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



Le contrôle toxicologique des produits chimiques nouveaux nécessite 

actuellement des méthodes extrêmement lourdes et onéreuses. Aussi, le dévelop- 

pement de méthodes, peut être moins précises, mais en tout cas plus rapides 

et permettant un diagnostic d'orientation en un laps de temps réduit, peuvent 

s'avérer intéressantes. 

A ce titre les protozoaires constituent des outils prometteurs et 

l'un d'entre eux, Tetrahymena, est déjà utilisé depuis plusieurs décennies 

en tant que modèle cellulaire pour étudier l'impact des drogues. 

Les cultures synchrones pouvant constituer un atout complémentaire, 

la technique a été développée depuis quelques années dans notre laboratoire 

et a servi à explorer les effets toxiques d'un fongicide, le thirame, sur 

l'ultrastructure cellulaire et sur la synthèse des acides nucléiques. 

Dans un travail précédent (29),  nous avons montré l'influence de ce 

produit sur deux enzymes mitochondriales réputées cibles : la malate déshy- 

drogénase et la succinate déshydrogénase. 

Des travaux préliminaires sur une autre enzyme, l'isocitrate déshydro- 

génase à NADP, ont montré un type d'action totalement différent et nous ont 

laissé supposer que la synthèse de cette enzyme au cours du cycle cellulaire 

synchrone, pouvait présenter des caractères très particuliers. Par ailleurs, 

le thirame s'étant avéré très actif au niveau de la synthèse ~'ARN, il nous 

fallait également comparer son action à celle d'inhibiteurs types, l'actino- 

mycine D et la cycloheximide, afin de nous renseigner à la fois sur la manière 

dont ces enzymes étaient synthétisées au cours du cycle et sur le mode 

d'action du thirame. 

Ces objectifs ont fait l'objet des travaux que nous proposons de 

rapporter ici. 



C H A P I T R E  1 a 
I 

ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 



1 - TETRAHYMENA 

Tetrahymena est certainement le protozoaire cilié qui a été le plus 

étudié. Sur le plan taxonomique, il appartient à l'ordre des ~ymenostomatida 

(figure 1, page 5), important dans la phyiogénie des ciliés. Il possède en 

effet une structure buccale différenciée comprenant des membranelles et une 

membrane ondulante vraie, structure que l'on retrouve chez tous les ciliés 

holotriches les plus évolués, péritriches, hétérotriches et hypotriches. 

La taxonomie du genre Tetrahymena reste actuellement extrêmement 

complexe. Deux raisons principales entrent en jeu : 

- De très nombreuses espèces ont une morphologie très semblable et 
forment des complexes : Tetrahymena py&formis, Tetrahymena patula, Tetrahymena 

rostrata . 

- Dans un même complexe, on peut trouver à la fois des formes micro- 

nucléées que l'on peut séparer en espèces d'après leur aptitude à conjuguer 

ou non (syngènes), et des formes amicronucléées qu'il est très difficile de 

différencier car le type sexuel ne peut être utilisé comme critère de classi- 

f ication. 

Le très grand succès de Tetrahymena, en tant que modèle en biologie 

cellulaire et moléculaire, tient à sa grande facilité de culture et à la 

vitesse de sa multiplication. Dans la nature, c'est un organisme habituellement 

bactériophage préférentiel, mais dès 1923 LWOFF (54) a pu obtenir les 

premières cultures stériles de Tetrahymena. En 1951, un milieu complètement 

défini était mis au point (41) et dès 1954, SCHERBAUM et ZEUTHEN ( 76 ,  77) 

faisaient état de leur première tentative de synchronisation de cultures. 

Les progrès ont été très rapides dès que les études taxonomiques ont permis 

de séparer Tetrahymena de genres proches mais beaucoup plus difficiles à 

cultiver (13, 31). 



Classification d'après 
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Figure 1 : a) arbre phylogénétique d'après CORLISS (14) 
b) dessin schématique de Tetmhymena p y n f o h s  d'après HILL ( 3 4 )  



Le développement de la biologie moléculaire a montré clairement la 

grande originalité de cet organisme, intégré dans une seule cellule et a 

permis d'étudier de nombreux aspects de la biochimie de ce protozoaire 

qui sont parfaitement applicables aux cellules d'organismes plus évolués. 

Tetrahymena a constitué également le premier modèle eucaryote disponible 

et facile à cultiver, pour l'étude des effets de nombreux inhibiteurs spé- 

cifiques, qui ont permis d'éclairer le mécanisme de fonctionnement de la 

cellule. 

Dans le cadre de notre travail, nous rappellerons les caractéristiques 

essentielles du cycle cellulaire chez Tetrahymena tant dans les cultures 

classiques que les cultures synchronisées. Dans un deuxième temps, nous 

ferons le point sur les connaissances acquises sur l'isocitrate déshydrogé- 

nase à NADP et sur la malate déshydrogénase chez Tetrahymena. Enfin, nous 

consacrerons une partie à l'étude des produits qui ont été utilisés, le 

thirame d'une part, et les inhibiteurs spécifiques (actinomycine D et cyclo- 

heximide) d'autre part. 

II - L E  CYCLE C E L L U L A I R E  CHEZ TETRAHYMENA 

II. 1. LE CYCLE CELLULAIRE NORMAL 

Dans des cultures classiques (ou cultures de type exponentiel), Tetra-  

hymena présente un cycle cellulaire à quatre phases, tel qu'il a été décrit 

classiquement par HOWARD et PELC ( 3 6 ) ,  à savoir : 

- la phase G,, période post mitotique ou de présynthèse ~'ADN ; 
- la phase S ou période de synthèse d'ADN ; 

- la phase Gî, période de post synthèse ou période prémitotique ; 
- la phase M y  période de division de la cellule ou mitose. 



NILSSON (64) a bien analysé les phénomènes survenant au cours de ce 

cycle (figure 2a, page 8). La phase G1 occupe 10 % de la durée du cycle. Elle 

se caractérise par la réorganisation nucléaire post mitotique ainsi que par de 

petites modifications morphologiques : passage d'une forme presque sphérique 

à la forme allongée caractéristique de l'espèce. 

La phase S est très longue, elle occupe la moitié de la durée du 

cycle cellulaire. 

La phase G2 occupe à peu près un quart de la durée du cycle. Pendant 

cette phase va débuter le phénomène très important de la morphogenèse d'une 

nouvelle structure, future bouche de la cellule fille postérieure (opisthe). 

La division étant transversale chez Tetrahymena (figure 2b, page 8), la 

bouche initiale sera celle de la cellule antérieure (prothère), qui doit en 

revanche réorganiser une vacuole pulsatile. La division s'amorce lorsque 

l'organisation de la structure buccale atteint le stade 4, par l'individuali- 

sation dans le noyau de subnuclei, témoins d'une réorganisation du matériel 

nucléaire qui est polyploïde chez Tetrahymena.  é élongation du noyau survient 

au stade 5 de la morphogenèse et la division cellulaire se produit au stade 6. 

Les synthèses de 1'ARN total et de 1'ARN nucléolaire sont continues 

pendant tout le cycle cellulaire. Il en est de même pour la réplication de 

l'ADN nucléolaire . Quant aux mitochondries , elles évoluent d' une f acon indé- 
pendante pendant le cycle cellulaire (68). 

Chez les cellules de manmifères, la durée de la phase GJ varie consi- 

dérablement.  arrêt de leur multiplication entraîne un prolongement de cette 

phase. Le cycle pourrait être divisé en deux périodes, l'une de durée cons- 

tante ( S  + G2 + M + une fraction de G1), l'autre, reste de la phase Gl, serait 

de durée variable (Go), le passage de G1 en Go se faisant à un point de 

restriction précis (53). La phase Gl semble manquer ou être très courte chez 

un certain nombre de protozoaires (micronucleus de Tetrahymena, Pnysamun 

poZycephalum, Amoeba proteus, Schizosaccharomyces pombe) (53) . 
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Figure 2 : a) les étapes du cycle cellulaire chez Tetrahymena 

pyrifomrris d'après NILSSON (64) 

b) les différents stades de la morphogenèse d'après 

AUFDERHEIDE et coll. (5) 



SUKR-JESSEN, STEWART et RASMUSSEN (83) ont étudié la durée des dif- 

férentes phases du cycle chez T. pyriform-is en cultures continues pour des 

durées du cycle cellulaire variant de 5 à 22 heures. Ils ont montré que 

l'augmentation de la durée du cycle cellulaire se faisait à la fois aux 

dépens des phases G et G2 et que la durée de la phase S et de la morphoge- 1 
nèse buccale variait très peu. 

Un point très important a été de connaître si les différents évènements 

se produisant au cours du cycle (synthsse d'ADN, morphogenèse, division nuclé- 

aire, division cellulaire) étaient sous la dépendance directe les uns des 

autres. 

Les travaux de FRANKEL (30) sur des mutants thermosensibles de Tetra- 

hyrnena (la division est bloquée par un choc thermique) a pu permettre la mise 

en évidence des points suivants : 

La morphogenèse et la division micronucléaire sont coordonnées et 

peuvent se dérouler sans qu'il y ait division cellulaire dans les conditions 

d'expression de la mutation. La synthèse d'ADN continue dans les cellules en 

absence de division nucléaire et conduit à une accumulation d'ADN macronu- 

cléaire. Enfin, la division nucléaire n'est pas la conséquence d'une cons- 

triction mécanique causée par la division cellulaire. Elle est achevée avant 

la cytodiérèse, peut être affectée sélectivement par la colchicine, et peut 

survenir, dans la cellule, à un endroit qui ne correspond pas au site de 

constriction cellulaire. Les travaux de FRANKEL conduisent à un modèle mini- 

mal composite où la division suit la morphogenèse alors que la synthèse ~'ADN 

a un cycle propre. Cependant, le modèle où les trois phénomènes seraient 

indépendants mais reliés au niveau de points de transition par des médiateurs 

n'est pas exclu. 

Les travaux de SUHR-JESSEN et coll. (83) ont montré que les signaux 

d'initiation pour la morphogenèse orale, la division nucléaire et la divi- 

sion cellulaire sont contrôlés au moment de l'initiation de la morphogenèse, 



chacun de ces phénomènes étant achevé dans un délai fixé, quel que soit le 

cycle cellulaire. Selon la durée de ce dernier, le commencement de la morpho- 

genèse intervient en fin de phase S ou pendant la phase G 2 ' 

II. 2. L E  CYCLE CELLULAIRE DANS LES  CULTURES SYNCHRONISEES 

Très peu de méthodes de synchronisation permettent d'obtenir un cycle 

cellulaire normal. La sélection cellulaire, par centrifugation différentielle 

ou par centrifugation en continu, est certainement la méthode où l'on observe 

le minimum de perturbations au niveau du cycle (53). Cependant, des volumes 

importants de précultures sont nécessaires car seulement une petite partie 

de la population initiale (environ 10 %) est recueillie. 

Pour les buts proposés au laboratoire, l'utilisation de drogues (col- 

chicine, vinblastine) était exclue et les méthodes d'induction par chocs 

thermiques semblaient les plus sûres et les plus simples à mettre en oeuvre. 

Celle définie par ZEUTHEN en 1971 (87) s'efforce d'obtenir un cycle cellulaire 

proche de la normale et, en particulier, d'obtenir une phase S au cours de 

chaque cycle synchrone. Le principe consiste à appliquer des chocs thermiques 

espacés d'un temps égal au temps de génération normal chez Tetrahymena. 

