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Ce travail s'inscrit dans le cadre d'une recherche menée par la NASA et 

l'ESA (Europefm 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 systèmes vivants sur terre pour contrer les effets de la grovité. 

Les scientifiques voudraient mener à terme des expériences sons O't'Oir â 

subir l'entrainement intensif des ostronoutes et dons un même temps, être 

copobles de réutiliser l'équipement expérimentol et de rapporter différents 

spécimens pour des analyses plus complexes en laboratoire. 

1.1 Mutériel sputiul. 

1.1.1 Le laboratoire spatial. 

Le laboratoire spatial est une unité de recherche pouvant être embarquée â 

bord de la navette spatiale et est constitué de deux éléments 

indissociables: 

- le module, souvent associé au nom ·spacelab·, comprend le ·coeur" et 

les segments expérimentaux, le tout formant un laboratoire en 

microgravité ou l'on peut travailler ·en bras de chemise·. 

- la palette, sur laquelle les instruments devant être directement 

exposés à l'environement extérieur (radiations,observatlons .. ) 

peuvent être montés. 



lncubator----1--.---

Power Paner ___ __,.....,.. ____ .,_ 
=------Subsystem Paner----4---!,----+y,.f,...z:.:,,,,.,....-:: 

Figure n• 1 : Configurotion du Biorock. 

(ESA bul 1 et in n°36, novembre 1983) 
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Bien que les scientifiques doivent subir un entroinement minimum, le 

spocelob est conçu pour être utilisé por des personnes n'étont pos 

nécessoi rement des ostronoutes. 

11 s auront l'avontoge de trovoi 11 er en mi crogrovité tout en ut il i sont des 

instruments qui leur sont f omiliers. 

Le spocelob offre une gronde flexibilité d'oménogement ofin que différentes 

disciplines puissent être étudiées côte o côte, ceci donnont un ovontoge 

économique en plus d'une stimulation intellectuelle. 

Une équipe de six personnes, nécessaire pour effectuer toutes les 

expériences scientifiques, seroit constituée: 

_d'un pilote, 

_d'un commandont, 

_ de deux scientifiques s'occupant des expériences sur le comportement 

des individus et pouvont se prêter odes tests d'investigation médicole, 

_ de deux astronautes responsables de 1' oménagement des ressources du 

spocelob et qui ossisteroient les deux scientifiques. 

1.1.2 Le •Biorack•. 

Le Biorock est un élément multifonctionnel procuront l'environnement 

expérimental spécifique oux recherches dons le domoine cellulaire et 

physiologique. (Figure n° 1) 



Figure 

~ 

EDW~ ;:;;;i':;, 
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~ ~ KENNEDY 
~ ~ SPACE CENTER 

n•2 - s· . equence générole du d' • eroulement d e lo m1·s . s1on 

spotiole. 

(ESA bulletin no47 • , oout 198"6) 
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Les éléments principaux du Biorock sont : 

- Les deux incubateurs dont l'un trovoille de 16°C à 30°C et l'outre de 

30°C à 40°C .Ces incuboteurs contiennent des rocks pouvont occueillir 

les huit contoiners renf ermont les spécimens biologiques. Pormi ces 

rocks se trouvent notomment des centrifugeuses permettont de 

recréer une gravité 16 en orbite ofin de pouvoir isoler les effets de lo 

microgravité d'outres effets éventuels dûs ou vol dons l'espace. 

-Le comportiment en verre ossure un hout niveou de propreté dons une 

oire de trovoil monuel sons risque de contominotion. Ce comportiment 

offre certoines f ocilités pour l'emploi ultérieur d'opporeils 

microscopiques, photogrophi ques et vi déogrophi ques. 

-Le frigo et le réfrigérateur f oumissent un environnement odéquot pour 

le stockoge pré- et post- expérimentol. 

Afin d'obtenir les meilleurs résultots possibles. différentes conditions 

doivent être remplies (Figure n° 2); 

-Contrôle des conditions de tempéroture ovont, pendont et oprès le vol. 

-Enregistrement de tous les poromètres de l'environnement pendont le 

vol. 

-Duplicot de choque expérience, de préférence dons un deuxième Biorock 

pour éliminer les effets inconnus. 

-Contrôle simultoné ou sol et dons les mêmes conditions 

expérimentales. Une communication directe et constante ovec l'équipe 

de contrôle ou sol est établie pour signaler les changements éventuels 

pouvont intervenir dons le déroulement des expériences. 
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Lors de lo mission 0-l(ooût 1986), 14 expériences de 5 poys différents ont 

été sélectionnées por l'E.S.A pour le vol dons le biorocl< du Germon 0-1. 

_ Expériences sur lo structure celluloire: distribution des composés 

cellulciires dans les globules rouges de mommif ères, polorité spécifique des 

leucocytes, structure et prolifération des Poraméciums. 

_ Expériences sur lo prolif érotion celluloire: sur les spores boctériennes en 

mesurant la densité optique et sur E.Coli en observont l'effet de différents 

ont i biotiques. 

_ Expériences sur le fonctionnement celluloire: au niveau du comportement 

des cellules de Physorum, ou niveou du rythme circadien chez 

Chlamydomonos et ou niveau de lo réoctivité décroissante des lymphocytes 

du système immunitoire dons le song des ostronoutes. 

_ Expériences sur les intéroctions boctériennes: conjugaisons, infections et 

intéract ions ort if ici e 11 es. 

_ Expériences sur lo diff érenciotion cellulaire: ou niveou de l'embryogenèse 

des amphibiens Xénopus et étude de l'effet des radiotions sur les oeufs 

d'insectes. 

(ESA bulletin n°47, ooût 1986). 

Les expériences concernant les bactéries ont révélé une ougmentotion très 

nette de leur prolifération oinsi qu'une résistance occrue oux ontibiotiques. 

Les expériences ou niveou des cellules humaines responsobles de la 

reconnoissonce et de l'élimination de motériel étronger por production 

d'anticorps, semblent démontrer que la microgravité inhibe souvent 

complètement le processus d'octivotion des globules rouges et ceci oussi 

bien dans les échantillons sanguins de l'équipage en vol qu'o portir 

d'échantillons prélevés ovont le vol et mis en culture. 

En plus de l'intérêt scientifique de ces résultots, une importance pr:-otique 

peut donc être dégagée pour les risques de maladies infectieuses atteignant 

souvent 1 es membres de 1 'équipage pendant 1 e vo 1. 
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11 n·y 6 actuellement plus de doute quont oux effets de lo microgrovité sur 

les cellules et ces études peuvent donc être utilisées ofin de mieux 

comprendre cert6ins des nombreux effets de 16 microgravité sur les 

orgonismes et rétrospectivement, de mieux comprendre les méconismes de 

f onctionnernent norm61 des cellules dons leur environnement. 

Deux phénomènes mojeurs, en porticulier, 16 proliférotion et lo 

différenciotion celluloire, semblent être 6ff ectés et ceci peut donc 

suggérer de nombreuses expériences pour l'ovenir. 

1-2. t1etérie1 biologique. 

Le but de cette recherche étont l'étude du métobolisme celluloire en 

microgrovité, deux f octeurs importonts doivent être pris en considération : 

_ le motériel biologique étudié doit posséder des voies 

mét6bo li ques coroctéri st i ques; 

_ il doit être compotible ovec le protocole expériment61 se 

conf ormont oux controintes motérielles du spocelob. 

Le motériel biologique utilisé est lo cellule hépotique, celle-ci jouont un 

rôl e importont dons l'orgonisme et présentont une gronde diversité de 

fonctions oinsi que des voies métoboliques très coroctéristiques. Le 

protocole expérimentol envisogé est celui des hépotocytes isolés en 

suspension, permettont de répondre oux controintes d'incubotion et de 

pré 1 èvement rencontrées. 



lronch· 
Hepo1 ic Artery 

Figure n•3 : Agencement des hépatocytes en travées. 

(Extrait de Bloom and Fawcett, 1975) 
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1.2.1 Le foie. 

Le foie est un des orgones strotégiques de l'orgonisme; il permet 

1'ôui>oq:,tion de substonces è portir du troctus gostrointestinol. Une des 

fonctions les plus importontes de cet orgone est de former lo bile, solution 

oq11euse contenant des acides biliaires, des pigments, du cholestérol, des 

i,hosphollpides, et des protéines dont quelques enzymes (Bloom & ol, 1975). 

Le foie, constitué de quotre lobes recouverts de lo capsule de Glisson, est 

di visé en lobules de section hexogonole contenont plusieurs types 

celluloires: hépotocytes, cellules endothéliales, cellules de Küpff er, · f ot 

storing cens· et plus rarement ·pit cens·. 

Les hépotocytes sont des cellules polorisées houtement différenciées. Ils 

représentent o eux seul 90 è 95:g du poids totol de l'organe (Klossen & ol, 

1984). Ces hépotocytes sont assemblés en trovées de Remok seporées, por 

l'espoce de Disse, d'un sinusoide (Figure n°3). Le lobule est formé de 

l'ossembloge de ces travées outour de lo veine centrolobuloire. L'espace 

por te, è l'extrémité de choque lobule, est constitué entre outre d'une 

bronche de l'artère hépotique et de lo veine porte. Le conolicule bilioire est 

délimité por l'invoginotion membronoire de deux hépotocytes voisins. Les 

conolicules se rossemblent pour former le conol bilioire interlobuloire et 

ensuite le conol cholédoque qui vo s'ouvrir dons le duodénum. 

Le song, orrivont ou niveau de l'espoce porte, est droiné por les sinusoides. 

Ces sinusoïdes ayont un endothélium fenestré, certoines substances du 

plosma possent dons l'espoce de Disse puis sont coptées por l'hépotocyte 

(Bloom & ol, 1975). 

Les hépotocytes in vivo sont donc fortement polarisés pour permettre ce 

transport: deux pôles morphologiques et fonctionnels distincts peuvent être 

observés ou niveou de lo membrone, conoliculoire et de lo membrane 

sinusoide. 



V<! i ne Porte f 
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Figure n°4 : Schémo mettont en évidence les trois tronsports 

membronoires des acides bilioires ou cours du 

cycle entérohépotique. 
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1.2.2 Les ecides bilinires. 

Les 6Cides bili6ires, synthétisés d6ns les hépatocytes â p6rtir du 

cholestérol , furent découvert en 1609 et représentent 67% des composants 

biliaires (Carey, 1962). Etont peu solublM â pH physiologique, ils se 
----retrouvent surtout sous forme conjuguée o lo glycine ou o la taurine por un 

lien peptidique f6cilitont leur solubilisotion (Kloassen & 61, 1964). Cette 

conjugoison pourroit avoir un rôle de détoxificotion de la propriété de . 

détergent de ces ocides (Vessey & al, 1961; Hordisson & ol, 1961 ). 

Le glycocholate est l'ocide le plus obondont chez l'homme, tondis que chez 

Je rot, il s'ogit du tourocholote (conjugoison de l'ocide cholique et de la 

taurine). 

Les ocides bilioires ont comme rôle de porticiper ii lo stabilisation de l'étot 

physique de la bile (en neutralisont le pH ocide du chyme stomacal) et 

d'i ntervenir dons lo digestion et l'absorption des groisses dons l'intestin 

(Carey, 1962). 

Ces ocides sont secrétés dons 16 bile contre un grodient de concentrotion, 

ils sont ensuite déversés dons le tube digestif où ils porticipent ii 

l'émulsion des grnisses et fovorisent l'oction des liposes. Au niveou de 

l'i léon, 90~ des ocides bilioires sont réobsorbés de foçon oct ive et se lient 

à l'olbumine ovont de regogner le foie por lo veine porte (Mogne & ol, 1980). 

10% des 6Cides bilioires sont perdus â choque cycle par dégradation 

bactérienne et por voie f école. 

