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I. INTRO DUCTI ON 

Le vieillissement cellulaire fait l'objet actuellement 

d'une série impressionnante d'études qui vont de la géné

tique moléculaire à la cytologie en passant par la bio

chimie et toutes les branches annexes. Les résultat s de 

ces travaux ont été suscités ou au contraire ont servi 

d'argument à plu s ieurs hypothèses sur le s origines e t les 

mécanismes du vieillissement. On peut classer ce s hypo

thèses en deux gran ds groupes; d'abord celles qui sou

tiennent que le vieillissement est un ph énomène programmé 

et donc inscrit d'une manière ou d'une autre dans notre 

inform a tion géné tique et les autres qui considèrent l e 

vieilli sseme nt comme étant le résultat de phénomèn es 

stochas tiques introduisant des erreurs ou des modifica

tions de fonctionnement qui entraînent progressivemen t 

un dés équilibre dans le fonctionnement de la cellul e et 

finalement sa mort. 

C'est dans cett e seconde catégorie que l'on rencontr e 

l es défenseur s de l'i dée qu e c'est le mauvais fonctionn e 

ment ou le 11 vieilli ssement II des mitochond ries qui serait 

à l'origin e du vieillis semen t de la cellule (9). 

Ils envisagent la suite des évèn9ments de la manière 

suivant e : 

La production des radicaux libres et notamme nt de super

oxyde par l a c ha în e de transporteurs d'électrons de la 

mitochon dri e ne serait pas neutralisé complètem E: nt 

par la superoxyde dismutase matrici elle; l'excè s de 

radicaux conduirait à une production continuelle de 

lipoperoxydes et de malonaldéhyde dans les mitochon dri es 

(15) et à une accumulation intramitochondriale de 

lipofuschine (16). 

Plu s i eurs de c es inte r méd i aires étant très r éa c

tionnels, ils pourraient ré ag ir avec le DNA mitochondrial 

1 
1 

1 
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(DNA mt), qui est en contact physique proche avec la 

membran e interne (4) produisant une lésion du DN A mt que 

1 a mi tochon dr i e p·ou rrai t difficilement réparer du fait 

du manque apparent de mécanismes de réparation (3 0 ), ( 4), 

(21) , (3). Par exemple les produits de la peroxi da tion 

de lipid e s insatur é s pourraient réagir avec les groupe

ments aminés des acides nucl éiques (7) avec une augme n

tation concomitante de mutations (31). 

L'accumulation de lésion s non rép a r ées dan s le génd me 

mitochondrial provoquerait une synthèse inadéquate de 

protéine s de la membrane interne. 

En effet, le gé nÔ me mitochon drial est semi-auto nome , 

ribosomes et DNA mt étant impliqués dans l a synth ès e de 

sous-unités prot éiniques hydrophob e s pour au moins trois 

compl e xes enzym at iqu e s de la chaîne respir a toire de l a 

membran e interne (2 6). 

Suite aux l és ion s du DNA mt la division mitoch on dri a le 

ser a it i nh i bée , c e qui provoquerait un e r éduction du 

nombre de mitochondries avec l'âge, un e diminution de l a 

synthè se de prot éin es, un e dé t é rioration des performa nc e s 

phys iologiqu e s en r elation au x va riation s de l'environ

n ement et par conséquenc e de s performances de l'org a nism e . 

Cett e suite d 'év è nem ents a ét é propos ée à la sui te 

de travau x dans l es quels des mo dificati ons morp homé tri qu es 

et biochimique s ont é t é ob s ervée s en r elation av e c l' â ge 

des individu s . On observe en eff e t : 

- un e di minution du nombr e des mitoc hon dries ( 24). ( 25 ), ( 21 ). 

- un e di minution du nombre de crètes mitochondri a l es (2 4). 

- un e augmentation de la dens ifica tio n mitochondri a l e 

par accumul a tio n de lipofuschi ne (16). 

- une diminution du contrôle respiratoire par l' a cc ep 

teur (RCR) (11). 



- une augmentation de 25 % de la production de super

oxyd e (32). 

3. 

Nous avon s cru qu'il serait intéressant de soum e ttr a 

l'hypothèse de l'implication des mitochondries dans l e 

processus de vieillissement cellulaire à un te s t d ' expé

rime ntation le plus direct possible. Nous avons c ho isi de 

réaliser la microinjection de mitochondri es dans une 

cellule vivante et d'examiner les effets que cette incor

poration peut avoir. Cett e technique nou s perm et de 

suivre le comportemsnt mitochondrial et cellulaire tout 

en tenant compte des facteurs intracellulaires tels que 

la présence d'activateur ou d'inhibiteur ou une déficience 

en substrat. De plus, à la fois l'environnement cellulaire 

par la culture de cellules et mitochondrial par le choix 

des cellules injectées peut être contrôl é . 

? 
L'expérience que nous voulions réalis e r était 

d'inject e r des mitochondries isolées de jeune s c ellules 

dans de vieille s cellule s et r é ciproqu ement . Il fall 2it 

do nc d'abord obtenir des mitochondries i solées de fibro

bla st es et en tr ès bon état afin de ne pas fau sse r 

l'expérience. On verr F le s problèmes que cette purifi

cation a pu pos e r et dev ant les difficult és de cett e 

tâche, nous avon s dé cid é d 'utiliser des mitochon dri es 

de foie et de comparer l'effet de la micr oinjection de 

mitochond ries coupl ées et non couplé es sur le comp ort e

ment des cellules. 
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4. 

II. TRAVAIL EXPE RI ~ENTAL 

2-1. Essais de purification de mitochondries de fibroblastes WI-3 8 

2-1-1. Introduction 

Le but de c e travail étant d'étudier l'effet des 

mitochon dries sur l e comportement des cellule s , il nou s 

fallait tout d'abor d obtenir une fraction cont enant de s 

mitochondries purifiées et en bon état de fonctionn eme nt. 

Différents schémas de fractionnement subcellulair e 

utilisant la centrifugation différentielle et la c entri

fugation en gradient de saccharose ont ét é réalis és . Le s 

différentes étapes de la purification ont été contrôlées 

en suivant l'activit é enzym a tique d'enzym e s de référence 

associé s sp é cifiquement à certains compartim ents c ellulaire s . 

2-1-2. Mat ériels et mé thode s 

2-1-2-1. La cultur e de cellul e s 

Des fibroblastes humain s UI-38 sont cultivé s dans 

de s boîte s en plastique de 75 cm 2 et divi sé s en quatre 

après confluenc e . Les fibroblastes sont ensuite mis en 

cultur e dans des 11 rollers" de 60 0 cm 2 à une vite sse de 

D, 25 rpm dans les mêmes conditions dé crites par Remacle 

et al. ~D). Après 8 jours, le s cultures sont confluentes 

et les cellules prêtes pour les expériences de fraction

nement cellulaire. Le nombre de cellules lorsque les 

cellules sont jeunes est estim é à 32. 10 6 par roller, c e 

qui représente 5 à 6 mgr en quantité de protéines. 

2-1-2-2. Dosages enzymatiques 

La mesure de l'activité des enzymes de r é f é r en c e des 

structures subcellulaires permet d'estimer la proportio n 
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de ces structures dans chaque fraction obtenue. Les 

enzymes de référence et les conditions expérimentales 

des dosages sont repris dans le tableau I. 

5. 

Les résultats des dosages enzymatiques sont représentés 

selon le schéma classique de de Duve et al. ( 8) en 

donnant pour chaque enzyme son rendement et son activité 

spécifique relative (A.S.R.). 

2-1-2-3. Fractionnement cellulaire 

Les cellules sont récoltées selon une méthode modifié e 

de Tulkens et al. (34). 

Les cellules provenant de 6 rollers sont lavées deux fois 

avec 10 ml de tampon phosphate salin et une fois avec du 

saccharose 0,25 M contenant 3 mM de tampon imidazole à 

pH 7,4. Elles sont détachées de la paroi à l'aide d'un 

racleur en plastiqu e souple dans du sucrase □ ,25 n 
contenant de l'imidazole 3m~ à pH 7,4. La suspension 

cellulaire est centrifugée à 600 g pendant 10 minutes 

dans une centrifugeuse de table. Les surnag e ants sont 

prélevés par aspiration et le culot est resuspen du dans 

4 ml de sucrase à froid. 

