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Résume.

Dans ce travail, un protocole d'incorporation de leucine radioactive dans les protéines a été
adapté aux contraintes matérielles d'un laboratoire spatial, en particulier, volumes d'incubation
réduits et manipulations expérimentales minimales. Les protéines ont eté isolées par
précipitations successives & 1'esu et su TCA (Seglen, 1976) & partir d’hépatocytes de rat
incubés de 50 & 200 minutes en présence de leucine tritiée. Le taux d'incorporation de leucine
totale obtenu est de 9016 pmoles/min/mgr prot. Les expériences réalisées mettent en évidence
essentiellement la composante passive de l'incorporation de la leucine dans la cellule, et
V'excrétion des protéines néosynthétisées dans 1e milieu d'incubation.

Abstract.

3H leucine has been incorporated in proteins of isolated rat hepatocytes in suspension. The
experimental protocole was adapted to the constraints of the SPACELAE, to provide & valable tool
for the study of microgravity conditions on some of the major metabolic pathwaus of the liver
cell. The proteins have been isolated by running precipitation of water and TCA from rat’s
hepatocytes incubated from 50 to 200 minutes with [Z H]-1eucine. The total incorporation rate
of leucine obtained is 9018 nmol/min/mgr prot. Results indicate that the captation of leucine by
the isolated hepatocyte is due to a passive input, and the excretion of the neosynthetised proteins
in the incubation medium.
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Ce travail s'inscrit dans le cadre d'une recherche menée par la NASA et
I'ESA (European Space Agency) afin de tester certaines expériences dans un
environnement spatial et plus spécifiquement en microgravité. Celles-ci
permettront une meilleure compréhension des mécanismes développés par
~ les systémes vivants sur terre pour contrer les effets de 1a gravité.

Les scientifiques voudraient mener & terme des expériences sans avoir &
subir 'entrainement intensif des astronautes et dans un méme temps, étre
capables de réutiliser 1'équipement expérimental et de rapporter différents

spécimens pour des analyses plus complexes en laboratoire.

1. MATERIEL UTILIEE POUR L'ETUDE EN MICROBRAYITE .

1.1 Materiel spatial.

1.1.1 le laboratoire spatial.

Le laboratoire spatial est une unité de recherche pouvant étre embarquée &
bord de 1la navette spatiale et est constitué de deux éeléments
indissociables:

- le module, souvent associé au nom “spacelab”, comprend le “coeur” et
les segments expérimentaux, le tout formant un laboratoire en
microgravité ou 1'on peut travailler “en bras de chemise”.

- la palette, sur laquelle les instruments devant étre directement
exposés & l'environement extérieur ({(radiations,observations.)

peuvent étre montés.
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Figure n®1 : Configuration du Biorack.
(ESA bulletin n°36, novembre 1983)
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Bien que les scientifiques doivent subir un entrainement minimum, le
spacelab est congu pour étre utilisé par des personnes n'étant pas
nécessairement des astronautes.

lls auront 1'avantage de travailler en microgravité tout en utilisant des

instruments qui leur sont familiers.

Le spacelab offre une grande flexibilité d'aménagement afin que différentes
disciplines puissent étre etudiées cote a cote, ceci donnant un avantage

economique en plus d'une stimulation intellectuelle.

Une équipe de six personnes, nécessaire pour effectuer toutes les

expériences scientifiques, serait constituée :

— d un pilote,

— d" un commandant,

— de deux scientifiques s'occupant des expériences sur le comportement
des individus et pouvant se préter a des tests d'investigation médicale,

— de deux astronautes responsables de I' aménagement des ressources du

spacelab et qui assisteraient les deux scientifiques.

1.1.2 Le "Biorack".

Le Biorack est un élément multifonctionnel procurant 1environnement
expérimental spécifique aux recherches dans le domaine cellulaire et

physiologique. {Figure n°1)
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Figure n®2 : Séquence générele du déroulement de la mission
spatiale.
(ESA bulletin n°47, aolt 1986)




Les éléments principeux du Biorack sont :

- Les deux incubateurs dont 1'un travaille de 18°C & 30°C et 'autre de
30°C & 40°C .Ces incubateurs contiennent des racks pouvant accueillir
les huit containers renfermant les spécimens biologiques. Parmi ces
racks se trouvent notamment des centrifugeuses permettant de
recréer une gravité 1G en orbite afin de pouvoir isoler les effets de la
microgravité d'autres effets éventuels dus au vol dans I'espace.

-Le compartiment en verre assure un haut nivesu de propreté dans une
aire de travail manuel sans risque de contamination. Ce compartiment
offre certaines facilités pour 1'emploi ultérieur d'appareils
microscopiques, photographiques et videographiques.

-Le frigo et le réfrigérateur fournissent un environnement adéquat pour

le stockage pré- et post- expérimental.

Afin d'obtenir les meilleurs résultats possibles, différentes conditions

doivent étre remplies {Figure n°® 2);

-Contrdle des conditions de température avant, pendant et aprés le vol.

-Enregistrement de tous les paramétres de 1'environnement pendant le
vol.

-Duplicat de chaque expérience, de préférence dans un deuxiéme Biorack
pour @liminer les effets inconnus.

-Contréle simultané au sol et dans les mémes conditions
expérimentales. Une communication directe et constante avec 1'équipe
de contrdle au sol est établie pour signaler les changements éventuels

pouvant intervenir dans le déroulement des expériences.




Lors de 1a mission D-1{aolit 1986), 14 expériences de 5 pays différents ont
eté sélectionnées par I'E.S.A pour le vol dans le biorack du German D-1.

_ Expériences sur la structure cellulaire: distribution des composés
cellulaires dans les globules rouges de mammiféres, polarité spécifique des
leucocytes, structure et prolifération des Paraméciums.

_ Expériences sur la prolifération cellulaire: sur les spores bactériennes en
mesurant 1a densité optique et sur E.Coli en observant I'effet de différents
antibiotiques.

— Expériences sur le fonctionnement cellulaire: au niveau du comportement
des cellules de Physarum, au niveau du rythme circadien chez
Chlamydomonas et au niveau de la réactivitée decroissante des lymphocytes
du systéme immunitaire dans le sang des astronautes.

— Expériences sur les intéractions bactériennes: conjugaisons, infections et
intéractions artificielles.

— Expériences sur la différenciation cellulaire: au niveau de 1'embryogenéese
des amphibiens Xénopus et étude de l'effet des radiations sur les oeufs
d'insectes.

{ESA bulletin n°47, ao(t 1986).

Les expériences concernant les bactéries ont révelé une augmentation trés
nette de leur prolifération ainsi qu'une résistance accrue aux antibiotiques.
Les expériences au niveau des cellules humaines responsables de la
reconnaissance et de 1'@limination de matériel étranger par production
d'anticorps, semblent démontrer que la microgravité inhibe souvent
complétement le processus d'activation des globules rouges et ceci aussi
bien dans les échantillons sanguins de 1'équipage en vol qu'a partir
d'echantillons prélevés avant le vol et mis en culture.

En plus de l'intérét scientifique de ces resultats, une importance pratique
peut donc étre dégagée pour les risques de maladies infectieuses atteignant

souvent les membres de 1'equipage pendant le vol.




Il n'y a actuellement plus de doute quant aux effets de la microgravité sur
les cellules et ces études peuvent donc étre utilisées afin de mieux
comprendre certains des nombreux effets de la microgravité sur les
organismes et rétrospectivement, de mieux comprendre les mécanismes de
fonctionnernent normal des cellules dans leur environnement.

Deux phénomenes majeurs, en particulier, la proliféeration et 1la
differenciation cellulaire, semblent étre affectés et ceci peut donc

suggérer de nombreuses expériences pour 1'avenir.

1.2. Matériel biologique.

Le but de cette recherche étant 1'étude du métabolisme cellulaire en
microgravite, deux facteurs importants doivent étre pris en considération :
— le matériel bioclogique étudié doit posséder des voies
métaboliques caractéristiqﬁes;
— i1 doit étre compatible avec le protocole expérimental se

conformant aux contraintes matérielles du spacelab.

Le matériel biologique utilisé est la cellule hépatique, celle-ci jouant un
role important dans V'organisme et présentant une grande diversité de
fonctions ainsi que des voies meétaboliques trés caractéristiques. Le
protocole expérimental envisagé est celui des hépatocytes isolés en
suspension, permettant de répondre eux contraintes d'incubation et de

prélevement rencontrées.




Sinugoids
E;o're\oliculi C

. T
Bile Duct \e

7,
N
Aﬁ;

D l’ 2
e,
RS

ronch
rtol Vein

Bronch
Hepotic Artery

Figure n°®3 : Agencement des hépatocytes en travées.

(Extrait de Bloom and Fawcett, 1975)




1.2.1 Le foie.

Le foie est un des organes stratégiques de l'organisme; il permet
i'absoiplion de substances & partir du tractus gastrointestinal. Une des
fonctions les plus importantes de cet organe est de former la bile, solution
aqueuse contenant des acides biliaires, des pigments, du cholestérol, des
phospholipides, et des protéines dont quelques enzymes (Bloom & al, 1975).
Le foie, constitué de quatre lobes recouverts de la capsule de Glisson, est
divisé en lobules de section hexagonale contenant plusieurs types
cellulaires: hépatocytes, cellules endothéliales, cellules de Kupffer, "fat
storing cells™ et plus rarement “pit cells”.

Les hépatocytes sont des cellules polarisées hautement differenciées. lls
représentent & eux seul 90 & 95% du poids total de I'organe {Klassen & al,
1984). Ces hepatocytes sont assemblés en travées de Remak separées, par
I'espace de Disse, d'un sinusoide {Figure n°3). Le lobule est formé de
I'assemblage de ces travées autour de la veine centrolobulaire. L'espace
porte, & l'extrémité de chaque lobule, est constitué entre autre d'une
branche de 1'artére hépatique et de 1a veine porte. Le canalicule biliaire est
délimité par V'invagination membranaire de deux hépatocytes voisins. Les
canalicules se rassemblent pour former le canal biliaire interlobulaire et
ensuite le canal cholédoque qui va s'ouvrir dans le duodénum.

Le sang, arrivant au niveau de 1'espace porte, est drainé par les sinusoides.
Ces sinusoides ayant un endothélium fenestré, certaines substances du
plasma passent dans 1'espace de Disse puis sont captées par I'hépatocyte
{Bloom & al, 1975).

Les hépatocytes in vivo sont donc fortement polarisés pour permettre ce
transport: deux pdles morphologiques et fonctionnels distincts peuvent étre
observés au niveau de la membrane canaliculaire et de la membrane

sinusoide.
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cycle entérohépatique.




1.2.2 Les acides biliaires.

Les acides biliaires, synthétisés dans les hépatocytes a partir du
cholestérol, furent découvert en 1809 et représentent 67% Qes composants
bilisires (Carey, 1982). Etant peu solub@é pH physiologique, ils se
retrouvent surtout sous forme conjuguée & la glycine ou & la teurine par un
lien peptidique facilitant leur solubilisation (Klaassen & al, 1984). Cette
conjugaison pourrait avoir un rdle de détoxification de la propriéte de
détergent de ces acides (Vessey & al, 1981; Hardisson & al, 1981).

Le glycocholate est 1'acide le plus abondant chez 'homme, tandis que chez
le rat, il s'agit du taurocholate {conjugaison de V'acide cholique et de la
taurine).

Les acides biliaires ont comme role de participer & 1a stabilisation de 1'état
physique de la bile (en neutralisant le pH acide du chyme stomacal) et
dintervenir dans la digestion. et 1'absorption des graisses dans l'intestin
(Carey, 1982). 7

Ces acides sont secrétés dans la bile contre un gradient de concentration,
ils sont ensuite déversés dans le tube digestif ou ils participent 4
I'emulsion des graisses et favorisent 1'action des lipases. Au niveau de
I'iléon, 90% des acides biliaires sont réabsorbés de fagon active et se lient
g 1'albumine avant de regagner le foie par la veine porte (Magne & al, 1980).
10% des acides biliaires sont perdus & chaque cycle par déegradation
bactérienne et par voie fécale.