Les cultures ainsi synchronisées présentent des traits communs aux 

cultures normales : 

- la phase S se déroule après chaque division synchrone ; 
- les cellules sont, sur les plans morphologique et structural, 
pratiquement identiques à celles observées dans des cultures en 

phase exponentielle de croissance. 

Pour l'étude de la cible cellulaire de drogues, les cultures synchroni- 

sées par la méthode de ZEUTHEN apportaient les avantages suivants : 



- Un excellent taux de synchronisation (près de 90 % de cellules divi- 

sées lors du premier cycle) doublé d'un degré élevé de reproductibilité 

(figure 3a, page 12). 

- La réplication de l'ADN total est synchrone et couplée à la division 

cellulaire. La synthèse de l'ADN ribosomal (rDNA) est continue avec cependant 

un arrêt lors de la division et une forte amplification en début de phase S 

(2, 3, 4, 65). L'ARN ribosomal, qui représente 90 % de l'ensemble de 1'ARN 

chez Tetrahymena pyriformis GL, est synthétisé de façon synchrone pendant la 

phase S (40). Tandis que l'on observe une synthèse continuelle à taux cons- 

tant des protéines cellulaires durant le cycle synchrone (30, 69), certaines 

comme la NADH cytochrome C réductase rotenone résistante (16), la 

thymidine kinase (27) ,  l'adénylate cyclase (38), la tubuline, l'actine ( 7 )  

présentent une synthèse périodique. 

- Par ailleurs, les Tetrahymena synchronisés présentent un dévelop- 

pement synchrone de leurs mitochondries et la division synchrone de celles- 

ci intzrvient à la fin de la phase S (43). 

- La morphogenèse se déroule de façon normale à partir du point 

d'initiation. 

Néanmoins, le traitement thermique amène quelques perturbations : 

- Le cycle cellulaire de Tetrahymena p y r i f o d s  synchrone est 

dépourvu de phase G1. 

- Lors de l'élévation de température, on observe une modification 
du pool d' ARN messager (9, 10, 86), alors que le mécanisme de transcription 

et le processus de synthèse du rRNA ne sont pas affectés (37). 

- On note également une chute de la quantité dtATP (37). 
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- Enfin, pendant le choc thermique, on observe des modifications des 
structures buccales qui doivent être restaurées (retour de stomatogenèse) avant 

qu'une morphogenèse normale soit initiée. Celle-ci se produit pendant la phase 

G2 avant la première division et pendant la phase S précédant la deuxième 

divis ion. 

III - LES ENZYMES AU COURS DU CYCLE CELLULAIRE CHEZ TETRAHYMENA 

111.1. L'ISOCITRATE DESHYDROGENASE A NADP 

L'isocitrate déshydrogénase à NADP (Ec 1.1.J.42) est la seule iso- 

citrate déshydrogénase qui ait été étudiée chez Tetrahymena, et les connais- 

sances actuelles sur sa distribution et son rôle ne sont pas encore bien 

précises. 

Deux théories s'affrontent en ce qui concerne le métabolisme inter- 

médiaire chez Tetrahymena. 

L'une considère que Tetrahymena ne possède pas d'isocitrate déshydro- 

génase à NAD et que la modulation du cycle de KREBS se fait par la citrate 

synthase (24) . 

L'autre théorie postule l'existence de l'isocitrate déshydrogénase 

à NAD car la consommation d'oxygène par les mitochondries augmente chez 

Tetrahymena quand on les incube en présence d'isocitrate ou d'acétoglutarate 

(61). Pour la première fois, MAY et coll. (56) ont récemment réussi à doser 

une activité isocitrate déshydrogénase à NAD chez Tetrahymena. Ils ont 

souligné son extrême instabilité et ont confirmé sa localisation strictement 

mitochondriale. 

La distribution de l'isocitrate déshydrogénase à NADP, basée sur 

des études de fractionnement cellulaire, apparaît triple chez Tetrahymena 

(61) : 



50 % de l'activité enzymatique serait liée aux péroxysomes, 

5 % de l'activité serait localisée dans les mitochondries, 

45 % de l'activité serait située dans le cytosol. 

MAY et coll. (56) ont étudié la distribution de différentes enzymes 

dans des cultures de Tetrahymena en phase exponentielle de croissance ou 

en phase stationnaire. 

Ils ont montré que la distribution de l'isocitrate déshydrogénase à 

NADP était différente pendant ces deux phases. En phase exponentielle, on 

en trouve 20 % dans les péroxysomes, 10 % dans les mitochondries et le reste 

dans le cytosol. Pendant la phase stationnaire, la distribution est de 15 % 

dans les p~roxysomes, 10 % dans les mitochondries, 35 % dans le cytosol et 

40 % dans une fraction de densité 1,165-1,18 où elle se trouve associée 

à de la catalase, de la succinate déshydrogénase et de la fumarase. Dans 

les cultures en phase exponentielle, on ne retrouve pas cette association,enzy- 

matique mais, si les cellules sont placées en hypoxie pendant quatre heures 

afin d'achever les cycles de division et d'activer la néoglycogenèse, on 

retrouve le même profil de distribution enzymatique que dans les cultures 

en phase stationnaire. Les enzymes sont localisées dans une structure commune 

car, en modifiant la densité de la fraction incriminée, on observe un dépla- 

cement simultané de tous les pics d'activité. 

L'analyse en microscopie électronique a permis à MAY et coll. (56) 

d'observer dans les fractions provenant de cellules en phase stationnaire 

ou de cellules activées pour la néoglycogenèse, des structures particulières, 

grandes vacuoles contenant des débris de mitochondries, des péroxysomes ainsi 

que de grosses quantités de glycogène. Ces structures ressemblent à des 

vacuoles autophagiques à différents stades d'évolution. 

Dans les cellules en phase exponentielle de croissance, on ne les 

observe pas. Dans ces structures, on ne retrouve que des quantités négligea- 

bles de citrate synthase, dlacylcoA déshydrogénase, d'isocitrate déshydrogé- 

nase à NAD et de lactate oxydase. Toutes les enzymes de la 0 oxydation 

ainsi que la glucose 6 phosphate isomérase se trouvent dans ces vacuoles. 



Dans des cellules en phase exponentielle de croissance, cette dernière enzyme 

est localisée dans les lysosomes. 

MAY, ANDERSON et HOGG suggèrent donc que les vacuoles autophagiques 

observées correspondent au site de la néoglycogenèse chez Tetrahymena. L'iso- 

citrate déshydrogénase catalyserait le passage de l'a cétoglutarate à l'iso- 

citrate et entrerait d'autant moins en compétition pour l'isocitrate avec 

1' isocitrate lyase, qu'elle est inhibée par de faibles concentrations de 

glyoxylate et d'oxaloacétate (79). 

A l'appui de cette hypothèse, il faut souligner que, dans le milieu 

protéose peptone sans glucose, utilisé pour les cultures, l'acide glutamique 

constitue, quantitativement, l'acide aminé le plus abondant (20). 

Par ailleurs, il semble que l'isocitrate déshydrogénase cytosolique 

fournirait les équivalents réducteurs nécessaires pour la synthèse des acides 

gras (79). 

Aucune donnée n'est connue actuellement sur l'évolution de l'activité 

de l'isocitrate déshydrogénase à NADP au cours du cycle cellulaire de Tetra- 

hymena. Chez Schizosacchczromyces pombe, POOLE et LLYOD (71) ont montré que 

la concentration cellulaire d'enzyme présentait un pic majeur et un pic secon- 

daire au cours du cycle. 

111.2. LA MALATE DESHYMOGENASE 

Chez Tetrahymena, la malate déshydrogénase (EC 1. J .IV 37) se trouve 

en majeure partie dans la mitochondrie (61) mais on a également observé 

une activité cytosolique (25, 78). Cette dernière permettrait la transforma- 

tion du malate fourni par le cycle glyoxylique en oxaloacétate lors de la 

glycon60genèse (79). 



Quant à son isoenzyme mitochondriale, il a été supposé tout récemment 

qu'une de ses fonctions pouvait être la production de malate pour la MDH cyto- 

plasmique, qui possède une affinité plus grande pour le malate que l'enzyme 

mitochondriale (25). COWAN et YOUNG (16) ont étudié l'évolution de quelques 

enzymes mitochondriales chez l'etrahymena pyr i fomnis  ST dont la malate déshy- 

drogénase. 11s ant t r o w é  une activité spécifique constante au cours du cycle. 

Cependant, lors de travaux précédents, nous avons observé une augmentation 

significative de cette activité pendant les 140 premières minutes du cycle (29). 

Dans des cultures synchrones de levure, .une augmentation par palier de 

l'activité de l'enzyme a été mise en évidence (15, 71). 

IV - ACTION DES INHIBITEURS SPECIFIQUES 

IV.l. LE THIRAME 

Le thirame (formule brute C6H12N2S4) est un carbamate connu sous de 

multiples dénominations (Bis diméthylthiocarbamoyl disulfide, tétraméthyl- 

thiuram disulfide, tétraméthylthioperoxydicarbonic diamide). 

Il est commercialisé sous forme de préparations contenant, en général, 

25 % de produit pur : arasan ou thiosan (72), mercuran (42). 

Le TMTD est classé parmi les dérivés thiuramiques auxquels appartiennent 

les disulfures de thiurames comme le TETD encore appelé Antabuse, utilisé 

dans la lutte antialcoolique. 
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Figure 4 : Structure de 1'Antabuse et du Thirame 

th origine américaine et initialement synthétisé comme agent vulcani- 

sant (32), le TMTD reste très utilisé dans l'industrie chimique comme accélé- 

rateur de réactions radicalaires (surtout en vulcanisation), et corne inhibi- 

teur de la corrosion (protection des canalisations...). 

Mais depuis la découverte de ses propriétés insecticides, fongicides et 

répulsives vis-à-vis de certains oiseaux et rongeurs ( 3 2 ) ,  il est largement 

utilisé en agriculture : 7534 tonnes en 1971, 11422 tonnes en 1978, soit 

pour cette même année 64 % des fongicides utilisés (75). Le thirame montre 

une toxicité nulle vis-à-vis des plantes (sous respect de la réglementation 

française des pesticides agricoles éditée par ACTA-PNGPC) et faible i n  v ivo  

chez le rat (DL50 = 865 mg/kg, ACTA 1977). Il est employé pour le traitement 

des semences et des parties aériennes des plantes, et comme agent répulsif 

contre certains animaux. 

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 thirame 



sur les organismes et sur l'environnement. ûn 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 (84), le TMTD modifie 

profondément la microflore du sol par son action bactéricide sélective (39). 

Il est inactif envers les bactéries symbiontes des végétaux (26, 33, 67, 82). 

- Les végétaux semblent très tolérants. ûn notera néanmoins une inhibi- 

tion de la photosynthèse chez certaines algues (46, 47, 48, 49, 50, 51, 52). 

- Le thirame inhibe la croissance des protozoaires ciliés pour des doses 
inférieures au ppm (21, 32). Il est toxique envers la Daphnie (59) et la limnée 

Lymaea stagnaZis (8), alors que l'un de ses catabolites, la diméthylamine, 

corrode la peau et les branchies des poissons (63). Chez les mammifères et les 

oiseaux, le TMTD 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, déréglements 

hormonaux, lésions du système nerveux central, de l'appareil vasculaire, du 

système hépatobiliaire, de l'appareil visuel (32). On a également observé des 

dermatites et allergies (32), une embryotoxicité se manifestant notamment 

par des anomalies morphologiques foetales, une stérilité secondaire et des 

avortements. 