Toutes les opérations suivantes sont effectuées à 

froid. Les cellule s resuspendues sont homog énéisé e s à 

l'homogénéisateur de Dounce et rompues par 20 passages du 

piston II tight "• Les opérations ci-d e ssus sont les mêmes 

quel qu e soit le fractionnement ultÉrieur. 

2-1-2-4. Centrifugation différentielle 

Les fractionnement par centrifugation différentielle 

ont été réalisés d'après Amar-Costesec et al (1). Les fractions 

(N,M,L,PS) sont séparées par centrifugations succes s ives. 

Les tam ~s de centrifugation ont été calculés d'apr è s la 



Tableau I Dosages enzymatiques sur des fibroblastes WI-38 d' aprés Remacle et al ( 2 L1). 

NOMS 

Cljtoc.hlr..ome 
Oxl}dMe 

N-Ac.étljl-B-V-
Gluc.oJ amüu.dat, e 

Ca.:taltt6e 

P~otUnu 

SUBSTRAT CONCENTRATION pH TAMPON AUTRES COMPOSANTS T°C TEMPS PROVUIT MESURE 

Cljtoch~ome C 20.6 µM 
~é.du.U. 

Méthylumbelli 7mM 
6~1Jlac.U:.am.i.do 
-2-dé.oXlj-6-V-
Gluc.o plJ~ano~-lde 

H202 1.3 mM 

V' 1 NCUBAT1 ON 

1.4 30 mM ~ocüum 0.02% Twon X-100 25 · 3 minutu 
phoJpha.te EVTA 0.05 mM 

3.5 50 mM JocUum O. 2% Twon X-100 31 1 heWte 
phoJpha.te albumine 1mg/ml 

8 25 mM 0.04% Twon X-100 25 45 minutu 
œdazol-HCl 

~elon la méthode de Low,r_y et al ( 13) • 

Cljtoc.hlt.ome C 
~uta.nt 

4-méthlJlumbel-
U6Mone 

H202 
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valeur de U et des distances entre l'axe du rotor, le 

haut et le bas de la colonn e de liquide. Les diff2rence3 

de temp s de centrifugation sont particulièrement impor

tantes pour des petits volumes de solution elles sont 

calcul ées d'apràs les résultats de de Duve et al. (8 ). 

Chaque fraction est resusp endue , homog énéisée avec un 

homogénÉisateur de Dounce et relav é e. Les surnageants 

sont c~mbin~s pour les fractionnements suivants. 

LE fractionnement est repr ~sen t~ de façon sch~~atique 

dans la fig. 1. 

Suapenaion cellulaire 

l 
Bomogfnat 

1700 :rpm 7 .2 -1 
W=J,9 • JO ra.a . sec 

N: resuapendue et lawe une fois 

1 
! final(fraction nuclfaire) 

s
1 

+ s
2 

• ! ( Extrait cytoplasmique ) 
1 8000 :rpm 

1 
!! : resuapendue et lavte une fois 

1 
!! finale 

15000 rpm 9 .2 _ 1 11=2, S • 10 racr-. sec 

1 
L : resuapendue et lawe une fois 

1 
!:_ finale 

Fig 1 Fractionne-nt par centifugation difftrentielle. 

Le• fractionne-nt& ■e font dan■ de■ tubes Becltman dan■ un rotor 

N"40 ■eut pour la fraction nucltaire (N) qui est prtpar6e dans 

une centrifugu■u■e International PR-J. 
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B. 

Résultats et discussion 

Tableau II 

Distribution des enzymes aprés centrifugation différentielle. Les valeurs 

représententent la moyenne de deux expériences! S.D. 

Les pourcentages de récupération sont compris entre 85 et 110 % 

Co n<.\tU:.u.a.nt M L PS 

% de l'homoglnat 
PILo:tUnu 10.9 + 0.34 9.89 ± 0.53 13.8 ± 1.42 65.4 ± 5.08 ... 

A.S.R. 

Cy:toc.hlr.ome 0.35 ± 0.08 1. 94 ± 0.17 2.42 ± 0.07 0.66±0.11 Oxyda6e 

N-Ac.Uyl-e-v- 0.49 ± 0.12 0.94 ± 0.10 2.37 ± 0.13 0.80 ± 0.06 Glu.c.o~ amlnida6 e 

Comme le montre le tableau II, la fraction mitochon

driale l~g~re (M) est enrichie deux fois en mitochondries 

(ASR de la cytochrome oxydase= 1,94) mais la fraction mito

chondriale lourde (L) est enrichie 2,5 fois en mitochondries 

de même qu:en lysosomes. Il est donc impossible par cette 

seule technique de centrifugation différentielle classique 

de purifier une fraction mitochondriale, sans avoir de con

tamination lysosomiale importante. 
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9. 

Nous avons alors décidé de préparer une fraction ML 

et de réaliser une étape supplémentaire de purification 

par équilibration isopycnique sur un gradient discontinu 

de saccharose. 

2-1-2-5. Gradients discontinus 

Les caractéristiques des gradients ont été déterminées 

sur base de données établies au laboratoire de biochimie 

cellulaire à Namur. Les limites de densités utilisées 

ont été choisies d'après les densités moyennes de la 

cytochrome oxydase et la N-acétyl-~-D-glucosaminidase 

(Fig. 2). Le principe de l'expérience était d'étu dier 

l'enrichissement en mitochondries des fractions situées 

aux interfaces 1.16-1.18; 1.16-1.19 ; 1.16-1.20 de trois 

gradients discontinus. 

La fraction ~L préparée par centrifugation différen

tielle est déposée sur trois gradients discontinus, dans 

des tubes Beckman du rotor SU 65. La composition des 

gradients est représentée dans la fig. 3. 

Les gradients sont centrifugés à 40 000 rpm pen dant 

2 h. 30 dans l'ultracentrifugeuse Beckman L5-65. Aprè s 

centrifugation, 3 bandes apparaissent aux interfacss ds 

densités. Le contenu des tubes est divisé en 3 fractions : 

- la fraction A située au dessous de la bande sup érieure 

- la fraction B située au niveau des interfaces de densit é 

1.16 et de la solution la plus dense, contient la ban c e 

médiane. 

- la fraction C, contient la bande inférieure situé e au 

niveau de l'interface de la solution de densit é 1.25. 

Les protéines et autres enzymes sont dosés pour ch a que 

fraction et représentés dans le tableau III. 
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Fig 2: Distribution des enzymes aprés équilibration isopycnique d'une 

fraction 100 000 g de fibroblastes WI-38 dans des gradiants 

linéaires de saccharose. La ligne en pointié correspond à une 

densité de 1.19, limitl de densité du gradient (2). 

1 0 • 
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1 2 3 
---- ---- -----
ML ML ML A 2ml 

0.2 ml 

1.16 1.16 1.16 B 2ml 

2ml 1.18 1.19 1.20 
C 

0.5ml 

Fig 3: La fraction ML préparée par centrifugation différentielle est 

déposée sur 3 gradiants discontinus de saccharose dont les 

caractéristiques sont reprises, les flêches représentent les 

limites des fractions A,B,C examinées. 

1 î • 



TableP.u III 

Propriétes biochimiques des différentes fractions : 

lB 

% Corr 

2B 

% Corr 

3B 

% Corr 

lB 

2B 

3B 

ML 

lB 

2B 

3B 

mg p.Mtüne. 

0.047 

21.4 

0.072 

28.0 

0.088 

48.3 

u. Cytoc.hlt.ome. 
OxydaJ.,e. 

2.86 

19.8 

8.27 

54.0 

9.26 

60.7 

% Ac.tivUé pait. ILa.ppoJLt a l'homog[na.t 

5.70 12.3 

7.50 33.6 

11.3 37.7 

A.S.R. ( ActlvUé Spé.c.i.6i..qu.e. Re.ûüve.) 

2.33 

2. I 6 

4.50 

3.34 

1 2 . 

u. N-Ac.Uyl-e-v
Glu.c.o-6 amJ..ru.daJ., e. 

60.02 

16.9 

189.7 

51.8 

266.7 

69.6 

3.50 

10.7 

14.4 

o. 775 

0.613 

1.43 

I .28 
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On constate que 

- plus la densité de la fraction B augmente, plus 

on arrête de protéines dans cette fraction. 

