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I N T R O D U C T I O N  



Près de 50.000 substances chimiques de toute nature sont quoti- l 
! 

diennement utilisées par les pays industrialisés ; plusieurs centaines de i 
nouvelles molécules apparaissent sur les marchés chaque année. 

Les conséquences désastreuses qu'ont entrainé certaines d'entre 

elles sur l'homme, soit par action toxique directe, soit au travers des 

écosystèmes qu'elles contaminent, ont suscité de nombreuses recherches en 

(éco) toxicologie. 

Une série de tests toxicologiques faisant intervenir divers or- 

ganismes (algues, daphnies, poissons, rongeurs, chiens, primates..,) essen- 

tiellement basés sur la mortalité, permirent d'aboutir à une standardisation 

des procédures visant à normaliser les résultats (norme AFNOR pour la 

France) ; ces derniers se basent essentiellement sur les DL 50 et les CL 50 

(toxicité aiguë). L'intérêt économique de ces expérimentations est évident : 

elles permettent une "quantification" de la toxicité des produits et leur 

classement relatif ... ce qui n'est pas négligeable lorsqu'il s'agit de SOG- 
mettre les industries polluantes à une taxation ou de faire l'estimation 

d'un nouveau produit. 

Par contre sur le plan scientifique, leur intérêt est moindre. 

Ces analyses doivent être impérativement complétées, d'une part par l'étude 

de la toxicité à long terme et, d'autre part, par l'étude de l'influence 

des facteurs écologiques (biotiques et abiotiques) et de l'état physiolo- 

gique des organismes testés (âge, jeûne, période de reproduction ...) sur 
l'action des toxiques. 

Ces études se heurtent à des problèmes méthodologiques complexes. 

L'emploi d'organismes supérieurs est indispensable pour l'appréciation des 

effets neurotoxiques et des effets sur les équilibres endocriniens, les 

systèmes respiratoire, hépatique., rénaux etc... même s'il n'est pas tou- 

jours aisé d'extrapoler à l'homme. De nombreuses critiques peuvent être 

faites comme : 

- le coût et la durée de ces expérimentations sont considérables ; 



- exceptésquelques animaux d'élevage (souris, rats ...) le toxi- 
cologue dispose rarement d'une population animale homogène dont on connaît 

parfaitement le passé pathologique éventuel (cas d'expérimentation sur des 

chiens et des chats recueillis au hasard) ; 

- les conditions d'élevage provoquent souvent des traumatismes 
psychologiques voire somatiques non sans effet sur les résultats expéri- 

mentaux. 

e 

Avant d'engager de tels travaux, il paraît utile d'entreprendre 

une analyse des effets cellulaires du toxique. L'emploi de cultures cellu- 

laires permet de réaliser ces investigations dans des conditions expéri- 

mentales précises. 

L'utilisation de cellules de mananifères présente un intérêt 

évident mais les techniques de cultures sont encore délicates et leur coût 

est très élevé (milieux sophistiqués). 

Dans la mesure où il n'existe pas de cellule ou d'organisme re- 

présentatif du règne animal et encore moins de l'homme -les cellules can- 

céreuses sont des cellules très transformées-L'emploi de culture de 

protozoaires ciliés ne constitue pas une aberration biologique. 

Des ciliés tels que Colpidiwn c q y t m ,  Parameciwn aurelia, 

Tetrahymena pyrifornris peuvent être entretenus en culture indéfiniment 

par simple repiquage. Des populations monospécifiques génétiquement homogènes 

sont obtenues très aisément. Néanmoins seuls Tetrahymena et Parameciwn béné- 

ficient d'un milieu de culture défini de réalisation simple. 

Dans le cadre d'études préliminaires permettant de définir les 

affinités des toxiques envers les différents compartiments métaboliques 

cellulaires, l'emploi de culture de T .  pyriformis G1 est très prometteur. 

Lô possibilité de synchroniser ses populations cuvre des Ferspectives nou- 

velles que ne permettaient pas d'entrevoir les cultures exponentielles. Le 

cycle synchrone de Tetrczhymena étant très cours, 3 h, un éventail très 

complet d'études (biochimie, ultrastructure, éthologie, influence des 



facteurs biotiques et abiotiques notamment par l'analyse factorielle etc ...) 

peuvent être très rapidement menées. Connaissant parfaitement l'horloge 

cellulaire, on peut étudier la relation existant entre toxicité et stade 

physiologique cellulaire. Disposant d'une population importante d'organis- 

mes (30.000 cell/ml), la réponse obtenue est hautement significative de 

1' espèce. 

C'est dans cette optique que nous avons entrepris l'étude de 

l'ultrastructure de 2'. p y e f o m i s  G1 synchrone et de ses altérations consécu- 

tives à l'intoxication par un fongicide : le thirame. 

Conjointement d'autres chercheurs abordaient la toxicologie de 

ce produit en étudiant l'activité enzymatique mitochondriale et la synthèse 

des macromolécules. 

Ce cilié, essentiellement bactériophage dans le milieu naturel, 

est bien connu dans les écosystèmes aquatiques et dans l'interface aqueuse 

du sol. Il occupe une place importante dans l'économie trophique décrir i -  

vore qui devient prédominant dans les écosystèmes altérés par les pollutions 

organiques et toxiques. En conséquence, ce test prend une dimension éco- 

toxicologique originale. 



A N A L Y S E  B I B L I O G R A P H I Q U E  

P R E M I E R E  P A R T I E  : 



1 - GENERALITES 

Tetrahzjmena pyriformis (EHRENGBERG, 1830) (124) est un proto- 

zoaire cilié holotriche d'eau douce distribué sur l'ensemble du continent 

européen et américain (124). Euryèce vis-à-vis de nombreux facteurs écolo- 

giques (10) tels que la température, la salinité, le pH, la lumière, la 

teneur en oxygène dissous, cette espèce colonise des biotopes aussi divers 

que des flaques temporaires, des mares, voire des sources thermales chaudes 

(41). Ce cilié occupe dans ces milieux une place clé : essentiellement 

bactériophage (35, 41), secondairement histophage (41), capable dans une 

certaine mesure d'utiliser la matière organique dissoute (151), il s'intègre 

dans la chaîne trophodynamique détritivore où son rôle de régulateur des 

populations bacteriennes (31, 83) paraît essentiel au métabolisme de ces 

biotopes. 

Son choix fréquent comme matériel biologique repose également 

sur d'autres critères : 

- il s'agit vraisemblablement de l'un des organismes dont la 
biologie (écologie, biochimie, ultrastructure) est la mieux connue. Il est 

à ce titre considéré comme l'un des modèles de protozoaires à l'instar de 

Escherichia coZi pour les bactéries (130) ; 

- T .  pyriformis se cultive très facilement sur différents types 

de milieux axéniques : il fut le premier à être maintenu ainsi en culture 

par LWOFF en 1923 (101) et un milieu minimum a été défini dès 1953 (71) ; 

- par ailleurs, depuis les travaux de SCHERBAUM et ZEUTHEN (164, 
165), de HAMBURGER et ZEUTHEN (59) et de ZEUTHEN ( 1 44, 19 5 ,  19 6) , des cul- 
tures s~nchrones de T. p y r i f ~ d s  ont été nises atr poirit. 



I I  - MORPHOLOGIE EXTERNE 

T. pymformis est un cilié hyménostome d'environ 60 um de long 

et 30 Pm de diamètre, pyriforme et monomorphique pendant tout son cycle 

cellulaire. Sa morphologie générale et sa classification sont données 3 la 

fig. 1. Les cils, qui couvrent l'ensemble de l'organisme, sont organisés 

en une vingtaine de cinéties (124), disposés parallèlement dans le sens 

antéro-postérieur. A la partie antérieure de la cellule se trouve la cavité 

buccale débouchant dans le cytopharynx, site de formation des vacuoles di- 

gestives. La cavité buccale contient quatre membranelles d'où le nom de 

genre. Dans la zone postérieure de la cellule sont situés les deux pores 

de la vacuole pulsatile et le cytoprocte. 

I I I  - MORPHOLOGIE INTERNE 

- Apearei 1 nucl éai re - --------------- 

Classiquement, beaucoup de ciliés possèdent un double appareil 

nucléaire : 1 macro-noyau polyploïde végétatif et 1 ou plusieurs micro- 

noyaux intervenant lors des phénomènes sexuels. Chez Tetrahymena, un certain 

nombre de souches sont dépourvues de micro-noyau et sont, par conséquent, 

incapables de conjuguer. Cela est le cas pour la souche que nous avons uti- 

lisée lors de notre travail (souche G1 de l'Institut Carlsberg de Copenhague). 

Le macro-noyau, de 10 Pm de diamètre, est situé juste sous le 

plan équatorial. Il est limité par une enveloppe constituée de deux membra- 

nes sdpardes par un espace intermembramire(35J) .Cette enveloppe est percée 

de nombreux pores (20). Les nucléoles, au nombre de plusieurs centaines 

(500 à 1.000) (135), sont répartis en couronne à la périphérie du noyau, 

immédiatement dans la membrane interne à laquelle ils s'associent (19, 20, 

21, 40, 43, 47, 56, 50, 157, 161, 176). Ces nucléoles ont la forme d'une 

cupule de 0,3 Mm de diamètre (126) dont l'ouverture s'oriente souvent vers 

l'intérieur du noyau. Le centre de chacune de ces cupules est occupé par 

un corps dense : l'organisateur nucléolaire (20) constitué d'ADN qui se 

présente sous la forme d'une molécule libre, linéaire et de musse 
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FIG. 1 .  Dessin schématique (d'après NILSSON, 1976) et place systématique 

(d'après LEVINE et coll., 1980) de T. pymformis G1. 



moléculaire de 13.000.000 (45, 54). PERRY (147) et GALL (54) ont montré que 

les nucléoles sont le site de la synthèse de 1'ARN ribosomal et de son asso- 

ciation avec les protéines ribosomales pour former les sous-unités 60 S et 

40 S (41). La chromatine se présente sous la forme de granules denses aux 

électrons d'environ 0,l ym de diamètre (126), dispersés dans le nucléo- 

plasme. Pendant la phase S, la chromatine se présente sous une configuration 

dispersée : chaque granule émet de nombreux filaments rayonnants ; au 

contraire, pendant les phases Glet G2, chaque granule est condensé au sein 

d'un nucléoplasme d'aspect granulaire (126). 

Le macronoyau de Tetrahymena est hautement polyploïde. Au moment 

de la division, des masses de chromatine s'individualisent ; ces agrégats 

ou "subnucléi" , qui sont au nombre de 90, sont haploïdes (126, 130, 190, 
191). Chaque "subnucleus" contient la même quantité d'ADN (1 26) ; la répar- 

tition des "subnucléi " dans les cellules filles est sensiblement identique 
(108). 

La quantité ~ ' A D N  dans chaque cellule est très variable au sein 

d'une même population (130). La réplication de l'ADN est de type semi- 

conservatif mais il apparaît qu'à chaque phase S, un excédent d'ADN est 

synthétisé. La régulation de la quantité d'ADN cellulaire s'effectue par 

l'exclusion de globules appelés "corps chromatiniens extra-nucléaires" 

contenant du matériel chromatinien, qui, dans le cytoplasme, est inclu 

dans une vacuole autophagique (28, 39, 52, 62, 107, 108, 126, 139, 160, 

163, 168, 174, 186). 

. Le chondriome ------------- 

D'aspect cylindrique (3,5 ym de long et 0,8 Pm de diamètre), les 

mitochondries sont limitées par deux membranes séparées par un espace 

inter-membranaire (158, 167). La membrane interne émet des tubules dans 

la matrice dont les constituants principaux sont : des mitoribosomes (24, 

33, 143, 176), une molécule linéaire d ' M X  de :O0 ym de longueur (22, 175) 

et un équipement enzymatique intervenant dans les processus respiratoires 

(34, 99,~159). La mitochondrie est capable de biosynthétiser son ADN (14, 

15, 24, 140, 141), son ARN (33, 143) et quelques-unes de ses protéines (1, 

14, 116). Le chondriome se présente donc comme une entité structurale, 



doué d'une autonomie partielle (65, 149) et placé sous le contrôle du gé- 

nome nucléaire ( 143) . 

Dans les ciliés en phase exponentielle de croissance, les mito- 

chondries sont situées en majorité à la périphérie de la cellule. Elles 
i 

quittent cette disposition pour se répartir dans le cytoplasme pendant la. 

phase stationnaire (42, 44). 

Le chondriome se divise par divisions binaires selon un processus 

encore discuté (42, 74) comme nous le verrons plus loin. 

. Les eéroxysomes et les lysosomes ---- ---- -------------- ------- 

Ces organites d'environ 1 urn de diamètre sont limités par une I 

membrane unitaire contenant une matrice finement granulaire. ELLIOTT (41) 

et KOLB-BACHOFFEN et VOGELL(73) y localisant la phosphatase acide, les ont 1 
considérés comme des lysosomes primaires. MULLER (121, 122), WILLIAMS et I 

LUFT ( 189), LARNED et ANTIPA (82) et NILSSON ( 128, 129, 130, 133), à la 1 
suite d'examens biochimiques, cyto-chimiques et morphologiques, s'opposent 

l 

1 

à cette détermination et considèrent ces organites comme des péroxysomes. 1 

Ce problème de distinction est fondamental car ces organites ont des rôles 
i 

très différents : les lysosomes interviennent dans les processus de diges- 

tion en s'intégrant aux vacuoles digestives et autopnagiques alors que les 

péroxysomes , grâce aux enzymes du cycle glycoxyliqi?e qu'ils contiennent, 1 
participent à la néoglucogenèse (123). 

l 
Le réticulum endoplasmique s'observe sous forme de citernes réti- 

culaires qui s'associent étroitement aux mitochondries, à la membrane plas- 

mique, à l'enveloppe nucléaire, aux vacuoles digestives et autophagiques 

(41, 42, 130). Associé à l'appareil de Golgi, il intervient dans les pro- 

cessus de synthèse membranaire, enzymatique, protéique et lipidique (8, 41, 

130, 182). I 

Le glycogène a été mis en évidence chez 9. pymformis par MAWNERS 1 
et RYLEY en 1952 (103). Il est formé par 1'enchaTnement de rbsidus glycosil, 

et constitue la réserve énergétique de la cellule qui est capable de le 



synthétiser en utilisant une source de carbone exogène (103) ou endogène 

par néoglycogenèse (29, 61, 85, 88, 89, 90, 91, 103, 159, 169, 170). La 

réserve intracellulaire de glycogene varie en fonction des conditions de 

culture et peut atteindre près de 30 X du poids sec de la cellule (87, 88, 

170). La distribution cytoplasmique du glycogène, telle qu'elle apparaît 

au microscope électronique, serait un indicateur de sa quantité : plus 

cette substance est abondante, plus elle occupe de grandes surfaces dans 

le cytoplasme (87, 130, 133) . 

ANDERSEN et coll. ( 5 ) ,  GABORIT (53) etSLIMANE (172) ont effectué 

des revues bibliographiques sur les différentes méthodes de synchronisation 

et leurs implications physiologiques. Parmi les méthodes sélectives (basées 

sur le tri des cellules se trouvant à un stade déterminé), celle proposée 

par LLOYD et coll. (100), utilisant la centrifugation différentielle, res- 

pecte le cycle cellulaire mais donne des résultats insuffisamment stables 

pour les besoins de notre travail. C'est aussi une méthode lourde et son 

rendement est faible (10 % des cellules contenues dans la culture avant 

centrifugation). 