Les modifications métaboliques du TMTD par Pseudomonas évoqueraient 

la transformation suivante (32) : 

TMTD ~)dimé thplamine + Asutfuite .de 'carbone-ormaldehyde + ammoniac 

Ces produits de dégradation s'observent aussi dans les urines des 

ruminants et d'autres mammifères, ils sont toutefois potentiellement toxiques : 

le disulfure de carbone inhibe la monoamine oxydase et l'alcool déshydrogénase 



(57,73). Quant à la diméthylamine, elle peut se combiner aux nitrites et 

conduire à la formation de diméthylnitrosamine dont l'action carcinogène est 

bien connue. 

Quelques hypothèses ont été avancées quant au mode d'action du thirame : 

LINDHAL et AKERSTROM (52) pensent que le TMTD inhibe les enzymes respiratoires 

en bloquant de façon réversible les fonctions thiol de ces enzymes. 

Chez Tetrahymena pyriformis, lors de travaux précédents (29), nous avons 

observé une inhibition de l'évolution de l'activité de la malate déshydrogénase 

et de la succinate déshydrogénase dans les cultures en présence de 1,25 pg/ml 

de produit. 

A 0,5 pg/ml, on note une action sur la SDH mais plus sur la MDH. Par 

contre, lorsque le thirame est testé directement sur des homogénats cellulaires, 

il n'inhibe l'activité que pour des doses extrêmement élevées (8 pglml). 

Le TMTD s'est révélé particulièrement actif vis-à-vis de la synthèse 

d'ADN (0,25 pglml) et surtout d'ARN (0,125 yg/ml) (81). 

Par ailleurs, une étude en microscopie électronique a mis en évidence 

des altérations essentiellement sur les nucléoles, le réticulum endoplasmique 

et les mitochondries. Lorsque le thirarne est ajouté en début de cycle, on 

observe des perturbations profondes suivies d'une détoxification et d'une 

récupération de la cellule. Si le produit est administré, toujours à forte 

dose (1,25 pglml), au moment de la division, des altérations irréversibles 

sont induites au niveau des mitochondries et la cellule meurt (58). 

I Y  .2 .  LA CYCLOHEXIMIDE ET  L ' ACTINOMY,CINE D 

La cycloheximide, comme pour les autres systèmes cellulaixes, est un 

excellent inhibiteur de la synthèse des protéines chez Tetrahgmena (34). 



Elle empêcherait la formation de liaisons peptidiques au niveau des ribosomes 

80s (30, 80). Chez Tetrahymena, bien que la synthèse protéique soit fortement 

inhibée par de faibles doses de cycloheximide, on n'observe pas, corne chez 

les mammifères, une réduction significative du taux de synthèse du DNA total 

(85). L'initiation de l'élongation se poursuit en présence de 0,5 mole 

de produit, pendant une période importante, la chute de la synthèse n'excédant 

pas 15 % au bout de 90 m. En revanche, on observe l'accumulation d'intermé- 

diaires de réplication de taille définie (41 s), qui s'accumulent sans former 

d'ADN de haut poids moléculaire. Cette accumulation se produit chez Tetrahymena 

pour des doses plus faibles que celles nécessaires pour bloquer la synthèse 

des protéines. Si les cellules sont lavées, les intermédiaires de réplication 

sont alors convertis en ADN de haut poids moléculaire. Ces résultats sont 

interprétés par WESTERGAARD et coll. (85) comme la conséquence de l'action 

directe de la cycloheximide sur l'une des activités enzymatiques directement 

impliquée dans les processus de maturation. 

L'actinomycine D est largement utilisée comme inhibiteur de la synthèse 

du RNA. Chez Tetrahymena, il a été montré que de fortes doses (25 - 100 yg/ml) 
sont nécessaires pour bloquer la division cellulaire (62, 74, 86, 88). De telles 

doses permettent d'obtenir rapidement une concentration intracellulaire effi- 

cace, llactinomycine D entrant principalement dans la cellule par phagocytose 

(62) 

L'actinomycine D se fixe sur le DNA. AIYASASHVILLI et BEABEALASHYILLI 

(1) ont montré, in vitro, que la transcription des ADN des bactériophages T7 

et D III T7 était arrêtée. L'analyse des produits de transcription, en présence 

de faibles doses de 1' inhibiteur, montre que l'élongation s'interrompt an 

voisinage d'un tétranucléotide 5' X GC Y 3' où X # G et Y # C. Le dernier 

nucléotide de la chaîne pouvant être X ou G. 

Dans les cultures de cellules de mammifères, l'actinomycine D bloque 

préférentiellement la synthèse de rRNA et provoque, sur le plan ultrastructural, 



une ségrégation du matériel nucléolaire. Cette action peut s'expliquer aisément 

par la richesse en paires de bases G-C de l'ADN ribosomal d'une part et par la 

structure en tandem du rDNA d'autre part (6). Chez ï'etrahtjmena py&fomis, 

la synthèse d'ARP? est affectée dans son ensemble en présence d'a~tinom~cine D. 
+ 

ERNST et OLEINICK (23) ont montré que la synthèse d'Am poly A est inhibée 

dans la même proportion que celle des ARN poly A- pour des concentrations 

d'actinomycine D égales ou supérieures à 5 pg/ml. Pour de très fortes concen- 

trations, l'inhibition survient en moins de IO mn et la synthèse est totalement 

bloquée. 

Le transfert vers le cytoplasme des rRNA synthétisés dans le noyau est 

stoppé lorsque la drogue est ajoutée après un marquage préalable, de courte 

durée, par l'uridine tritiée. On observe une accumulation considérable du mar- 

quage des précurseurs d'ARNr dans le noyau et une diminution du marquage des 

ARNr cytoplasmiques (22) .  

Les travaux de ERNST et OLEINICK (23) montrent également une disparition 

progressive des polysomes dans les cellules de Tetrahymena traitées par l'acti- 

nomycine D. La disparition est totale au bout de 60 mn en présence de 50 ygjml 
35 

d' actinomycine D. L' incorporation de S méthionine en position N-terminale 

ou en position interne dans les polypeptides synthétisés après addition de 

l'inhibiteur est identique à celle observée dans le témoin pendant tout le 

temps où les polysomes restent intacts. Par des expériences complémentaires, 

ces auteurs ont démontré que l'action de l'actinomycine D sur les polysomes et 

la synthèse protéique n'avait pas pour origine une inhibition de la translation 

mais constitue un effet secondaire à l'inhibition de la transcription. 

CARATERO et coll. (11) ont confinné l'action de l'actinomycine D sur 

le nucléole de Tetrahymena et CURGY (18) a observé une action de l'antibiotique 

sur la transcription mitochondriale. 

Récemment, CRAIG et KOSTURA (17) ont montré que chez les cellules CHO 

traitées par l'actinomycine D, les lysats cellulaires sont déficients sur le 



plan de la translation. Cette dernière n'est pas affectée, dans des lysats 

de cellules non traitées, en présence d'actinomycine D. L'inhibiteur n'agit 

donc pas directement sur le système de translation, mais induit une déficience 

lors de l'initiation et ceci après la formation du complexe 40s. 

Lors de travaux préliminaires, nous avions observé que le thirame 

n'agissait pas de façon identique sur l'évolution de l'activité de l'isocitra- 

te déshydrogénase à NADP d'une part, et sur celle de la malade déshydrogénase 

d'autre part. Les expériences d'incorporation d'uridine marquée et la microsco- 

pie électronique avaient montré une action spectaculaire du thirame sus les 

synthèses dlARN. 

Cette discordance nous a amené à supposer l'existence d'un mRNA préfor- 

mé pour cette enzyme, phénomène mis en évidence pour la TMP synthétase chez 

Tretrahymena ( 19) . 

Aussi, dans un premier temps, nous avons suivi l'évolution de l'iso- 

citrate déshydrogénase à NADP au cours du cycle synchrone de Tetrahymena, 

ce travail n'ayant jamais été réalisé précédemment. Dans un deuxième temps, 

nous avons étudié les effets de l'actinomycine D et de la cycloheximide sur 

~'IDH et la MDH, afin de pouvoir comparer ces effets à ceux du thirame. 



C H A P I T R E  I I  

KATERI EL ET METHODES 



I - TECHNIQUES DE CULTURE ET DE SYNCHRONISATION 

TIEN _qE 1 A  SOUCHE 

L'organisme avec l eque l  on t  é t é  f a i t e s  l e s  é tudes  e s t  l e  pro tozoai re  

c i l i é  Tetrahymena pyriformis ,  souche GL, phenoset A ( f i g u r e  1 ,  page 5 ). 

Il provient  d e  l ' " In s t i t u t  Carlsberg" d e  Copenhague. 

Les c e l l u l e s  de  Tetrahymenu son t  maintenues en phase exponen t i e l l e  

d e  c ro i s sance  par  repiquage quot id ien  s u r  mi l ieu  PPYS, se lon  PLESNER e t  c o l l .  

(70), à r a i s o n  d e  50 p l  pour I O  m l  d e  m i l i e u ,  en étuve à 28°C. 

- Composition du mi l ieu  PPYS : 

...... . Pro teose  Peptone Base 100 m l  

S o l u t i o n  A . ............... 1 m l  

S o l u t i o n  B . ............... 1 m l  

( a )  Milieu de base Proteose Peptone ............................... 
......... . Pro teose  Peptone 7,5 g 

............ . Yeast e x t r a c t  7 ,5 g 

..... . Eau d i s t i l l é e  q.s.p.  1 1  

( b )  Solution A ------------- 

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



( c )  S o l u t i o n  B ------------- 
. CaC12, 2H20 ............ 0 , 5  g 

. CuC12, 2H20 ............ 50 mg 

. FeC13, 6H20 ............ 12 ,5  mg 

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

On f a i t  b o u i l l i r  pendant 5 minutes l e  mi l ieu  PPYS, p u i s  on f i l t r e  s u r  

papier  f i l t r e  sans  cendres  e t  on s t é r i l i s e  20 minutes à 3 2 1 ' ~ .  

1.2. LA SYNCHRONISATION 

1.2.1.  PRINCIPE 
- - - - - - - -  
On i n d u i t  dans des  c u l t u r e s  de  Tetrahymena pyriformis une m u l t i p l i c a t i o n  

synchrone des  c e l l u l e s  par  une s é r i e  d e  chocs thermiques. La méthode de  

synchronisat ion u t i l i s é e  e s t  c e l l e  de ZEUTHEN (87  ) d i t e  "un choc par 

génération1' .  Les c u l t u r e s  r é a l i s é e s  à 28'C ( température opt imale d e  c ro issance)  

subissent  d e s  chocs d e  20 mn à 34'C ( température l i m i t e  t o l é r é e )  séparés  par  

des  i n t e r v a l l e s  d e  160 minutes (durée d 'un c y c l e  c e l l u l a i r e  normal chez 

Tetrahymena pyriformis GL dans l e  mi l i eu  employé). 

S i x  cyc l e s  d e  t r a i t emen t  s u c c e s s i f s  sont  appl iqués  e t  l a  c u l t u r e  e s t  

u t i l i s é e  dès  l a  f i n  du 6ème choc. E l l e  e s t  r é p a r t i e  dans des  f i o l e s  p l acées  

e n s u i t e  à 28°C. On a j o u t e  l ' i n h i b i t e u r  ou l e  toxique à un moment "t" a p r è s  

l a  f i n  du 6ème choc thermique p r i s  comme temps 0 .  