- l'activité de la cytochrome oxydase ainsi que de 

la N-ac é tyl-P-D-glucosaminidase augmente av e c la 

densité de la fraction B. 

- la purification des mitochondries dans la fraction 

28 est deux fois plus grande que dans la fraction 

ML mais l'on purifie également deux fois les 

lysosomes. 

Ces résultats montrent qu'il paraît difficile de 

purifier les mitochondries par des procédés classiques 

de centrifugation, la fraction obtenue restant contaminé5 

par les lysosomes. Les populations mitochondriales et 

lysosomiales paraissent donc proches en ce qui concerne 

leur coéfficient de Svelberg et ont des densités d'équi

libration qui se chevauchent de telle manière qu'il est 

difficile de les séparer l'une de l'autre même en jouant 

sur ces deux paramè tres. 

Nous avons alors pensé qu'il serait possible de 

modifier sélectivement le comportement des lysosomes en 

changeant leur densité ce qui permettrait alors d'isoler 

les mitochondries s ~r un gr adient de densité. L'accumu

lation de TRITO N WR-1339, détergent non-ionic, dans l es 

1 y s o s o m e s du f o i e de ra t e s t u n e m é th o de (2 7 ,2 8 ) de 

purification des lysosomes qui permet de les allég e r par 

rapport aux mitochondries, leurs principaux contaminants. 

2-1-2-6. Effet du TRIT ON WR-1339 

Nous avons adopté cette méthode de purification par 

traitement au TRITON WR-1339 (27, 28) à la culture de 

fibroblastes. Une étude préliminaire nous a permis de 
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1 4. 

déterminer sur base d'observations en microscopie pho

tonique le temps d'incubation nécessaire, ainsi que la 

quantité de triton WR-1339 adéquate. 

Les fibroblastes à confluence dans des boites de 

75 cm 2 ont j té incubés pendant des temps variable s dans 

du milieu contenant des concentrations croissantes en 

triton WR-1339 allant de 0,5 mg/ml de milieu à 5 mg/ml 

de milieu. D'une manière générale, une concentration 

supérieure à 1 mg/ml de milieu provoque après 12 heures 

une absence de confluence, des détachements cellulaires 

ainsi que quelques pycnoses. 

Une incubation au-delà de 24 heures est d'autant plus 

traumatisante que la concentration de triton WR-1339 est 

élevée. 

D'après ces résultats, nous avons décidé d'incuber les 

fibroblastes pend ant 24 heures à 37° C avec deux concen

trations de 1 mg/ml et de D,5 mg/ml de triton WR-1 33 9. 

Les cultures cellulaires se faisaient toujours dan s de s 

rollers et étaient lavées après incubation pendant 12 

heures avec du milieu frais. Il est à noter que la rota

tion des rollers en présence de triton WR-1339 n'affecte 

pas la culture de cellules en augmentant l'effet dé ter

gent du triton WR-1339. 

2-1-2-7. Gradients discontinus 

Le processus de centrifugation est le même qu'aupa

ravant. Les tubes du rotor SW-65 sont successivement 

remplis par 

(a) 0,5 ml de solution de sucrase, densité 1,25 

(b) 2 ml de solution de sucrase, densité 1,20 

(c) 1,5 ml de solution de sucrase, densité 1,14 (tube 1) 

1,15 (tub e 2) 

1,16 (tube 3) 



(d) 0,5 ml de solution de sucrase, densité 1,10 

(e) 1,20 ml de fraction ML. 

La composition est reprise dans la fig 4. 

1 5. 

Le gradient est centrifugé à 4000 0 rpm pendant 2 h 30 

(avec W = 1,5 10 11 rad~ 5-1). 

Les fractions A,B,C correspondent aux échantillons déli

mités par des flèches de la fig 4. 

Les résultats des dosages sont repris dans les tableaux 

IV et V. 

Les fractions A et 8 sont toutes deux enrichies en 

mitochondries et en lysosomes dans des proportions dif

férentes selon le type de gradient et la quantité de 

triton WR-133 9 dans le milieu de culture. 

Le triton WR-1339 allège une partie de la population 

1 
lysosomiale qui se retrouve à des densités de l'ordre de 

1,15 et 1,16. On retrouve cependant des ASR élevées pour 

la N-Acétyl-P-o-glucosaminidase dans la fraction B, c e 

dans une même pro ortion trit oo WR-1339. On cons-

tate aussi gue les mitochondries sont a lég~ P-~- - e 

tr a itement au triton. En effet, les ASR de la cytochrome 

oxydas e sont importantes dans la fraction A. Cet allège

ment, pour le moins surprenant, a aussi été observ É par 

Paul Tulkens (communication personnelle). Une explication 

possible serait la fixation du triton sur les mitochon

dries qui provoquerait ainsi un allègement de cell es -ci. 

Dans le but d'éviter une fixation éventuelle du 

triton sur les membranes mitochondriales, nous avons déci

dé de laver la culture c ellulaire pendant 12 heures avec 

du milieu contenant 1 % de serum albumine bovine. 

Pour mieux comprendre le comportement lysosomi a l et 

mitochondrial, nous avons r éalis é une s é rie de gradient s 
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1 2 3 
---- ---- -----
ML ML 

2ml 

ML A 

0.2 ml 

1.14 1.15 1.16 B 2ml 

2ml 1.20 1.20 1.20 

C 
0.5ml 

Fig 4: La fraction ML est déposée sur 3 gradients dis.continus de 

saccharose. 

Les volumes, densités et les trois fractions (A,B,C) examinées 

sont représentées sur le schéma. 
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Tableau IV Propriétés biochimiques des différentes fractions obtenues aprés centrifugation en gradi/nt 

de saccharose d'une fraction ML provenant de cellules incubées en présence de TRITON WR-1339 

à raison de O, Smg/ml de milieu. 

Le schéma des gradiants est donné à la fig 4. 

Con6ti;tuant 

P1totUnu 
( % homogéna.:t) 

Ctjtoc.h1tome. 
OxydMe. (ASRJ 

N 

4,74 

3, 14 

N-Ac.éttjl-B-V- 1 .36 
Glu.c.o.6 a.mi.nidM e. . 
(ASR) 

Ca.taia6 e. ( ASR l 1 , 9 o 

ML 

11 , 71 

3 ,9 5 

5,52 

PS 1A 1B 1C 

83 , 54 4 ,76 2,77 

0.46 8, 02 1, 54 0,43 

6,3 5 5,63 6,73 3,26 

0, 6Lt 

2A 28 2C 3A 38 3C 

6,92 1, 93 4,03 7,69 2, Lt5 2,77 

4,66 1, 94 0,71 4,90 3,56 1,58 

6,35 11 , 0 1, 77 5, 96 5,63 3,97 

2,27 6,05 3,30 

-> 
...J . 
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Tableau IV Propriétés biochimiques des différentes fractions obtenues aprés centrifugation en grad~t 

de saccharose d'une fraction ML provenant de cellules incubées en présence de TRITON WR-1339 

à raison de 1 mg/ml de milieu. 

Le schéma des gradiants est donné à la fig 4. 

Co M.tUuan.,t N ML PS JA 1B JC 2A 28 2C 3A 38 

PJt.otUnv., 
(% homogéna.:t) 9,51 7,77 82,72 2,46 1,99 1,64 3,40 1,05 2, 11 3,98 4, 10 

Cytoc.hJt.ome. 0, 13 1 , 88 1 , 01 3 , 40 1 , 24 0,38 2,63 2,76 0,26 3 ' .?_3_ D,83 
OxydMe. (ASR) 

N-Ac.étyl-8-V- 0, 18 5,56 0,66 1, 50 12,.4 3,34 7,28 7,51 1 , 86 7,73 4,95 Glu.c.o-6 a.min,,i.,dM e 
(ASR) 

COvta1.a..6 e (ASR) 0,27 2, 15 0,97 2,56 2,75 0,80 1, 7 6 3,89 1 , 91 

3C 

1,99 

D,39 

3,89 
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de saccharose analytiques 

Remargu e_: 

Une autre explication qui pourrait être envi sagée est 

l e f ait que les mitochondri e s sont sensibles à l a pr es sion 

hydrostatique. Le s conditions de centrifug a tion da ns les

qu ell e s nous av ons tr a vaill é pour r éalis e r l es s é pa r a tio ns 

en gradients discontinus sont à la limite des con dition s 

de ru pture des mitochondri es dé t e r min é e s pa r Wat t i a ux (29). 