Toute interruption de ce cycle, appelé cycle entérohépatique (Figure n°4),
osugmente la synthése du cholestérol et la sécrétion des sels biliaires
{Magne & al, 1980).



Les hépotocytes présentent des voies métaboliques trés caractéristiques,
de plus ils ont une capacité de transport pouvant étre utilisées pour des

études cinétiques de captation et d'excrétion.

1.3 Objectifs généraux .

Aprés cette revue sommaire du cadre général dans lequel s'inscrit le

traveil, des objectifs plus précis peuvent étre formulés.
Il s'agira donc ici de rechercher des modifications éventuelles dans les

perticuliérement & la microgravité. On peut par exemple étudier :
— Le transport membranaire par la cinétique de transport d'acides
biliaires marqués comme le taurocholate.
— Le gluconéogénése par le dosage du glucose produit apres
incubation des cellules en présence de lactate.

— La synthése des protéines per incorporation d'acides aminés
radioactifs.

— Le métabolisme des lipides par incorporation de palmitate ou

d'acétate radioactifs.

|
fonctions cellulaires fondamentales dues § I'environement spatial et plus
— La synthése de RNA par incorporation d'uridine radicactive.



Differents modeles expérimentaux peuvent étre proposés afin de mener &

bien ces expériences qualitatives sur les hépatocytes.

Les modeles les plus proches de la réalité physiologique sont ceux du foie
“in situ’et isolé. Cependant, dans ces modéles, les cellules restent assez
inaccessibles et le type de dispositif dont on dispose dans la navette ainsi
que les différentes contraintes du biorack excluent directement ces deux
propositions.

Il reste donc & envisager le modéle des hépatocytes isolés mis en culture ou
incubés en suspension et de choisir parmi ces deux modéles celui qui se
pretera le mieux & l'environnement spécifique des expériences en

microgravité.
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2, HCEELE EXPERIHENTAL.
2.1. Suspension de cellules isolées.

La suspension de cellules isolees permet & Vexperimentateur une
manipulation simple d'un systéme homogéne qui présente une série de voies

2 ; N b oY
metaboliques comparables a celles des cellules in situ.

Un certain nombre d'avantages des cellules isolées par rapport aux autres
systemes peuvent étre envisageées (Seglen P.0, 1976) :
— Les cellules conservent leur structure membranaire et leur
organisation intracellulaire glors que dans les homogénats et les
préparations de tranches de tissus, cette intégrité est perdue.
— L'incubation de cellules est un modéle assez simple car les problémes
de diffusion du substrat vers les cellules peuvent étre minimisés.
— Un seul type de cellules peut étre obtenu & partir d'un organe
complexe. Les interactions entre tissus seront donc annulées ainsi que
celles entre différents types de cellules & I'intérieur d'un organe.
— L'utitisation d'une suspension homogene de cellules isolees permet
d'obtenir un grand nombre d'incubations & partir dune
meéme préparation, ce qui limite les probléemes de variabilité
individuelle rencontrés lors de V'utilisation de 1'organe entier.
On réduit donc & 1a fois 1e colt, 1a variabilité et 1e temps expérimental.
— Une suspension de cellules isolées affre un systéme ideal pour les
etudes de propriéetés de transport cellulaire alors que dans des grands
organes intacts (et en particulier dans les homogénats) elles s'averent
difficiles.
— La suspension de cellules isolées peut, en genéral, étre réalisee en

routine sans demander d'équipement spécialisé ou colteux.
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— Dans une suspension de cellules fraichement isolées on retrouve
souvent des fonctions similaires a celles de I'organe entier, comme le
montre par exemple la synthese de sérum albumine dans des
suspensions d’hépatocytes de rat {Weigand-Muller & al, 1971; East & al,
1973).

Parmi les deux modéles choisis, culture d'hépatocytes et hépatocytes isolés
en suspension, trois solutions peuvent étre envisagées:

- culture d'hépatocytes a chaud;

- culture d’hépatocytes a froid;

- hépatocytes isolés en suspension, & froid.
Les avantages et les inconvénients de ces trois systémes vont étre
détaillés ci-dessous afin de permettre un choix adéquat pour
I'expérimentation spatisle. Rappelons, cependant, que ces avantages et
inconvénients sont trés relatifs puisqu'ils sont formulés par rapport aux

contraintes spécifiques du Biorack.

— La suspension de cellules isolées présente l'inconvénient majeur de la
perte structurelle et peut-étre fonctionnelle de leur polarité (Yonk & al,
1978). Par contre, lors de la mise en culture, les hépatocytes récupérent
cette polarité biliaire (Gebboudt, 1984) en s'assemblant en travées aprés
24 heures {Wanson, 1976). Cependant, les hepatocytes en milieu de culture
agité présentent une altération de V'ultrastructure (Guillanzo & al, 1972)
ainsi que des divisions cellulaires o@es (Le Guilly & al, 1969).

— Le modéle des hépatocytes isolés en culture & chaud présente un
inconvénient de taille pour les expériences envisagées dans ce travail: les
conditions trés strictes du Biorack ainsi que les effets dus au départ
(vibrations, pression et rupture éventuelle d'alimentation) peuvent nuire &

la préservation de telles cellules.
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— Les hépstocytes isolés en suspension offrent un avantage particulier par
le fait que plusieurs prélévements dans une méme ingubation permettent de
collecter sélectivement un échantillon de cellules, et de milieu
d'incubation. Ce qui présente un atout certain pour toute étude cinétique.

— La cryoprotection des hépatocytes isclés semble "& priori” plus
facilement reslissble que la conservation des cultures d'hépatocytes &

besse température.

L'isolation des hépatocytes étant techniquement impossible dans 1'espace,

les cellules seront isolées avant le départ, cependant leur durée de vie est

limitée & quatre heures 8§ 0°C. i
Il s'est donc avéré nécessaire de trouver une méthode permettant de les \
garder visbles plus longtemps. C'est dans ce but que certaines expériences ‘
ont éte entreprises au laboratoire sur 1a congélation des hépatocytes. |
Il faudra ensuite s'assurer que les cellules soient fonctionnelles et ‘

: . ; g 1 3 U .. »
preservent un metabolisme comparable a celui des hepatocytes in vitro.

La séquence générale d'une expérience est donc envisagée comme suit:

- isolation des hépatocytes avant le départ.

- congélation de ceux-ci jusqu'au moment de 'expérience proprement
dite dans l'espace.

- decongélation et mise en présence de précurseurs radioactifs afin de
suivre une cinétique de captation, d'incorporation et d'excrétion.

- centrifugation pour séparer les cellules du milieu d'incubation.

- congélation jusqu'su retour eu sol ou le suite des manipulations

pourra étre réalisée.
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Nous allons donc parler maintenant de quelques techniques acquises
concernant la préparation d'une suspension cellulaire, les différents tests
de vighilité des cellules et le marquage des voies métaboliques par des

traceurs radioactifs.

2.2. Preparation de la suspension cellulaire.

2.2.1. Historique.

11 existe trois méthodes de bese pour la désagrégation des tissus apres
isolation de 1l'organe. Ces méthodes peuvent soit étre utilisées

indépendamment V'une de 1'autre, soit étre associées.

- Méthode mécanique.

1 s'sgit dutiliser une force meécanique pour casser les connections
intercellulaires (K.R.F. Elliot,1979).
Exemple : - homogénisation lache (thymus).

-agitation vigoureuse {(muqueuse des intestins).

-passer au tamis (foie).

-microdissection. {ilots pancréatiques).
En général, sauf pour la microdissection, cette méthode produit des cellules
non visbles comme résultat de dégats ceuseés & la membrane plasmique.
Dans la majorité des cas, cette méthode reste inappropriée maigré son

utilisation courante pour certains tissus comme le thymus.
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- Méthode chimique.

Celle-ci consiste en une destruction des connections intercellulaires par
action du Ca'*, jouant un réle important dans 1'adhésion cellulaire, en
présence d'agents chélatants comme 1'EDTA ou le citrate. Cependant une
séparation compléte requiert encore des forces mécaniques considérables.

Malgré que cette méthode soit meilleure que la précédente, 1a majorité des

cellules reste encore non viable.

- Méthode enzymatique.

JC est en 1963 qu’ Howard & al. firent 1a premiére incubation de tranches de

foie dans un tampon contenant de la collagénase et de 1'hyaluronidase. Les
hépatocytes ainsi isolés étaient capables de respirer et présentaient une
intégrité structurelle. Cependant, le rendement était assez faible.

La premiére perfusion du foie avec un milieu contenant de la collagénase et
de 1'hyaluronidase fut réalisée par Berry & Friend en 1969.

En 1972, Seglen introduit le gonflement du foie dans un systéme de
perfusion fermé, comme indicateur du degré de dispersion des tissus. Il
trouva en 1973 qu'une perfusion avec un milieu sans Ca** suivie d'une
perfusion avec 5mM Ca'* pH 7.5 , collagénase et hyaluronidase donne un
gonfiement maximum du foie.

Krebs & al. utilisérent 1a méme méthode en 1974 mais sans 1'hyaluronidase
qui s'était avérée inutile d'aprés d'autres auteurs (Ingebretsen & Wagle,
1972 ; Berry & Werner, 1974).
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2.2.2 Perfusion enzymatique.

11 existe deux méthodes de base pour mettre des tissus en contact avec des
solutions d'enzymes. Soit le tissu est grossierement fragmenté et incubé in
vitro dans la solution d'enzymes, soit 1'organe entier est perfusé avec cette
solution.

Muller, Schreiber, Kartenbeck et Schreiber (1972) comparérent les
différentes méthodes sur base d'exclusion de colorant vital (trypan bleu).
s étudiérent 1a différence quantitative et qualitative des cellules isolées
par agitation du tissu dans un milieu de dispersion ou par perfusion de
l'organe entier avec ce milieu. Une perfusion continue avec de
I'hyaluronidase 0.1% et de la collagénase 0.05% s'est averée supérieure &
toutes les autres méthodes testées. Cette conclusion fut confirmée par des

analyses au microscope électronique de I'ultrastructure des cellules.

Il est donc apparu que le systéme de perfusion permettait d'obtenir un plus
grand nombre de cellules viables en un temps plus court.
Cependant, dans certaines circonstances, la perfusion d'organe reste
impossible:

Exemple :organes de grands animaux ou organes peu vascularisés comme

les coussinets graisseux de 1'epididyme. (K.RF. Elliott,1979)

Le systéme de perfusion offre cependant certains avantages non
négligeables par rapport & la fragmentation et & l'incubation dans la
solution enzymatique;

-plus grand nombre de cellules viables. 50 & contre moins de 10 & pour la

méthode précédente (K.R.F.Elliott,1979).

-temps d'obtention des hépatocytes plus court; 15 @ 30 minutes contre

60 pour 1a méthode précédente.
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La perfusion du foie s'est avérée performante avec un systéme trés simple

dans lequel le gaz (0, + CO,) oxygéne un milieu dans un réservoir

thermostatique. Ce milieu circule via une pompe péristaltique de la veine
porle hépatique au réservoir par 1a veine cave inférieure.

Le foie sera tout d'abord perfusé avec un milieu sans Ca' ' afin de laver
'organe de son sang et de cliver les desmosomes par élimination des ions
ca*".

L'espace intrahépatique deviendra alors beaucoup plus accessible & 1'enzyme
utilisé pour la séparation des desmosomes (Berry, 1976). Pour améliorer
I'effet de I'enzyme , un milieu avec Ca*" sera employé par la suite.