Toute interruption de ce cycle, oppelé cycle entérohépotique (Figure n°4), 

ougmente lo synthèse du cholestérol et lo sécrétion des sels bilioires 

(Mogne & ol, 1960). 
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Les hépotocytes présentent des voies métoboliques très coroctéristiques, 

de plus ils ont une copocité de tronsport pouvont être utilisées pour des 

études cinétiques de coptotion et d'excrétion. 

1.3 Objectifs généraux . 

Après cette revue sommoire du codre générol dons lequel s'inscrit le 

trovoil, des objectifs plus précis peuvent être formulés. 

11 s·ogiro donc ici de rechercher des modificotions éventuelles dons les 

fonctions ce11uloires f ondomentoles dues o l'environement spotiol et plus 

porticulièrement o lo microgrovité. On peut por exemple étudier: 

_ Le tronsport membronoire por lo cinétique de tronsport d'ocides 

bilioires morqués comme 1~ tourocholote. 

Lo gluconéogénèse por le dosoge du glucose produit oprès 

incubotion des cellules en présence de loctote. 

Lo synthèse des protéines por incorporotion d'ocides ominés 

rodi ooct ifs. 

Le métobolisme des lipides por incorporotion de polmitote ou 

d'océtote rodi ooct ifs. 

_ Lo synthèse de RNA por incorporotion d'uridine rodiooctive. 
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Différents modèles expérimentaux peuvent être proposés afin de mener à 

bien ces expériences quolitotives sur les hépotocytes. 

Les modèles les plus proches de lo rée lité physiologique sont ceux du foie 
11 in situ 1êt isolé. Cependent, dons ces modèles, les cellules restent ossez 

in0ccessibles et le type de dispositif dont on dispose dons 10 navette ainsi 

que les différentes controintes du biorock excluent directement ces deux 

propositions. 

11 reste donc à envisager le modèle des hépotocytes isolés mis en culture ou 

incubés en suspension et de choisir pormi ces deux modèles celui qui se 

prètern le mieux à l'environnement spécifique des expériences en 

mi crogrovité. 
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2.1. suspension cle cellules isolées. 

La susoensi on de ce 11 ul es i salées permet à l'expérimentateur une 

mônipulôl ion simple d'un système homogène qui présente une série de voies 

métatioliques comparatiles à celles des cellule/in situ.Lf 

un certain nombre d·avantages des cellules isolées par rapport aux autres 

systèrnes peuvent être envisagées (Segl en P.O, 1976) : 

_ Les cellules conservent leur structure membranaire et leur 

orgenisation intracellulaire alors que dans les r,omogénats et les 

préparations de tranches de tissus, cette intégrité est perdue. 

_ L'incutiation de cellules est un modèle assez simple car les problèmes 

de diffusion du sutistrat vers les cellules peuvent être minimisés. 

_ Un seul type de ce 11 u1 es peut être obtenu à partir d'un organe 

comple>~e. Les interactions entre tissus seront donc annulées ainsi que 

celles entre différents types de cellules à l'intérieur d'un organe. 

_ L'utilisation d'une suspension hornogène de cellules isolées permet 

d'obtenir un grand nombre d'incubations à partir d'une 

même préparation, ce qui limite les problèmes de variabilité 

individuelle rencontrés lors de l'utilisation de l'orga~e entier. 

On réduit donc à la fois le coût, la variabilité et le temps expérimental. 

_ Une suspension de cellules isolées offre un système idéal pour les 

études de propriétés de transport cellulaire alors que dans des grands 

organes intacts (et en particulier dans les homogénats) elles s·avèrent 

difficiles. 

_ La suspension de cellules isolées peut, en général, être réalisée en 

routine sans demander d'équipement spécialisé ou c-oûteux. 

L~---
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_ Dans une suspension de cellules fraîchement isolées on retrouve 

souvent des fonctions similoires à celles de l'organe entier, comme le 

montre p0r exemple 16 synthèse de sérum albumine dons des 

suspensions d'hépotocytes de rot (Weig0nd-Muller &. ol, 1971; E0st &. al, 

1973). 

P0rmi les deux modèles choisis, culture d'hépotocytes et hépotocytes isolés 

en suspension, trois solutions peuvent être envis0gées: 

- culture d'hép0tocytes à choud; 

- culture d'hépotocytes à froid; 

- hép0tocytes isolés en suspension, â froid. 

Les av0ntages et les inconvénients de ces trois systèmes vont être 

détaillés ci-dessous afin de permettre un choix 0déqu0t pour 

1'expériment0tion sp0ti0le. Rappelons, cependant, que ces ovontoges et 

inconvénients sont très relatifs puisqu'ils sont formulés p0r r0pport aux 

contraintes spécifiques du Bior0ck. 

_ Lo suspension de cellules isolées présente l'inconvénient majeur de la 

perte structurelle et peut-être fonctionnelle de leur polarité (\/onk &. 01, 

1976). Par contre, lors de 16 mise en culture, les hépotocytes récupèrent 

cette polarité biliaire (Gebboudt, 1964) en s·ossemblont en travées après 

24 heures (Wonson, 1976). Cependont, les hépotocytes en milieu de culture 

ogité présentent une oltérotion de l'ultrostructure (Guillonzo &. 01, 1972) 

ainsi que des divisions cellulaires ami tiq~ s (Le Guilly&. 01, 1969). 

_ Le modèle des hépotocytes isolés en culture à ch0ud présente un 

inconvénient de toille pour les expériences envisogées dons ce trav0il : les 

conditions très strictes du Biorack ainsi que les effets dus au déport 

(vi brotions, pression et rupture éventuelle d'01iment0tion) peuvent nuire à 

10 préserv0tion de telles cellules. 
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_ Les hépôlocytes isolés en suspension offrent un ovantôge pôrticulier par 

1 e foi t que p 1 usi eurs pré 1 èvernents dons une même i nçubet ion permettent de 

collecter sélectivement un échôntillon de cellules, et de milieu 

d'incut,eition. Ce qui présente un ôtout certôin pour toute étude cinétique. 

_ La cryoprotection des hépatocytes isolés semble "o priori" plus \ 

f oci 1 ement réô 1 i satil e que 1 ô conservôti on des cultures dl,épotocytes o 
bosse ternpéroture. 

L'isolotion des hépôtocytes étônt techniquement impossible dans l'espôce, 

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

limitée èJ quôtre heures o 0°C. 

11 s·est donc avéré nécesseiire de trouver une méthode permetternt de les 

geirder viebles plus longtemps. C'est dans ce but que certaines expériences 

ont été entreprises ou loboreitoire sur lei congélotion des hépotocytes. 

11 foudrei ensuite s·ossurer que les cellules soient fonctionnelles et 

préservent un rnétobolisrne comporeible o celui des hépotocytes'1n vitro!' 

Lo séquence générole d'une expérience est donc envisEigée comme suit: 

- isolotion de!:; hépotocytes ovtmt le déport. 

- congélotion de ceux-ci jusqu·ou moment de l'expérience proprement 

dite dons l'espoce. 

- décongélotion et mise en présence de précurseurs rodioactif s flfin de 

suivre une cinétique de coptoti on, d'i ncorporot ion et d'excrétion. 

- centrifugotion pour séporer les cellules du milieu d'incubotion. 

- congélotion jusqu'ôu retour ou sol où lo suite des monipulotions 

pourro être réa 1 i sée. 
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Nous a 11 ons donc parler maintenant de que 1 ques techniques acquises 

concernant 1 a préparnt ion d'une suspension ce 11 ul aire, 1 es différents tests 

de viabilité des cellules et le marquage des voies métaboliques par des 

troceurs nidi oact ifs. 

2.2. Préporoti on de 1 o suspension ce 11 ul oi re. 

2.2.1. His torigue . 

. Il exi ste trois méthodes de bose pour la désogrégotion des tissus après 

i so 1 ati on de l'organe. Ces méthodes peuvent soit être utilisées 

indépendamment l'une de l'autre, soit être e,ssociées. 

- Mé thode méceini gue. 

Il s·ogit d'utiliser une force méconi que po[!r cosser 1 es connections 

intercelluloires {K.R.F. Elliot , 1979). 

Exernp 1 e : - homogéni sot ion 1 âche ( thymus). 

-ogitotion vigoureuse {muqueuse des intestins). 

-posser ou tomis {foie). 

-mi crodi ssect ion. {îlots poncréot i ques). 

En générnl , souf pour lo microdissection, cette méthode produit des cellules 

non viobles comme résultot de dégâts cousés o lo membrone pl osmique. 

Dons lo majorité des cos, cette méthode reste ine,ppropriée meilgré son 

utilisot ion courante pour certains tissus comme le thymus. 
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- Méthode chimique. 

Celle-ci consiste en une destruction des connections intercelluloires por 

oct ion du Co++, jouont un rôle importont dons l'odhésion celluloire, en 

présence d'ogents chélotonts comme l'EDTA ou le citrote. Cependont une 

séporotion complète requiert encore des forces méconiques considérobles. 

Molgré que cette méthode soit meilleure que lo précédente, lo mojorité des 

cellules reste encore non vioble. 

- Méthode enzymotigue. 

V\ C'est en 1963 qu· Howord &. ol. firent lo première incubotion de tronches de 

\( 'V foie dons un tompon contenont de lo collogénose et de l'hyoluronidose. Les 

hépotocytes oinsi isolés étoient copobles de respirer et présentoient une 

int égrité structurelle. Cependont, le rendement étoit ossez f oible. 

Lo première perfusion du foie ovec un milieu contenont de lo collagénose et 

de l'hyoluronidose fut réolisée por Berry&. Friend en 1969. 

En 1972, Seglen introduit le gonflement du foie dons un système de 

per fusion fermé, comme indicoteur du degré de dispersion des tissus. 11 

trouvo en 1973 qu'une perfusion ovec un milieu sons Co++ suivie d'une 

per fusion ovec 5mM Co++ pH 7.5 , collagénose ·et hyoluronidose donne un 

gonflement maximum du foie. 

Krebs&. ol. utilisèrent lo même méthode en 1974 mois sons l'hyoluronidose 

qui s'étoit ovérée inutile d'oprès d'outres outeurs (lngebretsen &. Wogle, 

1972 ; Berry&. Werner, 1974). 
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2.2.2. Perfusion enzymnt igue. 

11 exi ste deux méthodes de bose pour mettre des tissus en contoct ovec des 

solutions d'enzymes. Soit le tissu est grossièrement frogmenté et incubé in 

vitro dons lo solution d'enzymes, soit l'organe entier est perfusé ovec cette 

solution. 

Muller, Schreiber, Kortenbeck et Schreiber ( 1972) comporèrent les 

différentes méthodes sur bose d'exclusion de coloront vitol (trypon bleu). 

Il s étudièrent lo différence quontitotive et quolitotive des cellules isolées 

por ogitotion du tissu dons un milieu de dispersion ou por perfusion de 

l'organe entier ovec ce milieu. Une perfusion continue ovec de 

l'hyoluronidose 0.11 et de lo collogénase 0.051 s'est overée supérieure â 

t outes les outres méthodes testées. Cette conclusion fut confirmée por des 

onolyses ou microscope électronique de l'ultrostructure des cellules. 

11 est donc opporu que le système de perfusion permettait d'obtenir un plus 

grond nombre de cellules viables en un temps plus court. 

Cependont, dons certoines circonstonces, lo perfusion d'orgone reste 

impossible: 

Exemple :organes de gronds onimoux ou orgones peu vosculorisés comme 

les coussinets groisseux de l'épididyme. (K.R.F. Elliott, 1979) 

Le système de perfusion offre cependont certoins ovontoges non 

négligeobles por ropport â la frogmentation et â l'incubation dons lo 

so 1 ut i on enzymot i que; 

- plus grond nombre de cellules viables. 50 1 contre moins de 1 o I pour lo 

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

- temps d'obtention des hépotocytes plus court; 15 â 30 minutes contre 

60 pour lo méthode précédente. 
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Lo perfusion du foie s'est ovérée performonte ovec un système très simple 

dans leQuel le gaz (02 + C02) oxygène un m11ieu dans un réservoir 

thermostatique. Ce milieu circule via une pompe péristaltique de la veine 

porte hépatique au réservoir par la veine cave inférieure. 