Parmi les méthodes inductives (bloquant toutes les cellules a un 
point quelconque de leur cycle, grâce à un traitement physique ou chimique) 

celle mise au point par ZEUTHEN (186), appelée "un choc thermique par géné- 

ration", permet d'obtenir les résultats suivants : 

- un taux de synchronisation élevé et reproductible (90 % lors 

de la première division synchrone) ; 

- des cellules morphologiquement très comparables à celles main- 

tenues en culture exponentielle (130, 133, 136) ; 

- la réplication synchrone de l'ADN codant pour les ARN riboso- 
maux dans les minutes qui suivent la division synchrone (4) ; 



- une division synchrone du chondriome à la fin de la phase S 

- des synthèses et des activités enzymatiques (malate déshydrogé- 
nase et succinate déshydrogénase) comparables B celles observées dans les 

cultures exponentielles (48) ; 

- une synthèse à taux constant des protéines durant tout le cycle 

cellulaire synchrone (48). 
m 

Néanmoins, les chocs thermiques induisent des altérations mul- 

tiples mais réversibles dont on ignore encore l'origine exacte (18) : 

- le cycle cellulaire de T. pyriformis Gl synchrone se caractérise 

par l'absence de phase G1 (réplication de l'ADN immédiatement après la di- 

vision) et une phase G plus courte (le temps de génération est de 130 minu- 
2 

tes au lieu de 150 minutes pour les cultures exponentielles) ; 

- la réplication de l'ADN ribosomal s'effectue au début de la 
phase S juste après la division cellulaire dans les cultures synchrones (41, 

alors que d'après CHARRET (21), l'ADN nucléolaire se réplique en fin de phase 

S voire au début de phase G2 dans les cultures exponentielles. 

D'autres effets attribuables au choc thermique, n'ont pas été 

directement étudiés avec des cultures traitées suivant la méthode décrite 

par ZEUTHEN en 1971. 11 s'agissait de choc thermique unique ou de chocs 

multiples rapprochés (164) : 

- l'élévation de température modifie le métabolisme de 1'ARN 
(27, 67, 81, 117, 118, 193). On observe la dégradation de 1'ARN messager 

(16, 17, 118, 193), alors que 1'ARN ribosomal n'est pas affecté. L'incor- 

poration d'uridine tritiée dans 1'ARN cellulaire total est réduit de 50 % 

nais il faut noter également une forte réduction de l'assimilation de nu- 

cléosides exogènes tels que 11ad6nosine tritiiie qu'accompagne une chute de 

la quantité d'ATP (67) ; 



- en ultrastructure, on observe, pendant l'exposition an choc 
thermique, une agrégation des nucléoles (126, 136), la présence de corpus- 1 

cules densesdans la matrice mitochondriale (130), mais les cellules restau- 
1 

i 
rent très rapidement une morphologie normale ; 

- la perturbation du métabolisme de llARN messagera pour consé- 
quence une inhibition de la synthèse des protéines nécessaires à la division 

(152, la? ,  189) ; 

- une régression de la structure buccale (63) entrainant la 
suspension transitoire de l'endocytose, a été observée. Les cellules recou- 

vrent rapidement une morphologie normale à la fin du choc (130, 133, 136). 

Toutes ces altérations doivent être prises en compte lors dfétu- 

des toxicologiques car elles peuvent influencer l'action des toxiques. Tou- 

tefois, les avantages multiples présentés par la division synchrone sont 

manifestes et nous ont encouragé. à utiliser la méthode de synchronisation 

décrite par ZEUTHEN en 1971 (196) : "un choc thermique par génération". 

Le thirame est le nom d'origine américaine donné à un dithiocar- l 
1 

bamate dont la formule brute est : C H N S Il est appelé par les chi- 6 12 2 4' i 
mistes : l 

- Bis (diméthylthiocarbamate) disulfide, 
- Tétraméthylthiuram disulfide (T.M.T.D.) 
- Tétraméthylthioperoxydicarbonic diamide 

l 

La formule développée est la suivante : 1 

N - C - S - S - C - N  

Il 
S 

II \ 
H3C 

S 
CH3 



11 entre pour près de 25 % dans la constitution de nombreux 

produits commercialisés : arasan (149) ou mercuran (72). Les domaines d'uti- 

lisation de ce produit sont multiples. L'industrie chimique l'utilise comme 

agent vulcanisant, stabilisant de copolymères, inhibiteur de corrosion (80, 

156). L'industrie agro-alimentaire est l'un des plus gros consommateurs.de 

T.M.T.D. En effet, ce produit présente de nombreuses propriétés : fongicide 

(30, 113, 120), bactériostatique (114) et insecticide (58, 180). Il possède 

également d'autres intérêts économiques secondaires : propriétés répulsives 

vis-à-vis de nombreux oiseaux et rongeurs (104, 177), antioxydant (181), * 

a1gici.de (166). En France, le T.M.T.D. constitue près de 64 % du marché des 

fongicides (162) utilisés dans l'agriculture. 

Ce n'est qu'à partir des années 1960, soit 40 ans après le début 

de son utilisation industrielle, que l'on s'est soucié de l'action du thi- 

rame sur les organismes et sur l'environnement. On s'est alors rendu compte 

que le thirame pouvait être toxique pour de nombreux organismes autres que 

les cibles d'utilisation en agriculture : 

- bactériostatique à l'égard de certains cocci (183), le T.M.T.D. 

modifie profondément la microflore du sol par son action bactéricide sélec- 

tive (70). 11 est inactif envers les bactéries symbiontes des végétaux (46, 

57, 132, 173) ; 

- les végétaux semblent très tolérants (sous respect de la règle- 
mentation française des pesticides agricoles : A.C.T.A., P.N.G.C.). On 

notera néanmoins une inhibition de la photosynthèse chez certaines algues 

(92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 184) ; 

- le thirame inhibe la croissance des protozoaires ciliés pour 
des doses inférieures au ppM (53, 56). Il est toxique envers la Daphnie 

(1 11) et la limnée Lymnae stagnaZis (12),  alors que l'un de ses catabolites, 

la diméthylamine, corrode la peau et les branchies des poissons (125). Chez 

les mammifères et les oiseau, le T.H.T.D. affecte le fonctionnement des 

gonades et de la thyroïde alors que chez l'homme en contact permanent avec 

ce produit, la quasi-totalité des organes sont touchés : modification de la 

formule sanguine (75), dérèglements hormonaux ( I l ) ,  lésions du système 



nerveux c e n t r a l  (193) ,  de  l ' a p p a r e i l  v a s c u l a i r e  (69) ,  du système hépato-  

b i l i a i r e  (68 ) ,  de  l ' a p p a r e i l  v i s u e l  (171). On a également observé des  der -  

ma t i t e s  e t  a l l e r g i e s  ( 6 ,  105, 142), une embryotoxici té  s e  manifestant  

notamment par  des  anomalies morphologiques f o e t a l e s ,  une s t é r i l i t é  secondaire  

e t  des avortements .  

L ' ac t ion  du T .M,T .D. s u r  c e s  a c t i v i t é s  enzymatiques c e l l u l a i r e s  

e s t  complexe : t a n t d t  a c t i v a t e u r  des  nucléases  hépat iques (186) ,  il e s t  

a u s s i  i n h i b i t e u r  des  enzymes r e s p i r a t o i r e s  (7 ,  76, 77). FOURNAUX -PRIEM (48) 

a  montré que c e  tox ique  b loquai t  chez T. pyriformis  synchrone l ' é v o l u t i o n  

de  l ' a c t i v i t é  t o t a l e  de  l a  rnalate déshydrogénase e t  de l a  succ ina t e  déshy- 

drogénase sans  provoquer aucune chu te  d ' a c t i v i t é .  Sur l e  meme m a t é r i e l  bio-  

log ique ,  SLIMANE (172) a  cons t a t é  une n e t t e  diminut ion de l a  synthèse de  

l D A D N  e t  d e  ~ ' A R N  a p r è s  l ' a d d i t i o n  d e  th i ranedans  l e  mi l ieu  de c u l t u r e .  

Le thirame e s t  métabol isé  par l e s  b a c t é r i e s  s e lon  l e s  r é a c t i o n s  

su ivan te s  (102) : 

T.M.T.D. + diméthylamine + s u l f u r e  de  carbone +P formaldéhyde 
+ ammoniac 

Ces produi t s  de  dégrada t ion  s 'observent  a u s s i  dans l e s  u r i n e s  des 

ruminants e t  d ' au t r e s  mammifères (109, 155); t o u t e f o i s ,  c e s  substances de  

dégrada t ion  sont  po ten t ie l lement  toxiques : a i n s i  l e  d i s u l f  u r e  de carbone 

inh ibe  1s monoamineoxydase e t  l 'a lcooldéshydrogénase (109, 155).  La d i &  - 
thylamine se combine aux n i t r i t e s  pour former l a  diméthylnitrosamine dont 

l e  c a r a c t è r e  carcinogène e s t  b ien  connu. 

Quelques hypothèses ont  é t é  avancées quant au  mode d ' a c t i o n  du thirame : 

LINDHALL e t  ALKERSTROM (98) a i n s i  que DUBOIS e t  co11. (37) pensent que l e  

T.M.T.D. i nh ibe  les enzymes r e s p i r a t o i r e s  en bloquant de  façon  r é v e r s i b l e  

l e s  fonc t ions  t h i o l  d e  ce s  enzymes. 

Néammoins, il r e s s a r t  des é tudes  c i t é e s  p lus  haut  que l e  thirame ne 

possède pas une s e u l e  c i b l e  m l é c u l a l r e ,  zmis touche,  à des  degrés d i v e r s ,  

l 'ensemble des  fonc t ions  c e l l u l a i r e s ,  l ' une  d ' e n t r ' e l l e s  pouvant e t r e  d é t e r -  

minante. C 'es t  pourquoi il nous a  semblé i n t é r e s s a n t  d  ' en t reprendre  une é tu -  

d e  a u  microscope é l ec t ron ique ;  aucune ana lyse  u l t r a s t r u c t u r a l e  des  e f f e t s  du 



thirame n 'avai t  é té  r é a l i s é e  précédemment. Un t e l  t r a v a i l  pouvait permet - 
t r e  une o r i e n t a t i o n  des  recherches en  fonction des s t ruc tu res  c e l l u l a i r e s  

l e s  plus sens ib les .  



D E U X I E f l E  P A R T I E  : 

M A T E R I E L  E T  M E T H O D E Ç  



Tetrahymena p y r i f o m i s  G 1  p rov ien t  de l ' I n s t i t u t  Biologique d e  

la  Fondation Car l sberg  de Copenhague. Il est maintenu à 28OC e n  phase expo- 

n e n t i e l l e  de  c ro i s sance  pa r  repiquage quo t id i en  d e  l a  c u l t u r e  d e  façon sté- 

r i l e ,  s u r  m i l i e u  P.P.Y.S. (PLESNER e t  c o l l . ,  148),  à r a i s o n  de  50 P l  pour 

10 m l  de  m i l i e u  dans des  Erlenmeyer de  125 m l .  

Composition du m i l i e u  P.P.Y.S. 

- Protéose  Peptone Base ....................... 100 m l  

- So lu t ion  A .................................. 1 m l  

- So lu t ion  B .................................. 1 m l  

a)  Protéose pegtone base 
--3------ - --------- 

- Protéose  peptone ............................ 
- Yeast  e x t r a c t  ............................... 
- Eau d i s t i l l é e  q.s.p.  ........................ 

............................... - Mg S04, 7 H20 1 g 

...................... - Fe (NH4)2 (S04)2 6 H20 0,25 g 

............................... - Mn C l 2 ,  4 H20 5 mg 

- Zn C l 2  ...................................... 0,5 mg 

- Eau d i s t i l l é e  q.s.p.  ........................ 100 m l  

c) Sol u t i o n  B -----*---- 

- Eau d i s t i l l é e  q.s.p. ........................ 100 m l  

Après a v o i r  b o u i l l i  5 minutes ,  l e  m i l i e u  P.P.Y.S. e s t  f i l t r é  s u r  

p a p i e r  f i l t r e  s ans  cendre e t  e s t  s tér i l isé  à 1 2 1 ' ~  pendant 20 minutes.  



El- 

FIG. 2a - SCtiEMA DU SYSTEME DE SYNCHRONISATION : 

Ml, M2 - Minuter ies d i r i gean t  respectivement l e s  thermomètres régulateurs Th. 1 e t  Th. 2 
RI ,  R2 - Résistances chauffantes 
EV - Electrovanne ouvrant l e  c i r c u i t  de refroidissement à l a  f i n  du cyc le  de M2 
r - Fermeture de 1 'électrovanne quand l a  température e s t  revenue à 28O C 
s - Sonde de temperature 
THE - Thermographe enreg is t rant  l a  température de l ' eau  du bain-marie 



Pour l'entretien de la souche en collection, les cultures sont 

maintenues à 13 - 15OC et repiquées tous les mois. 

B - h CULTURE SYNCHRONE 

La technique de synchronisation utilisée est celle décrite par 

ZEUTHEN en 1971 (196) : "un choc thermique par génération". L'appareillage 

qui est décrit à la fig. Za, comprend un bain-marie à agitation giratoire 

(New-Brunswick Scientific), transformé pour les besoins de l'étude. Le prin- 

cipe de synchronisation adopté ici consiste à soumettre brutalement les 

cellules à une température sub-léthale (33'9 C) qui stoppe la multiplication. 

Chaque choc thermique d'une durée de 20 mn est suivi d'une période de culture 

à la température normale de croissance (28'C), d'une durée égale au temps de 

génération normal de la souche (160 mn). La culture subit' 6 cycles succes- 

sifs avant d'être utilisée pour l'expérimentation (Fig. 2b). 

Le taux de synchronisation obtenu dépend étroitement de la préci- 

sion du traitement thermique d'une part, et de la rapidité de la montée et 

de l'abaissement de température (3 à 5 minutes au maximum) d'autre part. 

PLESNER, RASMUSSEN et ZEUTHEN (148) ont décrit les méthodes pra- 

tiques utilisables pour la synchronisation qu'a adaptées GABORIT (53) pour 

les études en toxicologie. 

Les cultures ont été réalisées dans des fioles de FERNBACH de 

2.500 ml contenant 700 ml de milieu P.P.Y.S. conditionné selon la fig.2~ 

afin de permettre le renouvellement de l'atmosphère au-dessus des cultures. 