Il est préférable de porter 1'organe & une certaine hauteur au-dessus du
réservoir pour faciliter 1a sortie du milieu et pour arréter le gonflement du

a la pression hydrostatique.

Si les premieres techniques d'isolation des hépatocytes ne permettaient
pas l'obtention d'un grand nombre de cellules viables, 1'évolution
progressive de ces techniques & permiSd'augmenter le nombre et 1a viabilite
des hépatocytes obtenus. Actuellement et dans les conditions décrites
ultérieurement (cfr. matériel et méthode), nous obtenons en moyenne 95 %

de viabilite.

Dans la section suivante, nous allons décrire les differents tests de
viabilité existants car il ne suffit pas d'obtenir de grandes quantités
d'hépatocytes, encore faut-il qu'ils présentent une intégrité métabolique et

fonctionnelle comparable & celle in situ.
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3. VIABILITE ET CARACTERIETIGUES DEB REPATBCYTES 180LES.

Il existe deux classes essentielles de tests de viabilité. Tout d'abord
l'intégrité structurante, c’'est & dire l'intégrité de la membrane et des
différents organites de la cellule et ensuite 1'intégrité métabolique c'est &

dire le fonctionnement cellulaire typique tel qu'on le trouve in situ.

3.1.Intégrité structurante.

1.1. Exclusion du colorant vital.

Cette méthode est 1a plus couramment employée et utilise le principe de
I'exclusion du trypan bleu ou de 1'érytrosine. Par sa facilité, son faible cout
et sa visualisation rapide, cette méthode est encore fréqguemment utilisée
actuellement.

Cependant, i1 reste encore beaucoup d'objections quant & la validité des
résultats obtenus.

Par exemple, des cellules non viables par d'autres critéres peuvent exclure
le colorant: aprés chauffage & 60 °C pendant trois minutes, on observe

encore 80 % d'exclusion du colorant vital (Tennant, 1964).

Ceci est probablement dii au fait que le trypan bleu donne une mesure
dintégrité de 1a membrane et non de viabilité en tant que telle. De plus, il
est assez difficile de décider objectivement de I'absorption du colorant par
une cellule. Aucune conclusion ne peut donc étre tirée sur seule base de

cette méthode quant & 1a viabilité des cellules.




Figure n®5b:Suspension d'hépatocytes de rat fraichement

isolés observés au Ricroscope optique &

contraste de phase (grossissement approximatif
400 x).

(T.Coche,Communication personnelle).
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Ce test convient, de ce fait, beaucoup mieux comme test de "mortalité” en
permettant une visualisation rapide du pourcentage de cellules laissant
pénétrer le colorant vital. Remarquons cependant que méme si les cellules
iejeilent ce colorant, aucune conclusion ne peut étre tirée quant & leur

intégrité.
3.i.Z. Morphoiogie.

Le microscope optique, nécessaire pour examiner l'exclusion du colorant,
peut aussi étre employé en contraste de phase: les cellules endommagées
apparaissent alors trés plates et plus ternes (Figure n°® 5).

Le microscope électronique n'est pas utilisé en routine mais il peut
apporter une information supplémentaire: la membrane doit apperaitre
intacte et présenter de nombreuses microvillosités. Le noyau doit étre dans
les proportions normales avec la méme densité de coloration pour le
nucléoplasme et le matériel nucléaire. Le cytoplasme ne doit pas contenir
de grandes vésicules d'origine inexplicable. Les mitochondries doivent étre
régulieres en forme et en taille, non uniformément rondes. Le RER ne doit
pas étre cassé en vésicules.

Berry {1974) montra de nombreuses différences entre hépatocytes viables

ou non.

3.1.3. Conservation et réetention de cei’tuines substances.

Les cellules intactes sont capables de retenir des molécules comme les
enzymes, les métabolites et les petits ions inorganiques.
La mesure du taux enzymatique a comme avantage qu'elle peut se faire a la

fois dans la cellule {pour indiquer le contenu total en enzyme) et dans le
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milieu {pour indiquer les pertes de cet enzyme di au probléme de
contamination du matériel utilisé et du milieu).

Les résuliats obtenus sont difficilement interprétablegﬂans la mesure ou
cette méthode est assez incertaine. En effet elle tend & mettre de coté la
giranue variabilité biologique dans les niveaux enzymatiques et tissus
hétérogénes, contenant différents types de cellules avec du matériel non
cellulaire, alors qu'une suspension de cellules isolées est homogéne.
Cependont, 1a mesure de la perte d'un enzyme dans le milieu, durant la
préparation, le lavement et [lincubation des cellules, permet @&
I'expérimentateur de voir, de fagon relative, si la détérioration est
graduelle ou apparait soudainement comme le résultat d'une manipulation
particuliére.

La mesure de métabolites clés ou petits ions inorganiques peut étre assez
précise car de légers dégéts provoquent leur perte (Krebs et al, 1974). Le K*
cellulaire est un bon parametre de mesure car il est * 20 fois plus
concentré dans la cellule que dans le milieu. |1 est possible de déterminer
la concentration de K* et 1& concentration de Na* grace au photometre &
flamme. Pour une cellule fraichement isolée, la concentration de K'
intracellulaire est égale @ 109.0 + 9.1 mM et la concentration de Na'
intracellulaire 8 47.0 +13.4 mM {Hartmut Baur & al; 1975).

I est également possible de mesurer le potentiel de membrane par 36C1 car

il fut demontré que Ep est similaire & Ecy equivalent RT/F* 1n [C1}i/[Cl]o

Le potentiel de membrane d'une cellule fraichement isolée étant de 36.4
+3.4 mY (Hartmut Baur & al, 1975).
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3.1.4. Respiration.

Un test assez performant est la stimulation de la respiration par le
succinate.

Seule une membrane endommagée aura un taux de perméabilité suffisant
pour l'entrée du succinate et la cellule verra donc sa respiration
s'accroitre.

La technique de Mapes & Harris {1975) mesure la conversion du succinate en
malate, et la compare avec celle de cellules traitées & la digitonine
(détergent rendant 1a membrane plasmique perméable).

En utilisant le rapport des deux taux de production de malate, on peut
estimer la proportion de cellules endommageées.

Certaines précautions sont & prendre car la respiration est souvent variable
et ne dépend pas uniquement de 1'intégrité cellulaire.

Mais de nouveau, comme pour 1'érythrosine, il s'agit d'une mesure d'intégrité

de 1a membrane et non vraiment de viabilité cellulaire.

3.2. Integrité metabolique.

La mesure d'incorporation de radioactivité dans les grandes voies
métaboliques consiste & fournir aux cellules isolées des éléments
radioactifs qu'elles sont capables d'assimiler et d'employer dans leurs
voies métaboliques. En étudiant la cinétique d'incorporation de la
radioactivité dens les produits formés on pourra estimer de fagon assez

précise I'intégrité fonctionnelle des hépatocytes.
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Il s'agit, dans le cadre de ce traveil, de rechercher des modifications
éventuelles du métabolisme cellulaire di & 'environnement spatial et plus
particuliérement a la microgravité. Ce dernier point, concernant une mesure
d'incorporation d'isotopes radioactifs dans les grandes voies métaboliques,
se révele étre assez précis quant & 1'objectif vise, et sera donc développé

dans le paragraphe suivant.
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4, HARQUABE DEE BRANDEE VOIEE NETABOLIQUES PAR BDEE
IBOTOPEE RABIBACTIFS.

4.1. Notions sur le marquage radioactif.

Le traceur doit subir les mémes transformations métaboliques que la
substance mere et il doit étre ajouté en petite quantité afin de ne pas
troubler 1'état stationnaire exi’stant dans le systeme.

Le traceur, quand on 1'sjoute au systéme, n'est pas & 1'equilibre au départ et
on peut analyser mathématiquement ses changements et les décrire au

cours du temps.

L'unite de radioactivité est le becquerel {Bg) et correspond & une
désintégration par seconde.

1 Bg = 2703 picocuries - 37 KBq = 1| microcurie.

Une curie représente la quantité de matiére produisant le méme nombre de
désintégration par unité de temps qu'un gramme de radium, soit 2,2.10'2

desintegrations par minute.

L'incorporation { proportion de radioactivité totale du produit sur la
radioactivité totale des précurseurs.) dépend de nombreux facteurs comme
par exemple: le systéme biologique utilisé, le temps de réaction, le mode
d'administration, 1a taille du pool d'intermédiaire et de produits, les taux
de turn over, 1a nature et 1a quantité de précurseur, la présence ou non de
barriere de perméabilité et d'un systéme de transport,.(E.Anthony Evans &
al, 1977)
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4.1.1. Mesure de la radioactivité B par scintillation liquide.

Livre de référence: "The current status of liquid scintillation counting”
{E.D.Bransome & al, 1970).

Il s'agit d'une mesure de la lumiére émise par les photons provenant

d'atomes excités directement on non par le rayonnement B.

a) Le solvant.

- 11 doit pouvoir dissoudre 1échantillon et les substrats
scintillants.
- 11 doit étre excité par les rayonnements B et transformer cette
energie cinétique en énergie électronique d'excitation.
- 11 doit savoir transférer I'energie 8 d'autres molécules.
Le substrat scintillant, quand il retombe au niveau fondamental,
émet des photons qui seront mesurés.
Les meilleurs solvants sont des substances aromatiques auxquelles on peut
ajouter un solvant supplémentaire comme un diluant (alcool), ou contre des

agents quenchants (CC1,).

Les agents quenchants sont des substances eétrangeres réduisant le
transfert d'énergie du solvant aux molécules de scintillant.

Exemple: I'oxygene diminue de + 20 & 1'excitation du comptage.
La migration de 1'etat d'excitation du solvant aux molécules de scintillants
(1a descente des différents états excités vers le premier état excité) se
fait en général sans émission de lumiere mais le passage du premier état

excité au niveau fondamental fournit des photons.
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L'étape limitante d'une mesure de radioactivité est la transformation de
I'énergie cinétique en énergie d'excitation des atomes du solvant ol on
observe un rendement de 3 a 4 & & partir d'un reyonnement B de 154 Kev

(14 1080 nhotons.

Les photons émis sont alors mesurés par un photomultiplicateur.

b) Le photomultiplicateur.

Le photomultiplicateur est une cellule photoélectrique transformant

I'energie photonique en énergie électrique. 11 contient une photocathode
recouverte de SbCS, émettant des électrons sous 1'action des photons. Les
electrons sont alors attirés par une série de dynodes de potentiel croissant.

Les électrons ainsi accélérés frappent la dynode avec réémission d'un

nombre plus important d'électrons et ceci jusqu'a 1'anode.

hv
\w_
Photocathode

Inconvénients de ce systéme :
1. Les électrons thermiques produits par échauffement du systéme forment

en grande partie le bruit de fond (background). Celui-ci peut étre éliminé de

différentes fagons:
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Figure n®6 : Effet du Quenching sur un échantillon au Tritium.
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Figure n®7 : Exemple de résultat d'un double comptage.
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- por refroidissement : utilisé fréquement il y o plusieurs années.

- par discrimination : les courants parasites etant en général plus
faibles que ceux provoqués & partir d'un rayonnement B, il suffit
de ne compter que les impulsions contenant un nombre
suffisament eélevé d'électrons. Ces discriminateurs sont eussi
appelés des fenétres cer on peut sélectionner des impulsions
comprises entre deux valeurs données.

En choisissant des fenétres adéquates, on pourra distinguer et
compter simultanément 2 ou 3 isotopes différents.

- par coincidence : la solution scintillante est placée entre deux
photomultiplicateurs. Ce systéme ne laisse passer que les
impulsions provenant des deux tubes endéans un laps de temps
trés court (1078 secondes ) appelé temps de révolution. Le

background est alors réduit 8 20 CPM.