Ainsi un allègement de la cytochrome oxydas e aurait pu 

aussi se produire par rupture de certaines mitoch ondri es . 

Dan s les gradients analytiques suivants, nous avon s 

volontairement diminué la vitesse de rotation à 29000 rpm 

afin d'éviter une interférenc e éventuelle de la pr e s s ion 

hydrostatique sur les résultats. 

2-1-2-8 Gradients continu s 

Troi s gra di ents continu s ont été r éali sés : 

- un premi e r gr ad ient contr6l e s a ns incubati on de TRITON 

WR- 133 9 et un l a va ge avec de la seru m a lbu mine bovin e ( SAB) 

- un se cond gra dien t a ve c un e incub a tion de TRITON UR -1 339 

e t un l a va ge a ve c de l a SAS 

- et un troisi ème gradient avec un e incub a tion de TRI TC~ 

UR- 1339 s a ns l a va ge avec de la SAB. 

Une fraction ML pr épar é e pa r c entrifugatio n dif fé r en

tiell e e s t déposée sur un gradient continu de s a cc ha ro s e 

da ns le s tube Beck man du rotor Sw 41 Ti. Le s tub e s sont 

r empli s success ivement pa r : 

( a ) D,5 ml d'un e solution de saccharo s e de de nsit é 1, 30 . 

(b) 8,6 ml d'un gra dient de saccharose dont la dens it é 

augmente lin éairem ent de 1,1 0 à 1,25. 

(c) 2 1 5 ml de la solution ~L . 
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Les gradients sont centrifugés pendant 16 heures à 

29.000 rpm (W=5,3.10 11 rad 2 sec-1). Dans de telles 

condition s , les particules subcellulaires sont proches 

de leur équilibre de densité ( 1 ). Le tube est coup é en 

14 sous fractions, qui sont pesées et chaque échantillon 

est soumis aux dosages enzymatiques. 

Les r ésultats des trois gradi ents sont repris res pe c

tivement sur les fig 5 , 6, 7 qui représentent la fréqu ence 

de chaque enzyme en fonction de s incréments de den s it é . 
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Fig 5: Histograrrnne de la distribution fréquende- densité des enzymes marqueurs aprés 

analyse en gradient de saccharose d'une fraction ML obtenue à partir de cellules 
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Fig 6: Histogramme de la distribution fréquence-densité des enzymes marque urs aprés 

analyse en gradient de saccharose d'une fraction ML obtenue à partir de cellule s 

cultivées en présence de TRITON WR-1339 et d'albumine. 
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Résultat s 

Le tableau VI reprend les médianes d6 densit~ d 1 Gqui

libration d'une fraction. ~ L correspondant aux div e r s 

traitements des cellules. 

Tableau VI 

Co M.t.Uua.11,t; ~a.Yl..6 TRITON 
+a.lbumùie 

a.ve.c. TRITON 
+a.lbumi.ne 

a.vec. TRITON 
.6 a.n6 a.lb wn-i.1 

Cy~odvr.ome. Oxycuu,e. 

N-Ac.é~yl-6-V-gluc.o 
~ am.i.nicuu, e 

1. 1860 

1 .2092 

1 • 1800 1. 1496 

1 • 1754 1 • 1350 

L'étalement de la distribution de la Ï'j-ac ét.yl -(1- 0-

glucosaminidase après traitement ci es cellules 2u T~ I ÎL. i·~ 

~R-1339 indique un allégement d'une partie seule~ent de 

la population lysosomi a le. On com~ren d ainsi l es r e cou

vre~ents d'activit é enzymatique avec la cytoc h r o~e oxyda 

se obtenus da ns les fractions 8 des ora dients di scont inus. 
~ . 

Sur base des résultats obtenus sur le foie 1 nous ncus 

attendions à un allégement plus marqu2 3 t plus unifor~s 

des lys osomes dans un 2 fourchette de densité ~e 1 ,1 4 à 

1 ~ 1 5 . 

La population lysosomiale es t donc cornp os~ s d ' h2 t é r o

phagolysosomes ~ différ en ts stades de phagocytose. :ette 

hsterogen~ité de s lysosomes do fibr □ bla st3s JI - 3: pour--rait peut-être s'expliquer par l'existence es sous-p~~u=-

lations lysosomiales différent e s. 

Une hétérogén é ité biochimique au sein de 13 po ~ulat ion 

lyso s omiale de fibroblastes d'embryon d~ ra t a aussi sts 
observé e (35). 
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On retrouve le maximum d'activité de la cytochrome 

oxydase à la densité 1,18, cette valeur est un peu plus 

faible que celle observée pour le foie de rat mais com

parable aux densités d'équilibration de mitochondries de 

la rate ( 6 ) , des muscles squelettiques (23) ou des f ibro

blastes d'ovaire de hamster s chinois (17). 

La distribution de la cytochrome oxydase est déplacée 

vers la gauche par le triton WR-1339 en absence de SAB. 

L'allégement des mitochondries observé précédemment lors 

des gradients discontinus est donc confirmé ! La den s it~ 

médiane d'équilibration est de 1,1496. Or les gradients 

discontinus avaient comme densité limite 1,14, 1,15, 1,16. 

Il est donc logique de trouver des mitochondries dans la 

fraction A. 

De plus, on note une nette protection de s mitocho n

dries par la SAB. Cette protection va dans l e sens de 

l'hypothès e d'une fixation de triton sur les mitochondries 

plutôt qu'une rupture de cel le s -ci pendant l e proce ss us 

de centrifugation. En eff et dans ce dernier ca s , on au r ait 

dû obtenir une di s tribution hétérogène de la cytochrome 

oxy dase pour les mitoc hondries non protég ées . 

La distribution de l a catalase est bimo dale , c e qu i 

pourrait êtr e dû à un r e largage partiel du contenu des 

peroxysom es . 

Conclu s ions 

L'utilisation du triton WR -1339 utilisé dans l e but 

d'affecter sélectivement les lyso s omes de fibrobla stes 

et de pouvoir ainsi purifier les mitochondries n 'e s t pas 
indiquée. Nous avons réus s i à éviter un allégement des 

mitochondries par l'utilisation de SAB dans le milieu de 

lavage mais la distribution des lysosomes reste trop 

étalée. 
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D'autres techniques auraient pû être envisagées 

notamment l'utilisation du dextran ( 5 ) , du plomb ( 2) 

ou de l'or colloïdal C:35) qui allourdissent les ly sosomes 

de foie de rat. Mais comme nous avons pQ le constater, 

les org an ites de fibroblastes ne se comportent pa s toujours 

co mme ceux du foie. 

L'isolation des mitochondries aurait peut-êtr e pû s e 

faire pa r cen trifugation isopycnique sur un gradient de 

métrizamide (2-(3-acétamido-5-N-méthylacétamido -2, 4- 6-

tri-iodobenzamido)-2-dioxy-D-glucose) , milieu qui permet 

de purifier les lysosomes (37). 

Nous n'avons pas utilisé la métrizamide c a r un e dé 

composition éventuelle de c el le-ci en iode et des modi

fication s éventuelles de s mitochondries auraient pû 

interférer dans l'interprétation des résultats de la 

microinjection. 

Une observation de mitochondries de foie de rat iso

l ées par un gradient de mé trizamide en microscopie 

électronique ne montre toute fo is pas de chang eme nt de 

celle-ci, par contre les peroxysom es sont détruite s par

ti el lem ent . 

Le but premier du mémoir e étant l'étude de l'effet 

de mitochondries injectées sur l e comportement de l a 

cellule, nous n'avon s pas voulu continuer les exp é ri en 

ces de purification de mitochondries de fibrobla stes e n 

culture qui con s tituerait certainement une rech e rche en 

soi et nous avons décidé de travailler avec des mitochon 

dries de foi e de rat. 
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2-2. Fl icroinjection de mitochon dries de f8i e de r a t c □ u plé2s 

et dé couplée s dans des fibr oblast es WI-38 

2-2-1. ~at é riel et m~thode s 

2-2-1-1. Fr ép ar a tion d'une fractio n rnitoc honc ri 8la ~~ f ois 

Un r a t ~istar femell e ( 1 moi s ) mis ~ j aun pand2n t 

20 he ure s e s t décapit é . Le fo i e est ~r ~l e v~: r efro i di d2ns 

une solution de sucras e froi d 0 ,25 n e t ho m~g é néisé da n s 

le rn ê~e milisu par le pas sag e d 'un pi s ton e n t 2flo n t ou r

nant à 3CCO rp m da ns un tub e en verre. 