Une agitation modérée (71 rpm) permet d'obtenir une homogénéisation correcte 

du milieu. L'inoculum provient d'une culture de moins de 24 heures. La con- 

centration initiale est de 800 cellules/ml. L'inoculum est calculé de façon 

à obtenir, à la suite de 18 heures de traitement thermique, environ 30.000 

cellules/ml. 
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Fig. 2c: CONDITIONNEMENT ET UTILISATION 

DE LA CULTURE SYNCHRONE 



C - NUMÉRATION CELLULAIRE 

Le principe de l'appareil (Coulter counter modèle Z Bic), est 

le suivant : une sonde S, remplie d'électrolyte , est percée d'un micro- 
orifice calibré matérialisant un canal de volume connu. Deux électrodes 

impolarisables (platine) situées de part et d'autre du microorifice, pgr- 

mettent d'appliquer un courant continu réglable et de mesurer la résistance 

du système qui dépend de la forme gométrique de l'orifice et de la conduc- 

tivité de l'électrolyte. La sonde est reliée à un manopètre à mercure et 

à un système de vide, l'ensemble permettant l'aspiration d'un volume connu 

d'électrolytes,contenant les particules à énumérer au travers du micro- 

orifice dont le diamètre est calculé de façon à ce que les particules en 

suspension le traversent une à une. Chaque fois qu'une particule pénètre 

dans le microorifice, elle déplace un volume d'électrolyte égal à son propre 

volume et modifie la résistance du système. Comme le passage est très ra- 

pide, la modification de résistance est très brève et constitue une impul- 

sion qui est captée et enregistrée. L'étalonnage de l'appareil est réalisé l 

à l'aide d'une suspension de particules de taille proche des protozoaires 

étudiés (pollen de noisetier) . 1 
~ 

L'échantillon à dénombrer (1 ml) est fixé par 1 ml de formol à 

4 %. 10 ml d'électrolyte (NaCl a 1 % , filtré sur membrane millipore de 
0,45 pm de diamètre de pore), sont ajoutés à la suspension en vue du 

comptage. Après homogénéisation, on pratique trois comptages (0,5 ml à l 
chaque numération). L'échantillon étant dilué 12 fois et chaque comptage 

l 

effectué sur 0,5 ml, le nombre de cellules contenues dans 1 ml de culture 

s'obtient en multipliant la somme N, des trois comptages,par 8 : 

N 
x 12 = N x 8. Les réglages du coulter counter sont les suivants : 
1,5 

- Diamètre du microorifice : 200 Pm 

- Impédance d'entrée : 10 Ka 

- Trimer de gain : O 

- Courant d'ouverture : 1 

- Atténuateur : 2 

- Seuil inférieur de détection 
des particules : 12 pm de diamètre de sphère 

équivalente. 



D - PRÉPARATION DU MATÉRIEL BIOLOGIQUE POUR LA MICROSCOPIE 
ÉLECTRONI QUE 

1 - FIXATION ET INCLUSION 

Pour les études ultra-structurales classiques, les cellules, 

rassemblées selon une nouvelle méthode (1 10) décrite au chapitre 1 de la 

troisième partie, sont traitées selon le protocole suivant : 

- préfixation 20 minutes à la glutaraldéhyde q5% dans tampon 

phosphate de sodium 0,l M, pH : 7,4 ; 

- lavage dans tampon phosphate 0,l M, pH : 7,4 ; 

- postfixation 1 heure à l'acide osmique 1 % dans tampon phos- 

phate 0,l M, pH : 7,4 ; 

- lavages dans tampon phosphate 0,l M, pH : 7,4, deux fois 10 
minutes puis à l'eau distillée 10 minutes ; 

- coloration à l'acétate d'uranyle 1 % dans l'alcool 70' ; 

- dgshydratation dans des bains d'alcool de degré croissant : 
. 2 fois 10 minutes dans l'alcool 70' 
. 2 fois 10 minutes dans l'alcool 95' 

. 3 fois 10 minutes dans l'alcool 100' 

- élimination de l'alcool par 3 bains de 114 heure chaque dans 
l'oxyde de propylène ; 

- imprégnation dans le mélange : 1 volume d'oxyde de propylène, 
1 volume de résine J'inclusion pendant 1 heure ; 

- l'inclusion s'effectue dans la résine EPON : 3 bains de 2 h. 
3 température ambiante puis la polymérisation est effectuée Zi 60°C pendant 

72 h. 



II - LES COUPES SEMI-FINES ET ULTRAFINES 

Les coupes semi-fines (1 à 2 Pm d'épaisseur) ont été réalisées 

au couteau de verre à l'aide d'un microtome Porter Blum. Recueill' les sur 

lame de verre, elles sont colorées à l'azur III - Bleu de méthylène (154) 
et examinées au microscope optique. 

Les coupes ultrafines sont réalisées 3 l'aide d'un couteau de 

diamant (LEITZ ou DIAMOND) avec un microtome Porter Blum et sont recueillies 

sur des grilles en cuivre de 100 trous recouverts d'une membrane au parlo- 

dion, puis colorées à l'acétate d'uranyle (5 minutes) et au citrate de plomb 

(3 minutes) (153). Les observations s'effectuent au microscope électronique 

à transmission, HITACHI HU 1 1  E et JEOL JEM 100 CX. 

II 1 - ETUDES CYTO-CHIMIQUES I 

. Digest ion ______--__ enzymatique ---- ------- des g ro té i  -------- nes I 
I 

Les coupes ultrafines sont recueillies sur grille or, puis I 

flottées sur une solution de pronase 0,5 % dans l'eau distillée (pH ajusté 

à 7,4 par la soude 0,01 M) à 3 7 ' ~  pendant 40 minutes ( i  19). Après rinçage 
l 
l 

à l'eau distillée, elles sont colorées à l'acgtate d'uranyle puis au citra- l 
te de plomb ( 153) . 

. Mise en évidence du glycogène 
---------a-------*-- - -- --- 

Les coupes fines sont recueillies sur grille or puis flottées 1 
1 

successivement sur les solutions suivantes, selon la méthode de SELLIGMAN 

modifiée par THIERRY (178) : ~ 
- acide périodique à 1 % dans l'eau distillée pendant 20 mn ; 1 

- lavage à l'eau distillée ; 



- Thiocarbohydrazide (T.L.H.) à 0,2 X dans l'acide acétique 

(20 % dans l'eau distillée) pendant 35 mn ; 

- lavages dans chaque solution d'acide acétique suivante (2 

lavages rapides de 5 mn et 3 bains de 20 mn chaque) : 10 %, 5 %, 1 % ; 

- lavages dans l'eau distillée (2 rapides de 5 mn puis 3 de 
20 mn chaque) ; 

- coloration au protéinate d'argent (ROQUE) à 1 % dans l'eau 
l 

distillée pendant 30 mn à l'obscurité et à la température du laboratoire ; 

- lavages à l'eau distillée avec la pissette. 

Les coupes ainsi traitées, puis séchées, sont prêtes pour 

l'observation au microscope électronique. 

. Mise en évidence de l a  ehosehatase acide ....................... --- ------------ 

La phosphatase acide est un enzyme caractéristique des lysosomes. 
1 

Sa mise en évidence s'effectue selon la méthode proposée par MILLER et i 
PALADE (115) : I 

- fixation des cellules dans la glutaraldéhyde0,5 % dans tampon 
l 

cacodylate 0,l M, pH : 7,2, pendant 15 mn ; 

- 3 lavages de 10 minutes dans le tampon cacodylate ; 

- 2 lavages de deux minutes dans tampon acétate de sodium 0,l M, 
pH : 7,4 ; 

- incubation 1 h 30 mn à 37°C dans une solution de B-glycéro- 

phosphate de sodium et nitrate de plom4 préparse externporanSruent à partir 

de : 

. 10 volumes de NO Pb à 0,12 % dans tampon acétate û,1 M, 3 



pH : 5,2 et 1 volume de B-glycéro-phosphate de sodium 3 % dans NaCl 3 2. 

Le mélange est dissous 1 heure à 60°C, puis laissé refroidi à la tempéra- 

ture du laboratoire, puis est filtré (filtre Whatman GFC 4,2 Dm de vide 

de pores). 

- à ce stade les ciliés sont rassemblés selon la méthode décrite 

à la 3ème partie ; 

- 2 lavages de 30 minutes dans tampon acétate 0,l %, pH : 5,2 ; 

- 2 lavages de 1 mn dans tampon cacodylate 0,I M, pH : 7,2 ; 

- post-fixation d'une heure dans une solution d'acide osmique 
à 2 % dans tampon cacodylate 0 , l  M, pH : 7,2 ; 

- lavage d'l mn dans du tampon cacodylate 0 , l  M, pH : 7,2 ; 

- coloration à l'acétate d'uranyle à 1 % dans l'alcool 70' 

(1/4 d'heure) ; 

- déshydratation et inclusion selon la méthode décrite au para- 
graphe D de la deuxième partie. 

. Mi se en évidence des ri bonucl éoprotéi nes ............................... -------- 

La mise en évidence des ribonucléoprotéines s'effectue selon la 

technique mise au point par BERNARD (8). Les cellules sont fixées 20 mn à la 

glutaraldéhyde 0,05 M dans du tampon phosphate 0,l M, pH : 7,4, puis rassem- 

blées selon notre méthode de rassemblement, puis incluses sans post-fixation 

osmique ni coloration à l'acétate d'uranyle. 

Les coupes ultrafines sont recueillies sur des grilles en or 2 

200 trous, puis flottées sur Urie solution squeuse d'acétate d'uranyle à 3 % 

pendant 1 mn 30 S. AprSs rinçage à l'eau distillée, les grilles sont flottées 

sur une solution aqueuse dlE.D.T.A. 0,2 M, pH : 7, pendant 15 mn, rincées à 

l'eau distillée, puis colorées au citrate de plomb (153) pendant une minute 

et rincses à l'eau distillée. 



T R O I S I E r l E  P A R T I E  : 

R E S U L T A T S  



Les observations en microscopie électronique ont été menées con- 

jointement avec deux autres séries d'études : synthèse des macromolécules 

( 1 7 2 )  et dosage de l'activité d'enzymes mitochondriaw (48). 

Il s'est alors avéré rapidement nécessaire de mettre au point une 

méthode de rassemblement et de fixation des ciliés. Le chapitre 1 est consa- 

cré à sa description. 

Les effets de deux concentrations de thirame ajoutées à deux 

périodes de cycle synchrone ont été étudiés . Chaque expérience a été répétée 
au minimum trois fois. Au cours de chacune d'elles, l'ultrastructure des 

ciliés de la population témoin était contrôlée ; la synthèse de ces observa- 

tions fait l'objet du deuxième chapître. Le troisième est consacré aux 

effets du thiraine. 

CHAPITRE 1 - MISE AU P O I N T  D'UNE NOUVELLE MÉTHODE DE PRÉPARATION 

DES CELLULES EN D I S P E R S I O N  POUR L A  MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE 

Le cycle synchrone de T. pymfornris G1 dure moins de 3 heures. De 

nombreux prélèvements étaient nécessaires afin de pouvoir suivre de façon 

précise le cycle de ce cilié. De plus, d'autres expériences étant menées si- 

multanément sur la même culture, nos échantillons devaient être de volume 

réduit. 

.La centrifugation exige de nombreuses manipulations et n'est pas 

adaptée aux résines d'inclusion trop visqueuses. Le fibrinogène (25), le 

plasma de coq fraîchement extrait ( 5 5 ) ,  les nucléohistones ( 6 4 )  et l'agar 

( 2 6 )  ont été proposés pour obtenir des culots compacts. Mais ces techniques 

sont délicates et exigent des centrifugations préliminaires. 

Avant a'entreprendre l'étude du cycle synchrone de T. 2yr~Lfo~Mnris 

et de la toxicologie du thirame, la mise au point d'une méthode de rassem- 

blement des ciliés s'avérait donc nécessaire. Elle devait être rapide, sim- 

ple, ne nécessiter qu'un matériel courant et permettre des échantillonnages 



de f a i b l e  volume. Le cu lo t  obtenu deva i t  ê t r e  l e  p lus  compact, p o s s i b l e  a f i n  

de pouvoir observer  l e  maxiruum de c i l i é s  pa r  p lan  de coupe sans  e n t r a î n e r  

aucune a l t é r a t i o n  morphologique. Après d i v e r s  e s s a i s ,  nous avons r e t enu  l e  

p r i n c i p e  de l a  f i l t r a t i o n  des c i l i é s  s u r  membrane par  succion. L 'appare i l -  

l age  u t i l i s é  ne comprend qu'un ma té r i e l  simple ( f i g .  4 1 

Le mode o p é r a t o i r e  e s t  l e  s u i v a n t  ( f i g .  3 )  : 

P r é f i x a t i o n  : l e s  c e l l u l e s  s o n t  f i x é e s  dans l e u r  m i l i e u  de c u l t u r e  

(1 ml) avec 1 m l  de g lu ta ra ldéhyde  1 % dans tampon phosphate 0 , l  M, pH 7,4.  

Ce mélange e s t  l a i s s é  à température du l a b o r a t o i r e  pendant 20 minutes.  

F i l t r a t i o n  : un f i l t r e  (F, f i g .  4b ) ,  découpé dans un f i l t r e  M i l l i -  

pore du type RA de 1,2  pm de v ide  de pores  e t  préalablement humecté dans l e  

tampon phosphate 0 , l  M, pH 7 ,4 ,  e s t  a j u s t é  au sommet d'un tube de v e r r e  (p.  

f i g .  4a )  de diamètre  ex t e rne  e t  i n t e r n e  respect ivement  de 6 mm e t  1 mm e t  

maintenu en  p l ace  p a r  l a  succ ion  qu 'exerce l a  trompe à v ide  (V. f i g .  4a) .  

Les c e l l u l e s  p r é f i x é e s  son t  t r a n s f é r é e s  dans l a  p i p e t t e  Pas teur  (Pp. f i g .  

4a ) ,  à l ' a i d e  de l a  pompe p é r i s t a l t i q u e  (p.p. f i g .  4a ) .  L ' e f f i l u r e  de l a  

p i p e t t e  Pas t eu r  e s t  e n s u i t e  p lacée  à envi ron  1 mm au  dessus du f i l t r e  au 

regard  de l a  lumière du tube de v e r r e  ( f i g .  4b) .  Pu i s  e n  a j u s t a n t  l e  d é b i t  

d'écoulement de l a  p i p e t t e  P a s t e u r  à l ' a i d e  de l a  pompe p é r i s t a l t i q u e  e t  la  

succion pa r  l a  trompe à vide,  l e s  c i l i é s  s o n t  rassemblés en c u l o t  compact 

(pe. f i g .  4b). Le f i l t r e  e s t  e n s u i t e  immédiatement immergé dans une s o l u t i o n  

de lavage (tampon phosphate 0,1 M, pH 7 ,4 ) .  La s u i t e  du pro tocole  de f ixa-  

t i o n  e t  de déshydra ta t ion  s ' e f f e c t u e  pa r  t r a n s f e r t  du f i l t r e  e t  du cu lo t  

qu i  y r e s t e  adhérent ,  d'un b a i n  à l ' a u t r e .  Le c u l o t  e s t  aisément séparé  du 

f i l t r e  p a r  un l é g e r  bombement de ce d e r n i e r  au  cours  du deuxième b a i n  

d '  a l c o o l  100". Bien que l ' i n c l u s i o n  p u i s s e  s ' e f f e c t u e r  en  présence du f i l t r e ,  

il e s t  p r é f é r a b l e  de l ' é l i m i n e r  à ce s t ade .  En e f f e t ,  au  con tac t  de l 'oxyde 

de propylène, l e  f i l t r e  s e  d i s s o u t  pa r t i e l l emen t  e t  c e r t a i n s  d é b r i s  peuvent 

enrober  l e  c u l o t ,  au  r i sque  de gêner l ' i n c l u s i o n .  