2. Le phénomene du quenching : 1a scintillation liquide est donc basée sur la
relation directe entre la radioactivité de I'échantillon et 1la quantité de
lumiere émise par la fiole. En pretique, un grend nombre de facteurs
diminuent cette quantité de lumiére émise. Ce phénoméne est appelé le
“quenching” et donne deux effets {Figure n° 6).

-réduction de 1a mesure des CPM dans 1'echantillon.

-déplacement du spectre du pulse vers des valeurs plus basses.
Pour permettre une comparaison entre résultats (cest & dire
indépendemment du niveau de quench.) les données doivent étre converties
de CPM en DPM (désintégrations réelles ayant lieu dans la fiole.).
L' efficience de comptage définit le rapport des CPM sur DPM {c'est a dire le
résultat observe par 1'appareil par rapport aux désintégrations réelles.)
Les DPM pourront donc étre calculés a partir des CPM obtenus, 1'efficience
de comptage étant déterminée par une “courbe de que.nch‘ gtablie par

référence & des standards etalonnés.
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Sur le compteur Beckman LS 1801, 1a différence entre les points d'inflexion
du standard non quenchant et 1'échantillon est quantifiée par une valeur
numérique appelée "H-number”. Une courbe de quench peut étre stocké dans
la mémoire de 'appareil en comptant un ensemble d'échantillons standard
de Visotope, ce qui permet par la suite d'obtenir sutomatiquement des

mesures de DPM.

Double et triple comptage radioactif.

Il s'agit d'un processus dans lequel 2 ou 3 isotopes différents sont utilisés
simultanément dans une expérience. Les résultats devront pouvoir étre pris
séparement pour chacune des substances.

D'apres les isotopes utilisés, des “fenétres” seront définies pour donner la
meilleure séparation possible entre les coups dis & un isotope ou & un autre

(Figure n°7).
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4.2 Analyse compartimentale.

Un systéme compartimental est un systeme fait d'un nombre fini de
sous-systémes macroscopiques homogenes appelés compartiments et
interagissant les uns avec les autres en échangeant de 1a matiere.

N peut y avoir entrée de substances de V'environnement dans les
compartiments ou bien “"excrétion™ d'un ou plusieurs compartiments vers
V'extérieur. S'il n'y a pas d'échange avec I'environnement, le systéeme est dit
fermé, dans le cas contraire, il est dit ouvert. La théorie mathématique
pour le comportement de tels systémes est appelée “analyse

compartimentale” ou

Jacquez, 1972).

théorie des systémes compartimentaux™ (J.A.

L'exemple du transport du taurocholate est exposé ci-dessous afin de mieux
visualiser cette analyse mathématique d’'un phénomene biologique.
Le modéle utilisé pour décrire la cinétique du taurocholate est un modele

fermeé & deux compartiments.

/eutérieur

)

X, = quantité de taurocholate & l'intérieur des cellules
X,= quantité de taurocholate a I'extérieur des cellules

La variation de quantité de taurocholate a l'intérieur de la cellule sera, 3
tout moment, egale a la différence entre la vitesse d'entrée et la vitesse de

sortie, ce qui revient a ecrire:
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dx1(t)/dt = Ventrae ~Vsortie
De méme, pour le compartiment X2:

dx2(t)/dt = ¥Ysortie ~ Yentrée

Si au temps 0, du taurocholate est ajouté au milieu extérieur, les cellules
auront tendance & accumuler cet acide biliaire; donc

dX1(t)/dt> 0

dX2{t)/dt > 0

el Yentrée > Ysortie.

Aprés un certain temps, un équilibre dynamique va s'établir et le systéeme

sera alors en equilibre avec Ventrée egale a Vsurtie3

d¥1(t)/dt = 0 donc ¥X1(t) = constante = X1s
dX2(t)/dt = 0 donc X2(t) = constante = X2s

Les quantités de taurocholate & l'intérieur et & l'extérieur des cellules
seront donc égales, le systéme travaillant & vitesse constante.
Si du taurocholate radioactif est alors ajouté au milieu extérieur en trés

faible quantité, la vitesse du transfert du taurocholate n'en sera pas

perturbée. La vitesse du taurocholate radioactif (Vg ae») sera donc égale

a celle de 1'état statique, multipliée par la proportion de molécules de

taurocholate marquées.

v v . X2(1)/X2s

entrée* = Yentrée

ou encore V k21 . X2(t)

entrée* =

( K21: étant une constante de vitesse ayant pour unité t-1 et correspondant a une
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Un systéme d'équations peut dés lors étre etabli pour la variation de la

quantité de traceur en fonction du temps dans les cellules et le milieu:

dx1(1)/at = Voniraex ~ Ysortiex # 0

dx2(1)/dt = Ygortipx ~ Ventreex # ©

ou encore
dx 1{t)/dt = k21 x2(t) - k12 x1(t)
dx2(t)/dt = k12 x1(t) - k21 x2(t)

La résolution de ce systéme donne 1'évaluation de la quantité de traceur &

I'intérieur et & I'extérieur des cellules au cours du temps.

x1{1) = k21 x20(1-¢~ (k12 + k21)t)
(k12 + k21)

x2(t) = k12 x20 + k21 x20 e"K12+ k2t
K12+k21 k12 +k21

La quantité de taurocholate radioactif dans les cellules et dans le milieu
extérieur sera mesurée dans une suspension d'hépatocytes au cours du
temps, ce qui fournit des valeurs expérimentales.

L'ajustement des equations aux valeurs expérimentales, selon 1'algorithme
Levenberg-Marquardt (1963) des moindres carrés non lineéaire, permet
d'obtenir les valeurs des parametres k12 et k21. Les meilleures
estimations de ces constantes de vitesse caracterisent la dynamique du

systeme au moment de 1'adjonction du traceur radioactif.
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Cet exemple assez simpie d'une analyse compsrtimentale montre bien
I'intéerét d'études cinétiques avec des prises de mesure dens divers
compartiments. Ceci justifie donc pour une grande part le choix du modele

des hépatocytes en suspension.

4.3. Conditions d'expérimentation.

Aprés cette description sommeire des techniques acquises sur la

suspension cellulaire, les tests de viabilité, le marquage radicactif et

I'analyse compartimentale, les contraintes et les conditions d'une

expérimentation en vol peuvent étre détaillées.

4.3.1 Petits volumes d'échantilions.

Le projet de 1a cuvette d'incubation est représenté a la figure n° 6.

Cette cuvette comprend un petit moteur permettant le
fonctionnement d'un agitateur afin d'obienir 1a méme homogénéisation de
la suspension, eussi bien 8 0 G (pas de décentetion) qua 1 G
(décantation).

Les cellules congelées sont conservées dens un compartiment

perméable & 10, et su CO, mais imperméable aux liquides. Ce

compartiment a la possibilité de s'ellonger ou de se compresser selon
que 1'on ajoute ou retire une certaine quantité de fluide. Le milieu de
culture einsi que les isotopes radioactifs seront donc injectés en vol
afin de commencer les expériences. L'agitateur se mettra des lors

automatiquement en marche.
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Differents prélévements su cours du temps pourront étre réslisés et
ceux-ci seront suivis d'une centrifugation ainsi que d'une congélation
permettant le retour au sol avant de poursuivre le protocole

expérimental envisage.

4.3.2. Le marquage multiple.
Celui-ci prend tout son intérét dans ce genre d'expérience ou ne sont
accessibles que de trés petits volumes cellulaires, plusieurs cinétiques

pourront donc étre suivies simultanément dans un méme incubateur .

4.3.3. Manipulations minimales,

Comme nous l'avons vu prédédemment, la manipulation en vol se
limite & une injection du milieu d'incubation suivie d'une injection des
traceurs radicactifs et d'une série de prélévements & des temps donnés.
Ces prélevements sont suivis d'une centrifugation et d'un stockage. Le

suite des manipulations se déroulera su sol spres le retour.

4.4 Objectifs.

Le cadre de ce travail étant maintenant cleirement établi, les objectifs

plus précis concernant 1a recherche effectuée peuvent étre détaillés.

Nous savons déjé {obiectifs généraux) qu'il s'agit de rechercher des
modifications éventuelles dans les fonctions cellulaires fondamentales
dues & V'environnement spatial et plus spécifiquement & 1a microgravité. Le
modéle expérimental sera celui des hépatocytes isolés en suspension et le
test d'investigation, celui de V'incorporation de marqueurs radioactifs dans

les grandes voies métaboliques.
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i1 s'agit donc, dans un premier temps, de rechercher quelle voie métabolique

pourrait étre choisie afin de permettre ce genre de test d'incorporation.

Dans un second temps, on cherchera & adapter le protocole d'incorporation
trouvé aux contraintes spécifiques du biorack et de 1a cuvette d'incubation,

en particulier.
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8. LA BYHTRHEBE PROTEIQUE.

De nombreux échantillons homogénes pouvant étre obtenus & partir d'une
méme mixture et les conditions d'incubation pouvant étre adaptées aux
besoins de lexpérimentateur, le modéle des hépatocytes isolés en
suspension se prete bien aux études cinétiques.

En fonction du contexte expéerimental décrit et de ses contraintes,
I'incorporation de leucine marquée dans les protéines a particulierement
retenu notre intérét parmi les voies métaboliques essent}elles.

Une des fonctions caractéristiques du foie est en effet la synthése et la
secrétion d'un grand nombre de protéines plasmatiques dont, notamment,
celles incluses dans le processus de coagulation comme le fibrinogéne
(Miller & al, 1954).

De plus, le modéle des hépatocytes isolés en suspension offre un avantage
pour I'etude de l'incorporation des acides aminés dans les protéines. En
effet, ce modeéle fournit un systéme simple pour linterprétation des
données d'incorporation en réduisant l'espace extracellulaire & un
compartiment unique facilement contrélable. Par contre des études in vivo
(Airhart & al,1974) et avec un foie perfusé (Mortimore & al,1972) ont
indiqué une compartimentation complexe du pool des acides aminés

hépatiques.

L'incorporation d'acides aminés radioactifs dans les protéines sera donc
detaillée dans ce chapitre avant d'en arriver au protocole choisi pour

explorer cette voie métabolique.
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5.1. Généralités concernant la leucine et son transport.

La leucine est un acide aminé avec une chaine R non polaire ou hydrophobe

tout comme 1'alanine, 1'isoleucine, 1a valine et 1a proline.

CI—{S |-|!
CH - CHZ -F-COD_ B 151,
/

CH3 NH3+

Les protéines du foie contiennent environ 12 % en poids de leucine

{Schreiber G. & al, 1971).

Le systéme de transport pour les acides aminés s'avere étre un systéeme
actif. Une pompe Na*-K* semble essentielle pour le fonctionnement des
pompes pour les acides aminés.

Le transport actif des acides aminés montre un certains nombre d'analogie
avec le transport actif du glucose. 11 est particulierement important dans
I'épithélium intestinal ol i1 permet V'absorption des acides aminés et dans
les tubules re}ﬁaux ol il provoque la récupération des acides aminés &
partir de V'urine tubulaire.

Les cinétigues de transport et les études de compétition entre les
differents acides aminés pour V'entrée dans la cellules indiquent qu'il
existe au moins cing systemes de transport différents, chacun ne pouvant
transporter qu'un petit nombre d’ acides aminés.

Ces systémes sont spécifiques pour : les acides aminés neutres de petites
tailles {dont 1a leucine), les acides aminés neutres de grandes tailles, les
acides aminés basiques, les acides aminés acides et 1es iminoacides.

(AL Lehninger,1979).




Eigure ®9 : Incorporation de leucine totale dans
Tes protéines intraceTiulaires précipitees au TCA.
[3H}leucine 1UCi/m1 (1cpm/pmol)

(extrait de Varticle de L.J. Crane et D1. Miller,
1976).
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5.2. Incorporation de leucine dans les protéines.