L 1 homog ~na t e s t soumi s a u s ch~@ a expé rimental f i g ( 8) 

Homogénat de foie de rat 

1 700 rpm 
~ .• _,i -:i. 

VV:.-1 , 9 • ifO r.w. . ~ 

N lavée et resuspendue 

Af..500 tf"' 
31 z." 

M finale 

-,500 "!'" 

N finale 

Fig 8: Centrifugation différentielle. 

La fraction N est préparée dans un rotor 253 de !'International 

PR-J (tube JA 20). La fraction M est préparée dans un rotor N° 40 

Beckman. 
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Les surnageants S1 et S2 sont décantés à la pompe 

mécanique à environ 2 cm du culot formé par les noyaux 

afin d'éviter absolument le prélèvement de noyaux ou de 

matériel nucléaire qui viendrait boucher les micropi

pettes d'injection. 

Le surnageant S3 est décanté au maximum pour éviter l a 

présence de lysosomes dans la fraction~-

Le culot M final est resuspendu délicatement dans un 

tampon d'injection pH 7,2 avec 0 ,1 % d'albumine. 

Le tampon d'injection ( KH 2Po 4 4,55 mM ; K2HP0 4 
5, 45 mM ; KCl 70,5 0 mM ; NaCl 7, 05 mM) est port é à 

35 0 millio sm oles à l'aide de KCl, ce qui évite un e des 

tructi on de s mitochondrie s par cho c osmotique et pr évi en t 

ainsi un découplage immédiat des mitochondries. 

La suspension mitochondri a le est resuspe nd ue dans 

un homogénéisateur de Oounce par un passag e l ent du 

piston II lig ht II et port ée à une dilution fin ale de 1/2 

en ml/gr de foie. L'analyse biochimique d 'une tell e pr é

para tion a été effectu é e au la bo r ato ire sur ba se des 

enzyme s ma rqueurs: on peut estimer qu'elle conti ent 

au moins 20 % de mitochondrie s . 

2-2-1-2. 0x ypolarigrap hi e 

Le coupl age des mitochondrie s es t vé rifi é pa r oxyp o

larigraphi e . La con s ommation d'oxygène est mesur ée par 

un e él e ctrod e à oxyg ène de Clark in sé r ée dan s un e chambre 

d'incubation de 2 ml rempli e du milieu de ré a cti on e t 

maintenue sou s agit a teur magn ét ique. 

Le milieu de réaction est compos é de 20 mg de proté in es 

mitochondriales par ml, de saccharose □ ,25 Met de SAS 

0,1 %. Le milieu d'incubation est composé de Na 2 HP □ 4 
13 mM, KH 2 P □ 4 3 mM, MgC1 2 6 mM, Na F 12 mM, NaCl 13 mM et 
K Cl 84 mf·1. 
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Le stade 4 de la respiration est initié par addition 

de D,05 ml de succinate D,25 M est mesuré après qu e la 

consommation d'oxygène soit constante. Le stade 3 est 

mesuré après addition de D,04 ml d 1 ADP 10 mM. Le contrôle 

par l'accepteur ( RCR) est calculé par le rapport du t a ux 

de consom~at ion d 1 □ 2 du stade 3 et d~ stade 4 (38). 

Le RCR est un indica teur plus sensible d'un mauvais 

fonctionnement de la respiration mitochondriale qu e le 

rapport AOP/0 car il est affecté par des changeme nts soit 

du stade 3 (présence d 1 ADP ) soit du stade 4 (ab se nce d ' ADP ). 

Le succinate a été choisi comme substrat car il pro

duit des taux respiratoires maxima et est donc un rév é

lateur plus s e nsible des changements dans le taux de 

phosphorylation et de transport d'électrons. Le succin a te 

entre dans la chaîne des transporteurs d'électrons par 

l'intermédiaire d'une flavoprotéine au niveau de l'ubi

quinone entre le site 1 et le site 2. 

Il est à noter quoi que cela n'intervienne pas direc

tement dans les expériences qui suivent que l'activité de 

la succinate déshydrogénase et de la succinate oxy dase 

ne varient pas avec l'âge. 

Résultats 

Le RCR donne une indication précise de l'état phy

sique de la membrane mitochondriale interne. 

La diminution du RCR à partir d'une fraction M fraîch e 

ment préparée provenant d'une rate de 1 mois est lin é

aire au cours du temps. Cette diminution est dûe à la 

valeur de la respiration du stad e 3 de plus en plus faible 

(fig 9). 

Les mitochondries sont totalement découplées après 16 

heures à 4° C. 
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Fig 9: Diminution du contrôle respiratoire par l'accepteur (RCR) en 

fonction du temps ( détails dans le texte) • 
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Par la suite, les mitochondries ont été resuspen due s 

dans le tampon d'injection. Les résultats avec c e t ampon 

comme milieu d'incubation sont les mêmes que ceux 

obtenus av e c le tampon pr é c éd ent. 

Une diminution du RCR de mitochondries de foi e de 

rat avait déjà ét é soulignée chez des mitochon dri es 

provenant de rats agés comparés à des animaux j eun es (11). 

Cette diminution in vivo est donc accélér ée lorsqu e l es 

mitochondries sont gardé e s in vitro à 4° C. 

Ayant à notre disposition des mitochondries coupl ée s 

et découpl ées , nous pouvions les utiliser afin de l es 

inject e r dans des fibroblastes Lll-38 et comparer l' ef f et 

de c e tte injection au cours du temps. 

2-2-1-3. Techniqu e de microinjection 

La techn iqu e de microinjection d'une solution dans 

des fibrobla stes a été mi se au point par V. Henin (10). 

Cette techn ique a dû être adapt ée à la microi n j ecti on 

d'organites comme les mitochondries du fait de leur t a ill e . 

A- Le système d'injection r e pr é sent é à la fig. 10 est composé 

d'un micro s cope inv e rs é DIAVERT Le itz d'une unit é de 

microman ipul a tion comprenant un manipulateur démultipli é , 

et un bras d'injection. La pression d'injection se 

commande par l'unité d'injection reli ée aux bo mbones 

d'azot e . Une pres s ion de maintient empêch e le reflux dans 

la micropipette, la pres s ion d'injection permettant 

l'injection s e commande à partir un interrupteur on-off. 

8- La fabric a tion des micropipett e s 

Les capillaires d'injection sont d'abord siliconi s és 

dans une solution filtrée de Re pelcot e (Hoping & Llilliams ) 



Fig 10: Ensemble de microinjection 

(a) microscope inversé DIAVERT Leitz 

(b) micromanipulateur Leitz 

(c) démultiplicateur de mouvement 

(d) support de la micropipette reliée à l'unité de pression 

(e) interrupteur d'injection (ON-OFF) 

(f) bombone d'azote 

(g) unité de pression à 3 sélections - pression de maintient 

- pression d'injection 

- haute pression 

J2 . 
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pendant 1~ minutes puis l a vé es d3ns troi ~ b&in s suc c s s

s ifs d'e au de vill e~ d 1 8au déBi onisée Et di s till i2 pour 

enfin êtr e étuvées à 12 C° C. Le verre est rendu hydro

phob e par ad dition de groupements silicones. 

1 1 
- Si - OH Cl / CH3 - Si - 0 · CH 

1 ' 1 ' Si/ 
3 

0 + Si , 0 + 2 HCl 

s'· Cl/ '-..CH 1 -o/ '-.., CH - l. - OH 3 - Si 3 
1 1 

Ce traitement a été ren du néc essair e pour di ~inuer 

les bouchons de ~itochondri2s à l a sortie c~ la ~icro~ i

pett e qui e~pêcher a ient l'injecti on . 

Et irenent des c aoi llaires 

No us a von s ~talonné l'ap pa r e i l d ' ci tire8 ent 02s capil-

laires afin d'ob teni r un diaQèt r e int e r n2 2 l ' =x tr G~ i t ~ 

~a l' □ r ~ r e de 1 f m ± C,1 ,m. Il fallait d 'u ns pa rt pe r

mett r e le ~ass2ge des mit 8 c h □ n d ri es mai s ~ • Eu tr ~ ~ë rt 

~vit e r d2 fair e des trou s trop i rnpo rta nts.d2ns 1 2 J ~bra 

ns, ce qui aur3it pu être f2:a l pour les fibr col2stes . 