Outre  l a  grande s i m p l i c i t é  e t  r a p i d i t é  d 'exécut ion,  n o t r e  méthode 1 
l 

a s s u r e  une t o t a l e  r e p r o d u c t i b i l i t é  de l a  f i x a t i o n  d'une manipulat ion à l ' a u t r e .  1 



El le  permet d 'obtenir  des cu lo t s  compacts. Ainsi,  de nombreuses ce l l u l e s  peu- 

vent ê t r e  observées sur  chaque coupe ( f i g .  4c).  Par a i l l e u r s ,  e l l e  permet 

des prélèvements rapprochés de f a i b l e s  volumes. 

Nous avons u t i l i s é  c e t t e  technique pour toutes l e s  applications 

cytochimiques nécessaires à notre  t r ava i l  : l a  f ixa t ion  glutaraldéhyde seule 

(colorat ion E.D.T.A) permet d 'obtenir  quand même des cu lo t s  suffisamment 

s tables .  Cependant, dans l e  cas de l a  mise en évidence de l a  phosphatase aci- 

de, il e s t  préférable de ne rassembler l e s  c i l i é s  qu'après leur mise en 

contact avec l e s  r éac t i f s .  Sinon l e s  ce l l u l e s  occupant l e  centre du culot  ne 

sont pas "colorées". La compacité du bloc obtenu empêche vraisemblablement 

l 'imprégnation rapide des c e l l u l e s  en posi t ion in terne par l e s  d i f fé ren t s  

r éac t i f  S.  

Malgré l e  temps qu'a nécess i té  s a  mise au point ,  c e t t e  méthode 

nous a permis d 'ef fectuer  une étude systématique du cycle synchrone e t  de l a  

toxicologie du thirame. 

SYNCHRONE EN ABSENCE DE TOXIQUE 

A - LA COURBE DE CROISSANCE ( f i g . 5 a  et b) 

L'inoculum e s t  ca lcu lé  de t e l l e  sor te  que la  densité de l a  popu- 

l a t i on  après l e  trai tement thermique s o i t  l e  même pour toutes l e s  expérien- 

ces : 30 à 40.000 ce l l u l e s  par m l .  La divis ion synchrone débute vers  

Ts5 - To APT e t  90 % des c i l i é s  s e  sont d ivisés  au temps T140 (Tg désigne 

i c i  l ' i n s t a n t  où l a  température de bain-marie e s t  retournée à 2 8 ' ~  après 

l e  dernier  choc thennique ; TZ0, Tg,,, T,40 correspondent respectivement à 

20, 80, 140 minutes après Tg). 



B - ETUDE DE L'ULTRASTRUCTURE DE TETRAHYMENA AU COURS DU PREMIER CYCLE 
SYNCHRONE 

, Le noyau 
-mm-- --- 

Pendant la partie de la phase G2 précédant la première division 

synchrone (To à TsO), le macronoyau, d'un aspect circulaire, présente des 

nucléoles d'environ 0,6 pm de diamètre, au nombre moyen de 60 à 70 par 

coupe équatoriale, organisés en une "couronne" caractéristique de l'espèce 

où chaque nucléole est disposé juste sous les membranes internes de l'enve- 

loppe nucléaire (fig. 6 et 7a). Le nucléoplasme montre une configuration gra- 

nulaire dense et homogène (fig. 6b et 7a). Les granules chromatiniens d'un 

diamètre variant entre 0,3 et 0,08 m, ne paraissent pas être distribués 
au hasard mais semblent s'associer en "chapelets" (fig. 7a) où ils sont 

équidistants l'un à l'autre. Juste avant la division (Tm AFT),  ces granules 

sont beaucoup plus nombreux (fig. 7b). A ce stade les nucléoles sont de 

taille plus réduite que précédemment (0,4 m) mais plus nombreux (140 environ) 
et forment une double couronne périphérique (fig. 7c). On voit alors s'orga- 

niser dans le macronoyau des "subnucléi" au nombre de 35 environ par coupe 

équatoriale (fig. 8a). Ils se présentent sous forme d'ilôts de taille très 

variable (1 à 7 m) constitués de matériel granulaire dense aux électrons 
dans lesquels se regroupe la chromatine. Quelques uns, situés à proximité 

de l'enveloppe nucléaire, contiennent des nucléoles. 

Pendant la division, le macronoyau s'allonge et la cellule présen- 

te une zone de constriction médiane (fig. ab). Selon la plan de coupe, on peut 

observer une couronne nucléolaire désorganisée, certains nucléoles se trouvent 

au centre du noyau (fig. 8b) ou fusionnent (fig. 8c). Des microtubules 

s'observent dans le nucléoplasme (f ig. 8d). 

Les jeunes cellules filles montrent un noyau au contour irrégulier 

(fig. 9b). Les nucléoles, bien individualisés, d'un diamètre de 0,5 vm envi- 

ron, nettement moins nombreux que pendant la phase de division (60 environ) 

se réorganisent en une couronne périphérique (fig. 9b, 9c). Les granules chro- 



i 1 
matiniens, moins nombreux mais de grande taille (0,15 à 0,35 g ~ )  forment 

1 

encore des groupes distincts qui correspondent peut-être à des "reliques" l 

de "subnucléi" (f ig. 9b). 

La phase S : Tgo à (fig. 10 et 11) se caractérise par un 

accroissement de diamètre des nucléoles qui peuvent atteindre 1 p. Au début 

de cette phase, les granules chromatiniens sont peu nombreux et émettent du 

matériel fibrillaire dans un nucléoplasme peu granulaire (fig. 10a). A 

AFT, soit en fin de phase S, le nucléoplasme apparaît de nouveau très gra- 

nulaire ; les granules chromatiniens, dispersés, sont beaucoup plus nombreux 

et paraissent condensés (fig. I I ) .  On peut observer à la fig. 10, la présence 

de globule légèrement contrasté où convergent des fibres émises par la chroma- 

tine. On ignore totalement sa composition. Par ailleurs, dans le cytoplasme, 

on peut relever l'existence d'un "globule chromatinien extranucléaire". 

. Le chondriome (fig. 6 à 11) 
- - - - - - - - - - - - - -C- -  --------- 

Le chondriome présente l'aspect caractéristique de l'espèce et 

ne montre pas d'altération de -sa morphologie générale (fig. 9c). Les tubu- 

les sont très nombreux au cours de l'ensemble du cycle synchrone de telle 

sorte qu'ils apparaissent juxtaposés les uns aux autres. La matrice est lé- 

gèrement sombre (fig. 6b, 7a, 8b et c, 9, IO, 11). Durant l'ensemble du 

cycle la matrice renferme quelquefois des corps denses (fig. 9c) dont on igno- 

re la composition exacte (réaction négative à la pronase - fig. 14b). On 

notera par ailleurs que le chondriome se répartit dans l'ensemble du cyto- 

plasme durant tout le cycle. 

. Le réticulum endoplasmigue et le Golgi 
--c.-------------- ----- ------------ - 

Le réticulum endoplasmique granulaire se présente sous forme d'un 

réseau simple (en opposition aux réseaux multiples où les citernes du réticu- 

lum s'associent en empilements ou en anneaux concentriques). 11 s'observe 

au niveau des mitochondries (fig. 7a, 8c, 9b et c, lob, Ilb) quelquefois en 



cont inui té  avec l'enveloppe nucléaire ( f i g .  9c), de l a  membrane plasmique 1 

( f ig .  lob),  des vacuoles digest ives  ( f i g .  10a e t  b) ou encore l i b r e  dans l e  
l 

cytoplasme ( f i g .  7a e t  lob).  l 

On observe dans l e s  mêmes zones mais de façon plus ponctuelle 

l e  réticulum l i s s e  e t  l e s  vésicules golgiennes ( f i g .  lob).  

. Le glycogène - _-- - -.. -_- 

Le glycogène e s t  présent dans l e  cytoplasme sous forme de par t i -  

cules  plus ou moins contrastées ( f ig .  lob e t  I l b ) ,  d'un diamètre légèrement ~ 
plus grand que c e l u i  des ribosames, que l ' on  met en évidence par l a  colora- 

t ion  de THIERRY (178) (f ig., l2a ) .  Ces par t i cu les  sont s o i t  i solées ,  s o i t  ~ 
regroupées en i l ô t s  qu'aucune membrane ne l imi te .  Ces i l ô t s  paraissent  

quelquefois "vides" ( f ig .  8d, 9a, 10a) à l a  su i t e  de l a  préparation pour 

l a  microscopie électronique. Bien que var iable  d'une ce l l u l e  à l ' a u t r e ,  

l a  surface occupée par l e  glycogène semble augmenter légèrement pendant l a  I 

l 
division.  Les ce l l u l e s  f i l l e s  présentent des grains de glycogène occupant l 

de larges  surfaces ( f ig .  9a). Par l a  s u i t e ,  ces i l ô t s  semblent se  résorber 1 
f '  

( f i g .  10) a lo r s  p ' e d 8 e  phase S,  l e  glycogène se  présente sous l 'aspect  
1 

I 

de grains i so l é s  e t  dispersés au se in  du cytoplasme ( f ig .  11). 1 

. Les péroxysomes et les lysosomes "------------------------------- 

Les organites v i s i b l e s  à l a  f i g .  lob (Ly) l imi tés  par une membra- 

ne un i ta i re  e t  contenant une matrice finement granulai re ,  présentent  une 

réact ion nettement posi t ive  à l a  mise en évidence de l a  phosphatase acide 

( f i g .  13a). 

Ces r é s u l t a t s  ne concordent pas avec ceux de NILSSON (128, 129, 

130, 133), de MULLER (121, 122), de WILLIAMS e t  LUFT (189), e t  LARNED e t  

ANTIPA (80) , mais confirment ceux de KOLB-BACHOFEN (71 ) e t  d' ELLIOTT (39) . 



Cette "coloration" est spécifique des lysosomes primaires. Ces organites 

ne correspondraient donc pas à des péroxysomes. La mise en évidence de la 

catalase permettrait d' identifier la . morphologie de ces derniers. 

Des études antérieures ont montré la grande sensibilité de Tetra- 

hymena à l'égard du T.M.T.D. et l'influence du moment de son ajout au cours 

du cycle cellulaire synchrone (51). En conséquence, nous avons testé deux 

concentrations inférieures à la dose léthale qui est de 8 pg/ml (51) : 

1,25 pg/ml et 0,25 pg/ml ajoutées à deux stades du cycle cellulaire synchrone : 

To et Tgo- 

Le thirame est solubilisé dans l'acétone. La concentration de cette 

solution est calculée de façon à ce que 10 pl prélevés à l'aide d'une micro- 

pipette PEDERSEN suffisent pour obtenir dans les cultures, les quantités de 

T.M.T.D. recherchées. A cette concentration, l'acétone n'est pas toxique pour 

les ciliés (51) et s'évapore rapidement à la température du bain-aarie L 

(28"~). 

A - EFFET DU T.M.T.D. SUR L A  D I V I S I O N  SYNCHRONE DE LA POPULATION E T  SUR L A  MORPHO- 

LOGIE  GENERALE DES C I L I E S  

Additionné à Tg, 1,25 pg/ml de T.M.T.D. inhibe temporairement la 

division synchrone qui s'effectue avec près de 4 heures de retard. Ajouté à 

Tgo, le T.M.T.D. bloqne totalement la division qui a débuté et entraîne pro- 

gressivement la mort des ciliés 170 minutes plus tard. 

A la concentration de 0,25 pg/ml, additionné à Tg, le T.M.T.D. 

induit un retard de division d'environ 30 minutes alors qu'ajouté à Tgo, la 

division reprend vers T140. 



La morphologie des ciliés n'est pas modifiée lors de l'intoxication 

par les plus faibles concentrations. Au contraire, l'addition de T.M.T.D. à la 
I 

concentration de 1,25 yg/ml entraîne des altérations prononcées (fig. 15). 

Lorsque le toxique est introduit à Tg, les ciliés conservent leur aspect pi- 

riforme mais le cytoplasme devient granulaire, le noyau, moins apparent, 

présente des agrégats nucléolaires ; les cellules nagent lentement. Lorsque 

le T.M.T.D. est ajouté à T la cytodiérèse est bloquée et les cellules con- 90 ' 
servent pendant quelques temps la configuration qu'elles présentaient au moment 1 

de l'ajout du toxique. La croissance des cellules filles est inhibée. Toutes ~ 
les cellules s'arrondissent et s'immobilisent. Le cytoplasme se raréfie et 

certaines cellules éclatent. La vacuole pulsatile est très volumineuse. 

B - EFFET DU T.M.T.D. SUR L'ULTRASTRUCTURE ~ 
Nous allons suivre l'évolution de l'ultrastructure cellulaire au 

1 

1 

cours du temps en fonction de la concentration et du moment d'ajout du toxique. 

BI - Effet de 1,25 pg/ml à To 

- F i g .  16 et 17 : TI0 à T 40 

De nombreuses extrusions contenant du matériel chromatinien et des 

agrégats nucléolaires apparaissent à la périphérie du noyau ; certaines sem- 

blent s'en détacher (fig. 16a). La structure des nucléoles est fortement alté- 

rée : on observe de nombreux agrégats nucléolaires contenant deux organisa- 

teurs nucléolaires (fusion de deux nucléoles) (fig. 16a et b). Ces agrégats 

semblent être constitués en grande partie de matériel fibrillaire alors que 

le cortex granulaire paraît s'en désolidariser en se détachant par petits 

fragments (flg. 16b). 

La plupart des mitochondries sont déformées en cupules qui ceintu- 

rent un ilôt de cytoplasme (fig. 16b). Le sommet de cette cupule est constitué 



de la juxtaposition des deux doubles membranes mitochondriales, ce qui provo- i 
que le rejet de la matrice aux extrémités de l'organite. Les différentes confi- i 
gurations visibles à la figure 16b correspondent en fait au même morphotype, 

comme le montre la figure 17, constituéede quelques séquences des coupes sériées. 
' 

L'interprétation de ces images est donnée à la figure 19. Certaines mitochon- 

dries montrent une matrice très éclaircie ou au contraire très dense. Par 

ailleurs les membranes émettent des vésicules dans lesquelles elles s'invagi- I 
l 

nent (fig. 17c). l 

. Fig. 19 e t  20  : T40 à TsO AFT ----------------------------- 

Les déformations nucléaires décrites précédemment s'amplifient ; les 

extrusions qui se forment évoluent en vacuoles autophagiques (fig. 19a). Les 

agrégats nucléolaires sont de plus en plus nombreux et importants. Le cortex 

granulaire forme quelques cupules disposés sous l'enveloppe nucléaire (fig. 

19b). Quelques grains de chromatine sont de grande taille (0,5 pm) (fig. 19a). 

Des globules constitués d'un matériel granulaire légèrement contrasté apparais- 

sent à la périphérie du nucléoplasme (fig. 19a). On ignore leur origine et leur 

mode de formation. 