La f i g u r e  (2 ,  page 8 ) montre l ' é v o l u t i o n  d'une c u l t u r e  synchrone e t  

une image des  pr incipaux évènements q u i  y surviennent .  

1.2.2. MATERIEL 
- - - - e V - -  

La synchronisat ion e s t  obtenue dans  un système ( f i g u r e  5 a ,  page 26 ) 

q u i  comprend : 



POMPE 

MILIEU PPYS 

Figure 5 : a) Le synchronisateur 

b) Conditionnement de la culture de Tetrahymena p y r i f m m i s  



- un bain mar ie  a g i t é  (New Brunswick S c i e n t i f  i c )  , transformé pour 

l e s  beso ins  des  expériences.  

- une b o î t e  é l ec t ron ique  (Electronique Serv ice ,  3 2 3 2 0  Montesquiou) 

assurant  l a  r égu la t ion  de  l a  température par  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  thermomètres 

à contac t  plongeant dans l e  ba in  marie.  

- Un système d e  r é g u l a t i o n  thermique a s s e r v i  aux thermomètres à 

contac t  comprenant : 

. une r é s i s t a n c e  d e  chau f fe  pour chacun des  régimes thermiques 

. une source  e x t é r i e u r e  de  l i q u i d e  f r o i d  

. un en reg i s t r eu r  d e  température q u i  s e r t  à c o n t r ô l e r  l e  régime 

thermique du ba in  

. un système d ' a é r a t i o n  

Nous avons r é a l i s é  l e s  c u l t u r e s  dans des  f i o l e s  d e  Fernbach de  

2.500 m l  contenant  7 0 0  m l  d e  mi l i eu  PPYS condit ionnées s e l o n  l a  f i g u r e  5b 

page 26 . L ' a i r  appor t é  s e r t  à renouveler  l 'atmosphère surmontant l a  c u l t u r e ,  

mais il n ' e s t  pas i n j e c t é  dans l e  mi l i eu .  La c u l t u r e  e s t  constamment a g i t é e  

(71 rpm). L'inoculum provient  d 'une c u l t u r e  de  24 heures  e t  s a  concent ra t ion  

i n i t i a l e  e s t  de  800 c e l l u l e s / m l .  

La numération des  c e l l u l e s  s e  f a i t  par  comptage é l ec t ron ique ,  à 

l ' a i d e  d 'un Coulter Counter Zm. Cet a p p a r e i l  permet l e  dénombrement des  

C i l i é s  m i s  en suspension dans un é l e c t r o l y t e .  L'organe dé t ec t eu r  e s t  un 

mic roo r i f i ce  incorporé à un tube  plongeant dans l a  suspension. De p a r t  e t  

d ' a u t r e  d e  c e  mic roo r i f i ce ,  s o n t  p lacées  deux é l ec t rodes  en p l a t i n e  e n t r e  

l e s q u e l l e s  e s t  appl iqué  un courant  cont inu .  En passant  au  t r a v e r s  d e  l ' o r i -  

f i c e ,  l e s  p a r t i c u l e s  déplacent  un volume d ' é l e c t r o l y t e  éga l  à l e u r  propre 

volume e t  f o n t  a i n s i  v a r i e r  l a  r é s i s t a n c e  d e  l ' o r i f i c e .  La va l eu r  de  c e t t e  

v a r i a t i o n  ou impulsion e s t  directement  p ropor t ionne l l e  au volume des  p a r t i -  

cu l e s .  L ' échan t i l l on  à analyser  e s t  a s p i r é  au t r a v e r s  d e  l ' o r i f i c e  grâce  à 

un manomètre à mercure. 



L'étalonnage d e  l ' a p p a r e i l  e s t  e f f e c t u é  avec des  suspensions d e  p a r t i -  

c u l e s  c a l i b r é e s  de  t a i l l e  connue, proche d e  c e l l e  d e s  P ro tozoa i r e s  à dénom- 

b r e r .  Nous avons u t i l i s é  une suspension d e  po l l en  d e  n o i s e t i e r ,  de  21,4 u m  

d e  diamètre  d e  sphère équ iva l en t e  (Coul t ron ics  France) .  L ' appa re i l  e s t  r é g l é  

d e  t e l l e  s o r t e  que l es  p a r t i c u l e s  p a r a s i t e s  ne peuvent ê t re  t o t a l i s é e s .  

Les r ég l ages  p a r t i c u l i e r s  de l ' a p p a r e i l l a g e  sont  les su ivan t s  : 

- Diamètre d e  m i c r o o r i f i c e  .................... 140 Pm 

......................... - Courant d ' ouve r tu re  1 mA 

............................ - T ~ i m e r  d e  ga in  1 

- Attenua teur  ................................. 64 

- S e u i l  i n f é r i e u r  d e  d é t e c t i o n  des  p a r t i c u l e s  . 12 Pm de  diamètre  de  

sphè re  équ iva l en t e  

Avant t o u t  comptage, l ' é c h a n t i l l o n  d o i t  être f i x é .  La f i x a t i o n  e s t  

r é a l i s é e  d e  l a  manière s u i v a n t e  : 1 m l  d e  c u l t u r e  est f i x é  dans des  gode ts  

d e  comptage par  1 m l  d e  g lu ta ra ldehyde  à 2,5  %. On a j o u t e  1 0  m l  d'une s o l u t i o n  

N a C l  à 10 %, f i l t r é e  s u r  membrane M i l l i p o r e  de  0,45 Pm. On homogénéise e t  on 

p r a t i q u e  t r o i s  numérations ( 0 , 5  m l  s o n t  ana lysés  à chaque numération).  L'échan- 

t i l l o n  é t a n t  d i l u é  douze f o i s  et l e  comptage e f f e c t u é  su r  0 , 5  m l ,  on o b t i e n t  

l e  nombre d e  c e l l u l e s  contenues dans 1 m l  de  c u l t u r e  en m u l t i p l i a n t  l a  somme 

d e s  t r o i s  numérations par  h u i t .  



1 - TECHNIQUES D'ÉTUDES BIOCHIMIQUES 

11.1. PREPARATIOM DE.LIHOMOGENAT 

Nous avons employé l a  méthode d é c r i t e  par  COWAN e t  YOIJNG ( 16 ) . Dans 

un pot à cen t r i fuge r  conique d e  50 m l ,  contenant  10 m l  d e  mi l ieu  d'homogénéi- 

s a t i o n  à 4OC (sucrose 0 ,35  M - EDTA 0,001 M - Tampon T r i s  - HG1 pH 7 0 ,01  M ) .  

On dépose d e  5 à 15 m l  d e  c u l t u r e  se lon  l a  q u a n t i t é  de  c e l l u l e s  néces sa i r e s  

pour o b t e n i r  une a c t i v i t é  enzymatique convenable. On c e n t r i f u g e  à 800 g pendant 

10  minutes à 4'C, dans  une cen t r i fugeuse  r é f r i g é r é e  Jouan Modèle E 96. On 

r e j e t t e  l e  surnageant,  mi l i eu  e t  l i q u i d e  de  lavage ,  l e s  c e l l u l e s  a i n s i  prépa- 

r é e s  son t  parfai tement  débar rassées  de  l e u r  mi l i eu  de  c u l t u r e  e t  ne  n é c e s s i t e n t  

p lus  d ' a u t r e s  lavages.  

Le c u l o t  e s t  e n s u i t e  homogénéisé à l ' a i d e  d'un dés in t ég ra t eu r  à u l t r a -  

sons avec sonde de  t i t a n e  (MSE Instruments) .  Les c e l l u l e s  sont  remises  en 

suspension dans un t u b e  à hémolyse, plongé dans d e  l a  g lace ,  avec 1 m l  d e  

l i q u i d e  d'homogénéisation d i l u é  au qua r t .  E l l e s  sont  soumises pendant t r e n t e  

secondes, à une ampli tude de  7 Pm s o i t  20 k i l o c y c l e s  par  seconde. On u t i l i s e  

une sonde dont l e  d i amè t re  e s t  compatible avec c e l u i  des  tubes à hémolyse. 

L'homogénat e s t  congelé  immédiatement à l ' a z o t e  l i q u i d e  a f i n  d e  mieux conserver 

l ' a c t i v i t é  des  enzymes. 

II. 2 .- D O S M E  DES PROTEINES 

Les p ro t é ines  o n t  é t é  dosées par l a  méthode d e  LOWRY modifiée par  

MARKWELL e t  c o l l .  ( 55 ) .  C e t t e  méthode permet l e  dosage des  p ro t é ines ,  dans 

des  homogénats sans s o l u b i l i s a t i o n  p réa l ab le  à l a  soude e t  a u t o r i s e  l ' é t u d e  

des  échan t i l l ons  contenant  jusqu 'à  100 mM d e  sucrose  e t  2 ,5 mM ~ ' E D T A .  

Afin de  r e s t e r  dans c e s  zones de  concent ra t ions ,  nos c u l o t s  de  lavage o n t  

é t é  r e c u e i l l i s  dans l e  mi l i eu  d'homogénéisation d i l u é  au 114. 

Les r é a c t i f s  s o n t  : 



............. - Réact i f  A : . Na CO3 2 % 
2 

. NaOH ................ 0,4 % 

. T a r t r a t e  de  sodium . . 0,16 % 

SDS 1 % . ................. 
. eau d i s t i l l é e  qsp. . . .  100 m l  

- Réact i f  B : . CuS04, 5H20 ......... 4 % 

. eau d i s t i l l é e  qsp. . . .  100 m l  
- Réact i f  C : à préparer  extemporanément : 

100 p a r t i e s  d e  r é a c t i f  A pour 

1 p a r t i e  d e  r é a c t i f  B 

Mode o p é r a t o i r e  : 

A 0 ,5  m l  d ' é c h a n t i l l o n  contenant  1 0  à 100 pg de  p r o t é i n e s ,  on a j o u t e  

1,s m l  d e  r é a c t i f  C .  On l a i s s e  incuber 1 0  minutes  à température ambiante p u i s  

on a j o u t e  150 p l  de  r é a c t i f  de Fol in-c ioca l teu ,  d i l u é  au 112 dans l ' e a u  d i s -  

t i l l é e ,  j u s t e  avant  l ' emplo i .  On mélange vigoureusement au Vortex e t  on 

l a i s s e  45 minutes à température  ambiante. La l e c t u r e  s e  f a i t  e n s u i t e  à 660 nm. 

11.3. MESURE DE L'ACTIYITE DE LA NALATE DESHYDROGENASE 

Nous avons employé l a  méthode d e  MULLER e t  c o l l .  (61).  Les r é a c t i f s  

employés s o n t  des  r é a c t i f s  Merck ou Sigma, q u a l i t é  biochimique. 

R é a c t i f s  : 

...... . Tampon T r i s  H C i  pH 7 , 6  20 mM 

........................ . NADH 100 PM 

. MgC12 ....................... 3 ,3  mM 

. T r i t o n  X l O O  ................. 0,066 % 

. Acide oxa loacé t  ique ......... 0,3  mM 

Mode o p é r a t o i r e  : 

Le mi l i eu  r é a c t i o n n e l  con t i en t  1 ,80  m l  d e  tampon, 50 p l  d e  NADH, 



50 p l  d e  IlgC12, 20 p l  d e  T r i t o n  X l O O  et  30 p l  d'homogénat. L a  r é a c t i o n  e s t  

déclenchée par  l ' a d d i t i o n  d e  50 pl d ' a c i d e  oxaloacét ique e t  l a  température 

d e  t r a v a i l  e s t  d e  25°C. On mesure l a  décro issance  de  l a  d e n s i t é  op t ique  à 

340 nm, par  r appor t  à un témoin contenant  t ous  l e s  r é a c t i f s  excepté l ' a c i d e  

oxaloacét ique.  