Les diam~tres i nternes et ex t e rn es ont ? t i c ~2 culé s 

d'a~r~s l es phot□ gra~hies obtenues en ~i crosccpis -~ 

b3layege (vcir fig 11) . 

0 - Les cellules provienn en t ~u repiquage ~ □ bs ît ~ ~~ cultur e 

~ la g &n~ration G 23 ; elles sont tr=n sfi ri ~s dons un 3 

boîte ds Pé tri (Falc on) e t inj ect &es 3 jour s cl~2 tEr : . 

Technioue ci 'inj ecti~n pr □ 2re~snt Gite 

La t e chn iqu e d~veloppée pa r V. Henin a i t ~ ~odifi~~ 

pour 12 micr::iinjecti on de :1it ,1ci1o n ,-j ri ':ê!s . 

L a r:, i c r □ ;:; i p G t t e r- 1 i n j '? c t i :J n e s t r P : ·, ;, l i s ~ l ' .:, i _. s ,.:: 1 u n 



Fig 11: Extérnité d'une rnicropipette en microscopie à balayage 

(G x 25 000) et en microscopie photonique en contraste 

de phase. 

Le diamétre interne est d'environ 1 µm. 
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fin capillaire, de la fraction mitochondriale diluée 

(1/2) pour former une colonne de liquide de 3 cm. Cett e 

colonne de liquide crée une pression hydrostatiqu e qui 

comprime les bulles d'air éventuelles, diminue leur dia

mètre et facilite leur remontée dans la micropipette. 

La micropipette est fixée sur le bras du manipulateur et 

amenée dans le plan de la cellule. 

La pression de maintien est choisie de façon adéqu a te. La 

cellule est injectée à proximité du noyau. 

Les cellules injectées sont entourées d'une marqu e r éali

sée dans le plastique sur la face inférieure à l'aide 

d'un diamant et à la face supérieure à l'aide d'une 

micropipette à bout arrondi. Cette dernière marque est 

nécessaire pour retrouver la cellule injectée lors de la 

préparation en microscopie électronique et empêche les 

fibroblastes injectés de migrer sur le fond de la boîte 

de Pétri. 

Le PBS est remplacé par du milieu de culture et la boîte 

est remise dans une étuve à co2 • 

La dilution finale de 1/2 de la préparation mitochon

driale a été choisie sur base de calcul de l'activit é 

enzymatique de la cytochrome oxydase par mg de protéines 

dans un e cellul e de fibroblaste. 

La quantité de mitochondries inject ée dépen d forte

ment du volume d'injection surtout du fait de l'utilisa

tion de micropipettes à extrémité assez large. Nou s avons 

veillé è ne pas injecter de trop gran ds volumes qui pro

voqu ent une dégénérescence cellulaire de suite après 

l'injection. 

On peut évaluer approximativement le nombre de mito

chondries injectées à une cinquantaine, soit un nombr e 

du même ordre de grandeur que celui initialement pr ése nt 

dans la cellule (12). 
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Résultats 

Dans un premier temps, nou s avons mis en pr ésence des 

mitochondries découplées et couplées en très gran d nombre 

(> 10 000 ) avec des fibroblastes sans les injecter (fig 12). 

Nous n'avons pa s observé pendant un e pério de de 48 

heures de modifications cellulaires quelles que soient le s 

mitochondries couplées ou non til · ées. \ 

U" '? 

On note cependan t une accumulation de mitochon dries 

au niveau de la membrane plasmique des cellules. Cet 

attachement des mitochondries sur la membrane cellula ir e 

pourrait être dû à une adhésion de l'albumine contenue 

dans le liquide d'injection et li é e aux mitochondries et 

à la membrane plasmique. 

Une premiere série d'expériences de microinjection 

a alors été réali sée afin de mettre ou non en évidencè 

une dégénérescence cellulaire après injection de mito

chon dries découplées ou couplé es . 

Ces cellules étaient mises ensuite dans une étuve à co
2 

et photographiées au cours du temps. 

Au total, 7 fibroblastes ont été injectés avec des mito

chondries coupl ées à 94 %. Après 24 heure s , un e seule 

était dégénérée. 

Pour 8 autres fibroblastes injectés av e c des mitochondries 

découplées ( RC R = 1), toutes présentaient des signes de 

dégénérescence à différents stades après 24 heur e s et 

mouraient après 48 heures. Les deux typ es d'injection se 

sont faits dans des conditions exp é rim e ntales identiques. 

Des cellules injectées av e c du tampon d'injection ne pré

sentent aucun changements, de même que les cellul e s non 

injectées. 

La dégénérescence de la cellule inject ée avec des 

mitochondri es couplées peut être causée par un e l és ion 

- - ------
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Fig 12: Mitochondries (m.t) dans le milieu cellulaire • 
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Fixation préférentielle des mitochondries au niveau de la 

membrane plasmique après 48 heures. Par la suite les cellules 

injectées avec des mitochondries couplées ne dégenérent pas. 

(G-x'+6o) 
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mécanique de la micropipette d'injection, bien que 

celle-ci ne soit pas apparue lors de l'inj e ction. Au mo

ment de l'injection, on évalue assez correctement la pré

cision de l'injection par l'observation suivante : la 

membrane plasmique d'une cellule correctement inject ée se 

r ef erme avec le retrait de la micropipette, ce qui s'ex

plique par la propriété fluide de celle-ci. Une cel lul e 

mal injectée gard e un point blanc à l'endroit d'injection. 

L'observation de ce point constitue le signe d'un e lésion 

mécanique. 

Morphologiquement, nous avon s fait les observ a tions 

suivantes après injection : 

Lorsque ce sont des mitochondries découplées qui sont 

injectées, on observe dans certains cas une dégén é re s cen

ce cellulaire rapide; après 4 heures, la membrane pla s 

mique est rompue à plu s ieurs endroits et le fibrobla s t e 

perd progressivement sa forme allongée pour s'arrondir, 

finalement la cellule disparaît sous forme de débris 

cellulaires (fig 13). 

Dans d'autres cas, on ob se rv e dans un premier te mps la 

formation d'agrégats qui pourraient être des mitochon 

dries situées aux extrémit és des prolongements cytopla s 

miques et qui semblent être éliminés bien que ce phéno

mène n'ait pas pu être observé comme tel. Par la suite, 

la cellule dégénère et meurt (fig 14). 

Il s'agissait d'une sorte de phénomèn e de protection 

cellulaire contre l'inclu s ion de matériel étranger en 

grande quantité. Une telle observation peut aussi être 

faite après injection de mitochondries couplées mais 

sans dégénérescence future de la cellule et elle a éga

lement été faite par V. Henin au laboratoire de Biochi

mie après injection du cytochrome b5 marqué à la pe roxy

dase (non publiés). Elle pourrait être confirmée en 

réalisant l'autoradiographie après injection de mitochon

dries marquées au[3H]. 
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Fig 13: Evolution d'un fibroblaste WI-38 injectés avec des mitochondries 

découplées (détails dans le te xte). 



I 
Fig 14: Fibroblaste injecté avec des 

mitochondries couplées aprés 

24 heures.(La flêche indique 

l'endroit d'injection et les 

mitochondries). (Gx 460) 

cl 

I 

Fibroblaste injecté aves des 

mitochondries découplées aprés 

24 heures (à droite). Fibroblaste 

non injecté (à gauche). 

I 

• 

Les flêches indiquent une accumulation de matériel foncé qui pourrait 

être les mitochondries injectées. 
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Dans une deuxième série d'expériences, nous avons 

voulu étudier d'un point de vue qualitatif l'évolution de 

cellules injectées. 

Plusieurs boîtes de cellules ont été injectées à 

différents temps puis placées dans une étuve à co2 à 37° C. 

Après divers temps d'incubation, les boîtes sont prévev ées , 

les cellules fix ées et enrobées afin d'être observées en 

microscopie électronique, d'après la technique de M. Raes 

et al (19). 

Nous pouvons donc comparer des cellules injectées pr é

sentant des temps d'incubation différents. 