Les altérations mitochondriales se généralisent à l'ensemble du I 

chondriome. Les mitochondries à matrice sombre dominent. Des mitochondries en 
l 

cupules étirées apparaissent ; leur longueur est très importante et dépasse I 

quelquefois 5 m (fig. 19b). 

Le réticulum endoplasmique granulaire prolifère en formant des 
1 

l 
empilements concentriques ceinturant souvent des mitochondries (fig. 19b, ~ 
20a). Par endroit, ce réticulum se trouve en continuité avec des zones où 1 
s'accumule un matériel granulaire (fig. 20b). A ce niveau, l'ergastoplasme 

1 

1 
paraît altéré et dans certaines vacuoles, on observe des invaginations conte- 1 
nant des formations membranaires enroulées sur e l l e s d e s  (fig. 20c). De 

I 
nombreuses vésicules de taille variable apparaissent dans le cytoplasme ; leur 

contenu est difficilement identifiable (fig. 20a). A leur proximité on peut 

observer de nombreux lysosomes (fig. 20a et 13b). Des vacuoles et les zones 



d'accumulation de matériel granulaire apparaissent quelquefois en continuité, ~ 
le réticulum endoplasmique granulaire les ceinturant ; seul la vacuole montre 

1 

une réaction positive à la mise en évidence de la phosphatase acide (fig. 13c). I 

I 
Ces zones granulaires sont très riches en ribosomes. 

I 

La répartition cytoplasmique du glycogène se modifie : alors qu'il : 
se présente sous la forme de grains isolés dans les cellules témoins (fig. 12a), , 
ces particules de glycogène se rassemblent en de larges ilôts dans le cytoplas- I 

me de cellules intoxiquées (fig. 12b). 
1 

. F ig .  2 1  à 26 : Tao à TZo0 
-----------_--_-----*---- 

On n'observe plus aucun nucléole typique (f ig. 21a) . Les agrégats 
nucléolaires sont moins nombreux mais très volumineux (fig. 21a). Les organi- 

sateurs nucléolaires sont en nombre multiple de 2, ce qui indiquerait que les 

nucléoles fusionnent en couple dans un premier temps puis s'agglutineraient 

ensuite entre eux. Cela correspondrait à la chronologie que nous avons observée 

jusqu'à présent. De nombreux corps cupuliformes ou annulaires s'observent à 

proximité des agrégats nucléolaires sous l'enveloppe nucléaire, plus rarement 

au sein du nucléoplasrne. Des colorations réversibles à 1'E.D.T.A. montrent la 

constitution de ces cupules (fig. 21b et c) : il s'agit en fait du cortex gra- 

nulaire des nucléoles qui se détachent des agrégats nucléolaires qui sont, eux, 

constitués de la fusion de la partie fibrillaire des nucléoles originels. 

Le nucléoplasme présente un aspect comparable à celui des cellules 
1 

témoins au même moment : la chromatine semble émettre de nombreux filaments 

rayonnants (fig. 21a). Certains grains chromatiniens paraissent fusionner et 

former des agrégats de taille importante (0,9 1~m) (fig. 21a). 

Les vacuoles autophagiques prolifèrent (fig. 22a). Dans nombre d'entre 

elles, on peut observer des mitochondries (fig. 22c et 24b), ou des formations 

membranaires en empilement concentrique (fig. 22b, coupe traitée à la pronase). 

Certaines vacuoles autophagiques vraisemblablement récentes, sont limitées par 

les membranes du réticulum lisse -par endroit granulaire- enroul6es sur elles- 



mêmes (fig. 23). Elles renferment des extrusions nucléaires contenant des 

agrégats nucléolaires. Ces ~acuoles ne sont pas isolées et communiquent avec 

des vésicules présentant la même structure mais dont le contenu, très variable, 

est difficilement identifiable. Certaines ne renferment que des ribosomes 

(fig. 23a). 

Le chondriome est encore profondément altéré : déformation en cupule 1 
et matrice sombre (fig. 20a, 24a). La membrane interne émet quelquefois une 

invagination lamellaire qui se juxtapose à la double membrane (fig. 14a). On 
l 
i 

observe encore des mitochondries en cupules aplaties. Néanmoins, des mito- 

chondries caractéristiques de l'espèce, mais à matrice sombre, réapparaissent 

vers T,60 (fig. 24a et b). l 
l 

Les zones d'accumulations de matériel granulaire, toujours associées 

au réticulum endoplasmique rugeux, occupent de très importantes surfaces cyto- 

plasmiques (fig. 24a, b, c et 26a,,b, c). Certaines de ces formations sont 

directement associées à l'enveloppe nucléaire (fig. 24a). Traitées à la pro- 

nase, ces structures révèlent en lieu et place du matériel granulaire (fig. 25a), 1 
un réseau complexe et "anarchique" de vésicules, de membranes lisses et granu- l 
laires, de ribosomes. Le réticulum granulaire ceinture l'ensemble en s'associant 1 
avec des mitochondries (f ig. 24a et b, 25a, 26a et b) . La coloration réversible 1 

I 
à 1'E.D.T.A. permet d'y mettre en évidence de nombreux ribosomes (fig. 25b et 

I 

c) mais aussi des grains peu contrastés mais bien définis, de taille équiva- 1 
lente à celle des ribosomes (fig. 25b et c). Un traitement à la pronase montre i 
que ces zones sont très riches en ribosomes (fig. 26a). l 

Le glycogène forme toujours de nombreux ilôts (fig. 22 à 26). Des 

gouttelettes lipidiques apparaissent quelquefois ceinturées par du réticulum 

granulaire (f ig. 24, 26b et d) . 

. Fig.  27 e t  28 : T220 à T280 

Alors que les agrégats nucléolaires sont toiij ours abondants (f ig. 

27a) des nucléoles typiques de l'espèce réapparaisent, ,étroitement associés 

à la membrane interne de l'enveloppe nucléaire (fig. 28b). 



La plupart des mitochondries présentent un aspect normal mais sont 

de petite taille (fig. 28b) : 1,2 p u  en moyenne. 

Les vacuoles autophagiques sont toujours très nombreuses 

(fig. 27a). 

Les zones d'accumulation de matériel granulaire occupent toujours 

de larges surfaces cytoplasmiques. Le réticulum endoplasmique rugueux, toujours 

très développé, présente des citernes plus lâches que précédemment (fig. 27b). 

Il communique parfois directement avec des vacuoles qu'il ceinture (fig. 

27b, 28a). 

Le cytoplasme renferme encore de vastes ilôts de glycogène (fig. 28a). 

. Fig. 29 : TZg0 à T310 --------------------- 

Toutes les altérations décrites auparavant ont régressé totalement I 

(fig. 29a). Les nucléoles et les mitochondries ont une configuration typique l 

l 

de l'espèce, comparable à celle que l'on observe chez les cellules non traitées 
I 

en fin de phase G2 (fig. 29c). Les vacuoles autophagiques ont régressé 

presque totalement. Les globules lipidiques sont encore nombreux alors que 

les masses de matériel granulaire ont totalement disparu (fig. 29a). 

Vers T 320' de nombreuses cellules se divisent (fig. 29b). 
1 

B2 - Effet de 1,25 pg/ml à TgO 1 
I 

Ajouté au début de la division synchrone, le T.M.T.D. bloque cette 1 
dernière immédiatement de façon irréversible. Certaines altérations (mitochon- I 

dries, réticulum, noyau) sont identiques aux manifestations de l'intoxication , 

décrites précédemment. Mais leur évolution est différente. 



. F ig .  30 e t  31a : Tgo à T130 

Les premières manifestations de l'intoxication sont "classiques" : 

déformation prononcée du noyau et altérations nucléolaires. Les agrégats 

se dispersent dans le nucléoplasme (fig. 30a). 

Le chondriome montre les altérations que l'on a déjà décrites : 

déformation en cupules et matrice très sombre, ou au contraire mitochondries 

dilatées à matrice très éclaircie (fig. 30a et b, 31a). 

Le réticulum endoplasmique se développe massivement et élabore 

également des réseaux complexes associés aux mitochondries sombres (fig. ~ 
30a et b). 

. Fig .  31b e t  32 : T130 à AFT -------------------------------- 

Les nucléoles se raréfient puis disparaissent compléternent (fig. 

32a, b, c). Le noyau est alors extrêmement déformé, d'où l'existence de 1 
zones cytoplasmiques en son sein (fig. 32c). 

l 

~ 
Toutes les mitochondries évoluent vers le type éclairé avec raré- ~ 

factiondes tubules (fig. 31b, 32a, b, c). ! 

Le cytoplasme disparaît (fig. 32c). A ce stade de nombreuses 

cellules ont éclaté (fig. 15). La population cellulaire baisse progres- 

sivement, ce qui laisse supposer la mort des ciliés. 

B3 - E f f e t  d ' u n e  f a i b l e  d o s e  : 0,25 pg/ml 

On observe les mêmes altérations que celles provoquées par 1,25 pg/ml 

aux temps correspondants (To et Tgo AFT), mais elles sont éphémères et 

moins généralisées. Le noyau montre quelques agrégations partielles des 

nucléoles, mais aucune vacuole autophagique contenant des agrggats nuclé- 

olaires ne se forme (fig. 33a et 34a). 



Les mitochondries des cellules intoxiquées à T montrent une O 
matrice assombrie et sont quelquefois déformées en cupules (fig. 33d). Au 

contraire, le chondriome des ciliés soumis au T.M.T.D. à Tgo AFT préserite une 

matrice éclaircie (fig. 34b). 

Le réticulum se développe quelquefois en structures complexes 

(fig. 33b) au contact desquelles des vacuoles montrent des invaginations 

renfermant des formations membranaires concentriques (fig. 33c). 

L'ensemble de ces altérations disparaissent rapidement et ce n'est 

qu'avec un retard d'une trentaine de minutes que la division s'effectue 

dans chaque culture. 

Bq - Effet de 1,25 vglrnl de T.M.T.D. sur l'ultrastructure de 
- - - - - -  

T. pyriformis G1 en culture exponentielle 

Une culture exponentielle de même densité cellulaire a également 

été intoxiquée par 1,25 ug/ml de thirame. Seul le conditionnement différait 

de celui des cultures synchrones : la culture fut réalisée dans des fioles 

ballons sans agitation ni aération. 

. Fig. 35a : T. eymformis G1 non intoxiqué 
-c ---i---c--- c- -----------ci--------- 

Sur le plan ultrastructural, les ciliés présentent une morphologie 

comparable aux ciliés synchronisés : de nombreux nucléoles de petite taille 

(0,s m) disposés en couronne sous l'enveloppe nucléag-rra et des mitochondries 
sembïables à celles décrites chez les cellules synchronisées. 

. Fiq. 36 : Effet de 1,25 q/ml -- -WC------------------- --- 

Après 80 minutes de contact avec le T.M.T.D. on peut observer : 



. Une agrégation prononcée des nucléoles (fig. 35b). 

. Une altération généralisée du chondriome. Certaines cellules 
présentent un chondriome où dominent des mitochondries en cupules à matrice 

sombre (fig. 36b) alors que d'autres ciliés possèdent au contraire un chon- 

driome dilaté et éclairci (fig. 36a). 

. Des niasses granulaires se déyeloppent également en étroite asso- 
ciation avec le réticulum (f ig. 36b et c) . 

. Le glycogène forme des ilôts très vastes. Le manque d'agitation 
et d'aération peut expliquer un tel phénomène (39). Les gouttelettes lipi- 

diques sont également nombreuses. 



D I S C U S S I O N  



Pour pouvoir interpréter correctement les résultats présentés ici, 

un certain nombre de questions doivent être discutées : 

- Le traitement thermique nécessaire à la synchronisation 

n'entraîne-t-il pas des modifications ultrastructurales de la cellule ? 

- Parmi les effets observés dans les cellules traitées par le 
thirame, peut-on distinguer des effets caractéristiques et des effets non ,. 
spécifiques ? Les autres études effectuées sur les mêmes cultures peuvent- 

elles apporter des renseignements complémentaires ? 

- Le traitement thermique interfère-t-il avec l'action du thirame 
pour donner des effets synergiques ? 

Nous nous proposons d'examiner d'abord 1 ' ultras tructure des cel- 
lules non traitées, puis celle des ciliés intoxiqués, organite par organite, 

afin de discuter de ces trois points. 

L'ULTRASTRUCTURE DES CELLULES NON INTOXIQUEES. L' INFLUENCE DES TRAITEMENTS 

DE SYNCHRONISATION 

Aucune étude ultrastructurale systématique des cellules en cultures 

synchronisées selon la méthode de ZEUTHEN "un choc thermique par génération" 

ne figurait dans la bibliographie. Ce sont essentiellement les cellules 

synchronisées selon la méthode mu1 tichocs (59) qui ont été étudiées (130 - 
133 - 136). Dans ce cas, les organismes sont exposés à 7 chocs thermiques à 

3 4 " ~  de 30 mn chacun, séparés par une période de même durée à 28"~. Ce traite- 

ment entraîne de nombreuses altérations, dont une agrégation prononcée des 

nucléoles et un assombrissement de la matrice mitochondriale qui présente par 

ailleurs des inclusions denses. Néanmoins, NILSSON (136) signale : "la morpho- 

logie de macronoyau des cellules synchronisées selon laméthode "un choc 

thermique par génération" est comparable à celle des ciliés maintenus en cul- 

ture exponentielle". Cet auteur signale par ailleurs (133) que cette méthode 



de synchronisation préserve l'intégrité des structures cellulaires de T. 

p y r n f ~ m n s  GI. 

GROSLIERE (communication personnelle) observe cependant une dédif- 

férenciation partielle de l'appareil buccal ; mais la stomatogénèse reprend 

dès que la température du bain-marie revient à 28'~. 

L'étude ul trastructurale des ciliés après le traitement thermique, 

soit à partir de Tg, ne révèle aucune altération majeure. La taille des nu- 

cléoles varie au cours du cycle entre 0,4 Pm et l gun (0,6 p de diamètre de 

T à TS0 ; 0,4 m de TS0 à T,40 ; 1 de T140 à TI7$. La variation de la O 
taille et du nombre des nucléoles, qui double approximativement juste avant la 

division cellulaire, semble indiquer l'existence d'un cycle nucléolaire 

lié au cycle cellulaire. 

ANDERSEN et ENGBERG (4) ont montré que T.  pymfornns Gl dans les 

mêmes conditions de culture, répliquait son ADN nucléolaire juste après la 

division cellulaire, d'où l'absence de phase G1; K E I D I N G  et ANDERSEN (70) 

constatent que la synthèse de l'Am est couplée à la division cellulaire. Ces 

auteurs ont montré que la synthèse de 1'ARN ribosomal était couplée à la 

réplication de l'ADN ribosomal. Si un inhibiteur de la réplication de l'ADN 

(méthotrexate) est additionné au cours de la division synchrone, la synthèse 

de l'AR. (notamment 1'ARN ribosomal) n'est affectée qu'à la seconde division 

synchrone. Par contre, si cet inhibiteur est placé juste avant la division 

synchrone, la synthèse de l'ARP4 est affectée après celle-ci. 