Le taux d'incorporation de leucine radioactive dans les protéines obtenu par
L) Crane & DL. Miller (1976) est de l'ordre de 90 pmoles/min/mgr
protéines { Ce taux a eté calculé a partir de la figure n®9).

L'incorporation de leucine radicactive est maximum pendant la premiére
heure et diminue ensuite pendant les 24 heures d'incubation {(Figure n°10 ),
ce qui suggérerait I'intervention de différents processus.

Notons encore que de considérables veriations dans le taux de synthese
comme fonction du temps furent observées dans des préparations

celtulaires différentes { L. J. Crane & D. L. Miller, 1976).

La synthese protéique devrait théoriquement étre inhibée par les deux

inhibiteurs puissants que sont la cycloheximide et la puromycine.

Cependant, les observations de différents auteurs semblent assez

contradictoires : Certains montrent une inhibition alors que d'autres n'en

observent aucune.

- Schreiber & Schreiber {1973) : non inhibition de 'incorporation de leucine
dans les protéines par 1 mM de puromycine ou par 0.6 mM de
cycloherimide.

- Schreiber & Schreiber {1972) : inhibition de V'incorporation de 10%, 50%
et 90% par la puromycine aux concentrations de 0.7 pM, 257 pM et
22.0 pM respectivement.

- Inoue & al {1965 ) : inhibition a@ 50% et 90% par 0.21 pM et 2.24 pM de
cyclioheximide.

- 0. Seglen {1976) : maximum d'inhibition pour 1 pM de cycloheximide.

- Schreiber {1973) et Friedman {1967) : insensibilité de V'incorporation de

leucine dans les protéines envers la puromycine et la cycloheximide.
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Toutes ces informations epportent des doutes quant eu meécanisme
d'incorporation protéique de 1 leucine qui sembie d'ailleurs trés complexe

comme nous nous en rendrons compte ci-apres.

5.3.Perte de leucine radioactive.

Les hépatocytes épuisent le milieu d'une grende fraction des acides aminés
pendant Vincubstion. Cependant, V'isoleucine, 1a leucine et 1s valine sont des
exceptions et leur concentration sugmente dens le milieu d'incubation
(Figure n® 11). Ce phénomene semble étre le reflet d'une excrétion de
protéines simultanée & la synthése.

Les hépatocytes isolés consomment donc 1isotope et reléchent
continuellement les protéines pendant 1'incubation. La consommation de
I'isotope provoque une perte trés rapide de la radioactivité spécifique du
pool des acides aminés extra-cellulaires et, une croissance rapide de
I'sctivité spécifique intra-cellulaire vers un maximum.

L'excrétion simultanée des protéines dans le milieu provoque alors une
diminution lente de 1'activité spécifique intre-cellulaire (0. Seglen, 1976).

( Figure n® 12)
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CeTlules incubées 35 minutes & 37 °C avec 0.016 mM L-leucine (colonne noire)
ou 1.6 mM L-leucine (colonne blanche) ou 0.018 mM L-méthionine (colonne
hachurée) ou 1.8 mM L-méthionine (colonne pointiliée).

Chaque préparation comprend 1 HCi/ml de V'acide aminé marqué [1-14C)
correspondant.

(extrait de I'article de G. Schreder et M. Schreiber, 1972 a).
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5.4. Systeme de transport passif de la leucine dans les

héepatocytes isolés en suspension.

Schreiber & Schreiber (1973) firent différentes expériences sur
I'incorperation de leucine dans les protéines d'hépatocytes isclés en
suspension, avant de conclure que ls leucine ainsi que la méthionine
diffusent de fagon passive entre les compartiments extra- et
intre-cellulaires. La cessation instantanée d'incorporation de leucine dans
les protéines spres addition d'un exces de leucine non redioactive { Figure
n® 13 ), suggere une rapide pénétration ainsi q'une rapide equilibration avec

les pools de leucine existants.

Differentes expériences ont eté réslisées pour mettre en évidence ce

transport passif de leucine dans les hépatocytes isolées en suspension:

1)-Des cellules ayant un systéme de transport actif pour des composes de
faible P.M., montrent le phénomene de prise concentrée et, si de telles
cellules sont Jlavées dans un milieu salin, les acides aminés
intra-cellulaires sont lentement relachés dans le milieu.

Exemple: les érythrocytes de canard perdent de cette fagon 60 & de

18 glycine intra-cellulaire en six lavages d'une heure de 20 volumes

chacuns avec un milieu NaCl-CaCIz-NaHCD3 (Christensen, Riggs &
Ray, 1952).

Mais, contrairement & de telles cellules, les hépatocytes préparés par
perfusion enzymatique, auquels on ajoute de la leucine, perdent les acides
aminés intra-cellulaires immédiatement aprés lavage dans une solution
saline a 0,9 & (Figure n°14).
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Ceci suggere donc une perte de la cepacité des hepatocytes eux prises
actives de leucine (G. & M. Schreiber, 1973).

Les expériences sur la cinétique et la tempéreture pour la pénétration de
leucine ont renforcé cette idee d'echanges libres entre les compartiments

extra- et intra-cellulaires.

2)-Un sutre type d'expérience consiste & préincuber les hépatocytes avec
deux isotopes différents de leucine pendant plusieurs minutes 8 37 °C. Les
résultats obtenus montrent un rapport '4C dpm/*H dpm constant,
indépendamment de 1a temnpérature et de 18 concentration en acides aminés
(G. & M Schreiber, 1973). Ceci est incompatible avec V'existence d'un
systéme de transport actif intact et suggére un échange libre de le leucine

entre les pools extra- et intra-cellulaires.

Durant TVisolation, les membranes cellulaires semblent donc devenir
perméables @ beaucoup de composés, et les ceractéristiques d'un transport
actif sont perdues pour la prise d'acides aminés. Ceux-ci semblent pénétrer

dans le cellule par diffusion passive (G. & M. Schreiber, 1973).

5.5. Protocole d'incorporation de leucine dans les protéines.

Le protocole choisi est celui de Seglen (1976) et est présenté dans ce
paragraphe sans aucune modifications de volumes.

-incubation des hépatocytes en présence de 1'acide aminé radioactif.
-prélevement d'aliquots de 4 ml su cours du temps.

-centrifugation & 400 rpm pendant une minute.

-addition de 0.4 ml d'H,0 et précipitation des protéines par addition de 0.1

ml de TCA 10%.




-lavage & froid 2 fois avec 4 ml de TCA 2% et 1 fois avec 4 ml d'H,0.

-1e culot est dissout dans 0.5 ml de NaOH.
-neutralisation par 0.1 ml d’'HC1 1N.
-prélevement de 0.5 ml auquel on ajoute 10 mi de scintillateur avant de

compter la radioactivité dans un compteur a scintillation liquide.
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1. ARIHALUZ.

Rats femelles Sprague Dawley pesant en moyenne 200 & 280gr. Ces rats
recoivent ad libitum une nourriture standard (UAR A 04) et sont

maintenus en réegime d'illumination diurne.

2. REACTIFE.

- Collagénase; Gibco Laboratories, Ohio, US.A.
Collagenase; Sigma Chemical Compagny, St Louis, US.A.

- Acide taurocholique,®H(G)), 2.7 Ci/mmol, 0.25 mCi, New England Nuclear,
Bostom, U.S.A.

- Milieu nutritif Leibovitz L-15, Flow Laboratories (Figure n®15).

- Leucine, L-(3,4,5-*H(N)), 110.0 Ci/mmol, 5.0 mCi, New England Nuclear,
Bostom, US.A.

- Scintillant Ready-solv EP de Beckman Irvine, California, US.A.

- Cycloheximide, Janssen Chimica, Beerse, Belguim.

3. |S0LEHMENT BDE® HEPATOCYTES.

3.1 Appareil de perfusion.

L'appareil utilisé est représenté a la figure n°16.
Le perfusat se trouve dans un cylindre gradué de S00m1 (1), il est aspiré par

une pompe peristaltique (2) et amené au sommet d'un oxygénateur {colonne

de vigreux) (3).
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Le hauteur entre cette colonne et 'animal est telle que la pression de
perfusion soit de 10 & 15 cm H,0 c'est & dire plus ou moins la pression
portale in vivo. Cette pression est maintenue constante grace au trop plein
(4) ramenant V'exceés de perfusat dans le récipient.

Le milieu s’écoulant de la colonne passe & travers une spirale de verre dans
un bein thermostatisé (37°C) afin d'amener le perfusat & température
physiclogique. A sa sortie du foie, le perfusat est collecté dans le cylindre
gradué de départ.

Le mélanne gazeux (958 0,, 5% CO,) est saturé en eou per passage dans un
flacon laveur et pénétre dans le circuit au niveau inférieur de la colonne de

vigreux.

3.2 Milieu de perfusion.

Tampon Krebs-Ringer bicarbonate sans Ca**

7 mh mgr/L
Mgs0,.7H,0 246.48 1.18 290.9
KH,PO, 136.09 1.18 160.6
KCI 7456 475 354.2
NaCl 58.44 118 6895.9
NeHCO, §4.01 25 2100.0

Glucose 180.16 11.10 2000.0
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Avec Ca'*™;

idem pour les 5 premiers points

En. mt1 mgr/L
Glucose 180.16 555 1000.0
CaCl, 147.02 2.50 367.6

Avant usage le liquide de perfusion circule dans 1'appareil pendant environ
trente minutes afin d'étre amené & la tempérasture de 37°C et détre

equilibré avec le mélange gazeux amenant son pH vers 7.4.

3.3 Preparation du rat.

Les hépatocytes sont isolés a partir du foie de rat par 1a méthode de Berrus
et al (1960) modifiée par Zahlten et Stratman (1974) et adaptée dans notre
laboratoire {Gohy, Coche, communications personnelles ).

- Rats femelles de souche Sprague Dawley.

- Anesthésie par injection intrapéritonéale de pentobarbital sodique (60
mg/kg de rat).

- Incisions longitudinales et transversales de 1a peau et des muscles.

- Déplacement des viscéres sur la droite pour dégager la veine porte et
le hile du foie.

- La canule d'entrée, connectée au réservoir, est introduite dans 1a veine
porte. Le foie entiérement vidé de son sang s'éclaircit aprés quelques
secondes.

- Fermer 1a ligature lache (2) {Figure n®17).

- Couper la veine cave postérieure sous les reins pour éviter un

gonflement du foie et faciliter le lavage.
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- OQuverture du thorax, ligature lache au niveau de la veine cave

nostérieure.

incision de V'oreillette droite.

Fermer 1a ligature (3) ainsi que 1a (1) (Figure n°17).

Le liquide s'écoule par la portion thoracique de la veine cave
postérieure.

Ajouter le milieu avec Ca** dans le cylindre gradué. Les premiers mi
sont @liminés @ la sortie du foie.

Aux 100 ml restants, ajouter 50 mg de collagenase et fermer le
circuit de perfusion.

Dix minutes aprés, le foie se ramollit et le perfusat s'échappe par
toute sa surface.

Aprés 15 minutes, séparation douce du foie.

Eliminer 1a capsule et les impuretés par des forces mécaniques dans
un milieu frais avec Ca*".

Ajouter 50 mg de collagenase, oxygéner et incuber 10 minutes dans un
bain d'eau agité & 37 °C.

Filtrer sur nylon pour éliminer les masses de cellules non dissociées
et le tissu de connection. (diamétre des mailles supérieur a 60 pm
pour ne pas endommager les cellules et inférieur 8 500 pm pour ne pas
laisser passer les gros agrégats).

Les cellules isolées sont récoltées par centrifugation et lavées de
toutes les cellules détruites. {force de centrifugation assez faible:
900 tours par minute et temps de centrifugation le plus court
possible: 60 secondes).