Le foie sera tout d'abord perfusé avec un milieu sans Ca++ afin de laver 

l'organe de son sang et de cliver les desmosomes par élimination des ions 

L'espace intrahépatique deviendra alors beaucoup plus accessible à l'enzyme 

utilisé oour la séparation des desmosomes (Berry, 1976). Pour améliorer 

l'effet de l'enzyme, un milieu avec Ca++ sera employé par la suite. 

11 est préférable de porter l'organe à une certaine hauteur au-dessus du 

réservoir pour faciliter la sortie du milieu et pour arrêter le gonflement dû 

à 1 a pression hydrostatique. 

Si les premières techniques d'isolation des hépatocytes ne permettaient 

pas l'obtention d'un grand nombre de ce 11 ul es Yi ab 1 es, l'évo 1 ut ion 

progressive de ces techniques a permi,~faugmenter le nombre et la viabilité 

des hépatocytes obtenus. Actuellement et dans les conditions décrites 

ultérieurement (cfr. matériel et méthode), nous obtenons en moyenne 95 % 

de Yi abi li té. 

Dans la section suivante, nous allons décrire les différents 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 à celle in situ. 
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1. VIMH.m lff CMAC'mlllffllml ID IEPATOCfflfJ IID.D.. 

Il existe deux classes essentielles de tests de viab11ité. Tout d"abord 

nntégrHé structurante, c·est à dire nntégnté de la membrane et des 

différents organites de la cellule et ensuite nntégrité métabolique c·est à 

dire le fonctionnement cellulaire typique tel qu·on le trouve 1n sHu. 

3.1.lntégrité structurante. 

l. 1.1. EHclusion du colorant uital. 

Cette méthode est la plus couramment employée et ut111se le principe de 

rexclusion du trypan bleu ou de rérytros1ne. Par sa fac111té, son faible coût 

et sa visualisation rap1de, cette méthode est encore fréquemment ut111sée 

ac tue 11 ement. 

Cependant, 11 reste encore beaucoup d"ob j ect 1 ons quant à 1 a va 11 dité des 

résultats obtenus. 

Par exemple, des cellules non v1ables par d·autres critères peuvent exclure 

le colorant: après chauffage à 60 °c pendant trois minutes, on observe 

encore 80 % d·exclus1on du colorant vital (Tennant, 1964). 

Cec1 est probablement dû au fait que le trypan bleu donne une mesure 

d"intégrité de la membrane et non de v1ab11ité en tant que telle. De plus , 11 

est assez difficile de décider objectivement de 1·absorption du colorant par 

une cellule. Aucune conclusion ne peut donc être tirée sur seule base de 

cette méthode quant à la v1ab11ité des cellules. 



l'igure n•5 : Suspension d' hépatocytes de rat f raîcheaent 

isolés observés au aicroscope optique à 

contraste de phase (grossisseaent approxi11atif 

400 I) . 

(T. Coche,CoJUtunication personnelle) . 
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Ce test convient, de ce f oit, beaucoup mieux comme test de ·mortalité• en 

permettant une visualisation ropide du pourcentage de cellules loissont 

pénétrer le coloront vitol. Remorquons cependont que même si les cellules 

ïej8lt~11l t:.;e coloront, aucune conclusion ne peut être tirée quont o leur 

intégrité. 

3. i .2. Morphologie. 

Le microscope optique, nécessoire pour exominer l'exclusion du coloront, 

peut oussi être employé en controste de phose: les cellules endommogées 

opporoissent olors très plotes et plus ternes (Figure n° 5). 

Le microscope électronique n'est pos utilisé en routine mois il peut 

opporter une inf ormotion supplémentoire: lo membrone doit opporoître 

intocte et présenter de nombreuses microvillosités. Le noyou doit être dons 

les proportions normoles avec la même densité de colorotion pour le 

nucléoplosme et le motériel nucléoire. Le cytoplosme ne doit pos contenir 

de grondes vésicules d'origine inexplicoble. Les mitochondries doivent être 

régulières en forme et en toille, non uniformément rondes. Le RER ne doit 

p0s être cossé en vésicules. 

Berry (1974) montro de nombreuses différences entre hépotocytes viobles 

ou non. 

3.1.3. Conseruation et rétention de certaines substances. 

Les cellules intoctes sont copobles de retenir des molécules comme les 

enzymes, les métobolites et les petits ions inorganiques. 

Lo mesure du toux enzymotique o comme avtmtage qu'elle peut se faire à la 

fois dons lo cellule (pour indiquer le contenu totol en enzyme) et dons le 
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rniil eu (pour indiquer les pertes de cet enzyme dû eu problème de 

conteminotion du motériel utilisé et du milieu). 

Les résult5ts obtenus sont difficilement interprétoble ans la mesure où 

cette méthode est assez incertoine. En effet elle tend â mettre de côté lo 

ff üi·1Ji:: iadâbilité biologique dons les niveoux enzymotiques et tissus 

hétérogènes, contenont différents types de cellules ovec du motériel non 

cellul1:1ire, tilors qu'une suspension de cellules isolées est homogène. 

Ceperrdtmt, io mesure de lo perte d'un enzyme dons le milieu, durent 16 

préporotion, le lavement et l'incubation des cellules, permet â 

l'exoérimentoteur de voir, de f oçon relative, si lo détériorotion est 

groduelle ou opporoît soudoinement comme le résultot d'une monipulotion 

port i cu 1 i ère. 

Lo mesure de métobolites clés ou petits ions inorganiques peut être ossez 

précise cor de légers dégôts provoquent leur perte (Krebs et 61, 1974). Le K+ 

celluloire est un bon poromètre de mesure cor il est :!: 20 fois plus 

concentré dons 16 cellule que dons le milieu. 11 est possible de déterminer 

lo concentrotion de K+ et lo concentration de No+ grôce ou photomètre â 

flomme. Pour une cellule froîchement isolée, lo concentration de K+ 

introcelluloire est égo le â 109.0 :!: 9.1 mM et lo concentration de No+ 

introcelluloire o 47.0 ± 13.4 mM (Hortmut Bour & ol, 1975). 

Il est égolement possible de mesurer le potentiel de membrane por 36cl-cor 

11 fut démontré que EM est similaire à Ec1 équivalent RT /F* ln [Cl]i/[Cl]o 

Le potentiel de membrane d'une cellule fraîchement isolée étant de 36.4 

±3.4 mV (Hartmut Baur & el, 1975). 
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3.1.4. Respiration. 

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

succinote. 

Seule une membrone endommagée ouro un toux de perméabilité suffisant 

pour l'entrée du succinate et la cellule verro donc sa respirotion 

s'accroître. 

Lo technique de Nopes & Horris ( 1975) mesure lo conversion du succinote en 

malote, et la compore avec celle de cellules troitées â lo digitonine 

(détergent rendant lo membnme plosmique perméoble). 

En utilisont le ropport des deux toux de production de molote, on peut 

estimer la proportion de cellules endommagées. 

Certoines précoutions sont â prendre cor la respiration est souvent varioble 

et ne dépend pas uniquement de l'intégrité cellulaire. 

Mois de nouveou, comme pour l'érythrosine, il s·ogit d'une mesure d'intégrité 

de lo membrane et non vraiment de viabilité celluloire. 

3.2. Intégrité métabolique. 

Lo mesure d'incorporotion de rodiooctivité dons les grondes voies 

métoboliques consiste â fournir aux cellules isolées des éléments 

rodiooctif s qu'elles sont copobles d'ossimiler et d'employer dons leurs 

voies métoboliques. En étudiont lo cinétique d'incorporotion de lo 

rodiooctivité dons les produits formés on pourro estimer de foçon assez 

pré ci se 1 'intégrité fonctionne 11 e des hépatocytes. 
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11 s'6git, d6ns le codre de ce trovoil, de rechercher des modificotions 

éventuelles du métobolisme celluloire dû o l'environnement spotiol et plus 

porticulièrement o lo microgrovité. Ce dernier point, concernont une mesure 

d'incorporotion d'isotopes rodiooctif s dons les grondes voies métoboliques, 

se révèle être ossez précis quont o l'objectif visé, et sero donc développé 

dons le porographe sui vont. 



~ IV.\lmlU~I~ Dffi:I ID~lmffi:I W~ffi:I ffl'i'ARl@Mffl Pl.\11 i~I 

llffi'@~~O IMD@ACf lWI. 

4.1. Notions sur le marquage radioactif. 
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Le traceur doit subir les mêmes transformations métaboliques que la 

substance mère et il doit être ajouté en petite quantité afin de ne pas 

troubler l'état stationnaire existant dans le système. 

Le traceur, quand on l'ajoute au système, n'est pas à l'équilibre au départ et 

on peut ana 1 yser mathématiquement ses changements et 1 es décrire au 

cours du temps. 

L'unité de radioactivité est le becquerel (Bq) et correspond à une 

désintégration par seconde. 

1 BQ = 27.03 picocuries 37 KBQ = mi crocuri e. 

Une curie représente la quantité de matière produisant le même nombre de 

désintégration par unité de temps qu'un gramme de radium, soit 2,2.1012 

désintégrations par minute. 

L'incorporation ( proportion de radioactiYité totale du produit sur la 

radioactivité totale des précurseurs.) dépend de nombreux facteurs comme 

par exemple: le système biologique utilisé, le temps de réaction, le mode 

d'administration, la taille du pool d'intermédiaire et de produits, les taux 

de turn over, la nature et la quantité de précurseur, la présence ou non de 

barrière de perméabilité et d'un système de transport,. .. (E.Anthony Evans & 

al, 1977) 
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4.1.1. Mesure de le redioectia,ité 8 por scintillotion liquide. 

Livre de référence: ïhe current stotus of liquid scintillotion countinf 

(E.D.Bronsome & ol, 1970). 

11 s·ogit d'une mesure de lo lumière émise por les photons provenont 

d'atomes excttés directement on non par le rayonnement 13. 

a) Le soll'ant. 

11 doit pouvo1 r dissoudre réchant i 11 on et 1 es substrats 

sc1 nt i 11 ants. 

- 11 doit être excité par les rayonnements 13 et transformer cette 

énergie cinétiQue en énergie électroniQue d'excitation. 

- 11 doit savoir transférer l'énergie à d'autres molécules. 

Le substrat scintillant, quand 11 retombe au niveau fondamental, 

émet des photons QU1 seront mesurés. 

Les meilleurs solvants sont des substances aromat1Ques auxquelles on peut 

ajouter un solvant supplémentaire comme un diluant (alcool), ou contre des 

agents quenchants (CC1
4

). 

Les agents quenchants sont des substances étrangères réduisant le 

transfert d'énergie du solvant oux molécules de scintillant. 

Exemple: l'oxygène diminue de :!: 20 i l'excitation du comptage. 

La migration de l'état d'excitation du solvant aux molécules de scintillants 

(la descente des différents états excités vers le premier état excité) se 

fait en général sans émission de lumière mais le passage du premier état 

excité au niveau fondamental fournit des photons. 
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L'étape li mit ante d'une mesure de rodioactivité est la transformation de 

l'énergie cinétique en énergie d'excitation des atomes du solvant où on 

observe un rendement de 3 à 4 i à portir d'un royonnement 13 de 154 Kev 

r14 r, 1 OAf'l nhr:t nns 
·- - . r - - - . 

Les photons émis sont olors mesurés par un photomultiplicoteur. 

b) Le photomultiplicnteur. 

Le photomultiplicoteur est une cellule photoélectrique tronsformont 

l'énergie photonique en énergie électrique. 11 contient une photocothode 

recouverte de SbC5i émettant des électrons sous l'action des photons. Les 

éle.ctrons 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'à l'anode. 

h✓ 

Dynode 

r-"\ 

+ 

Inconvénients de ce système : 

1. Les électrons thermiques produits par échauffement du système forment 

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

dif férentes façons: 
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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 onnées. 