SLIMANE (1 72) a étudié 1' incorporation d'uridine tritiée dans chaque 

cellule. On constate alors que l'incorporation du précurseur augmente nettement 

dans la cellule juste avant la division. En microscopie électrûnique, nous 

observons qu'à ce stade (T UT), le nombre de nucléoles double. Les nucléoles 8 0 
de la cellule fille s'élaboreraient juste avant la division, dans la cellule 



mère, à partir de l'ADN nucléolaire répliqué après la division précédente. 

En fait, le pic d'incorporation qu'observe SLIMANE (172) juste avant la 

division cellulaire correspondrait à la phase de "lecture" de l'ADN nucléo- 

laire, précédemment synthétisé, jusque là inhibé, d'où une incorporation 

active d'uridine. Cela ne signifierait pas nécessairement que la synthèse 

de 1'ARN total augmente. Un phénomène de régulation, limitant l'activité 

métabolique des nucléoles préexistants, interviendrait alors. ANDERSEN et 

NIELSEN (4) ont montré que T. p y m f o d s  sécréterait un facteur dialysable 

susceptible de contrôler la production de 1'ARN de la population. 

Après la division, les cellules filles possèderaient ainsi un l 
ensemble complet de nucléoles ''opérationnels" d'où l'augmentation immédiate 

de la quantité dfARN ribosomal dans la population cellulaire. 1 

11 paraît indispensable de comprendre la signification des varia- 

tions cycliques de la taille des nucléoles (effet induit par la synchronisa- 

tion ? ) .  T. pyr-iformZs G1 synchrone constitue par ailleurs un excellent modèle 

d'investigation pour approfondir l'étude du métabolisme nucléolaire et la 

nucléogenèse. Une étude comparative détaillée avec le T. pyKformis G1 en 

culture exponentielle serait indispensable. 

En ce qui concerne le nucléoplasme et la chromatine, nous avons vu 
1 

~ 
que le noyau présentait trois aspects distincts au cours du cycle synchrone : 

un aspect granulaire (TI0 3 Tao APT) ; un aspect en mosaïque (T AFT) ; un 
85 . 

aspect fibrillogranulaire (Tgo à T,70 APT). Ces trois stades ne sont pas spéci- 
l 

fiques de Tetrahymena synchrone et ont déjà été décrits par NILSSON chez la I 

même souche en culture exponentielle (126, 127, 130). On sait dans ce cas, que 

le cycle de T. pyrifods se decompose en 4 périodes : G1, S, G2, D, où S 
' 

désigne la phase de synthèse des acides nucléiques, D la division, G, et G2 

désignent respectivement les périodes succédant à la division et à la phase S. , 
Sur le plan morphologique, NILSSON a montré que les phases GI et G2 se carac- 1 
térisent par une configuration granulaire du nucléoplasme, la phase S par un 1 
aspect fibrillaire - la chramatine, en période de synthèse des acides nucléiques 
émet des filaments rayonnants dans le nucléoplasme - alors que l'aspect mosa'i- 1 

l 
que dû à l'individualisation de "subnucléi" définit le noyau en division. On 1 



sait que la synchronisation entraîne l'absence de la phase Gl dans le cycle l 

l 

synchrone de T. pyz-iformis. 11 est donc normal d'observer sur le plan mor- 

phologique la succession G (aspect granulaire) ; D (aspect mosaïque) ; 2 
S (aspect fibrill~granulaire). 

La morphologie générale des mitochondries n'est pas modifiée par 
l 
l 
l 

la synchronisation. On constate cependant la présence de corpuscules denses 

dans la matrice de certaines mitochondries. Ce phénomène s'observe dans 

d'autres conditions de culture : phase stationnaire de cultures non synchro- l 

nisées (23, 42, 44, 130) ou en cas de jeûne (87). NILSSON (130, 133) suppose 
l 

qu'il s'agit d'accumulations d'ions tels que le calcium. CHARRET (23) a ob- 

servé chez T. pyriformis G1 et ST en culture exponentielle "des inclusions 

denses et homogènes de 0,07 Dm de diamètre et 0,2 um de long dans la matrice 

mitochrondriale, plus nombreuses en phase stationnaire ; un traitement à la l 
1 

pronase des cellules fixées en épon fait disparaftre ces inclusions et met 1 
l 

ainsi en évidence leur nature protéique". Dans notre cas, un tel traitement 1 
s'est révélé négatif. Les conditions dans lesquelles on observe ces inclusions 

l 

indiqueraient une réaction de l'activité métabolique mitochondriale (phase 

stationnaire, jeûne). Bien que nous ne possédons pas suff isarment d'informations 1 
sur ce sujet, les premiers résultats de FOWAUX -PRIEM (48) sur deux l 

l 

enzymes mitrochondriaw - la malate déshydrogénase et la succinate déshydro- 1 

génase - qui montrent en cultures exponentielles et synchronisées une activité 1 
enzymatique identique, n' abonderaient pas dans ce sens. ~ 

La définition morphologique des péroxysomes et des lysosomes ne 
1 

fait pas l'unanimité alors que des techniques cytochimiques de mise en évidence l 

sont relativement bien mises au potnt en microscopie électronique. Les orga- 

nites identifiés comme étant des péroxysomes par NILSSON (128, 129, 130, 133), 

LARNED et ANTIPA (80), WILLIAMS et LUFT (189) et MULLER (121, 122) ont 
révélé une action très nettement positive à la mise en évidence de la phos- i 
phatase acide au cours de notre travail. Or cette "coloration" est spëcifique l 

1 
des lysosomes. Ces résultats concordent par contre avec ceux dlELLIOTT (41) 

et KOLB-BACHOFEN (73) qui ont appelé ces organistes : lysosomes primaires. 

Nos résultats sont encore trop fragmentaires pour donner une réponse définitive 

à ce problème. Des analyses plus approfondies, ne reposant pas seulement sur 



des "colorations cytochimiques" sont à ce titre indispensables. Cependant, 1 
la recherche de la catalase, enzyme caractéristique des péroxysomes et dont 

la mise en évidence est relativement aisée, constituerait la première étape 

de cette étude et définirait la nature morphologique des péroxysomes. Des 

fractionnements cellulaires permettant d'isoler ces organites compléteraient 

cette investigation. 

D'un strict point de vue ultrastructural, la cellule de T. pyrifor- 1 
mis G1 ne semble pas être altérée après synchronisation selon la méthode de 1 

1 

ZEUTEIEN "un choc thermique par génération", exceptéesles remarques émises 

plus haut. D'un point de vue biochimique, les premiers résultats obtenus, 

certes encore incomplets, par différents auteurs (48, 172) semblent abonder 1 

dans ce sens. l 
1 

L'ACTION DU T.M.T.D. 

La présence du T.M.T .D. dans le milieu de culture de T. pymformZs 
I Gl synchrone entraîne l'apparition d'altérations nucléaires et mitochondriales, 

Un développement massif du réticulum endoplasmique qui se dégrade par la suite. 

Un changement sensible de la répartition des grains de glycogène ainsi que 

l'apparition de gouttelettes lipidiques et de vacuoles autophagiques accmpa- 

gnent ces modifications morphologiques. 

. Le noyau 
-c--- -- 

Dans les cellules témoins, le macronoyau est sphérique. Par contre, 

les ciliés intoxiqués présentent un noyau très déformé émettant de nombreuses 

extrusions qui se détachent et évoluent en vacuoles autophagiques. Leur 

contenu, essentiellement des agrégats nucléolaires, laisse penser qu'il s'agit 

d'un processus d'élimination des nucléoles devenus inactifs. Ces phénomènes 

s'observent également lorsque la croissance cellulaire est inhibée, notamment 

par le j eÛne (87). 



Les nucléoles paraissent être les structures nucléaires les 

plus sensibles alors que la chromatine ne montre pas d'altération significa- 

tive. Lorsque le T.M.T.D. est ajouté à To à la concentration de 1,25 pg/ml, 

la chronologie des évènements est la suivante : dans les dix premières minutes 

qui suivent lrajout du toxique, on constate la fusion pragressive des parties 

fibrillaires des nucléoles, ce qui entraîne leur raréfaction puis leur dispa- 

rition. La partie granulaire, après s'être fragmentée, s'organise en structures 

cupuliformes ceinturant quelquefois un grain dense, ce qui leur confère une 

configuration semblable à celle de nucléoles de taille réduite. De nombreux 

nucléoles d'aspect typique réapparaissent ensuite. 

Que signifie cette réorganisation nucléolaire ? Serait-elle la 1 
conséquence d'une action directe du thirame sur le métabolisme nucléolaire 

ou plus siq&ment un effet induit par un '!mauvais état général" de la cellule ? 1 
Quelle est l'origine des nouveaux nucléoles qui réapparaissent par la suite 

l 

dans les cellules intoxiquées ? 

Les nucléoles ne sont pas des organites "sensus s t k c t o " .  En effet, l 
1 

ils sont la manifestation d'une activité métabolique de synthèse de ribosomes 1 
l 

propre au noyau. On sait que les trois constituants structuraux des nucléoles 

sont la "traduction ultrastructurale" des trois étapes de la synthèse des i 
sous-unités ribosomales. Celle-ci s'effectue de façon centrifuge par rapport ~ 
à l'organisateurn~~lé~laire contenant l'ADN codant pour la synthèse ribosomale ; 1 
1'ARN ribosomal transcrit s'associe aux protéines ribosomales synthétisées 1 
dans le cytoplasme pour donner le pré-ribosome 80 S dans la partie fibrillaire I 

qui est ensuite transformé en deux sous-unités ribosomales 60 S et 40 S dans la ~ 
partie granulaire ( 8 )  . 

Chez T. p y m f o d s  G1 en phase de croissance active, la configuration 

et la disposition des nucléoles sont à mettre en relation avec le taux très 

élevé de synthèse des ribosomes qui caractérise cette espèce. En effet, ce 

cilié synthétise un ribosome 10 fois plus vite que les cellules Hela et peut 

en doubler sa quantité et deux heures et demi (LEICK, 1969, in NILSSON et LEICK, 

1970 - 135). Ce métabolisme élevé rend compte du grand nombre de nucléoles de 

petite taille et leur association avec l'enveloppe nucléaire (135). Au contraire, 



lorsque la synthèse de 1' ARNr est inhibée, on observe une désolidarisation du 

cortex granulaire qui constitue alors de nombreux fragments en forme de cupu- 

les ou d'anneaux et un regroupement des organisateurs nucléolaires qui s'ac- 

compagne d'une fusion des parties fibrillaires. Ceci intervient notamment 

pendant des périodes de jeûne prolongées (87, 130, 135) ou sous l'action 

de drogues comme la cytochalasine B (131) employée comme inhibiteur de la 

formation des vacuoles digestives et surtout l'actinomycine D, antibiotique 

inhibant 1'ARN polymérase et secondairement ~'ADN polymérase (161). 

SLIMANE (172) a montré que le T.M.T.D. provoquait une chute très 

importante, mais réversible, de l'incorporation de l'uridine marquée, même 

aux plus basses concentrations testées (0,125 pg/ml). Les images obtenues 

en microscopie électronique montrent une chronologie semblable à celle décrite 

précédemment : désolidarisation du cortex granulaire, agrégation progressive 

des parties fibrillaires, apparition de structures cupuliformes, puis de 

nouveaux nucléoles. Cela permet de supposer une forte réduction de la synthèse 

dlARN ribosomal dans les cellules intoxiquées. La chute de 1 ' incorporation 
du précurseur marqué correspond à la phase de désorganisation des nucléoles. 

L'incorporation de l'uridine reprend par la suite. Dans la mesure où S L W E  

a suivi l'incorporation par pulse, c'est en fait à la fois les synthèses 

de 1'ARNr et de 1'ARNm qui ont été étudiées. La réapparition de nouveaux nucléo- 

les dans les cellules intoxiquées nous permet d'interprater la reprise de 

l'incorporation comme étant celle de la synthèse de llARNr(on ne peut pas se 

prononcer en ce qui concerne les ARNm). Or, d'après CARATERRO (communication 

personnelle), les agrégats nucléolaires ne sont plus le site de la synthèse 

de 1'ARNr. 11 est donc peu probable que les nouveaux nucléoles proviennent 

de ces agrégats qui sont, par ailleurs, éliminés par autophagie. Faut-il donc 

voir dans les structures cupuliformes, disposées sous l'enveloppe nucléaire 

et d'un aspect rappelant celui de nucléoles de taille réduite, des nucléoles 

en formation (nucléogenèse) d'où la reprise d'incorporation de l'uridine ? 

Mais dans ce cas, quelle est l'origine de l'ADN nucléolaire nécessaire 3 la 

nucléogénèse ? Nous avons vu que les agrégats nucléolaires sont éliminés par 

autophagie ; est-ce que les organisateurs nucléolaires - donc l'ADN nucléolaire - 
sont préservés ? (l'altération des agrégats nucléolaires au sein des vacuoles 

autophagiques ne permet pas de répondre directement à cette question). Y-a-t-il 



au contraire u t i l i s a t i o n  de l ' A D N  nucléolaire répliqué jus te  après l a  d iv i s ion  

précédente (avant intoxication) e t  dont l a  l ec tu re  a é t é  jusque l à  réprimée. 

Dans ce cas, est-ce que l a  c e l l u l e  régule son stock d'ADN nucléola i re  par 
I 

répl icat ion immédiate ou est-ce que c e t t e  carence se  transmettra aux c e l l u l e s  

f i l l e s  ? Il e s t  in téressant  à ce stade de comparer ces r é su l t a t s  avec ceux 

obtenus en additionnant l e  T.M.T.D. à T AFT. A c e t t e  période, l e s  c e l l u l e s  90 
qui  viennent de se  d iv i se r  sont en t r a i n  de répl iquer  l ' A D N  e t  plus précisé- 

ment l ' A D N  nucléola i re  dans un premier temps. E l l e s  ne possèdent donc que l a  

1 
moitié du stock d'ADN nucléola i re  des ce l l u l e s  mères (ce l les  qui  sont in toxi-  

quées lorsque l e  T.M.T.D. e s t  ajouté à Tg). Par l a  s u i t e ,  contrairement à ce 
I I 

que nous avons vu précédemment, l e s  c e l l u l e s  f i l l e s  ne "récupèrent pas" e t  1 

meurent. O r  l e s  nucléoles a l t é r é s  sont éliminés mais ne sont pas remplacés. 1 
Il  e s t  vraisemblable que c e t t e  d i f férence de comportement en t re  ce l lu les  mères l 

1 

e t  ce l lu les  f i l l e s  e s t  à mettre en r e l a t i on  avec l 'exis tence d'un deuxihe  1 

"stock" d'ADN nucléolaire dans l a  c e l l u l e  mère, absent chez l e s  ce l lu les  f i l l e s .  1 
Les premières campenseraient l a  per te  des nucléoles par nucléogénèse permettant 1 

1 

l ' é laborat ion d'une deuxième génération de nucléoles une fo i s  l e  T.M.T.D. 

dégradé. Cette facu l té  de récupération f a i t  justement défaut aux ce l lu les  
l 

f i l l e s .  I 

La présence du T.M.T.D. dans l e  milieu de cul ture  en t r a îne ra i t  

immédiatement d'une par t  l ' i n h i b i t i o n  de l a  synthèse de 1 ' A R N r  e t  d 'autre p a r t  

l a  rép l ica t ion  de l 'ADN.  L'incorporation de l ' u r i d i n e  e t  de l a  thymidine 

marquées chute quel que s o i t  l e  moment d 'ajout  du toxique. On ne s a i t  pas 

encore s i  c e t t e  inhibi t ion e s t  une act ion d i rec te  du T.M.T.D. s u r  l ' A R .  

polymérase e t  l'ADN polymérase, ou une conséquence induite par un "stress" 

ce l l u l a i r e .  Les travaux de SLIMANE e t  l e s  nôtres révèlent  l a  r ap id i t é  de 

l ' a c t i o n  du thirame, mais ce l a  ne permet pas d 'affirmer que ces enzymes sont  

I 

l e s  c ibles  ce l l u l a i r e s  du thirame. En e f f e t ,  l ' a c t i v i t é  des nucléoles e t  l e u r  

morphologie son t  e ~ t r ~ e m e n t  sensibles à des modifications de conditions de 

cu l t u r e  : NILSSON (130 - 135) a observé que l e s  premières a l t é r a t i ons  nucléo- 

1 
l a i r e s  apparaissaient  5 minutes après l e  t r ans f e r t  des ce l lu les  dans un mi l i eu  

i 
1 

inorganique a l o r s  que 30 minutes après, l e s  premiers agrégats nucléola i res  

se  forment. 