Au total, 35 cellules ont été injectées. Les résultats 

observés dans l'expérience précédente sont ici confirmés 

pour un nombre plus élevé de cellules injectées quoi que 

les temps d'incubation étaient moins longs. 

Les cellules injectées avec des mitochondries couplées 

et fixées après 5 heures ne présentent pas en microsco pi e 

électronique de changement visible. Les cellules observées 

ont un aspect morphologique norm a l (fig 15, 16). 

On observe des mitochondries allongées typiques des fibro

blastes et des mitochondries plus arrondies qui pourr a i ent 

provenir de la microinjection. L'autoradiographie pourrait 

confirmer de mani è re plus formell e cette assertion. 

Certaines c e llules injectée ~ avec des mitochondries 

découplé es présentent après 8 heures une dégénérescenc e 

tr ès marquée. On distingue tr ès nettement le détache~ent 

et le gonflement de s membranes nucléaires, une dissoluti on 

du matériel nucléaire, des gonflements du RE avec par 

endroits, formation de vacuoles, les mitochondries sont 

gonflées et on note une réduction des crêtes mitochon

driales, la membrane plasmique, enfin, est rompue. 
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Fig 15: Vue d'ensemble d'un fibroblaste injecté avec des mitochondries 

couplées.On distingue le noyau (n) et les deux membranes 

nucléaires (mn); des mitochondries de tailles différentes (mt) 

des microfilaments (mo); des dyctiosomes (d) ainsi du RER. 

(G X 2300) 

Fig 16: Détails de la micrographie ci-dessus. Les mitochondries ne 

présentent pas de modifications morphologiques; les crêtes 

mitochondriales ainsi que la rnenbrane e x terne sont intactes. 

G X 23000) 
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Toutes ces caractéristiques sont la preuve d'une 

dégénérescence cellulaire avancée. Nous montrons aux 

fig 17 et 18 des photos montrant le caractère final de 

la dégénérescence. 

--- - - ------
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Fig 17: Noyau d'un fibroblaste dégénéré. Les deux membranes nucléaires 

sont séparées par endroit et forment des poches. Le matériel 

nucléaire est lysé en partie. 

Cette micrographie est typique d'un noyau en dégénérescence 

avancée. 
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Fig 18: Aspect gonflé des mitochondries 

dansun fibroblaste injecté avec 

des mitochondries découpleés. On 

note une diminution du nombre de 

crêtes. 

Les mellbranes mitochondriales sont , 

fragmentées à certains endroits. 

Le matériel matriciel est lysé et 

on note la membrane plasmique (mp) 

dicontinue. 
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Conclusion. 

La microinjection de mitochondries découplées provoque 

une dégénérescence cellulaire. Il serait intéressant de 

noter que cette dégénérescence est morphologiquement 

identique à ce l le provoquée par une exposition à un e 

haute pression d' □ 2 générant des radicaux libres 
Plainchamp (18). 

Nous pensons que la dégénérescence observée pourrait 

s'expliquer de deux manières. 

D'abord l'incapacité pour les mitochondries injectées de 

phosphoryler l'ADP en ATP entraînerait un déficit 

ATPasique et une consommation continue de NADH qui 

dépasserait le point de non-retour de l'homéostasie 

cellulaire. 

De plus, les mitochondries abimées pourraient produire 

des radicaux libres toxiques pour la cellule. 

On a déjà signalé que le vieillissement cellulaire 

augmentait la quantité de radicaux superoxydes de l'ordre 

de 25 % pour des mitochondries de coeur de rat, et que 

le RCR diminue chez les animaux ~gés (11). Afin de véri

fier si cette explication était valable, nous avons 

voulu savoir si le découplage mitochondrial pouvait 

provoquer une augmentation de la production de radicaux 

libres générés par les mitochondries. L'inverse a été 

montré par H. Nohl (33), à savoir que le système générant 

des radicaux libres entraînait des changements de la 

phosphorylation oxydative et de la respiration comparables 

à ceux observés chez de vieux animaux. Ces effets étaient 

complètement inhibés en présence de superoxyde dismutase 

et de catalase indiquant une participation des radicaux 

libres et de H 2 □ 2 dans les changements observés. 

Ainsi le découplage mitochondrial pourrait être causé par 

une production de radicaux libres qui à leur tour diminu

eraient le couplage, créant un cercle vicieux conduisant 
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à une dégénérescence accélérée. 

La technique de mesure des radicaux libres par bio

luminescence de la lucigénine (14) étant très sensible, 

nous l'avons choisie afin de mettre en évidence un e 

production éventuelle de radicaux libres par le s mito

chondries. 

2-2-2. Mesure de la production d 1 0
2
•(-) 

La consommation d'oxygène par oxypolarigraphi e et la 

production d'0
2
•(-) par bioluminescence ont été mesurées 

simultanément sur deux échantillons de mitochondries 

provenant d'un même fractionnement. Les résultats reportés 

en graphique sont repris à la fig (19) ainsi que les détail s 

expérimentaux. 

Le profil de consommation d' 0 2 par les mitochondries 

est normal, on constate une phosphorylation de l'A DP avec 

une consommation d'0 2 qui s'accélère et une chute de la 

vitess e d'utilisation de 1 1 02 lorsque tout l'A 0P a été 

phosphorylé. L'oligo mycine est un inhibiteur de l a 

consommat ion d 1 □ 2 et de la pho s phorylation. Cet ag ent 

n'inhibe pas directement les transporteurs d'électron s 

de la chaine respiratoire, mais empêche la phosphorylation 

ou rég énération de l'ATP. Cett e inhibition a cep enda nt 

comme conséquence d'interrompre le transport des éle ctron s 

tant que l'én e rgie potentielle de la mitochondrie n' es t 

pas utilisée. Cette inhibition e s t levée par le 2,4- di

nitrophénol qui dissipe cette énergie. 

Parallèlement à cette évolution, on a mesur é la 

quantité relativ e d 1 □ 2 • (-) produits et l'on constate que 

l'addition d'ADP diminue fortement la production d' □ 2 ·(-) 
les électrons sont capt és nor~alement par 1 1 0 2 comme 

dernier accepteur. L'addition d'oligomycine qui inte rrompt 
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le transport des électrons, produit des électrons sup

plémentaires qui réduisent de manière monovalente l'oxy

gène et créent des radicaux libres. la production est à 

nouveau réduite en présence de 2,4-dinitrophénol qui 

active la consommation d'oxygène avec dissipation de 

l'énergie. 

On s'aperçoit que l'état dans lequel se trouve la 

mitochondrie influence la production de radical □ 2 •(-)_ 
Les premiers résultats sur l'effet du couplage sur la 

production d 1 □ 2 •(-) indiquent qu'il n'y a pas de relation 

immédiate entre le découplage et la production des radi

caux □ 2 •(-). Ces résultats étant préliminaires, nous 

avons préféré ne pas les inclure ici. 

Conclusion 

Ainsi donc les mitochondries sont productrices de 

radical □ 2 • (-). Cette production dépendant fortement de 

l'état de la mitochondrie, il n'est pas exclu que c e s 

radicaux puis sent s e rvir de base à la dégénére s c e nc e 

cellulaire observée après microinjection de mitochon dri e s 

découplées. Dans ce cas, l'hypothèse de l'implication de s 

mitochondries dans la dégénérescence liée au vi eillis s e

ment s e rait renforcé (fig 20). 

Ces résultats demandent évidemment à être vérifiés 

sur un plus gran d nombre d'injection s et à être suivis 

d'expérience s complémentaires en utilisant co mm e dé jà 

signalé des mitochondries marquées [3H] mais aussi des 

injections simultanées de superoxyde dismutase ou autr e s 

agents trappeurs de radicaux. 



? 
mltocllondrl-■ 

decoupleH 

1 

radicaux prot61nee de la ,,nth61e de1 
~ membrane -llbrH Interne protéine, 

' ' peroxrde1 
DNA ATP\ performance, 
mltocllondrlal PIIJ1lologlquH 

' ' repllcatlon r61l1tance aux 
111alonald6llrde ...__ ..... 1tre11 de 

mltocllondrlal• •· •nwlronement 

' 11 pofueclllne 

Fig 20: Hypothése du "vieillissement" mitochondrial comme origine d'un vieillissement 

cellulaire. La production de radicaux libres par les mitochondries découplées 

n'a pu être déroontrée de façon reproductible. 

U I ,... .. 



