite (TERASIMA et TOLMACH, 1963), et la cellule
ne présente pas d'aberration chromosomique Tors de la mitose
suivante (DEWEY, 1975). Tous ces résultats soulignent 1'impor-
tance du point de transition localisé dans la phaseAG2 du

cycle cellulaire,
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VI - CONCLUSIONS

Dans la deuxiéme partie de cette thése,
nous avons présenté des résultats concernant les effets de
différents types de radiations sur la cinétique de prolifération
des cellules EMT 6 en culture. De 1'ensemble de nos résultats
plusieurs points importants peuvent étre soulignés

- Aprés 1'action des rayons y du ¢° cobalt

« les durées du cycle et de la mitose
sont allongées dans des proportions comparables : ces deux
paramétres sont pratiquement doublé&s aprés une dose de 10 Gy,

- quand les filles des cellules irra-
diées meurent, le retard @8 la mitose et 1'allongement
de la durée de 1a mitose sont plus élevés que la moyenne,

, . le retard & la mitose et 1'allongement
de 1a durée de la mitose varient en fonction de 1'dge de 1la
cellule dans le cycle au moment de 1'irradiation. Le retard
& la mitose augmente progressivement lorsque les cellules sont
irradjées pendant les 8 premiéres heures de leur cycle (avant
un certain point de transition situé en Gz) alors que la mitose
est faiblement allongée.

i Au contraire, quand les cellules
sont irradiées plus de 8 heures aprés le début de leur cycle
(au-deld du point de transition), le retard a la mitose
diminue brusquement alors que Ta mitose est a]]ongée'bruta1ement.
Ces résultats semblent indiquer que deux l1ésions distinctes
sont respbnsab]es du retard 3 la mitose et de‘1'a1lonqement
de 1a durée de la mitose. |
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- En étudiant de fagon comparative les effets
de radiations de différents TEL. nous avons montré successi-

vement les différents faits suivants

, - quel que soit le type de
radiation utilisé (rayon vy, ions d'hé&lium ou ions de néon),
on observe toujours une relation linéaire entre la dose d'irra-
diation et 1'importance du retard a la mitose,

» les différentes valeurs
dfefficacité relative (EBR), calculées pour la durée du cycle
sont indépendantes de la dose et sont respectivement de
1,2 + 0,1 pour les ions d'h&ljum et 3,5 + 0,1 pour les
ions de néon,

« les trois types d'irradiation
étudiés (rayons y, ions d'hélium et ions de néon), entrainent
un retard a la mitose qui varie en fonction de 1'age de 1la
cellule dans le cycle au moment du traitement,

« Enfin 1a probabilité de
division diminue significativement avec la dose de radiations
et, est, a dose égale, significativement plus faible pour les
ions de néon que pour les ions d'hé&iium ou les rayons gammas.

- Ces différents résultats nous confirment dans
notre hypothése de 1'existence de différents sites d'action
impliqués dans les phénoménes de mort cellulaire et de retard

a la mitose.
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Nous avons montré que la méthode miérociné-
matographique est un "outil" trés précis qui permet d'étudier,
génération par générétion, la durée du cycle cellulaire, 1la
durée de la mitose et la probabilité de division de cellules
en culture <n vitro. ‘

IT est certéin que 1'ut1115ation de cette
méthode originale doit permettre des développements nouveaux
dans une meilleure connaissance des différents mécanismes du
contrdle de la division cellulaire ainsi que dans 1'étude de
T'action de nouveaux traitements applicables éventuellement
pour améliorer la thérapeutique anticancireuse.

L'observation du temps passé par chaque
cellule sous forme sphérique avant sa division nous a permis
d'avoir une estimation de la durée de la mitose de chaque
cellule considérée individuellement. Nous avons montré que les
durées de mitose étaient trés dispersées, qu'e]Tes étaient
corrélées pour des cellules apparentéés (soeur-soeur ou mére-
filles) et que la durée de la mitose était 1iée a celle du
cycle cellulaire. ‘

' De nouvelles expériences entkeprises trés
récemment nous indiquent de plus, une corrélation entre la
durée de la mitose et la taille cellulaire. Nous comptons
poursuivre ces recherches en étudiant <n vitro la relation
entre 1a durée de la mitose et la durée du cycle en
fonction de la génération de culture, de 1'age chrono]dgique
de la culture, de la taille et des mouvements cellulaires,
ainsi que l'action de différents facteurs de croissance. Nous
espérons ainsi apporter de nouvelles donnéés au probléme du
déterminisme de lTa mitose : données qui doivent pouyoir étre
approfondies au moyen de modélisation.
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Si on fait une synthése des traitements
du cancer par irradiation, on peut considérer actuellement que
la moitié des tumeurs sont radiorésistantes et ceci pour des
‘raisons de localisation. En vue d'améliorer les résultats de
la radiothérapie, les efforts des physiciens et des cliniciens
convergent vers un but unique : 1'amélioration de 1a distribu-
tion de la dose dans 1'espace en recherchant un effort maximal
au niveau de la tumeur et minimal au niveau des tissus sains.
Les ions Tlourds accélérés semblent répondre a ces critéres,
mais nous n'avons malheureusement pas assez de recul pour juger
si les différentes hypothéses basées sur toutes les expériences
bio]ogidues effectuées sur des cellules animales <n vivo ou
in vitro seront confirmées par les résultats cliniques.

Si on fait le bilan des études actuellement
en cours avec les ions lourds accélérés les conclusions suivantes
peuvent étre dégagées ' '

- sur le plan biologique les ions.
d'hélium ne semblent pas présenter un trés grand intérét par
rapport aux radiations usue]]es.'Lés valeurs d'EBR obtenues tant
pour 1a survie cellulaire que pour le retard & la mitose sont
trés voisines de celles obtenues pour les rayons y du °°Cobalt.
Cependant les premiers résultats cliniques obtenus par CASTRO
et al. (1978) aux Etats Unis semblent encourageants notamment
pour les tumeurs du pancréas. Cette amélioration du traitement
est probablement due & la meilleure distribution de la dose
en profondeur réalisée 1or$ d'une irradiation avec les ions
d'hélium. |

. A - Les ions de néon accélérés sont au contraire
beaucoup plus:efficaces que les radiations classiques pbur
provoquer la mort cellulaire ainsi que pour perturber la
cinétique de pro]ifération des populations traitées, mais il
faudra attendre 4 ou 5 années avant de connaitre le résultat de
leur abp]ication dans le domaine clinique, ceci d'autant plus
que les premiers essais sont orientés vers des malades de treés
mauvais pronostic porteurs de tumeurs profondes et radiorésis-

tantes.
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Nous comptons étendre nos études de 1'action
de différents traitements sur 1a durée du cycle et de la mitose
en recherchant dans tous les cas, 1'influence de 1'dge de la
cellule dans le cycle au moment du traitement. Nous nous
intéresserons p]ué pakficu]iérement a 1'étude de 1'action de
divers traitements hyperthermiques et de diverses substances
cytostatiques.

Pour ces études, nous utiliserons trois
techniques que nous maitrisons parfaitement

- la technique des clones pour établir
les courbes de survie et connaitre la cytotoxicité du traitement
utilisé, '

' - la microcinématographie,

- enfin, la cytofluorométrie de flux
pour connaitre a8 tout moment le pourcentage de cellules dans
chacune des phases du cycle cellulaire et connaitre la (ou les .
phases) du cycle dans laquelle les celluies sont bloquées. .
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