II .4. P1ESYRE DE L'ACTIVITE ' DE :L_' ISOCITF.'DESHYDROGENASE A NADP 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode d'ODA e t  c o l l .  (66) que nous avons 

modif iée . 

R é a c t i f s  : 

Tampon T r i s  H C 1 ,  pH 8 ,2  ............. 50 mM . 
................................ . NADP 0 , s  mM 

. MnC12 ............................... 0,5 mM 

. T r i t o n  Xi00 ......................... 0,025 % 

.......................... . I s o c i t r a t e  5  mM 

Mode o p é r a t o i r e  : 

L e  m i l i e u  r éac t ionne l  comprend 1 ,73  m l  de  tampon, 50 p l  de MnC12, 

50 p l  de NADP, 20 pl de  T r i t o n  X l O O  e t  100 p l  d'homogénat. La r é a c t i o n  e s t  

déclenchée par  l ' a d d i t i o n  d e  50 p l  d ' i s o c i t r a t e ,  à l a  température de  25°C. 

On mesure l a  c ro i s sance  d e  l a  d e n s i t é  op t ique  à 340 nm, par  rappor t  à un 

témoin contenant  tous  l e s  r é a c t i f s  excepté  l ' i s o c i t r a t e .  

11.5. ETUDE DE L A  SYNTHESE DES MACROMOLECULES : MARQUAGE CUMULATIF 

La c u l t u r e  conditionnée e s t  séparée  en a l iquo te s  de volume s u f f i s a n t  

pour pouvoir s u i v r e  l e  marquage ( e n t r e  20 e t  50 ml se lon  l e  nombre d r é c h a n t i l -  

lons  à p r é l e v e r ) .  On a j o u t e  a l o r s  O , ]  pCi de précurseur  p a r  m l  de c u l t u r e .  



Le p r o d u i t  marqué e s t  préalablement d i l u é  dans l e  m i l i e u  PPYS d e  façon à ce  

que l a  r a d i o a c t i v i t é  néces sa i r e  au marquage s o i t  apportée dans 1 à 2 m l  de 

milieu. 

1 m l  de c u l t u r e  mise en con tac t  avec l e  précurseur  r a d i o a c t i f  e s t  

p r é c i p i t é  en  b a i n  de g lace ,  dans des tubes à hémolyse, par  un volume é g a l  

d'une s o l u t i o n  à 10 % d 'ac ide  t r i c h l o r a c é t i q u e  maintenue à OOc. Après 30 mn 

de con tac t ,  l e  contenu du tube  e s t  f i l t r é  sous v ide  s u s  un f i l t r e  GF/F WHATMAN 

de 25 de diamètre .  Le tube e s t  r i n c é  2 f o i s  pa r  3 m l  de TCA à 5 % à 

O'C, p u i s  l e  f i l t r e  e s t  lui-même r i n c é  pa r  3 f o i s  10 m l  de TCA 5 % à OOc, 
puis  5  m l  d 'eau e t  5 m l  d ' é thanol .  Le f i l t r e  e s t  e n s u i t e  séché, pu is  i n t r o -  

d u i t  dans une f i o l e  à s c i n t i l l a t i o n  de 20 ml. On a j o u t e  a l o r s  5 ml -de  l i q u i d e  

s c i n t i l l a n t  ( l ipoluma).  On e f f e c t u e  3 comptages de 10 mn au compteur à sc in-  

t i l l a t i o n  l i qu ide .  Les r é s u l t a t s  sont  exprimés, en fonc t ion  de  l a  populat ion 

c e l l u l a i r e ,  en cpm incorporélm1 de c u l t u r e .  
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1 - ETUDE DE L'ÉVOLUTION DES ACTIVITÉS DE L'IDH A NADP ET DE LA MDH 

1.1. L ' I S O C I T R A T E  DESHYDROGENASE A NADP 

Pour leurs travaux sur EugZena gracilis, ODA et coll. (66) ont utilisé 

un ion activateur différent et un pH éloigné de celui utilisé par MULLER et 

coll. (61) pour leur étude de l'activité de l'isocitrate déshydrogénase à NADP. 

Les activités obtenues par la méthode de MULLER étant peu élevées, nous avons 

cherché à améliorer la méthode de dosage et nous avons vérifié la stabilité des 

extraits pour obtenir un protocole compatible avec des prélèvements répétitifs 

rapprochés, qui sont nécessaires pour l'étude de l'activité enzymatique au 

cours du cycle cellulaire synchrone de Tetrahymena. 

1.1.1. Conditions de dosage de l'activité de 1'IDH à NADP 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

A partir des conditions de dosage préconisées par MULLER et coll. (61) 

(tampon phosphate 66 mM pH 7 , 4 ,  NADP 100 1iM, MgC12 3,3 mM, isocitrate 6,6 mM), 

la modulation de la concentration des différents réactifs n'a pas amélioré les 

résultats, en particulier, l'activité restait constante entre les pH 7,4 et 

8,6. 

Le remplacement du magnésium par le manganèse et le passage en tampon 

Tris pH 8 ont permis d'obtenir 40 % d'activité en plus, sur le même homogénat 

par rapport à la méthode de MULLER et coll. 

Nous avons alors pu définir les conditions optimales de dosage en ce 

qui concerne le pH et la concentration en ion manganèse. 

. Le pH optimal est de 8,2 - 8,4 (figure 6a, page 36). 

. L'ion manganèse active la réaction de façon plus significative que 
l'ion magnésium (figure 6b, page 36). La concentration fixée pour les dosages 

ultérieurs a été de 0,5 mM. 



~'isocitrate entre 1 et 10 mM et le NADP entre O,] et 1 mM ne modifient 

pas significativement l'activité obtenue. 

En conséquence, les conditions de dosage de 1'IDH à NADP ont été 

fixées comme suit : 

.......... - tampon Tris HC1, pH 8, 2 50 mM 

- NADP .............................. 0,5 mM 

- mC12 ............................. 0,5 mM 

- Triton XIOO ....................... 0,025 Z 

- Isocitrate ........................ 5 mM 

Enfin, nous avons constaté que l'enzyme se dégrade rapidement à O'C 

(figure 6c, page 36). On observe une perte de 25 % de l'activité en quatre 

heures. La congélation des échantillons à l'azote liquide, immédiatement 

après le broyage des cellules, s'est donc avérée indispensable. En outre, 

cette congélation permet une conservation intégrale de l'activité enzymatique 

pendant au moins 24 heures (figure 6c, page 36). 

1.1.2. Evolution de l'activité enzymatique dans les cultures 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1.1.2.1. Activité totale 

A la fin du 6ème choc thermique (tO), la population n'est pas toujours 

rigoureusement identique d'une expérience à l'autre. Les deux principales 

causes d'erreur sont : 

- L'erreur de reproductibilité de l'inoculum qui se trouve amplifiée 
par l'évolution de la population. Dans le modèle théorique, l'évolution est 

6 
de la forme Dt = 2 Do = 64 Do. 

- Les modifications de l'index de division (% de cellules qui se 

divisent au cours du cycle). Ainsi, si l'index de division passe de 100 % à 
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95 %, à la fin du traitement de synchronisation, on aura respectivement 

Dt = 64 Do et D = 5 5  Do. t 

Pour tempérer l'effet de ces fluctuations inévitables sur les données 
activité au temps t 

numériques, nous avons décidé d'utiliser le rapport activité au temps 20 mn 

ou A/A20 pour suivre l'évolution des activités enzymatiques totales dans les 

cultures synchrones. 

Il était impossible d'envisager une dilution dans du milieu pour 

obtenir une concentration cellulaire constante, des expériences nous ont, 

en effet, montré que l'inoculation dans un milieu neuf entraîne des phénomè- 

nes de régulation au niveau des enzymes que nous devions étudier. 

Le tableau 1, page 38, montre l'évolution de l'activité au cours du 

temps dans les cultures synchrones et dans les cultures en phase exponentielle 

de croissance. 

Les premiers examens graphiques ont montré que l'augmentation de 

l'activité était de type exponentiel, ce qui indique une synthèse continue de 

l'enzyme dans les cultures. Nous avons donc transformé les données A/A20 selon 

la fonction log2 A/A20 = f(t). Les résultats sont représentés sur la figure 7, 

page 39, et dans le tableau II, page 40. 

Nous voyons que l'augmentation d'activité dans les cultures normales 

est bien de type exponentiel, l'intersection de la droite théorique avec l'axe 

desabscisses se fait pour une valeur très proche de la valeur théorique 

(13 mn au lieu de 20 mn) et l'activité double en 145 mn, soit 15 mn de moins 

que le temps de génération (160 mn). 

En revanche, l'évolution de l'activité dans les cultures synchrones 

ne devient semblable à celle obtenue dans les cultures normales qu'à partir 

de la 100-120ème minute ; les pentes étant alors très similaires (Il % de 



Tableau 1 : Evolution de l'activité (exprimée par le rapport A / A ~ ~ )  

de 1'IDH à NADP 

+ le chiffre indiqué entre parenthèses indique le nombre d'expériences à 
partirdesquelles ont été établis les moyennes et les écarts-types. 

Cultures exponentielles (2) 
* 

- x 

1,26 

1,42 

1,60 

1,68 

1,85 

2,04 

2,15 

Cul turt?s synchrones (7)* 

~ e n % X  

- 
x 

s 

- 
x 1,20 

s 0,04 3,3 

- 
x 1,33 

s 0,lO 7,5 

- 

1 

Temps en mn 

60 ' 

80 ' 

1 O0 ' 

120' 1 x 1,40 

1 s 0,15 
10,7 

I 

140' 1 X 1,53 

1 s 0,15 

160' 

180' 

200 ' 

220 ' 

240' 

260 ' 

280' 

300 ' 

9,8 

- 
x 1,70 

s 0,11 6,5 

- 
x 1,76 

7,4 x 0,13 

- 
x 1,99 

s 0,13 6,5 

- 
x 2,11 

s 0,07 3,3 

- 
x 2,35 

s 0,23 9,8 

- 
x 2,58 

s 0,14 5,4 

- 
x 2,79 

s 0,26 9,3 

- 
x 3,04 

s 0,17 5,6 
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Figure 7 : Evolution de l'activité totale de 1'IDH à NADP en fonction du temps dans 

les cultures exponentielles et les cultures synchrones de Tetrahymena 



Tableau II : Etude des corrélations entre A/AZO et (t) pour 1 'IDH à NADP 

Equation générale 

Coefficient de 
corrélation (r) 

Variation liée 

Signification de 
la pente 

Intervalle de 
confiance de 
la pente 

Cultures synchrones 

log2 A/A20 = 0,006205 t 

- 0,2597 

O, 998 

0,997 

t = 50,7 (, = ,,O,) 
8-1 (0,001) 

=CIO, 05 = 0,000239 

lc/~,~l = 0,000315 

Cultures exponentielles 

log2 A/AZ0 = 0,006888 t 

- 0,079771 

0,993 

0,987 

t = 2 3  = 5.90) 
6-l(0,OOl) 

Ic/o,05 = 0,000632 

'c/0,01 = 0,000832 



différence). L'intersection de la droite avec l'axe desabscissesest très 

éloignée de la valeur théorique (42 mn) et montre que l'évolution de l'activi- 

té dans les cultures synchrones est particulière pendant les 60 à 80 minutes 

suivant la fin du traitement de synchronisation. 