Aprés deux ou trois lavages: resuspension dans le milieu d'incubation.
Les cellules ainsi obtenues peuvent étre conservées quelques heures g

0 °C dans 1a glace fondante.
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De plus amples informations concernant 1'isolation des hépatocytes peuvent
étre fournies gréce au film vidéo disponible au laboratoire de biologie

quantitative des Facultés.

4. TEEBTS BE VIABILITE.
4.1. Test a I'érythrosine.

Pour ce test 50 pl de la suspension cellulaire sont mélangés & 10 pl

d'erythrosine (3.6 mg par ml de NaCl 9 %.). Aprés homogéneication et

oxugénation, les cellules sont comptées sur une cellule de Neubauer
{Improved Neubauer, Hausser Scientific USA).
Estimation de 1la viabilité (%) = nombre de cellules rejetant

I'érythrosine/nombre de cellules totales.

2. Test L.DH

La lactate déshydrogénase est une enzyme cytoplasmique nécessaire & la
réduction de 1'acide pyruvique en acide lactique.
COOH COOH
[

|
OH-C-H + NAD —— C-0 + NADH + H'
|

ch ch
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Solutions stocks:

- Pyruvate: 10 mM {10 mg d'acide pyruvique dans 10 ml de tampon Tris S0
mM pH 7.4).

- Tampon Tris 0.5 M pH 7.4.

- NADH tmM (7.36 mg dans 10 m1 H20).

Pour 100 tests:

1O0OmldeTris05 M Concentration finale: 0.05 M
10 mi Pyruvate 1 mM
60 ml H20

80 mi

Pipeter 0.8 ml de mixture avec 0.1 ml d 'enzyme dilué adéquatement. Y
ajouter 0.1 ml de NADH (concentration finale 0.1 mM). Mesurer V'activité &
340 nm.

Références:

Bergmeyer, Bernt : "UY-essay with pyruvate and NADH.” Method of enzymatic

analysis. edited by : Bergmeyer HU. Yerlag Chemie, Academic Press, Inc. /)

AL t

4.3. Dosage des protéines : Folin modifié - Miller

Réactifs:

-7 ml Na2C03 143 &
25 miNalH 2 N
0.5 ml tartrate 20 &

10 mi
- Cus0, 0.5 %

- 10 ml de la premiére solution + 1 ml de 1a seconde




2 huile de silicone
+——KOH 3M
'I d——par&plaste
U

Figure n®18 : Cette tigufe illustre la préparation des
microtests tubes pour 1les expériences de
captation du taurocholate et d'incorporation

de leucine radiocactive.
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Incuber, 10 minutes & température ambiante, 1 m1 de 1'echantilion & doser
avec 1 mi de la troisiéme solution.

Aprés les 10 minutes, ajouter 3 mi de folin (1 m1 porté & 11 ml) et incuber
le tout 10 minutes @ 50 °C. Lire @ 660 nm.

Référence:

Miller {1959): "Protein method” Anal. Chem. 81, 964

4.4. Cinétique d'incorporation de leucine radioactive dans les

cellules.

- 3.5 ml de milieu Leibowitz L-15 enrichi en glutamine.

- 350 pl de la suspension cellulaire. Oxygéner.

- incuber 20 minutes @ 37 °C avec agitation.

- au temps zéro, rajouter 16 pl de 3H leucine (dilué deux fois).

- prélever des échantillons de 150 pl au cours du temps.

- centrifuger & la microfuge {microfuge B. Beckman instruments).
- congeler.

- lire 1a radioactivité au compteur & scintillation (Beckman, LS1801).

Les tubes utilisés sont les mémes que pour les experiences de captation du
taurocholate effectuées en routine dans le laboratoire, si ce n'est que dans
ce cas, le KOH 3M est remplacé par du TCA 10 & ne nécessitant pas de
neutralisation par HCl, avant le comptage de la radioactivité {50 pl de TCA

& 10 & dans 4 ml de liquide scintillant donnent 54.37 dpm).

Tubes & centrifuger: (Figure n®18).

Tube de 400 pl en polyéthyléne {(Kartell) rempli de 50 pl de paraplaste
(Lancer Scherwood Medical), puis de 50 pl de KOH 3 M, ensuite 100 pl
d’huile de silicone AR 200 et enfin de V'échantillon de 150 pl.
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Aprés centrifugation et congélation, on coupe au niveau de Thuile de
silicone et du paraplaste. Le haut {surnageant) est placé directement dans
une fiole & scintillation liquide en polyéthyléne (Milli-6, Lumac).

Le bes {culet) est placé dans une autre fiole qui est passée & 1'étuve {70 °C
pendant 10 minutes) afin de faire fondre le paraplaste et & laquelle on
ajoute 0.5 ml de benzéne pour solubiliser ce paraplaste. 45 mil de liquide
scintillant {Aquasol, NEN) sont ajoutés aux ficles qui sont comptées dans le
Beckman LS-1801.

45. Cinétique d'incorporation de leucine radioactive dans les

protéines.

Seglen {(1976b) modifié d'aprés les contraintes rencontrées dans le Biorack.

- les hepatocytes sont incubéé en présence de 3H leucine comme dans le cas
précédent.

- prélever au cours du temps 150 pl d'échantilions.

- centrifuger. '

- eliminer le surnageant {milieu d'incubation).

- gjouter 0.1 ml d'H,0.

- ajouter 25 pl de TCA 10 & (provoguant une précipitation des protéines).

- laver le précipité deux fois avec 1 ml de TCA 2 % et une fois avec 1 ml
d'H,0.

- dissoudre le culot dans 0.125 ml de NaOH 0.3 N.

- neutraliser par 25 pl de HC1 1 N.

- ajouter 4 ml de liguide scintillant et lire la radioactivité au compteur &

scintillation.
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1. REBULTATE DES DIFFERENTE TEETE BE YIABILITE.

1.1. Test a I'erythresine.

Une estimation du % de viabilité peut étre établie par 1'érythrosine rouge
(figure n°19).

Nous avons observe la viabilité des hépatocytes placés durant plusieurs
heures & 0°C et nous pouvons constater que celle-ci oscille entre 80 et 90%.
I e rnmntane des cellules colorées se fait sur 1a cellule de Neubauer.

Ce type d'observation permet aussi d'estimer la densité cellulaire en
ramenant le nombre de cellules par ml et de connaitre ainsi le rendement
d'une isolation. Ce rendement est assez variable d'une expérience & V'autre
pour de nombreuses raisons diies & la technique d'isolation. Cependant, la
derniere dilution dans le Krebs nous permet de ramener la densité cellulaire
finale & une valeur comprise entre 15 et 25100 cellules/mi nécesssire aux

expériences d'incorporation de leucine.

1.2. Test LDH.

L'estimation de l'intégrité structurale peut se faire en recherchant
I'augmentation graduelle ou soudaine de LDH dans le milieu.
La mesure de LDH, faite pour des cellules stockées durant trois heures &

0 °C, montre une libération de cet enzyme d'environ 20% {(Figure n°20).

Ces deux premiers tests (eérythrosine et LDH) ayant été réalisé & partir
d'une méme suspension cellulaire, une comparaison des résultats peut
aisement se faire. 11 apparait donc que le test a 1'érythrosine soit moins

sensible 8 une perte de viabilité cellulaire.




megr de pretéTnes/ml

y=-1,8326+1,0308x R=0,87

0 = ¥ -
10 20 30
millien hépatocgtes/ml

Figure n®21: Shéma établissant la corrélation entre les mgr de protéines et les millions de
cellules.
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1.3. Dosage des protéines.

Le dosage des protéines a été fait en paralléle avec le comptage &
I'erythrosine afin d'établir une relation entre les millions de cellules et les
mg de protéines. Les résultats obtenus sont représentés & la figure n°21 .
Cette corrélation: y= -1.8326 + 1.0308 x

y= mgr protéines

x=10% hépatocytes/ml
a eté nécessaire pour les expériences dincorporation de leucine ou le
decage des protéines n'avait pas réalisé fait en qu_a\nélg. Gréace & cette

corrélation, les échelles des expériences d'incorporation ont pu étre

normalisées afin de permettre une comparaison entre elles.

2, RESULTATS BE L'INCORPORATION BE LEUCINE RABIDACTIVE.

Nous allons dans un premier temps aborder V'historique des résultats,
c'est-a-dire la séquence suivie pour les différentes expériences et les

problémes rencontrés au cours du travail.
2.1 Incorporation de leucine dans les cellules.
Afin d'adapter le protocole d'incorporation de leucine radicactive dans les

cellules & de petits volumes, des microtest tubes {comme décrit & 1a figure

n°18 ) ont été employés.
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Figure n®22 : Comparaison de V'effet du TCA et du KOH pour 1a désorganisation cellulaire
afin d'étudier ultérieurement 1'incorporation de leucine dans les protéines
en adaptant le protocole aux contraintes de volume du Biorack.

Les écarts type pour les 7 premiers points ne sont pas représentés afin de
ne point encombrer le graphique.

nmoles Leucine/mgr protéines

1600 + (
1400 4 /D

temps(min)
Figure a®23 : Cinétique d'incorporation de leucine dans les cellules placées 4 0°C dans la
glace fondante.
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I1s permettent en effet de n'utiliser que 150 pl de 1a mixture d'incubation,
de récupérer un culot de quelques centaines de milliers de cellules grace au
fond de paraplaste qui empéche son tassement dans la pointe du cone, et
d'éviter des échanges entre le culot et le surnageant gréce & l'huile de

silicone.

2.1.1. Effet du KOH et du TCA.

La premiére expérience réalisée a pour but de vérifier si leﬂJH 3M utilisé
dans le protocole de référence pour faire éclt’ater/les cellules, peut étre
remplacé par le TCA 10% nécessaire & la ;;gg;;i;tion des protéines. Ceci
implique que la densité de la solution de TCA soit adéquate, et que
I'eclatement des cellules ainsi que Varrét de la réaction par le TCA

puissent étre observés.

Dans 1'affirmative, une étape pourra étre gagnée dans le protocole en ce
sens que l'utilisation des microtests tubes pourra se poursuivre, et que la

congélation apres la centrifugation sera possible.

Les résultats présentés & la figure n® 22 montrent la superposition des
courbes, et nous laisse supposer que le TCA 10 ® joue un rédle équivalent &
celui du KOH 3M.

Remarquons dés & présent que les résultats obtenus reflétent une assez
grande variabilité qui caractérisera I'ensemble de nos expériences.

\ o
Nous pouvons aussi observer dans ce premier graphique une cerwe

tendance & la diminution, aprés une vingtaine de minutes, de la

radioactivité incorporée dans les cellules; cette observation sers

confirmée par les expériences suivantes.
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Figure n®24 : Comparaison de 1'incorporation de leucine dans les cellules conservées d 0 et
@ 37°C. Chacune des expériences a été réalisée en duplicata(Les écarts
types ne sont pas représentés pour les 6 premiers points afin de ne pas
encombrer le graphe.)
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Figure »®25 : Effet du temps de préincubation sur I'incorporation de leucine radioactive
dans les cellules. Cette expérience fut réalisée & 37°C et chaque courbe
représente la moyenne de deux séries d'observation. (Les écarts types ne
sont pas représentés afin de ne pas encombrer le graphe )
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Dans 1a suite du protocole, nous utiliserons donc le microtest tube avec le
TCA, ce qui répond & deux contraintes essentielles du Biorack:
-netite nrélévements d'échantillons qui se réduisent ici 8 150 pl,
-congéletion immédiate dens ces microtest tubes aprés la

centrifugation.

2.1.2. Effet de la température sur lincorporation de leucine dans

les cellules.

L'incorporation de leucine dans les cellules a été mesurée & 0°C

{température ol le métabolisme cellulaire est fortement ralenti) et a 37°C.

