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Résume.

Ce travail s'inscrit dans le cadre dune étude des effets induils par I'spesanteur sur le métabolisme des
hépatocyles isolés en suspension. Le décalage existant entre Iisolation des cellules et leur utilisation nous s
obligé d'envisager un stockage de ces cellules. Nous avons donc développé un protocole de cryoprotection des
hépatocytes par le DMSO en milieu liquide. Les résultats prélimingires de viabilité montrent qu'aprés un stockage

de quatre heures, elle est réduite de 30-40% par rapport a des cellules fraichement isolées.

Abstract.

Isolated rat hepatocytes in suspension have been kept several hours at - 13°C in 8 solution of DMSO 30 R. After
dilution in the incubation medium at 37°C, cell's integrity reaches 60 R, following the LDH retention criteria, and
the maximum wvelocity of the taurocholate transport of the remasining cells was estimated to 60 R of this of
control cells. This preliminary results indicates that this conditions of storage permits partial recovery of
structural and metabolical integrity of cells. Optimization of the protocole would provide a solution for the storage
of the cells during a few days, Lo be used in experiments in a space laboratory.
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3. Critéres de viabilité.

4. Moyen d'étude en microgravité

TABLE DES MATIERES

Avant-propos

Introduction

1. Influence de 1a physiologie humaine

1.1. Perturbations de la physiologie humaine

1.2. Perturbations tissulaires

1.3. Perturbations cellulaires

1.4. Conclusions

2. Le foie et I'hépatocyte

2.1. Le foie

2.2. L'hépatocyte..

2.3. Le cycle entérohépatique

2.4. Matériel d'étude

2.4.1. Les différents niveaux d'études

2.42. Méthodes d'isolation des hépatocytes

3.1. Intégrité membranaire

3.2. Intégrité métabolique

3.2.1. Les voies métaboliques

3.2.2. Analyse compartimentale

4.1. Le Biorack

4.2. La séquence expérimentale envisagée en apesanteur

................

10
11
1
12

14
14
15
15
16

20
20




S. Généralités de 1a conservation a basse température..................

S.1. Généralités de la conservation a basse température.................

5.2. La congélation cellulaire

5.3. Le stockage en milieu liquide
6. Objectifs

Matériel et méthodes

1. Réactifs
2. isolation des hépatocytes
2.1. Animaux

2.2. Méthode d'isolation -

2.2.1. Le matériel d'isolation

2.2.2. Les solutions

2.2.3. Séquence opératoire

2.2.4 Le traitement mécanique >
2.25. Lafiltration

3. Le protocole de stockage des hépatocytes a basse température...

3.1. Solutions

3.2. Le stockage

4 Evaluation de 12 viabilité..

4.1. Exclusion de colorant

4.2. Dosage de I'activité de 1a lactate déshydrogénase.....................
4.3. Cinétique de taurocholate

4.4. Dosage de protéines.

Résultats

1. Evaluation de 1a viabilité des cellules par des critéres

d'intégrité membranaire

32
32
32
33
33
33
34
36

36
36
37
39
39
39

42

43




1.1. Le test a I'érythrosine
1.1.1. Equilibration d'une heure dans 20 % DMSO

1.1.2. Stockage a des températures négatives

1.2. Evaluation de 1'activité de 1a LDH

1.2.1. Libération de LDH pour des cellules stockées

non réchauffées et réchauffées

1.2.2. Mise au point du protocole de prélévement des aliquots
1.2.3. Libération de LDH pour des cellules stockées et

réchauffées S ou 30 minutes.

1.2.4 Etude de V'effet du protocole de stockage

1.2.5. Etude de I'effet du protocole de réchauffement...............

1.2.6. Passage prolongé a 0°C.....

2. Evaluation de 1a viabilité des cellules par un critére

d'intégrité métabolique : cinétique de taurocholate......................

DISCUSSION

1. Les hépatocytes isolés.....

1.1. Techniques d'isolation...

1.2. Caractéristiques des hépatocytes isolés

1.2.1. Exclusion de colorant vital e
1.2.2. Activité de 1a LDH

1.2.3. Intégrité métabolique

2. Les hépatocytes stockés a basse température..

2.1. Choix du cryoprotecteur
2.2. Equilibration dans du Krebs - 20 % DMSO
2.3. Etape de stockage a -7°C

2.4 Effet du refroidissement

2.5. Viabilité cellulaire aprés réchauffement

CONCLUSION ET PERSPECTIVES.