51. 

B I B L I 0 G R A P H I E 
--------------------------------------------------

( 1) - Amar Costesec, Beaufay, H. , Wibo, M. , Thines-Sempo ux, 

D. , Feytmans, E. , Rabbi, r1. , Berthet, J. (1 9 74) 

J. Cell. Bio. §.1, 20 1-212. 

( 2 ) - Arborgh, B. , Ericsson, J. L. E. , Glausmann, H. (1 9 75) 

Me thod for the isolation of iron loaded ly s os ome s 

from rat liver. FEBS Lett. g, 190-194. 

(3 ) - Backer, J. Vi . , Weinstein, I.B. (1972): fUtochondrial 

and nuclear genes specifying the mitochondri a 

genetic apparatus in neurospor a crassa. Proc. 

Natur. Sei. USA , .§2., 137 1-1374. 

( 4) - Sauer , W. , Vinogr a d, J. (1 968 ) : The interaction of 
closed circular DNA with intercalating dyer. 

J. mol e c. Biol. l2,, 141-171. 

( 5 ) - B eau f a y , H • ( 1 9 6 9 ) : f'i e th o d s f o r th e i s o 1 a t i on o f 

lyso s omes . Ly s osome in Biology and Pathology. 

North- Holl a nd Publis hing c0 , Amsterdam. 1, 51 6- 546 . 

( 6 ) - Bow e r s , lJ . E. , Finkenstae dt , J. T. , de Duv e , c. ( 19 67) 

Lyso s omes in lymphoïd tissues. J. Cell. Bi ol. 

g , 32 5-33 7. 

(7) - Chio, K. S. , Tappel, A. L. (196 9 ) : Synthesis an d 
char a cte rization of th e fluorescent products 

de rived fro m malonaldehyde and amino acids. 

Biochem i s try, N.Y. ~, 2821-2 82 7. 

( 8 ) - de Duv e , C. , Pressmann, B.C. , Gianetto, R. , Watti aux, 

R. , Appelm a ns , F. (1 955) : Tissue fraction studi es. 

Intracellular distribution patterns of enzyme s in 

r at liver tis s ue. Biochem. J. §.Q., 604-617. 



~------ ----- --- -

52. 

( 9 ) - r 1 e min g , J • E • , ~li g u e 1 , J • , Co t t r e 1 , S • F • , Yen go y an , 

L.S. , Economos, A.C. (1982) : Is cell ageing 

caused by respiration-dependant injury ta the 

mitochondrial genome? Gerontology. Z,§_, 44-53. 

(10) - Henin, V. Mémoire présenté pour l'obtention du grade 

de Licencié en Sciences Zoologiques. (FN DP ) 1982 

(non publié). 

(11) - Horton, A. , Spencer, A.J. (1981) : Decline in respi

ratory control ratio of rat liver mitochondria in 

o 1 d a g e • ~1 e ch an i s m o f A gin g an d D v 1 p t • 11, 2 5 3 - 2 5 9 • 

(12) - Lipetz, J. , Cristofalo, V.J. (1972) : Ultrastructural 

changes accompanying the aging of human diploid 

cells in culture. J. Ultrastructure Res. 12,, 43-57. 

(13) - Lowry, O. , Ros e brough, N. , Farr , Randall, R. (1951) 

J. Biol. Chern. 19 3 , 265-275 . 

( 1 4 ) - ~1 a r b ai x , J • ( 1 9 8 4 ) : f·l é rn o i r e p r é s en té p ou r 1 ' o b t en t i on 

du grade de Licencié en Sciences Zool ogiq u es . 

(F N~P ) non publi é . 

( 1 5) - ~li g u e 1 , J • , Lund gr en , P • R • , Johnson , J • E • ( 1 9 7 8 ) 

Spectrophotofluorornetric and electron micro

scopie study of lipofuscin accumulation in the 

testis of aging rnice. J. Geront. ll, 5-1 9 . 

( 16 ) - ~iguel, J. , Econornos, A.C. , Fleming, J. , John son , J. E. 

( 1 9 8 0 ) : f-li toc ho n d ri a 1 r o 1 e in ce 11 agi n g • E x p • 

Gerontol. 12,, 575-5 91 . 

( 1 7 ) - ~1 u m o , T • R • , D a n i e 1 , f l • R • , D i n g 1 e , J • T • ( 1 9 6 4 ) 

Lysosomes in chinese hamster fibroblasts in 

culture. Exp. Cell. Res. ,22, 515-530. 



53. 

(18) - Plainchamp D. (1984): ri émoire présenté pour l'obtention 

du grade de licencié en Sciences Zoologiques. 

(FNDP) non publié. 

(1 9 ) - Raes, r1 . , Remacle, J. (1983) : Aging of Hamster embryo

fibroblasts as the result of both differentiation 

and stochastic mechanisms. Exp. Geront. ~, 223-240 . 

(2 0 ) - Remacle, J. , Houbion, A. , Houben, A. (198 0 ) 

Subcellular fractionation of WI-38 fibrobla s t s . 

Compar a ison be tween young and old cells. Bioc h . 

Biophy. Acta. §]Q, 57-7 0 . 

(21) - Samorajski, T. , Friede, R.L. , 0rdy. (1 9 71) : J. Ge r ont. 

~' 5 42 . 

(2 2 ) - Slonim s ki, D. P . , Pe rro din, G. , Croft, J.H. (1 968 ) 

Et h i dium brom id e in duc ed mutation of yea s t mi to 

c hondria: compl e ts transformation of cell s into 

r espiratory d e ficient non chromosomal 11 petit es 11 • 

Bioch e m. Biop h ys. Res. Comm. lQ., 23 2- 235. 

( 23 ) - Stag n i , W. , de Be rn a rd, B. (1968) : Lysosom a l enzy me 

activity in rat and beef sk e letal muscle. Bioc h em . 

Biophy • . Acta. 17 0 , 129-1 39 . 

(2 4 ) - Tate, E.L. , Herberner, H.G. (1 9 76) J. Ge rontol. 31 _, 129 . 

(2 5 ) - Tonna, E.A. , Se ver s on, A. R. (1 9 71) J. Ge rontol. ~, 1 86 . 

(2 6 ) - Tzagoloff, A., r·l ancino, G., Sebald, Ll. (1976) 

Mitochondrial genes and translation product s . 

A. rev. Biochem. i§., 419-444. 

(27) - Llattiaux, R. (1 96 3) : Influence of the injection of 

Triton WR-133 9 on the properties of rat-liver 

lysosom e s. 



~ ----- - - - - ------ - - - - -

54. 

(28) - lJattiaux, R. (1966) : Etude expérimentale de la sur

charge de lysosomes. Thèse d'agrégation de 

l'Enseignement supérieur. u.c.L. 

(2 9 ) - \Jattiaux, R. (1 9 7 4 ) : Behaviour of rat-liver mitochon

dria during centrifugation in a sucrase gra dien t. 

f•î ol. Cell. Biochem. i, 21-2 9 . 

(3 0 ) - \Junderlich, V. (1 9 72) : Studies on nitrosodiumméthyl

amine preferential methylation of mt DNA in rats 

and hamsters. Chem. Biol. Interactions. i, 81 - 89 . 

(31) - Yace, T. ri . (1979) : Mutag e nicity and cytotoxicity of 

malonaldehyde in mam malian cells. Res. Ag. Dev. 

11, 137-14 4 . 

( 3 2) - No hl, H. , (1 9 7 8 ) : Do mitochondria produce oxyg e n 

radicals in vivo? Eur. J. Biochem • .§1., 563-5 67. 

( 33 ) - Nohl, H. , Breuning.er, V. , He gner, D. (1978) : Influ

enc e of mitochondrial radical formation on energy

link e d respiration. Eur. J. Biochem. 2.Q., 3 8 5-390. 

( 3 4 ) - Tulkens, P . , Beaufay, H. , Trouet, A. (1 9 74 ) J. Cell. 

Biol. fil., 383 - 40 1. 

(3 5 ) - \Jattiaux, R. , lJattiaux-d e Coninck, S . , Ronv eau x

Dupal, 1\1-F., Dubois, F. (1 978): Isol a tion of 

r a t-liv e r ly s osomes by i s opycnic centrifugation 

in a metrizamide gradient. J. Cell. Biol. 

7 8 , 3 4 9 -3 6 8 . 