- por discriminotion : les courants porosites étont en générol plus 

f eibles que ceux provoqués o portir d'un royonnement 13, il suffit 

de ne compter que les impulsions contenont un nombre 

suffisoment élevé d'électrons. Ces discriminoteurs sont oussi 

appelés des fenêtres cor on peut sélectionner des impulsions 

comprises entre deux vo 1 eurs données. 

En choisissont des fenêtres odéquotes, on pourro distinguer et 

compter simultonément 2 ou 3 isotopes différents. 

- por coïncidence : lo solution scintillonte est plocée entre deux 

photomultiplicoteurs. Ce système ne loisse posser que les 

impulsions provenont des deux tubes endéons un lops de temps 

très court ( 1 ◊-8 secondes ) oppelé temps de révolution. Le 

bockground est olors réduit o 20 CPM. 

2. Le phénomène du quenching : lo scjntillotion liquide est donc bosée sur lo 

relotion directe entre lo rndiooctivité de l'échontillon et lo quontité de 

lumière émise por lo fiole. En protique, un grond nombre de focteurs 

diminuent cette quontité de lumière émise. Ce phénomène est oppelé le 

·quenchinf et donne deux effets (Figure n° 6). 

-réduction de lo mesure des CPM dons l'échontillon. 

-déplocement du spectre du pulse vers des voleurs plus bosses. 

Pour permettre une comporoison entre résultots (c'est i, dire 

indépendemment du niveou de quench.) les données doivent être converties 

de CPM en _DPM (désintégrotions réelles oyont lieu dons 10 fiole.). 

l'eff icience de comptoge définit le ropport des CPM sur DPM {c'est o dire le 

résultat observé por l'opporeil por ropport oux désintégrotions réelles.) 

Les DPM pourront donc être colculés o portir des CPM obtenus, l'efficience 

de comptage étant déterminée par une ·courbe de quench· établie par 

référence â des stondords étalonnés. 
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Sur Je compteur Beckmon LS 1801, 10 différence entre les points d'inflexion 

du stondord non quenchont et J'échontillon est quontifiée por une voleur 

numérique oppelée ·H-number·. Une courbe de quench peut être stocké dons 

10 mémoire de l'opporeil en comptant un ensemble d'échontillons stondord 

de l'isotope, ce qui permet por 10 suite d'obtenir outomotiquement des 

mesures de DPM. 

Double et triple comptoge rodiooctif. 

Il s·ogit d'un processus dons lequel 2 ou 3 isotopes différents sont utilisés 

simultonément dons une expérience. Les résultots devront pouvoir être pris 

séparément pour chocune des substonces . 

. D'oprès les isotopes utilisés, des · tenêtres· seront définies pour donner lo 

meilleure séporotion possible entre les coups dûs â un isotope ou â un outre 

{Fi gure n°7). 
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4.2 Annlyse compnrtimentale. 

Un système comportimental est un système f oit d'un nombre fini de 

sous-systèmes macroscopiques homogènes appelés compartiments et 

interagissant les uns avec les autres en échangeant de la matière. 

11 peut y avoir entrée de substances de l'environnement dans les 

compartiments ou bien ·excrétion· d'un ou plusieurs compartiments vers 

l'extérieur. S'il n·y a pas d'échange ovec l'environnement, le système est dit 

fermé, dons 1 e cas contraire, il est dit ouvert. La théorie mathémot i que 

pour le comportement de tels systèmes est appelée ·analyse 

compartimenta1e· ou • théorie des systèmes compartimentoux· (J.A. 

Jocquez, 1972). 

L'exemple du transport du tourocholote est exposé ci-dessous afin de mieux 

visualiser cette analyse mathématique d'un phénomène biologique. 

Le modèle utilisé pour décrire lo cinétique du tourocholote est un modèle 

fermé o deux compartiments. 

V sortie 

Ventrée 

X 1 = quantité de taurocho 1 ate à l'intérieur des ce 11 ul es 
X2 = quantité de taurocholate à l'extérieur des cellules 

La variation de quantité de taurocholate à l'intérieur de la cellule sera, à 

tout moment, égale à la différence entre la vitesse d'entrée et la vitesse de 

sortie, ce qui revient à écrire: 



dXl(t)/dt =Ventrée-V sortie 

De même, pour 1 e compartiment X2: 

dX2(t)/dt = V sortie - Ventrée 
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Si au temps 0, du taurocholate est ajouté au milieu extérieur, les cellules 

auront tendance à accumuler cet acide biliaire; donc 

dX l(t)/dt > 0 

dX2(t)/dt > 0 

et Ventrée > V sortie. 

Après un certain temps, un équilibre dynamique va s'établir et le système 

sera alors en équilibre avec Ventrée égale à V sortie: 

dX l(t)/dt = 0 donc X l(t) = constante = X 1 s 

dX2(t)/dt = 0 donc X2(t) = constante = X2s 

Les quantités de taurocholate à l'intérieur et à l'extérieur des cellules 

seront donc égales, le système travaillant à vitesse constante. 

Si du taurocholate rndioactif est alors ajouté au milieu extérieur en très 

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

perturbée. La vitesse du taurocholate radioactif (Ventrée*> sera donc égale 

à celle de l"état statique, multipliée par la proportion de molécules de 

taurocholate marquées. 

V entrée* = Ventrée · X2(O/X2s 

ou encore Ventrée* = k21 . X2(t) 

( K21 : étant œe constante de vitesse ayant pour ooité t-1 et correspondant à œe 

Y entrée/X2s ). 
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Un système d'équotions peut dès lors être étobli pour lo voriotion de lo 

quontité de troceur en fonction du temps dons les cellules et le milieu: 

ou encore 

dx l(t)/dt = Y entrée* - V sortie* ~ O 

dx2(t)/dt = V sortie* - V entrée* ~ O 

dx l(t)/dt = k21 x2(t) - k 12 x l(t) 

dx2(t)/dt = k 12 x l(t) - k21 x2(t) 

La résolution de ce système donne l'évaluation de la quantité de traceur à 

l'intérieur et à l'extérieur des cellules au cours du temps. 

xl(t) = k21 x20(1-e-(kl 2 + kZl)t) 

(k 12 + k21) 

x2( t) = k 12 x20 + k21 x20 e -(k 12 + k21)t 

k 12 + k21 k 12 + k21 

Lo quantité de tourocholate rodiooctif dons les cellules et dons le milieu 

ext érieur sera mesurée dans une suspension d'hépatocytes au cours du 

temps, ce qui fournit des vo 1 eurs expéri mento 1 es. 

L'ajustement des équations aux valeurs expérimentales, selon l'algorithme 

Levenberg-Harquardt ( 1963) des moindres corrés non linéaire, permet 

d'obtenir les voleurs des poromètres k 12 et k21. Les meilleures 

est imotions de ces constontes de vitesse coroctérisent la dynamique du 

système au moment de l'adjonction du traceur radioactif. 
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Cet exernp 1 e ossez si rnp 1 e d'une ono 1 yse comport i rnento 1 e montre bien 

l'intérêt d'études cinétiques ovec des prises de mesure dons divers 

cornportiments. Ceci justifie donc pour une gronde port le choix du modèle 

des hépatoc!-ltes en suspension. 

4.3. Conditions d"expérimentntion. 

Après cette description sommojre des techniques 0cquises sur lo 

suspension celluloire, les tests de viobilité, le morquoge rodiooctif et 

l'onolyse comportimentole, les controintes et les conditions d'un·e 

expérirnentotion en vol peuvent être détoillées. 

4.3.1 Petits uolumes d'échnntillons. 

Le projet de lo cuvette d'incubation est représenté o lo figure n° 6. 

Cet te cuvette comprend un petit moteur permettont le 

fonctionnement d'un 0git0teur ofin d'obtenir 10 même homogénéisotion de 

lo suspension, oussi bien ri O G (pos de déc0nt0tion) qu·o 1 G 

(décontot ion). 

Les cellules congelées sont conservées dons un comportiment 

perméable à l'Ûi et au CÛi mais imperméable eux liquides. Ce 

compartiment a le possibilité de s'aJlonger ou de se compresser selon 

que l'on ajoute ou retire une certaine quantité de fluide . Le milieu de 

culture ainsi que les isotopes radioactifs seront donc injectés en vol 

af in de commencer les expériences. L'agitateur se mettre dès lors 

automatiquement en marche. 
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Différents prélèvements ou cours du temps pourront être réollsés et 

ceux-ci seront suivis d'une centrifugotion oinsi que d'une congéleition 

permettont le retour ou sol ovont de poursuivre le protocole 

expéri ment o l envi soqé. 

4.3.2. Le morguoge multiP-le. 

Celui-ci prend tout son intérêt dons ce genre d'expérience où ne sont 

occessi bles que de très petits volumes celluloires, plusieurs cinétiques 

pourront donc être suivies simultonément dons un même incuboteur . 

4.3.3. ManiP-ulotions minimales. 

Comme nous l'ovons vu prédédemment, lo monipulot ion en vol se 

limite 6 une injection du milieu d'incubotion suivie d'une injection des 

troceurs rodiooctifs et d'une série de prélèvements il des temps donnés. 

Ces prélèvements sont suivis d'une centrifugotion et d'un stockoge. Lo 

suite des rnonipulotions se déroulero ou sol oprès le retour. 

4-4. Objectif S. 

Le codre de ce trovoil étont mointenont cloirement étobli, les objectifs 

p 1 us précis concernont 1 o recherche effectuée peuvent être détoil 1 és. 

Nous sovons déjèi (objectifs généroux) qu'il s·ogit de rechercher des 

modif icotions éventuelles dons les fonctions celluloires fondomentoles 

dues il l'environnement spotiol et plus spécifiquement ii lo microgrovité. Le 

modèle expérimentol sero celui des hépotocytes isolés en suspension et le 

test d'investigotion, celui de l'incorporotion de morqueurs rodiooctif s dons 

les grandes voies métoboliques. 

. . 
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11 s'agit donc, dons un premier temps, de rechercher quelle voie métabolique 

pourroit être choisie ofin de permettre ce genre de test d'incorporotion. 

Dons un second temps, on cherchera o adopter le protocole d'incorporation 

trouvé oux contraintes spécifiques du biorock et de lo cuvette d'incubation, 

en porticulier. 
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( De nombreux échant i 11 ons homogènes pouvant être obtenus à partir d'une 

~ même mixture et les conditions d'incubation pouvant être adaptées aux 

~JJ besoins de l'expérimentateur, le modèle des hépatocytes isolés en 

\ suspension se prète bien aux études ci néti Ques. 

En fonction du contexte expérimental décrit et de ses contraintes, 

l'incorporation de 1 euci ne marQuée dans 1 es protéines a particulière ment 

retenu notre intérêt parmi les voies métabo1iQues essentielles. 

Une des fonctions caractéhstiQues du foie est en effet la synthèse et la 

sécrétion d'un grand nombre de protéines plasmatiQues dont, notamment, 

celles incluses dans le processus de coagulation comme le fibrinogène 

(Miller&al, 1954). 

De plus, le modèle des hépatocytes isolés en suspension offre un avantage 

pour l'étude de l'incorporation des acides aminés dans les protéines. En 

effet, ce modèle fournit un système simple pour l'interprétation des 

données d'incorporation en réduisant l'espace extracellulaire à un 

compartiment unique facilement contrôlable. Par contre des études in vivo 

(Ai rhart & al, 1974) et avec un foie perfusé (Mortimore & a1, 1972) ont 

indi qué une compartimentation complexe du pool des acides aminés 

hé pat i Ques. 

L'incorporation d"acides aminés radioactifs dans les protéines sera donc 

détai 11 ée dans ce chapitre avant d'en arriver au protoco 1 e choisi pour 

explorer cette voie métabolique. 
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5.1. Généralités concernant 1a Jeucine et son transport. 

Lo leucine est un ocide ominé ovec une choine R non poloire ou hydrophobe 

tout comme l'olonine, l'isoleucine, lo voline et lo proline. 