43

R R &

47

47

49
49

o1

=%
33
54
55
56
Y
59
59
60
61
61
62

65




REFERBNCES.........co ittt b it i vl

ANNEXE

............................................................................................................................




Avant-propos

Nenuis touinurs, 'homme réve de duitter I'environnement terrestre afin de
découvrir les dimensions de l'univers. Le 12 avril 1961, Youri Gagarine
quitte notre planéte & la rencontre d'un espace inhabité. Cette premiére
expédition sera suivie d'une multitude de voyages oussi extraordinaires les
uns oue les sutres. Malgré le développement rapide des techniques et des
matérioux utilisés en apesanteur, 1'organisme humain présente certaines
difficultés d'adaptation & cet environnement. Le rupture brutale des
rythmes biclogiques qui reglent notre existence provoque des troubles, et
en perticulier, la disparition d'une force qui nous conditionne depuis
I'origine: la pesenteur. Actuellement, des projets de recherche se
développent de maniére & eméliorer nos connaissances en biologie,
physique,... concernant les modifications induites par 1'apesanteur.

Ce trovail s'insére dans un de ces projets et a pour objectif d'observer les
modificetions induites, en epesanteur, sur le matériel biologique. Le
premier paragraphe de ce chapitre présente quelques troubles appareissant

chez I'homme en microgravite.
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iz Infivence de 1a microgravitd.

1.1. Perturbation de la physiologie humaine

Depuis des millions dannées, la force gravitationnelle a conditionné
I'anatomie fonctionnelle de 1'homme. Nos activités de mouvement, de
déplacement spatial ou de maintien de la posture se font dans le champ de 1a
gravité.

Des missions d'observations du comportement humain dans l'espace ont
permis de décrire des changements physiologiques, notamment au niveau
meétabolique et sensoriel. Le tissu osseux et musculaire, le systéeme
cardio-vasculaire et neuro-vestibulaire se montrent particulierement

affectés.

_8) Le métabolisme calcique

Le tissu osseux en apesanteur présente une déminéralisation avec
libération de calcium et de phosphore.
Diverses hypothéses ont eté elaborées pour essayer dexpliquer ce
phénomene (Alexander C, 1985). On peut attribuer ce trouble aux variations
du calcium fécal qui seraient responsables de la perte calcique. Cela
pourrait étre la conséquence soit d'une diminution de 1'absorption calcique,
soit d'une augmentation de la sécrétion intestinale du calcium endogéne
(hypothese elaborée par Rambaut en 1973). Cette perte en calcium au niveau
osseux peut aussi s'expliquer {selon 1'hypothése émise par Parfitt en 1981)
comme une consequence de l'augmentation de la calciurie. 11 semble
actuellement que cette perturbation soit en fait le reflet dune

redistribution de ces ions dans le corps {Alexander C, 1985).
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La perte coelcique varie suivant le type d'os considéré {os porteurs ou non
porteurs). Un ralentissement de la minéralisation est surtout observé pour
les os porteurs. D'un point de vue pathologique, ceci favorise 1a formation de
celculs rénaux (in Bjurstedt H, 1979).

Cet effet de l'apesanteur s‘observe aprés des vols de courte durée {vol
Apollo de 11 8 12 jours) ainsi que de moyenne et longue durée {environ 60
jours pour les vols Skylab) et 185 jours {vols Salyut et Soyuz).

Lors de chaque vol, la balance calcique des os, positive avant le départ
devient négative pendant le vol et se rétablit quelques temps aprés le
retour sur terre. Le temps de retour sux valeurs initiales dépend de la durée

du vol.

_b) Le systéme cardio-vasculaire.