La figure n® 23 montre une incorporation dans les cellules & 0°C, la figure
n® 24 montre que cette incorporation est maintenue & un niveau plus bas par

le métabolisme cellulaire 8 37°C.

L'influence de 1a température sur le phénoméne étudié montre que 1a mesure
obtenue n'est pas seulement le reflet d'une adsorption de la leucine sur la
membrane plasmique, puisque les deux courbes ne sont pas superposables

et qu'elles s'écartent de fagon trés visible pour des temps plus éloignes.

Nous pouvons donc remarquer grace & ces resultats que,

-I'incorporation cellulaire de la leucine se fait aussi bien 8 0 qu'a 37°C,

-le niveau d'incorporation & 37°C est plus faible que celui 8 0°C,
-1'incorporation & 0°C ne présente pas de plateau comme c'est le cas 8 37°C.

" ?

L4028 0.
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Figure n®26 : Exemple de courbe obtenue pour 1'incorporation de leucine dans les cellules &
0°C lors des probkmes rencontrés pour 1'isolation des hépatocytes cdd
floculation des cellules lors de la dispersion dans le Krebs.

nmoles leucine /mgr protéines
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Figure 8®29 : Shéma établissant Veffet général de la température sur l'incorporation de
Teucine dans les ceTlules. .
La courbe & 0°C est la moyenne de 4 expériences et celle a 37°C est la moyenne

de 5 expériences.
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2.1.3. Effet du temps de pré-incubation sur lincorporation de

ieucine dans les cellules.

L'effet du temps de pré-incubation a été étudié afin de vérifier si la baisse
d'incorporation observée & la figure n° 22 n'était pas le reflet d'une
mortalité cellulaire excessive. En effet, si nous réduisons le temps de
pré-incubstion 8 10 minutes, la tendance & la diminution du teux
d'incorporation dans les cellules ne devrait étre visible qu'une dizaine de
minutes plus tard.

La figure n® 25 montre le méme type de résultats pour les deux temps de

pré-incubation.

Cependant, nous ne pouvons tirer aucune conclusion de cette expérience car
elle fut réalisée dons des conditions expérimentales défavorables.

En effet, c'est 8 cette période que nous avons commencé & rencontrer
certains problémes lors de 1'isolation des hépeatocytes. Au lieu d'obtenir une
suspension bien homogene des cellules, les hépatocytes floculaient au
moment de la resuspension du culot cellulaire dans le Krebs. Les résultats
obtenus avec ces hépatocytes montrerent une telle variabilité qu'aucune
observation ni conclusion ne purent étre tirées de plusieurs expériences.

Ce probléme explique donc la variabilité fort importante obtenue dans cette
figure n°25. Un autre exemple d'expérience faite 8 ce moment est donné a le
figure n°26 pour différentes courbes d'incorporation de leucine dans les
cellules 6 O°C.

Suite & de nombreux essais pour diagnostiquer la cause de cette floculation,
la collagénase Gibco fut remplacée par de la collagénase Sigma, ce qui nous

a permis de poursuivre le cours des expériences.
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Figure a®27: Etude simultanée de la viabilité ceTlulaire 4 I'hérythrosine, et de T'incorporation

de Yeucine dans les cellules & 37°C.
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i1 est cependant 8 remarquer qu'une 1égére floculation était encore présente
pour les expériences du point 2.1.4, ce qui explique 1'allure peu typique des

courbes d'incorporation de leucine dans les cellules.

2.1.4. Incorporation de leucine et tests de viabilité.

Des expériences mesurant en paraliéle 1'incorporation de leucine dans les
cellules et le & de viabilité 8 1'erythrosine ont été reslisées pour écarter
I'nypothése que la diminution d'incorporation observée & 37°C serait due &
une perte progressive de viabilité cellulaire {figure n°27).

Ceci apporterait donc un complément d'information au point 2.1.3.

Le méme contrdle fut effectué, non plus avec 1'érythrosine, mais avec le
test a 1a LDH (figure n°28).

Nous pouvons observer qu'aucune mortalité excessive n'intervient puisque la
viabilité cellulaire se maintient d'une fagon assez stable aux alentours de
BOZ%.

Remarquons également qu'une cinétique d'incorporation de leucine dans les
cellules n'a pas été décelée su cours de cette expérience. Ceci étant

probablement du aux problémes cités ci-dessus.




24

Suite & cette premiére série d'expériences concernant l'incorporation de
leucine dans les cellules, quelques conclusions peuvent étre tirées quant
oux résultats obtenus.

Tout d'abord notons qu'une grande variabilité ceractérise 1'ensemble des
résultats. Nous nous attendions au départ, 8 observer une cinétique précise
et reproductible comparable & celle du taurocholate mais ce ne fut guére le

cas. Les causes de cette variabilité ne sont pas clairement définies.

Afin d'illustrer les résultats obtenus, la figure n°22 reprend le schéma
type de V'incorporation de leucine dans les cellules & 37 °C et la figure
n® 29 présente les courbes moyennes de S observations @ 37 °C et de 4
observations a 0 °C: ,
- la leucine semble entrer dans les cellules aussi bien a8 0°C qu'a 37°C;
- & 37 °C, un plateau est trés rapidement atteint, et le niveau
d'incorporation dans les cellules diminue aprés quelques minutes;
- le niveau d'incorporation dans les cellules 8 37 °C se stabilise & un
niveau plus faible que celui 8 0 °C;
- aucune baisse sensible de 1a viabilité n'est observée pendant 1a période

d'incubation.
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Figure 8°30 : Cinétique d'incorporation de leucine dans les protéines & 37°C. Les protéines
ont été isolées d'aprés Slegen (1976) par lavage successif & T'eau et &
TCA. Les deux graphes ont été réalisés @ partir de deux suspension

hipatooytaires différentes.
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Figure m®31 : Effet de la cycloheximide (1mM) sur Vincorporation de leucine dans les
protéines a 37°C. '
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Figure n®32: Effet de la cycloheximide(1mM) dans les eemlesé:'ﬂ"c.Lesearb?sobtms
sont le résultat de la moyenne de deux séries d'observations; les gcarts type
ne sont représentés que pour les 3 derniers points. ;
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2.2. Incorporation de leucine dans les protéines.

Aprés avoir etabli I'incorporation de leucine dans les cellules, le protocole
complet d'incorporation dens les protéines a été appliqué (précipitation et
lavages successifs au TCA et a 1'eau), pour donner les résultats présentés &
la figure n°30. Nous pouvons remarquer que lincorporation dans les
protéines est assez rapide et qu'elle aboutit & un plateau aprés environ deux
heures d'incubsation.

La série (A) o eté réalisée pour observer plus spécifiquement le début de
I'incorporation alors que les séries (B) et (C) ont été réalisées afin de

confirmer le plateau déja présent aprés 100 minutes dans la série (A).

Il est & noter que les résultats des deux derniéres séries sont peu
satisfaisants et ne reﬂéteni pas l'allure typique de lincorporation de
leucine dans les protéines comme pour la série (A) .

A priori, il semble vraisemblable que Iegﬁ?hwa type d'une incorporation

protéique intrecellulaire soit celui de la série (A). -

2.2.1. Effet de la cycloheximide.

Une expérience a ensuite eté réalisée afin d'observer un effet éventuel de le
cycloheximide 1mM sur la synthése protéique (figure n® 31).

Nous pouvons observer que la courbe des cellules incubées en présence de
I'inhibiteur est un peu décalée vers le bas, ce qui laisse supposer une
certaine inhibition, mais contrairement & I'effet attendu (Seglen,1976),

celle-ci n'est pas totale.
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Figure a%33: Comparaison des cinétiques d'incorporation de leucine (3 37°C) dans les
protéines du culot, et dans les protéines totales.
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L'effet de la cycloheximide a aussi été observé sur l'incorporation de
leucine dans les cellules @ 37 °C (figure n°32) et nous pouvons remarquer
que les deux courbes sont comparables qu'il y aie ou non un inhibiteur.

La cycloheximide ne semble donc pas interférer avec le processus
d'incorporation de leucine dans les cellules et les résultats de la figure
n°31 sont donc bien le reflet d'une inhibition de la synthése protéique et

non d'une diminution au niveau de l'incorporation cellulaire.

2.2.2. Incorporation de leucine dans les protéines cellulaires et

dans les proteines totales (cellules + milieu).

Afin d'expliquer la baisse d'incorporation de leucine dans les cellules &
37 °C aprés quelgues minutes, nous avons réalisé une expérience ot
I'incorporation de leucine a été mesurée dans les protéines celiulaires d'une
part et dans les protéines totales d'autre part (figure n°33).

Nous observons un écart progressif des deux courbes aprés une trentaine de
minutes. La courbe d'incorporation dans le culot semble se stabiliser & un

platesu, celle d'incorporation dans 1e milieu total continue de croitre.
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1. REPATOCYTE®E I80LES EN SUSPEREIDMN.

Lo rhaiv du modele des hépatocytes isolés en suspension a été dicté par les

avantages suivants:

- contrble des parametres extérieurs,

- peesihilité de nombreuses incubations & partir d'une méme isolation
d'hépatocytes,

- un seul type de cellule est obtenu & partir d'un organe complexe,

- systéme adéquat pour 1'étude des propriétés de transport cellulaire,

- les cinétigues d'incorporation peuvent étre suivies dans les cellules et le

milieu simultanément.

La méthode d'isolation est performante et fournit des hépatocytes viables
qui conservent leur structure membranaire (0. Slegen, 1976).

Notons toutefois que les hépatocytes semblent perdre leur polarité apres
I'isolement. Le canalicule biliaire disparaissant, 1'hépatocyte adopte une
configuration sphérique et les appareils de Golgi, rassemblés autour du
canalicule in vivo, se dispersent (Gebbart, 1984). Mais on ne sait encore
avec exactitude si cette perte de polarité est seulement structurelle ou si
elle est aussi fonctionnelle (Vonck & al, 1978).

2. VIABILITE.

Les hépatocytes isolés en suspension étant destinés & 1'étude de la
cinétique d'incorporation de leucine radioactive dans les protéines, il était
nécessaire d'effectuer certains tests de viabilité afin de s'assurer de leur

intégrité structurelle et métabolique.
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Les tests structurels ont été fournis par le test & 'érythrosine rouge et le
test de LDH. Les tests métaboliques ont été réalisés par des cinétiques
d'incorporation de taurocholate dans le cadre d'un travail paralléle au notre

(Decat,1987).

2.1. Erythrosine rouge.

Les hépatocytes fraichement isolés se présentent sous forme de cellules
sphériques au contour défini ne manifestant aucun signe de dégénerescence
nucléaire ou cytoplasmique.

Cependant, certains hépatocytes présentent des "bourgeonnemments”. Ils
seraient dus @ un manque de carbogene dans la suspension cellulaire, ce qui
provoque une variation du pH.

L'appréciation de 1a viabilité par simple examen de la suspension, colorée &
'erythrosine rouge, nécessite une certaine habitude et est assez
subjective. La méthode d'exclusion des colorants vitoux est contestée par
certains auteurs (Pfaff & al, 1980; Bauer & al, 1975), cer elle ne
permettrait de détecter que des lésions graves et irréversibles des
cellules. Aucune conclusion ne peut donc étre tirée & partir de cette seule
méthode et un complément d'information est nécessaire afin de décider plus

objectivement de la qualité des cellules.

2.2. Dosage de 1a LDH.

Ce test de LDH convient mieux pour mettre en évidence des variations
éventuelles de la viabilité au cours du temps. Nous pouvons observer une
augmentation de + 10 & 20 % de libération de LDH aprés trois heures de

stockage & 0°C (figure n°20).
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Les suspensions cellulaires destinées & 1'étude d'incorporation de leucine
sont employées dans un intervalle de 2 8 3 heures; on peut donc remarquer
qu'sucune diminution de viabilité excessive ne pouveit troubler ces

expériences (H. Baur & a1,1975).