1.1.2.2. Activité spécifique (tableau III, page 42 ; figure 8, page 43) 

Dans les cultures synchrones, l'activité spécifique augmente au cours 

des deux cycles cellulaires suivis. Un point de transition apparaît assez 

nettement à t = 200 mn, qui est le moment où la deuxième division s'amorce. 

Par comparaison, dans les cellules normales (figure 9, page 44), 

l'augmentation de l'activité spécifique est très importante entre le départ 

de la culture et le moment où l'on atteint environ 150 000 cellules/ml. 

Ensuite, l'éyolution est beaucoup plus lente. Les activités obtenues dans 

les cultures synchrones ont été reportées sur le même graphique et on voit 

qu'elles s'intégrent bien dans l'ensemble des points. Il n'y a donc pas de 

différence significative entre les deux types de culture, en ce qui concerne 

l'activité spécifique. 

1.2. L A  MALATE DESHYDROGENASE 

1.2.1. Evolution de l'activité totale 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Le tableau IV, page 45 et la figure 10, page 46, montrent l'évolution 

de l'activité de la malate déshydrogénase dans les cultures exponentielles 

et les cultures synchrones. Comme pour l'isocitrate déshydrogénase à NADP, 

l'évolution de l'activité est de type exponentiel. Les caractéristiques des 

droites de régression obtenues sont données dans le tableau V, page 47. 

Dans les cultures normales, l'évolution est doublée toutes les 160 mn 

(durée du cycle). Dans les cultures synchronisées, on observe au départ un 



Tableau III : Evolution de l'activité spécifique de 1'IDH à NADP 

au cours du cycle synchrone 

Temps en w 
(après la fin du 
dernier choc 
thermique) 

Activité spécifique mU/mg de protéines 

(7)* 

Ven % X 

* Le chiffre indiqué entre parenthèses indique le nombre d'expériences 
à partir desquelles ont été établis les moyennes et les écarts-types. 



temps en minutes 
Figure 8 : Evolution de l'activité spécifique de ~ ' I D H  à NADP 

au cours du cycle synchrone 
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Figure 9 : Variation de l'activité spécifique de 1'IDH à NADP 
en fonction du nombre de cellules en culture .exponentielle 



Tableau IV : Evolution de l'activité (exprimée par le rapport A/A20) de la HDH 

+ Le chiffre indiqué entre parenthèses indique le nombre d'expériences 
à partir desquelles ont été établis les moyennes et les écarts-types. 

Temps en rim 

60 ' 

80 ' 

100' 

120' 

140 ' 

160' 

180' 

200' 

2 20 ' 

240' 

260 ' 

280 ' 

300 ' 

* 
Cultures synchrones (7) 

V e n % X  

- 
x 

s 

- 
x 1,28 

s 0,lO 7,8 

- 
x 1,51 

s 0,12 7,9 
- 
x 1,63 

s 0,18 1 1  

- 
x 1,82 

s O, 16 8,8 

- 
x 2 

s 0,16 
8 

- 
x 2,12 

S 0,22 10,4 

- 
x 2,37 

s 0,19 
8 

- 
x 2,56 

s 0,24 9,4 

- 
x 2,73 

s 0,30 
11 

- 
x 2,99 

s 0,30 1 O 

- 
x 3,27 

s 0,35 10,7 

i 2 3,49 
l 

s 0,31 8,9 
j 1 

Cultures exponentielles (2) * 
- 
X 

1,25 

1,36 
- 

1,51 
-- 

1,65 

1,80 

1,85 

2,04 

- 



A culture exponentielle 

culture synchrone 
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Figure 10 : Evolution de l'activite totale de la !!DH en fonction du temps dans 

les cultures emonentielles et les cultures svnchrones de Tetrahymena 



Tableau Y : Etude des corrélations entre A / A ~ ~  et (t) pour la MDH 

Equation générale 

Coefficient de 
corrélation (r) 

Yariation liée 

Signification de 
la pente 

Intervalle de 
confiance de 
la pente 

Cultures synchrones 

log2 A / A ~ ~  = 0,006355 t 

- 0,060042 

0,998 

O, 996 

t = 50.3 (r = 4,58) 
IO-l(0,OOl) 

1c10,05 = 0,000247 

lc/o,ol 
= 0,000326 

I 

Cultures exponentielles 

log2 A/A20 = 0,006305 t 

- 0,072080 

0,993 

0,986 

f = 20,77 (r = 5,96) 
6-l(0,OOl) 

ICl0 ,OS 
= 0,000594 

lc/~,~l = 0,000783 



léger retard par rapport aux cultures de type exponentiel, mais la pente de 

la droite est très semblable ; ce retard est comblé à la 100ème minute et 

l'évolution des activités est alors rigoureusement identique. 

1.2.2. Evolution de 1' activité spécifique 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

(tableau VI, page 49 ; figures 11 et 12, pages 50 et 51). Dans les 

cultures synchrones, l'évolution de l'activité spécifique de la malate déshy- 

drogénase est particulière. Deux accélérations sont constatées entre 80- 

100 mn et entre 200-220 mn. Ces deux augmentations correspondent au moment 

de l'apparition des premières cellules filles lors des deux divisions synchro- 

nes. Elles sont suivies de phases où la synthèse de l'enzyme se ralentit 

pour devenir semblable à celle des protéines totales. Nous verrons ultérieu- 

rement les différentes manières d'interpréter ces résultats. 

Dans les cultures exponentielles, l'activité spécifique de la malate 

déshydrogénase est constamment croissante jusqu'au delà de 200 000 cellules/ 

ml. Son évolution est différente de celle de l'isocitrate déshydrogénase 

à NADP qui atteint pratiquement son palier lorsque les cultures contiennent 

environ 100-150 000 cellules/ml. 

11.1. EFFETS DU THIRAME SUR LA COURBE DE CROISSANCE 

Des études antérieures ont montré la grande sensibilité de Tetrahy- 

mena à l'égard du thirame (32). Nous avons choisi une concentration de 

1,25 ug/ml (la dose létale étant de 8 pg/ml). Le produit est ajouté dans la 

culture dans un volume d'acétone tel que le solvant n'ait aucun effet sur 

la culture synchrone (32). 



Tableau YI : Evolution de l'activité spécifique de la MDH 

au cours du cycle synchrone 

Temps en w 
(après la fin du 
dernier choc 
thermique) 

-- 

Activité spécifique mU/mg de protéines (7) 
* 

Ven % X 

t Le chiffre indiqué entre parenthèses indique le nombre d'expériences 
à partir desquelles ont été établis les moyennes et les écarts-types. 



temps en minutes 

Figure 1 1  : Evolution de l'activité spécifique de  la MDH au  cours du cycle synchrone 
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Figure 12 : Variation de l'activité spécifique de la YDH en fonction du nombre de 
cellules en culture exponentielle 



Nous avons injecté le toxique en deux points du cycle synchrone. Dans 

une première série d'expériences au temps t (soit 10 mn après la fin du 1 O 
traitement thermique), dans une seconde série au temps t c'est-à-dire 

90 
au début de la première division. 

Additionné à tlo, 1'25 pg/ml de thirame inhibe temporairement la 

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

tgo, le TMTD bloque totalement la division qui débute et entraîne progres- 

sivement la mort des ciliés 170 minutes plus tard. 

11.2. EFFET DU THIRAME SUR L'ACTIVITE DE LA MDH ET DEL'IDH 

Le thirame bloque totalement l'évolution de l'activité de la MDH, 

quel que soit le moment de l'ajout : t10 OU t (figure 13a, page 53). 9 0 
L'isocitrate déshydrogénase à NADP par contre, présente, pour le premier 

temps d'addition, une activité identique à celle du témoin jusqu'à la 120ème 

minute, puis son évolution ralentit par rapport à celle du témoin pour se 

stabiliser vers la 180ème minute du cycle (figure 13b, page 54) .  

Cependant, si le produit est administré au moment de la division, 

on observe un arrêt immédiat de l'évolution de l'activité. 

111.1. ACTION SUR L'EYOLUTION DE LA POPULATION 

La cycloheximide (10 ug/ml) bloque totalement et immédiatement la 

division cellulaire quand elle est ajoutée dans les cultures exponentielles 

comme dans les cultures synchrones. L'actinomycine D (50 pg/ml) , ajoutée 
dans les cultures exponentielles, bloque également la multiplication mais 
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7 à 10 % des cellules terminent leur division après l'addition du produit. 

Dans les cultures synchrones, jusqu'à la 60ème minute, l'addition d'actino- 

mycine D bloque la première division (figure 14, page 55). Ajoutée entre la 

80ème et la 120ème minute, le produit ne peut empêcher la division d'une 

partie de la population, le pourcentage de cellules qui se divisent est 

d'autant plus faible que l'addition est précoce. Au temps 140 minutes et au 

delà, l'addition du toxique est effectuée pendant le plateau et on constate 

alors un blocage de la seconde division. 

111.2. ACTION SUR L'EYOLUTION DE LIACTI,YITE ENZYMATIQUE DANS LES CULTURES 

111.2.1. Expression des résultats 

Les deux produits exercent un effet très différent (figure 15, 

page 56). La cycloheximide bloque immédiatement l'éyolntion de l'activité 

enzymatique dans les cultures. 

En présence d'actinomycine D, en revanche, l'évolution de l'activité 

se poursuit pendant un certain temps d'une manière identique à celle du 

témoin, pour s'arreter ensuite progressivement ou brutalement selon les cas. 

L' augmentation d' activité se produit alors même que 1' incorporation d'uridine 

marquée, dans la fraction TCA précipitable, est totalement bloquée (figure 

16, page 57). 

Pour l'interprétation des résultats, nous avons donc pris en compte 

deux paramètres : 

- La période pendant laquelle l'actiwité évoluait dans la culture 
traitée au même rythme que dans la culture témoin. Nous l'avons déterminée 

Activité dans la culture traitée 
en étudiant l'évolution du rapport RA = 

Activité dans la culture témoin 

Quand on ajoute llactinomycine D, ce rapport reste constant autour de 1 

(quelquefois au dessus, quelquefois en dessous) pendant une certaine durée, 

puis il diminue régulièrement sans jamais remonter. C'est le point où cette 
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chute irréversible s'amorce, qui définit la fin de la période d'évolution 

équivalente dans les deux cultures. 

- La manière (brutale ou progressive) dont l'évolution de l'activité 
s' arrête dans la culture traitée. 

111.2.2. Action de la cycloheximide et de l'actinomycine D sur l'évo- 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
lution des activités enzymatiques dans les cultures en phase exponen- 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tielle de croissance 
- - - - - - - - - - -  

En présence de cycloheximide, la valeur du rapport R diminue prati- A 
quement sans délai, résultat prévisible si l'on sait que l'évolution de 

l'activité est immédiatement bloquée par la drogue (tableau YII, page 59). 

En présence d'actinmycine D (tableau VII, page 59) l'évolution de l'activité 

enzymatique est identique à celle du témoin pendant 60 minutes pour l'isocitra- 

te déshydrogénase à NADP et pendant 80 minutes pour la malate déshydrogénase. 

L1i55volution de l'activité ralentit ensuite progressivement. 