En fait pour répondre à cette question, il est nécessaire de faire 

le dosage de l'activité de 1'ARN polymérase et de l'ADN polymérase en présence 

de thirame. Il serait également intéressant de comparer l'action de ce toxique 

avec celle de l'actincmrycine D additionnée à T AFT. Par ailleurs, un marquage 90 
de l'ADN nucléolaire avant l'intoxication visualiserait son évolution intra- 

cellulaire (formation de nouveaux nucléoles ou au contraire élimination par 

autophagie). Un dosage de l'ADN par cytophotamètrlepermettrait d'apprécier sa 

quantité et sa réplication dans les cellules après intoxication. 

. Le chondriome 
r----i i --.,+-- - 

Nous avons observé trois types morphologiques de mitochondries dans 

les cellules intoxiquées par le T.M.T.D quelles que soient les concentrations 

choisies : 

(1) mitochondries, souvent dilatées, à matrice éclaircie et aux 

tubules apparemment fragmentés ; 

(2) mitochondries en "cupules" ou en "cloches" en coupe transversale 

ou en "mosa'ique" en coupe oblique ; 

(3) mitochondries allongées, présentant sur une longueur assez 

importante une construction rejetant la matrice aux extrémités 

de 1 ' organite. 

On observe quelquefois des mitochondries de type (1) à matrice très 

sombre et des morphotypes (2) à matrice éclaircie. 

En début d' intoxication, les mitochondries se présentent uniquement 

sous la configuration (1) et (2) ; lorsque le T .M.T.D. est additionné à Tg, 

le type (2) domine alors que le morphotype (1) régresse puis disparaît à partir 

de T100-T120 APT, le type (3) apparaissant vers TsO MT. Au contraire, lorsque 

le T.M.T.D. est ajouté à Tgo AFT les types (1) et (2)  puis (3) sont également 

présents mais très rapidement (T UT), on n'observe plus que des mitochon- 
130 

dries de type ( 1 )  qui se dilatent et voient leur matrice et leurs tubules 

disparaître AFII). A ce stade, le noyau et le cytoplasme présentent égale- 

ment des symptômes prononcés de lyse ; les cellules meurent ensuite. 



Ces différentes déformations mitochondriales ne sont pas spécifiques 

à l'action du T.M.T.D., ce qui ne signifie pas néanmoins qu'elles ne corres- 

pondent pas à une action donnée de ce toxique. Le type (2) s'observe notamment 
1 

l 
I 

lors de jeûne prolongé (41 - 87). L'assombrissement de la matrice est souvenr: 

corrélé avec une diminution de l'activité respiratoire (130 - 135). Le type 
l 

(3) a été décrit conmie étant une division mitochondriale chez T. p y m f o k s  I 

WH6 et E par ELLIOTT et BACK (42) et ressemble aux descriptions de PERASSO et 

BEISSON (145-146) pour le même phénomène chez Pararneciwn aureZ<a. Le type ( 1 )  

est présent chez T. pyrifods ST au contact du chloramphénicol (143). l ~ 

Est-ce que ces trois altérations correspondent à tiine chute de 

métabolisme mitochondrial et notamment respiratoire ? Constituent-elles des 
1 

1 
étapes distinctes d'une même évolution ? Sont-elles à mettre en relation avec 

d'autres évènements contemporains telle que l'agrégation nucléolaire ? 

Lorsque le thirame est additionné à Tg à la concentration de I 
1 

1,25 ~g/ml, on n'observe pas de régression de la population mitochondriale 

alors que de très nombreuses vacuoles autophagiques se développent aux dépens 

du chondriome. Cela laisse supposer que de nouvelles mitochondries sont éla- 
1 
l 

borées. Les morphotypes (3) ressemblent aux mitochondries de type (2), en l 

cupules qui seraient étalées, qui apparaissent précédemment. Il s'agit I 

vraisemblablement de mitochondries qui connaissent la même évolution. Le 
1 

l 

morphotype (3) pourrait représenter des mitochondries en cours de division ~ 
comme chez T. pyYYifomis WH6 et E et ParamecZum aureZia. Mais d'après KOLB- 1 
BACHOFEN et VOGELL (74), chez T. p y m f o d s  G1 synchronisé selon la méthode l 

de ZEUTHEN que nous avons utilisée, le chondriome se diviserait de façon , 

synchrone à la suite de l'apparition d'une double membrane transversale dans l 

la partie médiane de l'organite mère. Bien que n'observant ce type de mitochon- 1 
~ 

dries qu'en très petit nombre et ne montrant pas les stades intermédiaires, 
l 

l 

ces auteurs excluent tout autre mode de division mitochondriale chez cette 

espèce. Les observations dlELLIOTT et BACK (42) sont intéressantes. Ces auteurs 

réalisent des cultures de 1. pyrifods WH6 et E en présence de glucose 

et sous oxygénation limitée ; après 48 à 72 heures d'incubation, pendant la 

phase stationnaire tardive, ils observent alors des mitochondries de type (2) 

et (3) et attribuent ce dernier morphotype à des divisions mitochondriales. 



Il s'agit peut-être des divisions mitochondriales dans des cellules en mauvai- 

ses conditions physiologiques. Dans le cas d'intoxication par le T.M.T.D. ce 

processus permettrait le maintien d' une population mi tochondriale malgré son 

élimination intensive par autophagie ; mais l'absence de configuration interme- 

diaire entre ''mitochondries filles" et morphotype (3) ne plaide pas en la 

faveur de cette hypothèse. 

Quelle est l'activité métabolique du chondriome des ciliés intoxi- 

qués ? D'après NILSSON (130 - 135) l'assombrissement de la matrice correspond 
à une baisse de l'activité respiratoire des mitochondries. Nous ne possédons 

pas encore suffisamment d'indications relatives aux activités enzymatiques de 

ces organites en présence de thirame. FOURMAUX -PRIEM (48) a étudié l'action 

du thirame sur l'activité de la succinate déshydrogénase (S.D.H.) et de la 

malate déshydrogénase (M.D.H.) respectivement associées à la membrane interne I 

et à la matrice. L'activité totale de ces deux enzymes croît linéairement au l , 

cours du cycle synchrone en absence de T.M.T.D. Le toxique est ajouté au milieu ! 
l 

à Tg, à la concentration de 1,25 pg/ml, l'évolution des activités enzymatiques 

totales de la M.D.H. et de la S.D.H. est bloquée. Additionnée à Tgo AFT, la 

de la M.D.H. mais entraîne une baisse de celle de la S.D.H. ; à T140 AFT, 

~ 
&me concentration de T.M.T.D. induit également une stabilisation de l'activité I 

1 
l'activité totale de cet enzyme est comparable à celle observée à TI0 AFT. Il I 

semble qu'il y ait blocage de la synthèse de ces enzymes mais non une inhibi- 

tion spécifique. A ce titre, il faut souligner que le taux de protéines, crois- 

sant linéairement chez les témoins, est constant lorsque le toxique est 1 
additionné à Tg, mais chute après son addition à T AFT. 

90 

Nous avons vu que sur le plan morphologique, ce sont les mitochondries 

en "cloches" qui dominent nettement lorsque le T.M.T.D. est introduit dans le 

milieu de culture à T Au contraire, le chondriome évolue vers le type ( 1 )  O 
quand le T.M.T.D. est présent à partir de T AFT. Cela semblerait indiquer 

90 
que l'assambrissement de la matrice et la déformation de la mitochondrie ne 

correspondent pas à un arrêt du métabolisme de ces organites. Par contre, le 

i 
morphotype (1 )  montrerait une perturbation métabolique plus intense.  activité 1 
de la S.D.H. baisse ; cet enzyme est associé à la membrane interne, donc aux 

tubules qui régressent dans les mitochondries du type ( 1 ) .  
l 



Quelle est la signification de la déformation caractérisant le 

morphotype ( 2 )  ? Cette altération morphologique semble signifier un défaut 

de croissance de la mitochondrie. KOLB-BACHOFEN (74) a en effet très bien 

étudié la croissance et la division des mitochondries chez T. p y ~ f o m r i s  

GL synchronisé selon la méthode de ZEUTHEN. Il apparaît que le rapport 

surface mitochondriale/surface cellulaire demeure constant durant l'ensemble 

du cycle cellulaire. La chondriogenèse s'effectuerait en trois étapes distinc- 

tes : pendant la phase G2 et la division cellulaire, seraient synthétiséesles 

membranes *enyeloppantes et la matrice (croissance de la mitochondrie) ; pendant 

la phase S seraient .élaborés les tubules, la fin de la phase s serait marquée 
par la division synchrone du chondriome. 

Or, l'apex des mitochondries de type (2) et ( 3 ) ,  qui sont de grande 

taille, est constitué de la juxtaposition des membranes enveloppantes interne 

et externe ; les tubules et la matrice y sont absents et sont rejetés aux 

extrémités de l'organite. Les mitochondries en 'scloches" présentent également 

des vésicules extrudées renfermant des formations membranaires concentriqiies. 

Ces morphotypes mitochondriaux s'observent en grand nombre lorsque le thirame 

est additionné à Tg, c'est-à-dire en phase G2 durant la synthèse des membranes 

interne et externe et de la matrice. Ces configurations indiquent que la 

synthèse des membranes n'est pas inhibée alors que celle de la matrice le 

serait ; d'où ces déformations en "cloches". La réversibilité de ces altérations 

serait rendue possible par la dégradation spontanée (action de la lumière) 

ou/et biologique (métabolisation par Tetrahymena) du toxique. 

Au contraire, lorsque le T.M.T.D. est additionné vers Tgo AFT, on 

observe davantage de mitochondries de type ( 1) dans un premier temps, puis 

tous les morphotypes évoluant vers ce stade - type (2) à matrice éclaircie 

et à tubules fragmentés - avant la mort de la cellule. Ce morphotype mitochon- 
drial s'observe également lorsque le toxique est ajouté à Tg, mais en plus 

petit nombre et de façon éphémère. A T90 AFT, d'après KOLB-BACKOFEN (74), 

le chondriame se trouve en fin de phase de synthèse des membranes enveloppantes 

et de la matrice alors que celle des tubules va prochainement débuter. La 

raréfaction des tubules lorsque l'ajout du taxique s'effectue à Tgo AFT, 

phénomène qui se généralise à l'ensemble de chondriame ou celui de type (2), 



semble indiquer que le thirame provoque, certes peut-être indirectement, l'inhi- 

bition de la synthèse des tubules. L'éclaircissement de la matrice est peut- 
CI etre engendré par la dilatation des mitochondries et la raréfaction des tubules. 

~ 
L'irréversibilité de ces phénomènes est vraisemblablement due au fait que la l 

l 
cellule meurt. En effet, nous avons vu que le cytoplasme se lysait ainsi que le 

noyau qui se caractérise par l'absence de nucléoles. Le morphotype (1) a été I 

notamment observé par PERASSO (143) chez T. pynfformis St au contact du chlo- l 

ramphénicol. Cet antibiotique se fixe sur les mitoribosomes, induisant ainsi 1 

1' inhibition de la synthèse protéique mi tochondriale. Or, FOURMAUX-PRIEM (48) 

a montré que le taux de protéines chutait rapidement lorsque le toxique est ~ 
additionné à Tgo. En microscopie électronique, les images que nous avons obte- 

nues montrent une lyse du cytoplasme et une disparition des nucléoles. Or, ces 
1 

derniers sont le siège de la synthèse de 1'ARN ribosomal, donc des ribosomes 
l 

l 
nécessaires à la synthèse protéique. Bien que le chondriome jouisse d'une 

relative autonomie (65, 143), il dépend néanmoins pour la plupart de ses I 

constituants, dont de nombreuses protéines, des synthèses cytoplasmiques qui 1 1 
sont placées sous le contrôle nucléaire (143). 

l 
l 

. Le réticulum endoelasmique 
---------)----_-- -------- 1 

La dégénérescence irréversible du chondriome semble être la consé- 

quence de l'état général de la cellule. Néanmoins, il n'est pas surprenant 

d'observer deux populations mitochondriales au sein d'une même cellule (type 

( 1 )  et (2)). En effet, une partie de la population mitochondriale n'est pas I 

I 

Nous avons vu que le réticulum endoplasmique rugueux (R.E .R.) se 

développait massivement en structure organisée (citernes en empilement ou en 

enroulement concentrique). Le réticulum lisse (R.E.L.) abonde à ce niveau sous 

forme de vésicules. Le RIE.%. est souvent associé aux lcitorhondries allongées 

à matrice sombre. Au niveau de ces structures s'accumuLe un matériel granulaire 

de nature protéique contenant de nombreux ribosomes. Dans ces zones, les mem- 

branes de ltergastoplasme sont souvent fragmentées et à proximité, des vacuoles 

synchronisée (74). Les morphologies (1) et (2) correspondraient à la réponse 

des mitochondries se trouvant à deux phases distinctes de leur cycle. 
l 



renferment des structures de type ,myélinique.On sait que le réticulum pré- 

sente une grande plasticité -morphologique, selon les types cellulaires mais 

aussi selon l'état physiologique des cellules. Dans certains cas, l'abondance 

de réticulum est liée à une fonction précise de la cellule ; par exemple, 

les cellules du pancréas exocrine où le réticulum est responsable de la 

synthèse des enzymes. Dans d'autres cas, on peut constater un développement 

anormal du R.E.R., sans pouvoir lui donner un rôle précis (DE PUYTORAC et 

CARATERRO, communications personnelles) comme par exemple chez T. pyYYif~r?r& , 
à la suite de l'exposition aux ultraviolets. On sait que le réticulum granu- 

laire intervient à de nombreux niveaux du métabolisme cellulaire : 

- synthèse des membranes et de nombreux enzymes, notamment ceux 
indispensables au métabolisme digestif telle que la phosphatase acide (8, 41) 

- la formation des vacuoles autophagiques (4 1, 130) ; 

- les phénomènes de détoxif ication (8) . 