CH3 H 
\ 1 

CH - CH2 - C - COO- PM: 131. 
i [ 

CH3 NH3+ 

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

(Schreiber G. & ol, 1971 ). 

Le système de trnnsport pour les ocides ominés s·ovère être un système 

octi f . Une pompe No+ -K+ semble essent i e 11 e pour le fonction ne ment des 

pompes pour les oci des omi nés. 

Le tronsport octif des ocides ominés montre un certoins nombre d'onologie 

ovec le tronsport octif du glucose. Il est porticulièrement importont dons 

l'épithélium intestinol où il permet 1'1:2bsorption des e,cides eirninés et d1:2ns 

l es tubules re/ 1oux où il provoque lo récupérotion des ocides ominés o 
portir de l'urine tubuloire. 

Les cinétiques de trnnsport et les études de compétition entre les 

différents ocides ominés pour l'entrée dons lo cellules indiquent qu'il 

existe ou moins cinq systèmes de tnmsport différents, chocun ne pouvont 

tronsporte,- qu'un petit nombre d' ocides ominés. 

Ces systèmes sont spécifiques pour : les ocides ominés neutres de petites 

toilles (dont lo leucine), les ocides ominés neutres de grondes toilles, les 

ocides ominés bosiques, les ocides ominés ocides et les iminoocides. 

(A.L.Lehninger, 1979). 
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5.2. lncorporotion de leucine dons les protéines. 

Le toux d'incorporation de leucine rodiooctive dons les protéines obtenu por 

L.J. Crnne & D.L. Miller ( 1976) est de l'ordre de 90 pmoles/min/mgr 

protéines ( Ce toux o été colculé o portir de lo figure n°9). 

L'i ncorporot ion de 1 euci ne rodiooct ive est moxi mum pendont 1 o première 

heure et diminue ensuite pendont les 24 heures d'incubotion (Figure n° 10 ), 

ce qui suggéreroH l'intervention de différents processus. 

Notons encore que de considérables voriotions dons le toux de synthèse 

comme fonction du temps furent observées dons des préporotions 

celluloires différentes ( L. J. Crane&. D. L. Miller, 1976). 

Lo synthèse protéique devrnit théoriquement être inhibée por les deux 

inhi biteurs puissonts que sont lo cycloheximide et lo puromycine. 

Cependont, les observot ions de différents outeurs semb 1 ent ossez 

c:ontrndictoires : Cert oins montrent une inhibition olors que d'outres n'en 

observent oucune. 

- Schreiber &. Schreiber ( 1973) : non inhibition de l'incorporotion de leucine 

dons les protéines por 1 mM de puromycine ou por 0.6 mM de 

cyc 1 ohexi mi de. 

- Schrei ber &. Schrei ber ( 1972) : i nhi bit ion de l'i ncorporot ion de 10%, 50% 

et 90% por lo puromycine aux concentrotions de 0.7 µM, 2.57 µM et 

22.0 µt1 respectivement. 

- lnoue &. ol ( 1965 ) : inhibition èi 50% et 90% por 0.21 µM et 2.24 µM de 

cyc 1 ohexi mi de. 

- O. Seglen ( 1976) : moximum d'inhibition pour 1 µM de cycloheximide. 

- Schreiber (1973) et Friedmon (1967): insensibilité de l'incorporot_ion de 

l eucine dons les protéines envers lo puromycine et lo cycloheximide. 
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Toutes ces inf orrnotions opportent des doutes quont ou méconisme 

d'incorporotion protéique de lEI leucine qui semble d'oilleurs très complexe 

comme nous nous en rendrons compte ci-oprès. 

5.3.Perte de leucine rndioactive. 

Les hépotocytes épuisent le milieu d'une gronde froction des ocides orninés 

pendont lïncubotion. Cependont, llsoleucine, lei leucine et lo voline sont des 

exceptions et leur concentrotion ougmente dons le milieu d'incubotion 

(Figure n° 11 ). Ce phénomène semble être le reflet d'une excrétion de 

protéines simultonée il lEI synthèse. 

Les hépotocytes isolés consomment donc l'isotope et relâchent 

continuellement les protéines pendont l'incubotion. Lo consommotion de 

l'isotope provoque une perte très ropide de lo rodiooctivité spécifique du 

pool des ocides orninés extro-celluloires et, une croissorice ropide de 

l'octi vité spécifique i ntro-ce 11 ul oi re vers un moxi rnurn. 

L'excrétion simultonée des protéines dons le milieu provoque olors une 

diminution lente de l'octivité spécifique intro-celluloire (O. Seglen, 1976). 

( Figure n° 12) 
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5.4. Système de trnnsport pnssif de ln leucine dnns les 

hépotocytes isolés en suspension. 
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Schreiber & Schreiber ( 1973) firent différentes expériences sur 

l'incorporation de leucine dons les protéines d'hépotocytes isolés en 

suspension, ovont de conclure que lo leucine oinsi que. lo méthionine. 

diffusent de f oç:on possive entre les comportiments extro- et 

intni-celluloires. Lo cessotion inste,ntonée d'incorporotion de leucine dons 

les protéines oprès oddition d'un excès de leucine non rodiooctive ( Figure 

n° 13 ) , suggère une ropi de pénétrot ion oi nsi q'une ropi de équil i broti on ovec 

les pools de leucine existonts. 

Différentes expériences ont été réolisées pour mettre en évidence ce 

tronsport possif de leucine dons les hépotocytes i-solés en suspension: 

1 )-Des cellules eyent un système de tronsport oct if pour des composés de 

f oible P.M., montrent le phénomène de prise concentrée et, si de telles 

cellules sont lovées dons un milieu solin, les ocides orninés 

intrn-celluloires sont lentement relochés dons le milieu. 

Exemple: les érythrocytes de conord perdent de cette f oçon 60 i de 

lo glycine intre-celluloire en six love,ges d'une heure de 20 volumes 

chacuns aYec un mi 1 i eu NoC1-cac1z-NaHC~ (Chri stensen, Ri ggs & 

Ray, 1952). 

Mais, contrairement à de telles cellules, les hépatocytes préparés par 

perfusion enzymatique, auquels on ajoute de la leucine, perdent les acides 

aminés intra-cellulaires immédiatement après laYage dans une solution 

saline à 0,9 lt: (Figure n°14). 
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Ceci suggere donc une perte de lo copocité des hépotoc~tes oux prises 

oct ives de leucine (G. & M. Schreiber, 1973). 

Le ~: expériences sur lo cinêtique et lo tempéroture pour lo pénétrotion de 

leucine ont renforcé. cette idée d'échonges libres entre les comportiments 

ex trn- et intro-celluloires. 

2)-Un outre type d'expérience consiste i, pré.incuber les hépotocytes ovec 

deux iso topes différents de leucine pendtrnt plusieurs minutes o 37 °C. Les 

résulteits otitenus montrent un ropport 14c dprn/3H dpm constont, 

indépendomment de lo tempéroture et de lo concentrotion en ocides ominés 

(G. &; t1. Schreit,er, 1973). Ceci est incompotible ovec l'existence d'un 

système de tronsport oct if intoct et suggère un échonge libre de lo leucine 

entre les pools extro- et intro-celluloires. 

Duront l'isolotion, les mernbrones celluloires semblent donc de\o·enir 

perméflb les o beoucoup de composés, et 1 es coroctéri st i ques d'un tronsport 

oct if sont perdues pour lo prise d'ocides ominés. Ceux-ci semblent pénétrer 

dons lo cellule por diffusion possive (G. & M. Schreiber, 1973). 

5.5. Protocole dïncorporotion de leucine dons les protéines. 

Le protocole choisi est celui de Seg1en (1976) et est présenté dons ce 

porogrophe sons oucune modificotions de volumes. 

-incubotion des hépotocytes en présence de l'ocide ominé rodiooctif. 

-prélèvement d'ollquots de 4 ml ou cours du temps. 

-cent rifugotion o 400 rpm pendont une minute. 

-6ddition de 0.4 ml d'~0 et précipit6tion des protéines par eddition de 0.1 

ml de TCA 1 o:g_ 
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-lavage à froid 2 fois avec 4 ml de TCA 2% et 1 fois avec 4 ml d'H2o. 

-le culot est dissout dans 0.5 ml de Ne0H. 

-neutralisation par 0.1 ml d'HCl 1 N. 

-prélevement de 0.5 ml auquel on ajoute 10 ml de scintilleteur avent de 

compter 1 e redi oect i vité dans un compteur à sci nt i 11 ati on li qui de. 
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1. Alffl D IMl~lYJI. 

Rats femelles Sprague Dawley pesant en moyenne 200 à 260gr. Ces rats 

recoivent ad libitum une nourriture standard (U.A.R A 04) et sont 

maintenus en régime d'illumination diurne. 

- Collagénase; Gibco Laboratories, Ohio, U.S.A. 

Co 11 agénase; Sigma Cherni cal Cornpagny_, St Louis, U.S.A. 

- Acide taurocholique,(3H(G)), 2.7 Ci/rnmol, 0.25 mCi, New England Nuclear, 

Bostom, U.S.A. 

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

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

Bostom, U.S.A. 

- Scintillant Ready-solv EP de Beckrnan lrvine, Calif ornia, U.S.A. 

- Cyc l ohexi mi de, Janssen Chi mica, Beerse, Bel gui rn. 

3.1 Appureil de perfusion. 

L'appareil utilisé est représenté à la figure n° 16. 

Le perfusat se trouve dans un cylindre gradué de 500ml ( 1 ), il est aspiré par 

une pompe péristaltique (2) et amené au sommet d'un oxygénoteur (colonne 

·de vigreux) (3). 
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Lei houteur entre cette colonne et l'onimol est telle que lo pression de 

perfusion soit de 1 o à 15 cm HiD c·est à dire plus ou moins la pression 

portale in vivo. Cette pression est maintenue constante grâce au trop plein 

(4) ramenant l'excès de perfusat dans le récipient. 

Le milieu s'écoulant de la colonne passe à travers une spirale de verre dans 

un bain thermostatisé (37°C) afin d'amener le perfusat à température 

physiologique. A sa sortie du foie, le perfusat est collecté dans le cylindre 

gradué de départ. 

f1 acon 1 aveur et pénètre dans 1 e circuit au ni veau i nf éri eur de 1 a co 1 onne de 

vigr eux. 

3.2 Milieu de perfusion. 

Tampon Krebs-Ri nger bicarbonate sans Ca++ 

P.M . . mM mgr/L 

MgS04 .7H20 246.48 1.18 290.9 

KH2P04 136.09 1.1 ô 160.6 

KCl 74.56 4.75 354.2 

NaCl 58.44 118 6895.9 

NaHC07 
,J 

84.01 25 2100.0 

Glucose 180.16 11.10 2000.0 
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Avant usage le liquide de perfusion circule dans l'appareil pendant environ 

trente minutes afin d'être amené à la température de 37°C et d'être 

équilibré avec le mélange gazeux amenant son pH vers 7.4. 

3.3 Préporot ion du rot. 

Les hépatocytes sont isolés à partir du foie de rat par la 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 la peau et des muscles. 

- Déplacement des viscères sur la droite pour dégager la veine porte et 

le hile du foie. 

- La canule d'entrée, connectée au réservoir, est introduite dans la veine 

porte. Le foie entièrement vidé de son sang s'éclaircit après quelques 

secondes. 

- Fermer la ligature lâche (2) (Figure n° 17). 

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

gonflement du foie et f aciHter le lavage. 
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- Ouverture du thorox, ligoture lôche ou niveou de lo veine cove 

r.ost éri eure. 

- Incision de l'oreillette droite. 

- ?ct.:ss~i- lf! canule de sortie jusqu·o la veine cave postérieure. 

- Fermer lei ligature (3) ainsi que la ( 1) (Figure n° 17). 

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

.... c·"" • .s,-; e"""e jJ ,;;, ct l I f.AI . 