111.2.3. Action de la cycloheximide et de l'actinomycine D sur l'évo- 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
lution de l'activité de l'isocitrate déshydrogénase à NADP dans les 

cultures synchrones 
- - - - - - - - - -  

111.2.3.1. Cultures synchrones normales 

La cycloheximide exerce une action inhibitrice immédiate sur l'acti- 

vité. 

Les résultats obtenus avec l'actinomycine D sont regroupés dans le 

tableau VIII, page 60, et dans la figure 17, page 61, où nous avons représen- 

té, en fonction du moment d'addition de la drogue, la période pendant laquelle 
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l'évolution de l'activité enzymatique s'effectue à un rythme identique à 

celui de la culture témoin. Il apparaît nettement que quel que soit le 

moment où l'actinomycine Il est ajoutée entre 10 et 60 minutes après la fin 

du traitement de synchronisation : 

. le point de rupture entre témoin et culture traitée se situe entre 
100 et 120 minutes ; 

. l'arrêt de l'évolution de l'activité est brutal dès que le point 
de rupture est atteint. 

Si l'on ajoute l'actinomycine D à 80 minutes : 

. le point de rupture se situe toujours à 120 minutes ; 

. l'arrêt de l'évolution de l'activité n'est plus brutal mais 

progressif. 

Entre 100 et 180 minutes, l'addition de l'actinomycine D permet 

d'observer les résultats suivants : 

. le point de rupture avec le témoin se situe entre 60 et 80 minu- 
tes après l'addition de la drogue ; 

. l'arrêt de l'évolution de l'activité est toujours progressif. 

111.2.3.2. Cultures synchrones n'ayant pas subi de 6ème choc 

thermique 

Si l'on supprime le 6ème choc thermique et que l'on ajoute l'acti- 

nomycine D à des temps correspondant respectivement à tI0 et t60 d'une cul- 

ture synchrone normale, on observe les résultats suivants (tableau IX, page 

63 ; figure 17, page 61). 



Tableau IX : Valeurs de R obtenues pour l'isocitrate déshydrogénase à NADP en culture A 
synchrone en l'absence du sixième choc thermique 

(Valeurs obtenues à partir de deux expériences) 

140 ' 

0,78 

1 ,O2 

I 

Actinomycine 

5 0  

Actinomycine D 

t60 
I 

20 ' 

1 ,O2 

1,lO 

I 

160' 

O, 77 

0,99 

I 

1 O0 ' 

0,89 

1 ,11 

I 

80 ' 

0,95 

1 ,O6 

40 ' 

1 ,O5 

1,lO 

120' 

O, 78 

1 ,O4 

I 

60 ' 

1 ,O3 

1 ,O7 

I 

180' 

0,92 

I 1 

200 ' 

O, 88 



Les points de rupture avec le témoin se situent respectivement à 

60 minutes et 100 minutes après l'addition du produit ajouté à t et t 
1 O 60 ' 

111.2.4. Action de la cycloheximide et de l'actinomycine D sur 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
l'évolution de l'activité de la malate déshydrogénase dans les 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
cultures synchrones 
- - - - - - - - - -  
La cycloheximide bloque pratiquement immédiatement l'évolution de 

l'activité de la MDH. 

En présence d'actinomycine D, l'activité de la MDH se distingue de 

celle de 1'IDH à NADP par les points suivants (tableau X, page 65 ; figure 

18 page 66) : 

. A partir de t = 50 mn et jusque 180 mn, le point de rupture avec 

le témoin se situe environ 80 minutes après le moment où l'actinomycine D 

a été ajouté dans le milieu. 

. Pour le temps t = 10 nm, le délai est plus court (50 mn). 

. L'arrêt de l'évolution de l'activité est toujours progressif. 

Si les cultures ne subissent pas de 6ème choc, l'évolution de 

l'activité enzymatique dans les cultures traitées (tableau XI, page 67) 

diverge de celle du témoin environ 80 mn après l'addition du produit. 
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C H A P I T R E  

DISCUSSION 



Les résultats que nous avons obtenus nous aménerons à discuter suc- 

cessivement les points suivants : 

. signification physiologique de l'évolution des enzymes dans les 
cultures synchrones et dans les cultures exponentielles ; 

. action des inhibiteurs et interprétation de l'évolution de l'acti- 
vité au cours du cycle synchrone ; 

. comparaison entre l'action du thirame et l'action de l'actinomy- 
cine D. 

1 - L'ÉVOLUTION DE L'ACTIYIT~ ENZYMATIQUE DANS LES CULTURES 
- 

SYNCHRONES ET LES CULTURES EXPONENTIELLES 

L'évolution de l'activité totale est de type exponentiel au cours du 

cycle cellulaire, aussi bien pour 1'IDH que pour la MDH. Il faut toutefois 

noter une période de transition qui dure environ 100-120 mn pour 1'IDH et 

moins pour la MDH. Cette période passée, et selon les critères de MITCHINSON 

(60), on peut considérer que l'on a affaire à deux enzymes stables codées 

de façon continue au cours du cycle cellulaire. Le problème posé par la pério- 

de de transition sera abordé plus en détail lorsque l'on discutera des 

résultats obtenus en présence d'actinomycine D. 

L'existence de cette période montre tout au moins que la production 

de l'enzyme est modifiée sous l'influence du traitement de synchronisation. 

L'évolution de l'activité spécifique appelle également quelques com- 

mentaires. 

Au cours du cycle synchrone, l'accélération de la synthèse de la 

malate déshydrogénase coïncide avec l'initiation des deux divisions synchro- 

nes. Ceci peut être en rapport avec l'évolution des mitochondries au cours 



du cycle. KOLB-BACHOFEN et VOGELL (43) ont montré que l'organisation des 

nouvelles membranes mitochondriales s'effectue précisément au moment de 

l'accélération de la synthèse de la MDH, alors que la division mitochondriale 

survient au moment où l'activité de l'enzyme est constante. 

Mais les travaux de PERASSO (68), sur des paramécies isolées, peuvent 

permettre d'émettre une autre hypothèse. Les mitochondries s'allongent et se 

divisent tout au long du cycle cellulaire mais on observe un très grand 

nombre de divisions juste avant la division cellulaire, ce qui indique qu'à 

l'approche de la cytodiérèse les mitochondries non encore divisées terminent 

leur cycle dans un délai très bref. On peut concevoir que la division mito- 

chondriale accélérée n'est que la conséquence la plus visible d'une série de 

phénomènes, dont la synthèse de membranes, qui seraient contrôlés par des 

signaux d'origine cytoplasmique, en relation probable avec l'initiation de la 

morphogenèse et le passage de la cellule au delà du point de transition. 

Dans ce cas, la division mitochondriale, dans les cultures synchrones, ne 

s'effectuerait pas entre les deux divisions comme l'avaient supposé KOLB- 

BACHOFEN et VOGELL (43), mais juste avant la cytodiérèse. Ceci repose d'une 

manière aigüe le problème du cycle mitochondrial dans les cultures synchrones, 

problème encore sujet à discussion actuellement. 

L'évolution de l'activité spécifique de la malate déshydrogénase au 

cours du cycle synchrone n'est pas un artéfact de synchronisation puisqu'on 

l'observe également dans les cultures en phase exponentielle de croissance. 

Le fait que l'augmentation de l'activité spécifique apparaisse régulière tout 

au long de la multiplication est en accord avec les travaux de HOPER et coll. 

(35), qui ont montré, chez quatre espèces de protistes, une relation entre le 

volume mitochondrial et l'activité de la malate déshydrogénase. 

A l'inverse, l'évolution de ltisocitrate déshydrogénase à NADP appa- 

raît typiquement différente. Dans les cultures en phase exponentkelle de 

croissance, l'activité spécifique de l'enzyme augmente très rapidement puis 



varie peu quand la population atteint 100-150 000 cellules/ml. Or, en dessous 

de 100 000 cellules/ml, les cellules sont dans leur phase de multiplication 

la plus active, avec un temps de génération de 160 mn ; entre 100 et 150 000 

cellules débute la phase de décélération, le temps de génération passe à 

200-220 minutes et va augmenter encore. 

Cette période coïncide, d'après de nombreux auteurs (79), avec 

l'activation de la néoglycogenèse chez Tetrahymena et à l'apparition des 

caractéristiques ultrastructurales signalées par MAY et coll. (56). Si 

l'isocitrate déshydrogénase à NADP intervenait directement dans la néoglyco- 

genèse, on devrait assister à une forte augmentation de son activité à ce 

moment là, ce qui n'est pas le cas. Nos résultats sont en accord avec ceux 

de LEYY et WASMUTH ( 4 5 ) ,  qui n'observent pas d'augmentation de l'activité 

spécifique de cette enzyme quand ils induisent artificiellement la néogly- 

cogenèse dans les cultures. 

En revanche, il semble que l'on puisse invoquer une influence du 

milieu : au cours de la croissance, les glucides présents dans les peptones 

et l'extrait de levure s'épuisent progressivement et l'acide aminé le plus 

abondant dans le milieu, l'acide glutamique (20), sera utilisé à la fois 

comme substrat énergétique et comme composant des protéines. 

1 I - ACTION DE5S ~IHHfBITEURS ET INTERPR~TATION DE L'ÉVOLUTION DE 

L'ACTIVITÉ AU COURS DU CYCLE SYNCHRONE 

L'action de l'actinomycine D a donné des résultats très différents 

pour les deux enzymes étudiées. Pour la malate déshydrogénase, à l'exception 

d'une période initiale courte, le délai au bout duquel l'effet de l'actino- 

mycine D se fait sentir est identique et l'arrêt de l'évolution est progressif. 

Comme la cycloheximide bloque totalement l'évolution, l'augmentation d'activi- 

té correspond à une synthèse, ce produit étant un inhibiteur de la synthèse des 



protéines. Les résultats suggèrent que le codage de la MDH est pratiquement 

continu et se produit à taux relativement constant. Le temps pour obtenir le 

point de rupture entre témoin et culture traitée, est identique dans les 

cultures synchrones et dans les cultures exponentielles. Il correspond pro- 

bablement au délai mesuré par ERNST et OLEINICK (23) pour observer le début 

de la désagrégation des polysomes lors de l'épuisement de 1'ARN messager dans 

les cellules de Tetrahymena traitées par l'actinomycine D. 

Pour l'isocitrate déshydrogénase à NADP, les résultats sont beaucoup 

plus complexes. Le blocage de la transcription pendant les 60 premières minu- 

tes du cycle n'influence pas le moment où se situe la rupture avec le témoin 

et l'arrêt de l'évolution est brutal. Les variations de l'activité enzymatique 

dans les cultures traitées par l'actinomycine D entre O et 60 minutes et le 

témoin sont absolument identiques, en d'autres termes, une quantité égale 

d'enzyme a été produite. 

D'autre part, la variation de l'activité enzymatique dans les cultures 

synchrones témoins est faible entre t0 et t Comme la cycloheximide bloque 60 ' 
totalement l'évolution, nous sommes amenés à proposer un schéma qui serait le 

suivant : 

A la fin du traitement de synchronisation, il existe dans les 

cultures synchrones de Tetrahymena une certaine quantité dlARNm spécifique 

pour la synthèse de l'isocitrate déshydrogénase à NADP. Cette quantité est 

suffisante pour assurer la production normale de l'enzyme dans les cultures 

synchronisées pendant les 120 premières minutes après la fin du traitement 

thermique. Entre O et 60 minutes, il n'y a aucune production ~'ARN messager 

spécifique dans les cellules. A la 80ème minute, une petite quantité d' A R N ~  

a été transcrit car l'arrêt de l'évolution de l'activité n'est plus brutal 

mais progressif. Au delà de 90 mn, la synthèse ~ ' A R N ~  s'effectue de façon 

régulière et analogue à celle se produisant dans des cultures exponentielles. 