La détoxification s 'effectue dans les membranes du réticulum endo- 

plasmique grâce au cytochrome P450 et à la NADPH cytochrome P450 réductase, I 

1 

essentiellement par des réactions dlhydroxylation et de conjugaison ; les 

membranes sont ensuite dégradées par autophagie. Morphologiquement, la détoxi- 
l 
l 

fication se traduit souvent par un accroissement de la surface du réticulum 

endoplasmique lisse et granulaire (8). La chronologl'e des phénomènes que nous 

observons chez T. p y r i f o d s  intoxiqué par le T.M.T.D. nous laisse supposer 

~ 
~ 

que le développement massif du réticulum correspond à un phénomène de détoxi- 

fication cellulaire. On constate d'abord une prolifération du réticulum endo- 
1 
1 

plasmique dont 1' association fréquente avec les mitochondries s' explique 

vraisemblablement par 1' apport énergétique qu' assurent ces organites (nous 

avons vu plus haut qu'ils étaient encore métaboliquement actifs). Les zones 1 I 
d'accumulation de ribosomes au contact du R.E.R. correspondraient à des sec- l 

l 
teurs de biogénèses membranaires actives. Au niveau des membranes du réticulum 

rugueux et lisse, s'effectuerait la dégradation du thirame ; puis ces structures 

sont dégradées, d'où une accumulation de matériel granulaire contenant des 

protéines (sensibilité à la pronase), des rihonucléoprotéines très dégradées 



( r é a c t i o n  l égè re  à ltE.D.T.A.). Ce m a t é r i e l  e s t  f ina lement  é l iminé  pa r  auto- 
l 

phagie comme l e  l a i s s e  supposer l a  présence de  nombreuses v é s i c u l e s  e t  vacuoles  

renfermant des s t r u c t u r e s  membranaires de type "myéliniquel'. Ce n ' e s t  qu'après 

l ' é l i m i n a t i o n  t o t a l e  de ce  m a t é r i e l  que l a  c e l l u l e  s e  d i v i s e  (T320 AFT). 

. Les gouttelettes lipidigues e t  l e  glycogène ---- ------------------ ------------------- 

Dans l e s  c e l l u l e s  t h i n s ,  l e  glycogène forme des i l ô t s  de t a i l l e  

r é d u i t e  ou  se  p ré sen te  sous l ' a s p e c t  de g r a i n s  i s o l é s  ; l e s  g o u t t e l e t t e s  l i p i -  

diques s o n t  quant à e l l e s  absen te s .  

Dans l e s  c i l i é s  i n tox iqués ,  de l a r g e s  i l ô t s  de  p a r t i c u l e s  de glyco- ~ 
gène e t  des g o u t t e l e t t e s  l i p i d i q u e s  appa ra i s sen t .  Ces c a r a c t è r e s  t r a d u i s e n t  1 
une p e r t u r b a t i o n  profonde du métabolisme c e l l u l a i r e  e t  c a r a c t é r i s e n t  l e s  

c e l l u l e s  dont l a  c ro issance  e s t  inh ibée  (87, 88,  130, 133).  1 

L 'appa r i t i on  de l a r g e s  i l ô t s  de glycogène dans l e  cytoplasme de 

T. pyriformis e s t  souvent mise e n  r e l a t i o n  avec l a  néoglucogénèse (29, 41, 61, 
l 

I 
85, 88, 89, 103, 130, 133, 169). Le cyc le  de KREBS e3 c o u t t - c i r c u i t é  au niveau d e  / 
l ' i s o c i t r a t e  v e r s  l e  malate par 1' i ~ t e r m é d i a i t e  du c y c l e  glyoxylique ce  q u i  

I 

l 

a c t i v e  l'a synthèse du g lucose  s tocké  sous forme de glycogGne.Cette v o i e  m6ta- ~ 
bo l i q u e  i n t e r v i e n t  notamment lorsque  l e  m i l i e u  de  c u l t u r e  e s t  carence en i 
oxygène. - 

L 'appa r i t i on  de g o u t t e l e t t e s  l i p i d i q u e s  dans le  cytoplasme e s t  

observée au début de l a  phase s t a t i o n n a i r e  de  c ro i s sance  (3,  14, 85,  86, 179) . 
E l l e  correspond à une forme de s tockage de r é se rves  énergé t iques  (13) .  Ces 

t r i g l y c é r i d e s  s e rven t  également à l a  synthèse  des  membranes, notamment c e l l e s  

des vacuoles  autophagiques t r è s  nombreuses e n  f i n  de phase s t a t i o n n a i r e  (42, 

44, 130, 134). Chronologig~ement ,  d m s  l e i  c u l t u r e s  de T. pyrZforhs GL 

t r a i t é e s  par  l e  thirame, l ' a p p a r i t i o n  de ,gout te le t tes  l i p i d i q u e s  précède c e l l e  

ci.% vacuoles  autophagiques (ve r s  TIZO AFT). Ellc:: ire r z p ï 5 s e n t e r a i e n t  donc 

quliin é p i s ~ g e  nomml du processus de d é t o x i f i c a t i o n  q u i  va i n t e r v e n i r  dans la  

c e l l u l e .  



INFLUENCE DE LA SYNCHRONISATION SUR LES EFFETS OBSERYES 

Dans quelle mesure la synchronisation n'entraîne-t-elle pas des 

modifications morphologiques et métaboliques susceptibles d'interférer avec l 
les effets du thirame ? 1 

l 

Nous avons vu a% chapî tre- 1, paragraphe "les ~ p l ~ o t - i s n s  physiola- 
8 

giques de la synchronisation", que la méthode de synchronisation était réputée 1 
pour sa "douceur" (130, 133, 136). Il s'avère que les altérations métaboliques 1 
et morphologiques sont limitées aux ~ériodes de chocs thermiques alors que la 

durée de "récupérat-iont' est extrêmement courte. l 

Sur le plan de l'ultrastructure intracellulaire, nous avons montré 1 
qu'il n'existait pas de modification morphologique significative entre les 

cellules synchronisées et celles maintenues en culture exponentielle telles 
l 

que les ont décrites de nombreux auteurs tels qufELLIOTT et NILSSON. Nous 
l 

avons néanmoins entrepris une étude sommaire de l'ultrastructure de T. p y e -  

formis GL en culture exponentielle en absence et en présence de thirame. Elle 

confirme l'absence de différence morphologique entre les cellules témoins. 

Quant aux cellules intoxiquées à l'aide de 1,25 yg/ml à Tg, on n'observe éga- 

lement aucune différence significative dans les "réponses" des ciliés. Les 

cultures exponentielles contiennent seulement 10 % des cellules au même stade. 

Néanmoins on retrouve des ciliés présentant les altérations morphologiques 

(agrégations nucléolaires, mitochondries à matrice sombre et déformées en 

cupules) caractérisant les ciliés intoxiqués en début du cycle synchrone, 

ainsi que des ciliés montrant au contraire un chondriome sous la configuration 

dilatée éclaircie, comparables aux cellules intoxiquées à T AFT. 9 0 

Bien que cette étudenaait pas été menée de façon systématique (évo- 

lution séquentielle de l'intoxication), on peut estimer que la synchronisation 

cellulaire n'implique pas d'effets synergiques susceptibles de fausser les 

résultats. 

Soulignons enfin, que le thirame est additionné au milieu de culture 

qu'une fois la température stabilisée à 2 8 ' ~ .  Aucune synergie thermique ne peut 

être incriminée. 



C O N C L U S I O N  



Lorsque nous entreprîmes ce travail, l'ultrastructure de T. 

pyAf0rm.i~ GL synchronisée selon la méthode de ZEUTHEN "un choc thermique 

par génération" n'avait guère été étudiée de façon satisfaisante alors que 

l'action du thirame sur l'ultrastructure cellulaire était encore inconnue. 

Mise au po in t  mëthodol ogique 
l 

Bien qu'ayant nécessité un investissement temps relativement impor- 
l 
I 

tant, la mise au point de cette nouvelle méthode de rassemblement des cel- 

lules en suspension fût un préalable nécessaire à notre travail. Elle a per- l 

mis un gain de temps important dans la manipulation des cellules au cours 

du traitement pour la microscopie électronique. Les cellules, étant réunies 

dès le départ en un culot, ne subissent plus de contrainte susceptible de 

les altérer. La compacité du culot obtenu facilite l'observation au micros- 1 

cope électronique : sur une coupe fine, près d'une centaine de ciliés peu- 

vent être observés, ce qui est appréciable pour mener une étude comparée 

cellule par cellule de l'ultrastructure. l 

Ul t ras t ruc tu re  de T. pyrifomis G1 synchrone I 
l 

Nous avons pu montrer que, sur le plan ultrastructural, la synchro- 

nisation des cellules par la méthode utilisée n'entraine aucune altération 

majeure irréversible : apres Tg les cellules sont morphologiquement compa- 

rables aux ciliés maintenus en culture exponentielle (voir revue de ELLIOTT 

(41) et NILSSON (130)). 

Nos résultats indiqueraient l'existence d'un cycle nucléolaire. On 

sait que la réplication de l'ADN nucléolaire est couplée à la division syn- 

chrone (3). SLIMANE (172) a montré l'existence d'un pic d'incorporation de 

l'uridine tritiée juste avant la division. Les images obtenues en microsco- 

pie électronique semblent indiquer que ce pic d'incorporation correspond, 

au moins en partie, 2, la "lecture" de l'ADN nucléolaire répliqué immédia- 

tement après la division mais qui serait jusque là réprimé : la nucléogenèse 

s'effectuerait juste avant la division. 

La définition morphologique des péroxysomes et des lysosomes pri- 

maires serait 3 reprendre : nos résultats connue ceux dlELLIOTT (41) et de 



KOLB-BACHOFEN (73) contredisent ceux de NILSSON (128, 129, 130, 133), de 

MULLER (121, 122), de WILLIAMS et LUFT (189) et de LARNED et ANTIPA (82). 

Cet aspect est important car le rôle de ces organites dans le métabolisme 

cellulaire est très différent. 

Toxi co l  ogie du t h i  rame 

La présence de T.M.T.D. dans le milieu de culture de T. pyrdfomis 

G1 entraine l'altération immédiate des nucléoles et des mitochondries mais 

provoque le développement du réticulum endoplasmique. 

La sensibilité des cellules n'est pas la même selon le moment I 

d'ajout du toxique : alors que les ciliés "récupèrent", si le T.M.T.D. est 

introduit à Tg, elles meurent à la suite de son ajout à Tgo. La microscopie 

électronique, en apportant d'importantes précisions relatives au cycle nu- 

i 
l 

cléolaire, permet d'avancer une hypothèse quant à l'action de ce toxique. l 

Le thirame agirait, pas nécessairement de façon directe, au niveau 

du métabolisme nucléolaire. La différence de sensibilité des cellules selon I 
l 

le moment d'ajout du toxique serait liée au stade du cycle nucléolaire pen- 
l 

dant lequel intervient le T.M.T.D. Si ce dernier est introduit à Tg, soit 1 
1 

80 minutes avant la nucléogénèse, seul l'ADN nucléolaire associé à un nu- 1 
cléole est éliminé par autophagie avec ce dernier. Mais l'ADN nucléolaire ré- l 
primé ne serait pas altéré, ce qui permet au noyau de reconstituer de nou- I 

veaux nucléoles assurant ainsi la survie de la cellule. Par contre, ajouté 

à Tgo, soit 10 minutes après la nucléogénèse, le T.M.T.D. agit, alors que 

1 
l 

l'ensemble de l'ADN nucléolaire est associé à des nucléoles. L'ensemble de 1 
l'ADN nucléolaire est ainsi altéré. Le noyau, contrairement au cas précé- 

dent, ne dispose plus d'ADN nucléolaire et ne peut plus reconstituer de 1 

nucléole. La survie de la cellule ne peut plus être assurée. Peut-on ainsi 

distinguer deux stades de l'ADN nucléolaire ? Une phase sensible au T.M.T.D. 

lorsque l'ADN est associé à un nucléole, qu'il engendre par transcription, I 

et une phase insensible pendant laquelle ia lecture serait réprimée. Il 

n'est guère possible, dans l'état actuel de nos connaissances, de préciser 

si le T.M.T.D. agit directement sur l'ADN. Nous indiquerons plus loin 

quelles sont les études expérimentales à même de répondre à ces questions. 



La réponse des mitochondries dépendrait du stade de croissance où ~ 
elles se trouvent au moment de l'intoxication. L'irréversibilité des alté- 

rations que l'on observe lorsque le toxique est ajouté à T est vraisem- 
90 ' 

blablement à mettre en relation avec l'état général de la cellule. ~ 
Le fait que les ciliés récupèrent et se divisent lorsque le toxique 

est ajouté à T semble indiquer que le T.M.T.D. est dégradé ou inactivé. Le O ' 
rôle du réticulum dans la détoxification est bien connu (8) ; d'après les 

images fournies par la microscopie électronique, cet organite jouerait un 

rôle semblable chez T .  p y r i f o d s  G1. 

Perspective de 1 a recherche 

La microscopie électronique permet d'obtenir une vision globale des 

évènements et d'établir leur chronologie. Son apport est indéniable et com- 

plète les résultats que l'on peut obtenir par d'autres méthodes d'étude. Mais 

il n'est pas aisé de corréler les observations observées et l'action toxique 

du produit testé. Afin de mieux comprendre le mécanisme d'action du thirame, 

des études complémentaires sont nécessaires. 

L'étude de la nucléogénèse chez Tetrahymena en absence de toxique 

constitue un préalable. Peut-on corréler le pic d'incorporation d'uridine 

tritiée juste avant la division et l'augmentation du nombre de nucléoles 

qui se disposent en une double couronne au même stade ? Est-ce que l'hypo- 

thèse d'une nucléogénèse à cette phase du cycle cellulaire, que nous avons 

émise dans notre étude et sur laquelle reposent nos interprétations, est juste. - 

L'étude par autoradiographie de l'incorporation d'uridine tritiée au cours 

du cycle cellulaire permettra de répondre à cette question. 

L'étude détaillée du métabolisme nucléolaire des cellules intoxi- 

quées paraît être l'étape suivante logique. Elle s'articulerait autour des 

axes suivants : 

- analyse des différents ARN synthétisés ; 
- dosage de l'activité de 1'ARN et de l'ADN polymérase ; 
- étude de la transcription des nucléoles isolés selon la méthode 

de HIGASHINAKAGAWA et coll. (60) sur la même souche. 



Par ailleurs, l'étude de la réplication de l'ADN mitochondrial 

permettra de vérifier l'éventuelle division du chondriome dans les cellules 

intoxiquées à Tg. 

Bien qu'aucune anomalie n'apparaisse au microscope électronique à 

transmission en ce qui concerne les membranes plasmiques, nucléaires , mi- 
tochondriales, une étude biochimique de leur constitution permettra de vé- 

rifier leur intégrité. 

Dans l'étude que nous avons faite, une grande inconnue demeGe : 

quel est le comportement du thirame dans le milieu, son mode de passage 

dans la cellule (libre, associé, dégradé...), son évolution chimique (rôle 

du réticulum, produit de dégradation...). 

Il ne fait aucun doute que l'utilisation du cilié Tetrahymena 

pyriformis G1 en culture synchrone donne les meilleures chances pour une 

obtention rapide des réponses souhaitées. 
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