- Ajouter le milieu ovec Co++ dans le cylindre grndué. Les premiers ml 

sont éliminés o lo sortie du foie. 

- Aux 100 ml restonts, ojouter 50 mg de collagenase et fermer le 

circuit de per fusion. 

Dix minutes après, le foie se ramollit et le perfusat s'échoppe por 

toute sei surf eice. 

- Après 15 minutes, sépeirntion douce du foi e. 

- EH miner lei copsule et les impuretés por des forces méconiques dons 

un milieu frnis avec Ca++ _ 

- Ajouter 50 mg de co 11 ogeneise, oxygéner et incuber 10 mi nutes dons un 

boin d'eau agité à 37 °C. 

- Filtrer sur nylon pour éliminer les meisses de cellules non dissociées 

et le tissu de connection. (dieimètre des meiilles supérieur o 60 µm 

pour ne pas endommager les cellules et inférieur o 500 _1.tm pour ne peis 

leiisser peisser les gros eigrégeits). 

- Les cellules isolées sont récoltées por centrifugotion et leivées de 

toutes les cellules détruites. (force de centrifugeition ossez f eiible: 

500 tours por minute et temps de centrifugotion le plus court 

possible: 60 secondes). 

- Après deux ou trois l eiveiges: resuspensi on dons le milieu d'i ncubot ion. 

Les cellules oinsi obtenues peuvent être conservées quelques heures ÈI 

O °C deins lei gloce fond1:mte. 
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De p 1 us omp 1 es i nf ormoti ons concernont l'i so 1 oti on des hépotocytes peuvent 

être fournies grâce ou film vidéo disponible ou loborotoire de biologie 

quontitotive des Focultés. 

4.1. Test o rérythrosine. 

Pour ce test 50 JJ.1 de 1 a suspension ce 11 ul aire sont mé 1 angés à 1 o JJ.1 

d'érythrosine (3.6 mg par ml de NaCl 9 %0). Après homogénéisation et 

oxygénation, 1 es ce 11 ul es sont comptées sur une ce 11 ul e de Neut,auer 

( lmproved Neubauer, Hausser Scientific USA). 

Estirnation de la viabilité (%) = nombre de cellules rejetant 

l'érythrosine/nombre de cellules totales. 

2. Test LD.H. 

La lactate déshydrogénase est une enzyme cytoplasmiQue nécessaire à la 

réduction de l'acide pyruviQue en acide lactiQue. 

COOH 
1 

OH- C- H + NAD 
1 

c~ 

COOH 
1 
C - 0 + NADH + H+ 
1 

c~ 
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Solutions stocks: 

- Pyruvote: 1 0 mM ( 10 mg d'acide pyruvique dons 1 0 ml de tampon Tris 50 

mM pH 7.4). 

- Tampon Tris 0.5 M pH 7.4. 

- NADH 1 mM (7 .36 mg dons 10 ml H20). 

Pour 100 tests: 

10 ml de Tris 0.5 M 

1 O ml Pyruviüe 

60 ml H20 

80 ml 

Concentrotion finole: 0.05 M 

1 mM 

Pi peter 0.8 ml de mixture ovec 0.1 ml d ·enzyme dilué odéquotement. V 

ojouter 0.1 ml de NADH (concentrotion finale 0.1 mM). Mesurer n·,ctivité èi 

340 nm. 

Références: 

Bergmeyer, Bernt : "UV-essoy with pyruvote ond NADH." Method of enzymotic 

ortôlysis. edited by : Bergmeyer H.U. Verlog Chemie, Acodemic Press, Inc. ~, 

4.3. Dosoge des protéines : Folin modifié - Miller 

Réflctif s: 

- 7 ml N62C03 14.3 % 

2.5 ml No0H 2 N 

0.5 ml tortrote 20 % 

10 ml 

- CuS04 0.5 % 

- 10 ml de la première solution+ 1 ml de la seconde 

" 
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Incuber, 1 O minutes à température ombionte, 1 ml de l'échontlllon o doser 

ovec 1 ml de lo troisième solution. 

Après les 10 minutes, ojouter 3 ml de folin (1 ml porté o 11 ml) et incuber 

le t out 1 O minutes o 50 °C. Lire o 660 nm. 

Référence: 

Mi 11 er ( 1959): ·protei n method" Anfl l. Chem. 81, 964 

4.4. Cinétique d"i ncorporot ion de 1 euci ne rodi oocti ve dons 1 es 

cellules. 

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

- 350 µ1 de lo suspension cellulflire. Oxygéner. 

- i ncuber 20 minutes il 37 °c ovec tïgitotion. 

- ou temps zéro, rnjouter 16 µ1 de 3H leucine (dilué deux fois). 

- prélever des échontillons de 150 µ1 6U cours du temps. 

- centrifuger â lo microfuge (microfuge B. Becl<mon instruments). 

- congeler. 

- l i r e 16 rndiooctivité au compteur il scintillfltion (Beckmfln, LS1801). 

Les tubes util i sés sont les mêmes que pour les expériences de captation du 

tourocholote effectuées en routine dons le loborntoire, si ce n'est que dons 

ce c6s, 1 e KOH 3M est remp 1 océ por du TCA 1 O % ne nécessitant pos de 

neutrol i sotion pflr HCl, ovant le compttïge de la radioactivité (50 µ1 de TCA 

â 10 % dons 4 ml de liquide scintillant donnent 54.37 dprn). 

Tubes o centrifuger: (Figure n° 18). 

Tube de 400 µ1 en polyéthylène (Kortell) rempli de 50 µ1 de poroploste 

(Loncer Scherwood Medi ca 1), puis de 50 µ l de KOH 3 M, ensuite 100 µ 1 

d'huile de silicone AR 200 et enfin de l'échontillon de 150 µl. 
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Après centrifugotion et congélotion, on coupe ou niveeiu de l'huile de 

sil i cone et du peireiploste. Le hout (surnogeont) est ph:icé directement dons 

une fiole o scintillotion liquide en polyéthylène (Milli-6, Lumoc). 

Le ces (culot) est plocé dons une outre fiole qui est possée o l'étuve (70 °C 

pendont 1 O minutes) ofin de foire fondre le poroploste et o loquelle on 

oJoute 0.5 ml de benzène pour solubiliser ce poroploste. 4.5 ml de liquide 

scintillent (Aquoso 1, NEN) sont o joutés oux fi o 1 es qui sont comptées dons 1 e 

Beckmêln LS-1801 . 

4.5. Cinétique d"incorporotion de leucine rodiooctive dons les 

protéines. 

Seglen ( 1976b) modifié d'oprès les contrnintes rencontrées dt1ns le Biornck. 

- les hépotocytes sont incubés en présence de 3H leucine comme dons le cos 

précédent. 

- prélever au cours du temps 150 µ1 d'échantillons. 

- centrifuger. 

- él iminer le surnEJgeont (milieu d'incubotion). 

- ajouter 0.1 rnl d'~O. 

- aj outer 25 µ1 de TCA 1 O % (provoquant une précipitation des protéines). 

- laver le précipité deux fois avec 1 ml de TCA 2 % et une fois avec 1 ml 

d'H20. 

- di ssoudre le culot dans 0.125 ml de Na0H 0.3 N. 

- neutraliser par 25 µl de HCl t N. 

- ajouter 4 ml de liquide scintillant et lire la radioactivité au compteur à 

scint i 11 ati on. 
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1. l!ffilUllbîAfl Nft Dlmlfi:lffi"I 'fflfift ~ Vft~@Dl!:.ITI. 

1. 1. Test à l"érythrosine. 

Une estimation du % de viabilité peut être établie par l'érythrosine rouge 

(figure n° 19). 

Nous avons observé la viabilité des hépatocytes placés durant plusieurs 

heures à 0°C et nous pouvons constater que celle-ci oscille entre 60 et 90:t. 

1 p ~nmntA~P. '1es cellules colorées se fait sur la 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 i so 1 at ion. Ce rendement est assez vari ab 1 e d'une expérience à l'autre 

pour de nombreuses raisons dûes à la technique d'isolation. Cependant, la 

dernière dilution dans le Krebs nous permet de ramener la densité cellulaire 

finale à une valeur comprise entre 15 et 25.1 o6 cellules/ml nécessaire aux 

expériences d'incorporation de 1 euci ne. 

1.2. Test LDH. 

L'estimation de l'intégrité structurale peut se faire en recherchant 

l'augmentation graduelle ou soudaine de LDH dans le milieu. 

La mesure de LDH, faite pour des cellules stockées durant trois heures à 

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

Ces deux premiers tests (érythrosine et LDH) ayant été réalisé à partir 

d'une même suspension cellulaire, une comparaison des résultats peut 

aisément se faire. 11 apparait donc que 1 e test à 1 'érythrosine soit moins 

sensible à une perte de viabilité cellulaire. 
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1.3. Dosage des protéines. 

Le dosoge des protéines o été f oit en porollèle ovec le comptoge o 
l'érythrosine ofin d'étobhr une relotion entre les millions de cellules et les 

mg de protéines. Les résultots obtenus sont représentés o lo figure n°21 . 

Cette corrélotlon: y= -1.6326 + 1.0306 x 

y= mgr protéines 

x= 1 06 hépatocytes/ml 

a été nécessaire pour les expériences d'incorporation de leucine où le 

dcs~ge des protéines n·avait pas réalisé fait en parallèle. Grâce à cette 

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

normalisées afin de permettre une comparaison entre elles. 

Nous allons dans un premier temps aborder l'historique des résultats, 

c'est-à-dire la séquence sufvie pour les différentes expériences et les 

problèmes rencontrés au cours du travail. 

2.1 lncorporBtion de leucine dBns les cellules. 

Afi n d'adapter 1 e protoco 1 e d'i ncorporet ion de 1 euci ne radi oacU ve dans 1 es 

ce 11 ul es à de petits vo 1 urnes, des mi crotest tubes (comme décrit à 1 a figure 

n° 18 ) ont été employés. 

- - - - - - - - - - ---- -
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Ils permettent en effet de n'utiliser que 150 µl de lo mixture d'incubation, 

de récupérer un culot de quelques centoines de milliers de cellules grâce ou 

fond de poroploste qui empêche son tossement dons lo pointe du cône, et 

d'éviter des échanges entre le culot et le sumogeont grâce il l'huile de 

sil icone. 

2.1.1. Effet du KOH et du TCR. 

Lo première expérience réolisée o pour but de vérifier si le K H 3M utilisé 

dons le protocole de référence pour foire écloter 1 . · cellules, peut être 
~ 

remplocé por le TCA 10~ nécessoire i, lo précipitotion des protéines. Ceci 

implique que lo densité de lo solution de TCA soit odéquote, et que 

l'éclotement des cellules oinsi que l'orrêt de lo réaction par le TCA 

puissent être observés. 

Dons l'offirmotive, une étope pourro être gognée dons le protocole en ce 

sens que l'utilisotion des microtests tubes pourro se poursuivre, et que lo 

congélotion oprès lo centrifugation sero possible. 

Les résultots présentés â lo fiQure n° 22 montrent la superposition des .. 
courbes, et nous loisse supposer que le TCA 10 ~ joue un rôle équivolent èi 

celui du K0H 3M. 

Remorquons dès â présent que les résultots obtenus reflètent une ossez 

gronde voriobilité qui coroctérisero l'ensemble de nos expériences. 

Nous pouvons aussi observer dons ce premier graphique une cert 
--~--

tendance il lo diminution, oprès une vingtoine de minutes, de lo ---
radiooctivité incorporée dons les cellules; cette observotion sera 

confirmée par les expériences suivantes. 
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Dons lo suite du protocole, nous utiliserons donc le microtest tube ovec le 

TCA, ce qui répond o deux controintes essentielles du Biorocl<: 

-oetit~ prélèvements d'échontillons qui se réduisent ici o 150 µ1, 

-congélotion immédiote dons ces microtest tubes oprès lo 

cent ri f ugot ion. 

2.1.2. Effet de ln température sur l'incornorntion de leucine dons 

les cellules. 