L'addition d'actinomycine D à t = 10 mn, n'entraîne une divergence 

par rapport au témoin que 120 rnn plus tard alors que le délai, au delà de 

t = 100 et dans les cultures exponentielles est plus court (80 mn), ce qui 

pourrait indiquer que le stock dlARNm est plus important à la fin du traite- 

ment thermique. 

 autres hypothèses explicatives peuvent être avancées : le choc 
thermique survient 160 minutes après le précédent dans le système de synchro- 

nisation étudié. A ce moment, on se trouve, si le choc ne survient pas, à 

40 minutes seulement de la division suivante. L'application du choc reporte 

la division 105 minutes plus tard et allonge donc considérablement la 

durée de la phase G2. Le codage de l'enzyme peut très bien être interrompu 

pendant cette période complémentaire où surviennent de nombreux phénomènes 

de réorganisation et de synthèses absolument indispensables à la poursuite 

du développement de la cellule (28). La synthèse dlARNm spécifique ne repren- 

drait que lorsque les cellules auraient dépassé le point de transition. 

Enfin, on sait que le choc thermique exerce une influence très nette 

sur de nombreux ARNm. F I N K  et ZEUTHEN (28) ont montré que chez Z'etrahymena 

soumis à des chocs thermiques, la synthèse de certaines protéines est activée 

et d'autres sont réprimées. La synthèse accrue de protéines dites de choc 

thermique, est dépendante d f A ~ N m  spécifiques car elle est bloquée par un 

traitement à l'actinomycine D avant le choc thermique. La synthèse des pro- 

téines dites de choc thermique correspond donc à l'activation de gènes 

spécifiques. 

Il est possible que le gène codant pour l'isocitrate déshydrogénase 

à NADP soit activé à haute température.  une des causes de cette activa- 
tion pourrait être la modification dans la nature des acides gras membra- 

naires consécutive à l'élévation thermique. On sait que la régulation de la 

fluidité membranaire se fait, à court terme, par l'intermédiaire d'une 

désaturase (12). L'exposition continue des cellules à des températures éle- 

vées doit provoquer des modifications dans la synthèse des lipides, synthèse 

où l'isocitrate déshydrogénase à NADP jouerait un rôle (79). 



Enfin, on ne peut écarter totalement l'hypothèse d'un stock endogène 

d'enzyme, contrôlé par un activateur thermosensible influencé par le choc 

thermique. 

Pour répondre à toutes ces questions, il faut pouvoir déterminer, à 

tout moment, dans la culture, les quantités de protéines enzymatiques et 

~ ' A R N ~  spécifiques. Cela suppose la préparation préalable d'anticorps 

spécifiques et d'une sonde moléculaire de DNA. 

MYCINE D 

Le thirame et l'actinomycine D présentent un certain nombre d'effets 

analogues chez Tetrahymena : inhibition quasi totale de la synthèse d'ARP?, 

ségrégation nucléolaire. En revanche, le thirame bloque immédiatement l'évo- 

lution de la malate déshydrogénase, ce que ne fait pas l'actinomycine Dy mais 

ce que fait, par contre, la cycloheximide. Nos travaux antérieurs (29) ont 

montré que le thirame n'agissait spécifiquement sur la réaction de déshydrogé- 

nation du malate que pour des doses considérablement plus élevées que celles 

nécessaires pour bloquer l'évolution de l'activité. 

De même, dans un système in vitro, le thirame n'a aucune influence 

sur la transcription. 

Vis-à-vis de l'isocitrate déshydrogénase à NADP, le thirame présente 

une action identique à celle de l'actinamycine D quand il est ajouté à 

t = 1O;mais bloque immédiatement l'évolution de l'activité, quand il est 

ajouté à t = 90. L'effet observé à t = 10 vient à l'appui de l'hypothèse 

d'un arrêt de la transcription dlARNm spécifique pendant une certaine période 

après le choc thermique. 

En effet, l'action différente du thirame observée sur la malate 

déshydrogénase et I'isocitrate déshydrogénase à NADP semble en relation avec 



l'existence pour 1'IDH à NADP, d'une période de non codage qui semble se 

terminer au point de transition. En dehors de cette période l'évolution de 

l'activité de l'enzyme est bloquée de façon identique à celle de la malate 

déshydrogénase. 

La cause de ce phénomène apparaît encore très obscure et demande, 

pour être élucidée, des travaux complémentaires. Nos travaux recoupent par- 

faitement ceux de MEREAU (58) qui avait constaté un effet très différent du 

thirame sur les cultures synchrones de Tetrahymena selon que le produit était 

administré avant ou après le point de transition. GROLIERE et coll. (commu- 

nication personnelle) ont également observé des résultats très différents 

sur la morphogenèse. 

Par ailleurs, certains travaux ont montré que la récupération du 

profil normal de synthèse des ARN dans les cultures de Tetrahymena synchro- 

nisées n'avait lieu qu'après une période assez longue. L'utilisation 

des cultures synchrones de Tetrahymena pour l'étude de la cible cellulaire 

des produits chimiques doit tenir compte de cet état de fait. Il semble bien 

que les cultures, avant le point de transition, soient dans une phase de 

restauration qui n'est pas dans les cellules non soumises à un 

traitement thermique, ce qui peut expliquer l'allongement de la phase Gg. 

Le point de départ utilisable pour le travail serait la période 

d'initiation de la morphogenèse, c'est-à-dire à peu près à la 60ème minute. 

A partir de ce moment, il serait possible d'étudier les deux divisions 

successives de la culture. 

Des travaux complémentaires sont encore nécessaires pour pouvoir 

préciser exactement les modalités d'utilisation des cultures synchrones de 

Tetrahymena, permettant de bénéficier des avantages du modèle sans introduire 

d'artéfacts nuisibles pour l'interprétation des résultats. 



C O N C L U S I O N  



Nos travaux nous o n t  permis d 'approfondir  l e s  connaissances s u r  

Tetrahymena synchrone. 

Les améliorat ions apportées  au dosage de l ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase 

à NADP a i n s i  que l a  congéla t ion  des échan t i l l ons  à l ' a z o t e  l i qu ide ,  nous a  

permis une analyse de c e t t e  enzyme au cours du c y c l e  c e l l u l a i r e  synchrone 

ce  qui  n ' a v a i t  pas é t é  é t u d i é  auparavant.  

Au niveau de l ' a c t i v i t é  t o t a l e ,  s i  ~ ' I D H  à NADP e t  l a  MDH p ré sen ten t  

t ou te s  l e s  deux une évo lu t ion  de type exponent ie l ,  a u s s i  b i e n  dans l e s  

cu l tu re s  synchrones que dans l e s  c u l t u r e s  normales, nous avons t o u t e f o i s  pu 

observer  un impact de l a  synchronisa t ion  d i f f é r e n t  s u r  l e s  deux enzymes. En 

e f f e t ,  1 ' I D H  à NADP e s t  beaucoup p lus  per turbée  p a r  l e  t r a i t emen t  que l a  

MDH , l ' é v o l u t i o n  ne redevenant normale qu'une f o i s  l e  p o i n t  de t r a n s i t i o n  

dépassé. 

Quant à l ' a c t i v i t é  spéc i f ique ,  e l l e  évolue de façon c ro i s san te  mais 

l à  encore, on re t rouve  une d i f f é r e n c e  e n t r e  l e s  deux enzymes. L'augmentation 

de l ' a c t i v i t é  spéc i f ique  avec l e  nombre de c e l l u l e s  semble l i é e  pour la  MDH 

à l 'augmentat ion du volume mitochondrial ,  t and i s  que pour 1 ' I D H  à NADP, on 

observe un a r r ê t  de c e t t e  augmentation à l 'approche de l a  phase s t a t i o n n a i r e .  

Nous sommes amenés à penser  que l ' é v o l u t i o n  de 1 ' I D H  à NADP s e r a i t  en r e l a -  

t i o n  avec son r ô l e  éven tue l  comme fou rn i s seu r  d ' i s o c i t r a t e  à p a r t i r  de l ' a  

c é t o g l u t a r a t e .  En e f f e t ,  l e  m i l i e u  é t a n t  pauvre en g luc ides  e t  l ' a c i d e  aminé 

l e  plus  abondant é t a n t  l ' a c i d e  glutamique, ce  d e r n i e r  peut ê t r e  u t i l i s é  comme 

s u b s t r a t  énergét ique e t  comme composant des p ro t é ines .  

L 'é tude des i n h i b i t e u r s  spéc i f iques  : l a  cycloheximide e t  l ' a c t i n o -  

mycine D y  nous ont montré l ' i n f l u e n c e  du t r a i t emen t  de synchronisat ion s u r  

l e s  deux enzymes e t  nous o n t  permis de mieux comprendre l e u r  réponse au 

thirame. 



Nous avons pu cons t a t e r  que pendant l e s  60 premières minutes du cyc le ,  

il n 'y  a v a i t  pas de t r a n s c r i p t i o n  au niveau de l ' i s o c i t r a t e  déshydrogénase à 

NADP d'une p a r t ,  d ' a u t r e  p a r t  à l a  f i n  du d e r n i e r  choc thermique, on s e  

t r o u v a i t  en présence d'une capac i té  de synthèse de c e t t e  enzyme p lus  grande 

que dans l e s  c u l t u r e s  exponent ie l les  e t  e n  f i n  de c u l t u r e s  synchrones. Le 

choc thermique p o u r r a i t  donc a c t i v e r  l a  synthèse  de c e t t e  enzyme. 

Quant à l a  malate déshydrogénase, e l l e  montre a u s s i  b ien  dans l e s  

c u l t u r e s  synchrones que dans l e s  c u l t u r e s  exponent ie l les  une synthèse cont inue.  

Cet te  é tude  nous permet de mieux s a i s i r  l ' a c t i o n  d i f f é r e n t e  du thirame 

au niveau de ces deux enzymes. L ' a c t i o n  du p rodu i t  e s t  d i f f é r e n t e  su ivant  

l a  façon dont l e  codage des p ro t é ines  e s t  a f f e c t é  par  l e  choc thermique e t  

l ' i d e n t i t é  de réponse a  é t é  obtenue quand l e s  c u l t u r e s  on t  dépassé l e  po in t  

de t r a n s i t i o n  (60 minutes) .  

Nos t ravaux montrent qu'une bonne connaissance de l ' impact  de l a  

synchronisat ion e s t  n é c e s s a i r e  pour l ' u t i l i s a t i o n  du c i l i é  Tetrahymena 

p y m f o h s  synchrone en écotoxico logie  . En p a r t i c u l i e r ,  il s  ' avère de p lus  

en p lus  év ident  que l ' a d m i n i s t r a t i o n  de p rodu i t  toxique avant  l e  p o i n t  de 

t r a n s i t i o n  peut  amener à des i n t e r p r é t a t i o n s  d i scu tab le s .  Le po in t  de départ  

u t i l i s a b l e  pour l e s  c u l t u r e s  synchrones de Tetrahyrnena s e r a i t  s i t u é  à 

60 minutes après  l a  f i n  du choc thermique e t  l a  pér iode d l é t u d e . p o u r r a i t  

s ' é t end re  s u r  l e s  deux d i v i s i o n s  synchrones. 
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