Nous pouvons conclure que les cellules semblent trés bien résister &
I'incubation comme 1'ont déja observé différents auteurs {Anwer MS. & al,
1976a; Anwer M.S. & al, 1979; Schwarz LR. & al, 1979b et c; Schwenk M. &
al, 1979b).

En comparant les résultats obtenus pour ces deux premiers tests de
viabilité, on peut remarquer que 1'estimation sau départ d'une libération de
LDH semble plus précise bien que la différence entre les résultats des deux
tests ne soit guere importante.

I1 semble donc que le test & 1a LDH ne fasse que confirmer 1'estimation de
viabilité déja obtenue par I'érythrosine, ces deux méthodes d'appréciation
menbranaire étant assez semblables quant aux résultats qu'elles
fournissent {(H.Baur & al,1975). Le test & I'hérythrosine présente deux
avantages supplémentaires, en particulier la rapidité des manipulations et
I'appréciation morphologique simple, mais son principel inconvénient est la

subjectivité méme des observations.
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3. INCORPORATICN DE LEUCINE RADIDACTIVE.

Le but du projet dans lequel s'inscrit ce travail, est de mettre au point et
d'adapter aux contraintes matérielles du Biorack un test d'intégrité
meétabolique pour les hépatocytes isolés en suspension.

A cette fin, c’'est 1a voie métabolique de synthése protéique qui fut choisie

. et c’est en particulier 1'incorporation de leucine qui a été étudiée dans ce

3.1. Incorporation dans les cellules.

La premiére partie de cette discussion concerne l'incorporation de leucine
radioactive dans les cellules. Aucun article consulté n'a pu nous renseigner
quant au taux d'incorporation intracellulaire, mais, si nous reprenons les
résultats de la figure n°22, nous pouvons en conclure que le taux
d'incorporation @ 37°C est de 1'ordre de 21 nm/min/mgr dans une premiére
phase ascendante, et de 11 nm/min/mgr dans une deuxiéme phase
descendante.

Le probléme que souléve cette baisse sensible de 1'incorporation de leucine

dans les cellules sera discuté ultérieurement.

L'incorporation de leucine a ensuite été réalisée @ 0°C (Figure n°23) avec le
méme protocole. A 0°C, le métabolisme cellulaire se trouve fortement
ralenti; 1e potentiel de membrane passe de 359 + 3.1 4 18.6 +2.1 mV; la
concentration de Na* intracellulaire passe de 37.2 + 3.6 mM & 117.0 +6.6

mM; 1'incorporation d'uridine passe de 5800 cpm/{mg.min) &
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1600 cpm/{mgmin); la respiration endogéne passe de 5.2 nmole

0,/(mg.min) 8 5.0 nmole 0,/(mg.min) .....(H.Baur & &1,1973).

D'apres ces renseignements, on s'attendait & ne plus observer qu'une faible
incorporation de leucine dans les cellules. Or nous pouvons constater que ce
n‘est pas le cas.

Cette observation laisse suggérer qu'il s'agisse d'un phénomeéne passif
pouvant se dérouler aussi bien & 0°C qu'a 37 °C.

Eneffet G et M. Schreiber (1973) avaient déja relevé cette particularité en
supposant un échange libre de leucine entre les compartiments intra- et
extra-cellulaires avec une rapide pénétration de leucine et un équilibre tout

aussi rapide entre les pools existants.

Les résultats obtenus & 0°C nous permettent donc de tirer les
renseignements suivants: les caractéristiques d'un transport actif pour les
acides aminés semblent étre perdues et la membrane cellulaire semble y
devenir plus perméable. 7

Une esugmentation de la perméabilité aveit déja été observée pour le
sucrose dans les cellules de rat embryonaires. Cette augmentation eétait
causée par un traitement & la trypsine et était détectable aprés une culture

des cellules de 22 jours (Giinther & al, 1966).

L'incorporation de leucine dans les cellules étant essentiellement un
phénomene passif pour les hépatocytes isolés en suspension, la voie
metabolique de la synthese protéique présente 1'intérét particulier de
fournir une mesure de lintégrité metabolique, indépendament des

propriétés de transport de 1a membrane.
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3.2. Incorporation dans les protéines.

La deu:_:iéme partie de cette discussion concerne plus spécifiquement
I'incorporation de leucine dans les protéines intra-cellulaire. Si on prend la
moyenne des résultats obtenus pour la figure n°30, le taux dincorporation
de leucine dans les protéines est de 90+8 pmole/min/mgr. { La série C n'a
pas été prise en considération pour cette mesure car elie ne représente pas
I'incorporation typique de leucine dans les protéines).

Si nous comparons ce taux 8 celui trouvé par JL. Crane et D.L. Miller {1976)
(figure n°9) qui est également de 90 pmole/min/mgr, nous pouvons en
conclure que la cinétique observée est bien le résultat d'une incorporation
dans les protéines.

Un maximum d'incorporation avait été observé pour une incubation sous une

atmosphére de 95 % 0, et 5% CO, 8 pH proche de 7 et & 1a température de

37 °C (G. et M. Schreiber, 1973). Ces conditions furent reprises dans les

expériences pour obtenir 1a meilleure incorporation possible.

Nous avons par la suite testé I'effet d'un inhibiteur de la synthése protéique
sur 1a cinétique d'incorporation obtenue dans les protéines.

La cycloheximide est un antibiotique, inhibiteur spécifique de la syntheése
protéique en ce sens qu'il empéhe la formation du lien peptidique, au
niveau des ribosomes 80 S des eucaryotes.

Par contre, il n'affecte pas la synthése protéique su point de vue des

ribosomes 70 S des procaryotes ou des mitochondries (Lehninger, 1982).
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Cycloheximide .

Cet inhibiteur a été utilisé & 1a concentration de 1mM sur 'incorporation de
leucine dans les protéines et les résultats obtenus ne sont guére concluants
quant & son effet méme si une légére inhibition peut étre observée (Figure
n°31).

L'effet de la cycloheximide semble d'ailleurs trés controversé, ainsi,
Schreiber & Schreiber (1973), trouvent une insensibilité de l'incorporation
de leucine envers 0.6 mM de cycloheximide alors que Inoue & al (1965)
montrent une inhibition 8 90 £ de l'incorporation par 2.24 pM de ce méme
inhibiteur.

La concentration utilisée était ici de 1uM comme pour 'expérience de

0. Slegen (1976) qui trouva un maximum d'inhibition & cette concentration.

La cycloheximide a aussi eété utilisée pour l'incorporation dans les cellules
& 37°C et aucune inhibition d'incorporation ne fut observée. La leucine entre
donc dans les cellules de la méme fagon, qu'il Y ait ou non un inhibiteur de

synthése protéique ce qui semble d'ailleurs logique.
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La courbe obtenue en présence de cycloheximide 4 la figure n® 31 est donc
le résultat d'une inhibition partielle de 1a synthese protéique et non d'une

inhibition éventuelle de V'incorporation dans les cellules.

Comme nous 1'avons vu précédemment dans les résultats obtenus a 37 °C, la
radioactivité incorporée dans les protéines intracellulaires se stabilise
aprés quelques minutes.

Ce phénomene laisse supposer que les protéines neosynthétisées soient
excréetées dans le milieu d'incubation ou qu'elles soient rapidement

métabolisée par les hépatocytes isolés.

L'expérience concernant 1'incorporation de leucine dans le milieu total
(protéines intra- et extra-cellulaires) appuie la premiére hypothése
d'excrétion protéique, en ce sens que, le taux d'incorporation reste constant
alors qu'il baisse aprés 80 minutes si on ne mesure que 1'incorporation dans
les protéines intra-cellulaires. Les hépatocytes consomment donc 1isotope
et relachent continuellement les protéines néoformées, ceci résultant en
une diminution progressive de 1'activité spécifique intra-cellulaire

(0. Slegen, 1976).

Cette diminution du taux d'incorporation laisse supposer l'intervention de
différents processus de synthése et de dégradation des protéines & des toux

variables (L.J. Crane & D.L. Miller, 1976).
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Si la mesure d'incorporation de leucine se fait dans les protéines
intracellulaires, elle nous permet de visualiser, en plus de la synthése
protéique, 1'excrétion des protéines dans le milieu. Une méme expérience
permet donc de cerner deux phénomeénes distincts: synthése et excrétion

protéique.




CONELUSIoONS
& PERSPECTIVES
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1.CONCLUBIDNE.

L'objectif de ce travail est d'adapter un protocole etudiant lintégrite
métabolique des hépatocytes, aux contraintes du spacelab afin d'observer
les effets de 1'apesenteur .

A ce sujet, nous savons que seul des petits volumes peuvent étre utilisés et
qu'un minimum de manipulation est requis, 18 suite des opérations devant se

poursuivre su sol apres le retour de la navette.

-Le protocole d'incorporation dg leucine dans les protéines a été adapté aux
petits volumes puisque seth}é) pl de suspension hépatocytaire suffisent a
I'expérience. Apres addition du marqueur, la premiére centrifugstion est
suivie d'une congélation permettant donc le retour su sol avant 1'extraction

des protéines par lavages successifs & 1'eau et au TCA.

-La leucine semble pénétrer dans 1a cellule de fagon passive, les propriétés
d'un transport actif étant vraisemblablement perdues lors de IW
isolation. Certains auteurs attribuent cette perte du systéme de transport
actif pour les acides aminés & la perfusion enzymsatique avec collagénase
(Schreiber & Schreiber, 1973).
Un transport passif de la leucine permet une étude de lintégrité
métabolique indépendante de l'intégrité membranaire. L'incorporation de
leucine dans les protéines se révele donc étre un test de choix pour
rechercher des modfications éventuelles du métabolisme cenulairef en

condition de microgravite.
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-Les hépatocytes semblent continuellement relacher les protéines
néosynthétisées dans le milieu d'incubation. Ceci permet donc 1'étude
simultanée d'une synthése et d'une excrétion protéique & partir d'un méme
culot cellulaire.

Cependant, nous avons encore la possibilité de réduire le nombre de
manipulations expérimentales. En effet, seul un préléevement aprés
plusieurs heures d'incubation en présence du traceur s'avere étre utile. Ce
prélevement ne nécessitera plus eucune séparation entre culot et
surnioyeant cor ia mesure de radioactivité pourra se faire dans les protéines
intra-et extracellulaires. En comparant la valeur obtenue & une valeur de
reféerence au méme temps et dans les mémes conditions expérimentales,

I'effet eventuel d'un paramétre extérieur pourra étre mis en évidence.
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2. PERSPECTIVES.

Le protocole expérimental étant adapté sux contraintes spatiales, l'on
pourrait envisager de simuler les différentes conditions du vol en
laboratoire. Par exemple, une différence de pression, une accélération ou
I'effet de radiation peuvent étre testés sur V'incorporation de leucine dans

les protéines.

Il serait aussi trés intéressant de mettre & profit 1a possibilité du double
et triple marquage radioactif pour les expériences envisagées.

En effet, difféerentes voies meétaboliques pourraient étre suivies
simultanéement dans une méme suspension hépatocytaire.

Ceci est rendu possible par le fait que seul un prélévement est nécessaire &
la mesure d'incorporation de leucine dans les protéines. Une sutre étude
cinétique {nécessitant plusieurs prélévements) pourrait donc se résliser &
partir du méme milieu d'incubation. A ce suje_\t, diverses recherches
bibliographiques ont déj& été effectues sur l'incorporation de glucose
radioactif dans le glycogéne (cfr thése de Frangoise BONTEMPS, 1979,
"Regulation du meétabolisme du glycogéne dans les hépatocytes isolés de

rats.”)
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