L'i ncorporation de leucine dons les cellules o été mesurée â 0°c 

(tempéroture où le métobolisme celluloire est fortement rolenti) et â 37°C. 

Lo figure n° 23 montre une incorporation dtms les cellules â 0°C, lo figure 

n° 24 montre que cette incorporotion est mointenue â un niveou plus bos por 

le métt:1bolisme cellult:1ire â 37°C. 

L'i nfluence de lo tempéroture sur le phénomène étudié montre que lo mesure 

obtenue n'est pos seulement le reflet d'une odsorption de lo leucine sur lo 

membrane plosmique, puisque les deux courbes ne sont pos superposEibles 

et qu 'elles s'écortent de f oçon très visible pour des temps plus éloignés. 

Nous pouvons donc remorquer grâce o ces résultots que, 

- l'i ncorporation celluloire de lo leucine se foit oussi bien â O qu'il 37°C, 

- le niveou d'incorporotion â 37°C est plus foible que celui â 0°C, 

- n ncorporation â 0°C ne présente pos de ploteou comme c'est le cos o 37°C. 
·~ 

u VI. 'y\,-~ 
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2.1.3. Effet du temps de pré-incubntion sur l'incoroorntion de 

leucine dons les cellules. 

L'effet du temps de pré-incubation 0 été étudié ofin de vérifier si 10 baisse 

d'incorporotion observée à lo figure n° 22 n'était pos le reflet d'une 

mortolité cellulaire excessive. En effet, si nous réduisons le temps de 

pré-incubot ion il 10 minutes, 10 tendance à lo diminution du toux 

d'incorporation dons les cellules ne devrait être visible qu'une dizaine de 

minutes plus tord. 

Lo figure n° 25 montre le même type de résultots pour les deux temps de 

pré-i ncubot ion. 

Cependont, nous ne pouvons tirer aucune conclusion de cette expérience cor 

elle fut réolisée dons des conditions expérimentales défovorobles. 

En effet, c'est o cette période que nous ovons commencé o rencontrer 

certoins problèmes lors de l'isolotion des hépotocytes. Au lieu d'obtenir une 

suspension bien homogène des ce 11 ul es, 1 es hépotocytes f1 ocul oient ou 

moment de lo resuspension du culot celluloire dons le Krebs. Les résultots 

obtenus ovec ces hépotocytes montrèrent une telle voriobilité qu·oucune • 

observot ion ni conc 1 usi on ne purent être tirées de p 1 usi eurs expériences. 

Ce problème explique donc lo voriobilité fort importonte obtenue dons cette 

figure n°25. Un outre exemple d'expérience foite à ce moment est donné o lo 

figure n°26 pour différentes courbes d'i ncorpornt ion de 1 euci ne dons 1 es 

cellules o 0°C. 

Sui te ode nombreux essais pour diagnostiquer 10 couse de cette floculotion, 

10 collagénose Gibco fut remplacée por de lo collagénose Sigmo, ce qui nous 

0 permis de poursuivre le cours des expériences. 
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11 est cependont à remorquer qu'une légère floculotion étoit encore présente 

pour les expériences du point 2.1.4., ce qui explique l'ollure peu typique des 

courbes d'incorporotion de leucine dons les cellules. 

2.1.4. lncorporntion de leucine et tests de uinbilité. 

Des expériences mesuront en poro 11 è 1 e l'i ncorporot ion de 1 euci ne dons 1 es 

cellules et le i de viobilité è, l'éryth.rosine ont été réeslisées pour écorter 

l'hypothèse que lo diminution d'incorporation observée o 37°C sereiit due o 
une perte progressive de viobilité celluloire (figure n°27). 

Ceci opporteroit donc un complément d'inf ormotion ou point 2.1.3. 

Le même contrôle fut effectué, non plus ovec l'érythrosine, meis evec le 

test è, le LDH (figure n°28). 

Nous pouvons observer qu·esucune mortolité excessive n'intervient puisque lo 

viobilité celluloire se mointient d'une foçon ossez stoble oux olentours de 

Remorquons égolement qu'une cinétique d'incorporotion de leucine dons les 

cellules n'o pos été décelée ou cours de cette expérience. Ceci étont 

proboblement du oux problèmes cités ci-dessus. 



54 

Suite â cette première série d'expériences concernant l'incorporation de 

leucine dons les cellules, quelques conclusions peuvent être tirées quont 

aux résultats obtenus. 

Tout d'abord notons qu'une gronde voriobilité coractérise l'ensemble des 

résultats. Nous nous attendions ou déport, à observer une cinétique précise 

et reproductible comparable à celle du tourocholote mois ce ne fut guère le 

cos. Les couses de cette voriobilité ne sont pos clairement définies. 

Afin d'illustrer les résultats obtenus, la figure n°22 reprend le schéma 

type de l'incorporation de leucine dons les cellules i, 37 °C et la figure 

n° 29 présente les courbes moyennes de 5 observations i, 37 °C et de 4 

observot ions â O °C: 

- la leucine semble entrer dons les cellules aussi bien â 0°C qu'â 37°C; 

- i, 37 °C, un plateau est très rapidement atteint, et le niveau 

d'i ncorporot ion dons les ce 11 ul es di mi nue après que 1 ques minutes; 

- le niveau d'incorporolion dons les cellules o 37 °C se stabilise à un 

niveau plus foible que celui à O °C; 

- oucune baisse sensible de lo viobilité n'est observée pendont lo période 

d'i ncubot ion. 
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2.2. Incorporation de leucine dans les protéines. 

Après evoir ét6bli l'incorpor6tion de leucine d6ns les cellules, le protocole 

complet d'incorporotion d6ns 1es protéines o été oppliqué (précipit6tion et 

lovoges successifs ou TCA et o l'eou), pour donner les résultots présentés o 

lfl figure n°30. Nous pouvons rem6rquer que l'incorpor6tion dons les 

protéines est 6ssez r6pide et qu'elle 6boutit â un p16te6u 6près environ deux 

heures d'i ncubot ion. 

L6 série (A) 6 été ré61isée pour observer plus spécifiquement le début de 

l'i ncorporntion 6lors que les séries (B) et (C) ont été réolisées 6fin de 

confirmer le ploteou déjo présent oprès 100 minutes dons lo série (A). 

11 est â noter que les résult6ts des deux dernières séries sont peu 

sotisf Bisonts et ne reflètent pos 1'61lure typique de l'incorporotion de 

leucine dons les protéines comme pour 16 série (lis) . . 

A priori, il semble vroisernbl6ble que le 'mo type d'une incorporotion 

protéique introcelluloire soit celui de 16 série (A). · 

2.2.1. Effet de lo cycloheHimide. 

Une expérience o ensuite été réolisée ofin d'observer un effet éventuel de lo 

cycloheximide 1 mM sur lo synthèse protéique (figure n° 31). 

Nous pouvons observer que 16 courbe des cellules incubées en présence de 

l'inhibiteur est un peu décolée vers le bos, ce qui loisse supposer une 

certoine inhibition, mois controirement o l'effet ottendu (Seglen, 1976), 

cell e-ci n'est pos totole. 
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L'effet de lo cycloheximide o oussi été observé sur l'incorporotion de 

leucine dons les cellules o 37 °C (figure n°32) et nous pouvons remorquer 

que les deux courbes sont comporobles qu'il y oie ou non un inhibiteur. 

Lo cycloheximide ne semble donc pos interférer ovec le processus 

d'incorporotion de leucine dons les cellules et les résultots de lo figure 

n°31 sont donc bien le reflet d'une inhibition de lo synthèse protéique et 

non d'une diminution ou niveou de l'incorporotion celluloire. 

2.2.2. lncoroorotion de leucine dons les protéines celluloires et 

dons les protéines totnles (cellules + milieu). 

Afin d'expliquer lo boisse d'incorporotion de leucine dons les cellules â 

37 °C oprès quelques minutes, nous ovons réohsé une expérience où 

l'i ncorporotion de leucine o été mesurée dons les protéines celluloires d'une 

port et dons les protéines totoles d'outre port (figure n°33). 

Nous observons un écort progressif des deux courbes oprès une trentoine de 

minutes. Lo courbe d'incorporotion dons le culot semble se stobiliser i, un 

ploteou, celle d'incorporotion dons le milieu totol continue de croître. 
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1. ~~TIJJII:ff'IEI llalm D ID!IID!'DIIIDOO. 

L0 r hn i Y. ~ 1.1 !"!'lodèle des hépatocytes isolés en suspension a été dicté par les 

avantages suivants: 

- contrôle des paramètres extérieurs, 

- pcssi!:i1Hê de nombreuses incubations à partir d·une même isolation 

d0 hépatocytes, 

- un seul type de cellule est obtenu à partir d·un organe complexe, 

- système adéquat pour rétude des propriétés de transport cellulaire, 

- les cinétiques dlncorporation peuvent être suivies dans les cellules et le 

milieu simultanément. 

La méthode d'isolation est performante et fournit des hépatocytes viables 

Qui conservent leur structure membranaire (O. Slegen, 1976). 

Notons toutefois Que les hépatocytes semblent perdre leur polarité après 

l'isolement. Le canalicule biliaire disparaissant, rhépatocyte adopte une 

configuration sphériQue et les apparens de Golgi, rassemblés autour du 

canalicule 1n YiYo, se dispersent (Gebbart, 1964). Mais on ne sait encore 

aYec exactitude si cette perte de polarité est seulement structurelle ou si 

e 11 e est aussi fonctionne 11 e (Vonck & al, 1976). 

1. VBMDl!:.l'f~. 

Les hépatocytes isolés en suspension étant destinés à l'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 por le test o l'érythrosine rouge et le 

test de L0H. Les tests métoboliques ont été réohsés por des cinétiques 

d'i ncorporot ion de tourocho 1 ote dons 1 e codre d'un trovoil poro 11 è 1 e ou notre 

(Decot. , 1987). 

2. 1. Erythrosine rouge. 

Les hépotocytes froichement isolés se présentent sous forme de cellules 

sphériques ou contour défini ne monif est ont oucun signe de dégénerescence 

nucléoire ou cytoplosmique. 

Cependont, certoins hépotocytes présentent des "bourgeonnemments". Ils 

seroient dus o un monque de corbogène dons lo suspension celluloire, ce qui 

provoque une vori ot ion du pH. 

L'oppréciotion de lo viobihté por simple exomen de lo suspension, colorée o 
l'érythrosine rouge, nécessite une certoine hobitude et est ossez 

subjective. Lo méthode d'exclusion des colonmts vitoux est contestée por 

certoins outeurs (Pf off & ol, 1980; Bouer & ol, 1975), cor elle ne 

permettroit de détecter que des lésions groves et irréversibles des 

cellules. Aucune conclusion ne peut donc être tirée â portir de cette seule 

mét hode et un complément d'informotion est nécessoire ofin de décider plus 

obj ectivement de lo quolité des cellules. 

2.2. Dost19e de lt1 LDH. 

Ce test de LDH convient mieux pour mettre en évidence des voriotions 

éventuelles de lo viobilité ou cours du temps. Nous pouvons observer une 

ougmentotion de ± 10 o 20 i de libérotion de LDH oprès trois heures de 

stockoge â 0°C (figure n°20). 
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Les suspensions celluloires destinées à l'étude d'incorporotion de leucine 

sont employées dons un intervolle de 2 o 3 heures; on peut donc remorquer 

qu·oucune diminution de viobilité excessive ne pouvoit troubler ces 

expériences (H. Bour & ol, 1975). 

Nous pouvons conclure que les cellules semblent très bien résister à 

l'incubotion comme l'ont déjà observé différents outeurs (Anwer M.S. & ol, 

1976a; Anwer M.S. & ol, 1979; Schworz L.R. & ol, 1979b et c; Schwenk M. & 

ol, 1979b). 

En comporont les résultots obtenus pour ces deux premiers tests de 

viobilité, on peut remorquer que l'estimotion ou déport d'une libérotion de 

LDH semble plus précise bien que lo différence entre les résultots des deux 

tests ne soit guère importonte. 

Il semble donc que le test à lo LDH ne fosse que confirmer l'estimotion de 

viobilité déjà obtenue por l'érythrosine, ces deux méthodes d'oppréciotion 

menbronoire étont ossez semblobles quont oux résultots qu'elles 

f oumissent (H.Bour & ol, 1975). Le test à l'hérythrosine présente deux 

ovontoges supplémentoires, en porticulier lo ropidité des monipulotions et 

l'oppréciotion morphologique simple, mois son principol inconvénient est lo 

subjectivité même des observotions. 
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Le but du projet dans lequel s'inscrit ce traYail, est de mettre au point et 

d'adapter aux contreintes matérielles du Biorack un test d"intêgr1té 

étatiolique pour les hépatocytes 1solés en suspension. 

A cette f1n, c·est la Yoie métabolique de synthèse protéique qui fut choisie 

et c·est en particulier nncorporation de leucine qui a été étudiée dans ce 
' _,_ .. -~, 
l i UV\JI • 

3. 1. 1 ncorporot 1 on dBns 1 es ce 11 ul es. 

La première partie de cette discussion concerne l'incorporation de leucine 

radioactiYe dans les cellules. Aucun article consulté n·a pu nous renseigner 

Quant au taux d'incorporation intracellulaire, mais, s1 nous reprenons les 

résultats de la f1gure n°22, nous pouYons en conclure que le taux 

d'incorporation à 37°C est de l'ordre de 21 nm/mi n/mgr dans une première 

phase ascendante, et de 11 nm/min/mgr dans une deuxième phase 

descendante. 

Le problème Que soulèYe cette baisse sensible de l'incorporation de leucine 

·dans les cellules sera discuté ultérieurement. 

L'incorporation de leucine a ensuite été réalisée à 0°c (Figure n°23) ayec le 

même protocole. A 0°c, le métabolisme cellulaire se trouYe fortement 

ralent i ; le potentiel de membrane passe de 35.9 ± 3.1 à 18.6 ±2.1 mV; la 

concentration de Na+ intracellulaire passe de 37.2 ± 3.6 mM à 117.0 ±6.6 

mM; n ncorporation d'uridine passe de 5800 cpm/(mg.min) â 
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1600 cpm/(mg.min); lo respirotion endogène posse de 5.2 nmole 

o2/(mg.min) è 5.0 nmole o2/(mg.min) ....... (H.6aur & al, 1975). 

D'après ces renseignements, on s'attendait à ne plus observer qu·une faible 

incorporation de leucine dans les cellules. Or nous pouYons constater que ce 

n'est pes le ces. 

Cette observation laisse suggérer qu'il s'agisse d'un phénomène passif 

pouvant se dérouler aussi bien à 0°C qu'à 37 °C. 

fn effet G. et M. Schreiber ( 1973) eYaient déjà releYé cette particularité en 

supposant un échange libre de leucine entre les compartiments intre- et 

extra-ce 11 ul aires avec une rapide pénétration de 1 euci ne et un équilibre tout 

aussi rapide entre les pools existants. 

Les résultats obtenus à 0°C nous permettent donc de tirer les 

renseignements sui Yants: 1 es carectéri st i ques d'un transport actif pour 1 es 

acides aminés semblent être perdues et la membrane cellulaire semble y 

devenir plus perméable. 

Une augmentation de la perméabilité avait déjà été obserYée pour le 

sucrose dans les cellules de rat embryonaires. Cette augmentation était 

causée par un traitement è la trypsine et était détectable après une culture 

des ce 11 ul es de 22 jours (Günther & a 1, 1966). 

L'incorporation de leucine dans les cellules étant essentiellement un 

phénomène passif pour les hépatocytes isolés en suspension, la voie 

métabolique de la synthèse protéique présente l'intérêt particulier de 

fournir une mesure de l'intégrité métabolique, indépendament des 

propriétés de transport de la membrane. 
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3.2. 1 ncorpornt ion dnns 1 es protéines. 

Lo deuxième portie de cette discussion concerne plus spécifiquement 

l'incorporotion de leucine dons les protéines intro-celluloire. Si on prend lo 

moyenne des résultots obtenus pour 10 figure n°30, le toux d'incorporotion 

de leucine dons les protéines est de 90:!:8 pmole/min/mgr. ( Lo série C n'o 

pos été prise en considérotion pour cette mesure cor elle ne représente pos 

l'incorporotion typique de leucine dons les protéines). 

Si nous comporons ce toux o celui trouvé por J.L. Crone et D.L. Miller ( 1976) 

~ (fi gure n°9) qui est égolement de 90 pmole/min/mgr, nous pouvons en 

t conclure que lo cinétique observée est bien le résultat d'une incorporotion 

dons les protéines. 

Un moximum d'incorporotion ovoit été observé pour une incubotion sous une 

atmosphère de 95 % o2 et 5% co2 ê pH proche de 7 et ê la température de 

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

expériences pour obtenir le meilleure incorporation possible. 

Nous avons par le suite testé l'effet d'un inhibiteur de le synthèse protéique 

sur 1 a cinétique d'i ncorporet ion obtenue dans 1 es protéines. 

La cycloheximide est un antibiotique, inhibiteur spécifique de le synthèse 

pro téique en ce sens qu'il em{e2he le formation du lien peptidique, eu 

niYeau des ribosomes 80 S des eucaryotes. 

Par contre, il n'eff ecte pas le synthèse protéique eu point de vue des 

r ibosomes 70 S des procaryotes ou des mitochondries (Lehninger, 1982). 
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DJcloheximide . 

Cet inhibiteur a été utilisé â 1 a concentration de 1 mM sur l'incorporation de 

leucine dans les protéines et les résultats obtenus ne sont guère concluants 

quant â son effet même si une légère inhibition peut être observée (Figure 

n°3 1 ). 

L'eff et de la cycloheximide semble d'ailleurs très controversé, ainsi, 

Schreiber & Schreiber ( 1973), trouvent une insensibilité de l'incorporation 

de leucine envers 0.6 mM de cycloheximide alors que lnoue & al ( 1965) 

montrent une inhibition à 90 % de l'incorporation par 2.24 µM de ce même 

inhibiteur. 

La concentrnt ion utilisée était ici de 1 µM comme pour l'expérience de 

O. Slegen (1976) qui trouva un maximum d'inhibition à cette concentration. 

La cycloheximide a aussi été utilisée pour l'incorporation dans les cellules 

à 37°C et aucune inhibition d'incorporation ne fut observée. La leucine entre 

donc dans les cellules de la même façon, qu'il y ait ou non un inhibiteur de 

synthèse protéique ce qui semble d'ailleurs logique. 
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Lo courbe obtenue en présence de cycloheximide o 16 figure n° 31 est donc 

le résultot d'une inhibition portielle de lo synthèse protéique et non d'une 

inhi bition éYentuelle de l'incorporation dons les cellules. 

Comme nous l'o\lons vu précédemment dons les résultots obtenus o 37 °C, lo 

rodiooctivité incorporée dons les protéines introcelluloires se stobilise 

après quelques minutes. 

Ce phénomène l6isse supposer que les protéines néosynthétisées soient 

excrétées dons le milieu d'incubation ou qu'elles soient ropidement 

métobolisée por les hépotocytes isolés. 

L ·expérience concernont l'i ncorporot ion de 1 euci ne dons le milieu toto l 

(protéines intr6- et extro-cellul6ires) 6ppuie 16 première hypothèse 

d'excrétion protéique, en ce sens que, le toux d'incorporotion reste constont 

6lors qu'il b6isse 6près 80 minutes si on ne mesure· que l'incorporotion dons 

les protéines intro-celluloires. Les hépotocytes consomment donc l'isotope 

et relâchent continuellement les protéines néoformées, ceci résultant en 

une diminution progressive de l'octivité spécifique intro-celluloire 

(O. Slegen, 1976). 

Cette diminution du toux d'incorporotion laisse supposer l'intervention de 

différents processus de synthèse et de dégrodotion des protéines odes toux 

voriobles (L.J. Crone & D.L. Miller, 1976). 
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Si 10 mesure d'incorpor0tion de leucine se f oit dons les protéines 

intr0cellul0ires, elle nous permet de visu01iser, en plus de 10 synthèse 

protéique, l'excrétion des protéines dons le milieu. Une même expérience 

permet donc de cerner deux phénomènes distincts: synthèse et excrétion 

protéique. 
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1.moonwumo. 

L'objectif de ce travail est d'adapter un protocole étudiant l'intégrité 

métabolique des hépatocytes, aux contraintes du spacelab afin d'observer 

les effets de l'apesenteur. 

A ce sujet, nous savons que seul des petits volumes peuvent être utilisés et 

qu'un minimum de manipulation est requis, la suite des opérations devant se 

poursuivre au sol après le retour de la navette. 

- Le protocole d'incorporat1~on d leucine dans les protéines a été adapté aux 
'3 

pe tits volumes puisque seu 50 µ1 de suspension hépatocytaire suffisent à 

l'expérience. Après addition du marqueur, la première centrifugation est 

suivie d'une congélation permettant donc le retour au sol avant l'extraction 

des protéines par lavages successifs à l'eau et au TCA. 

-La leucine semble pénétrer dans la cellule de façon passive, les propriétés 

d-,iransport actif étant vraisemblablement perdues lors de l~eh11iqae -

<J. / i s_o 1 at ion. Certains auteur~ a~ tri buent ce_ae perte du. système de tran~port 

/ \ act1f pour ·1es ac1des amrnes a la perfus10n enzymallque avec collagenase 

0 

(Schreiber & Schreiber, 1973). 

Un transport passif de la leucine permet une étude de l'intégrité 

métabolique indépendante de l'intégrité membranaire. L'incorporation de 

leucine dans les protéines se révèle donc être un test de choix pour 

rechercher des modfications éYentuelles du métabolisme cellulaire/ en 

condition de microgravité. 
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-Les hépotocytes semblent continuellement relocher les protéines 

néosynthétisées dons 1e milieu d'incuboUon. Ceci permet donc l'étude 

simultonée d'une synthèse et d'une excrétion protéique à portir d'un même 

culot celluloire. 

Cependont, nous ovons encore lo possibilité de réduire 1e nombre de 

monipulotions expérimentoles. En effet, seul un prélèvement oprès 

plusieurs heures d'incubotion en présence du traceur s'avère être utile. Ce 

prélèvement ne nécessitero plus oucune séporotion entre culot et 

l:)uruoy~ont c;tir io mesure de rodiooctivité pourro se foire dons les protéines 

intro-et extrocelluloires. En comporont lo voleur obtenue à une voleur de 

référence au même temps et dons les mêmes conditions expérimentales, 

l'effet éventuel d'un poromètre extérieur pourro être mis en évidence. 
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Le protocole expérimental étant adapté aux contraintes spatiales, l'on 

pourrait enYisager de simuler les différentes conditions du Yol en 

laboratoire. Par exemple, une différence de pression, une accélération ou 

l'effet de radiation peuYent être testés sur l'incorporation de leucine dans 

les protéines. 

Il serait aussi très intéressant de mettre à profit la possibilité du double 

et triple marquage radioactif pour les expériences en Yi sagées. 

En effet, différentes Yoies métaboliques pourraient être suiYies 

simultanément dans une même suspension hépatocytaire. 

Ceci est rendu possible par le fait que seul un prélèYement est nécessaire à 

la mesure d'incorporation de leucine dans les protéines. Une autre étude 

cinétique (nécessitant plusieurs prélèvements) pourrait donc se réaliser à 

partir du même milieu d'incubation. A ce sujet, diverses recherches 

bibliographiques ont déjà été effectuées sur l'incorporation de glucose 

radioactif dans le glycogène (cfr thèse _de Françoise BONTEMPS, 1979, 

•Régulation du métabolisme du glycogène dans les hépatocytes isolés de 

rats.") 
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