En microgravité, la dynemique de circulation sanguine se modifie
fortement. Environ deux litres de sang et de fluide interstitiel sont
transférés des parties inférieures du corps vers le haut (in Bjurstedt
Hilding, 1975), ce qui provoque un accroissement du volume sanguin au
niveau thoracique et aux extrémités supérieures (P Norsk 1985 et A Guell
19685). Ceci montre l'existence de facteurs influencant la répertition
sanguine et s'opposant & la force terrestre {importance possible dans les
oedémes) (in Bjurstedt H, 1979). Cette redistibution sanguine est
responsable de toute une série de perturbations neuro-endocriniennes (A
Guell 1985 ). De plus, certaines variations sur le plan cardiaque sont
observées (P Nork 1985).

_c) Le systéme neuro-vestibulaire - Le mal de 1'espace

Trois systemes sensoriels principaux (vestibulaire, somato-sensoriel et

visuel) sont eétroitement 1liés & Tl'orientation spatiale, au contrile
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positionnel et locomoteur. Les canaux semi-circulaires des labyrintes
{situés dans l'oreille interne.) transmettent les accélérations angulaires de
la téte. Les otolithes détectent toute accélération linéaire de la téte ainsi
que sa position relative par rapport au vecteur gravitationnel.
En apesanteur, les informations provenant des otolithes et de la vision ne
sont plus en concordance. Ces conflits de perception apparaissent pendant
tes mouvements de 1a téte et du corps, surtout lorsqu'ils ne résultent pas en
un changement attendu des otolithes ou du signal des gravi-récepteurs de la
peau.
Cette discordance influence le systéme nerveux central {figure 1) et se
traduit par un ensemble de symptdmes rendant 1'astronaute incapable de
travailler:
- déficience de la perception : illusion d'avoir la "téte en bas”,
d'effectuer de rapides mouvements de la téte
- réduction des perforrhances motrices ainsi que de la
locomotion
- apparition de certains états vegetatifs.

Ces malaises se développent trés rapidement {en quelques minutes) aprés
un sejour de plusieurs heures dans l'espace mais peuvent cependant
disparaitre 3 @ 6 jours plus tard. Pour en combattre les inconvénients, deux
attitudes sont possibles: soit une prévention pharmaceutique, proposée par
la NASA, qui permet de soulager l'astronaute mais provoque des effets
sédatifs non désirés (A Leger et Al 1985), soit une sélection rigoureuse des
cosmonautes {proposée en URSS) ol le candidat assis sur un siege tournant
doit effectuer des mouvements de la téte et du buste. Les tests permettent

de prévoir la réaction du systéme dans 1'espace (vomissements, spasmes,... ).

introduction




1.2 Perturbations tissulaires.

En état de micrograviteé, le systéme musculaire est moins sollicité &
fournir des efforts, d'ou sa tendance & 1'atrophie (Mounier Y,1985). Ce
phéenomeéne (particulierement visible pour les muscles des jambes et du
thorax) peut &tre expliqué par des theories impliquant des modifications
cellulaires ou envisageant des modifications du contrdle nerveux de certains
muscles.

Au retour des missions Skylab, 1a diminution du volume des jambes des
spationautes était de 7 @ 11 % La microgravité conduit également & une
diminution de la force musculaire et de 1a tolérance & la fatigue. La force
developpée par les muscles extenseurs des jambes chute de 21 & 25 %
(études effectuées sur les membres d'équipage Skylab). Certains travaux ont
mis en evidence des affections au nivesu musculaire impliquant une perte
d'affinité des protéines contractiles avec le Ca''. Le réticulum
sarcoplasmique semble présenter une diminution de permeéabilité au Ca** et

une diminution de la capacité de stockage de cet ion (Mounier Y,1985).
1.3 Perturbations cellulaires
a)_Bactéries

La bactérie est un unicellulaire ayant de nombreuses fonctions vitales
communes avec 1'organisme multicellulaire.
Dans des conditions favorables, elles proliferent rapidement par divisions
successives. Dans de telles circonstances, le systéme de défense d'un
organisme infesté peut parfois étre dépassé et il en résulte la mort de
l'organisme. Cependant, il est actueliement possible de contrecarrer cette
infection par l'utilisation d'antibiotiques.

Dans la mission Spacelab D1 (Mesland D, 1986) , deux expériences ont été
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effectuées afin de confirmer la prolifération plus rapide des bactéries dans
I'espace. Ces expériences démontrérent sans eéquivoque que cette
augmentation était dle & la microgravité. Cette découverte suggére que
V'homme cerait exposé 4 de plus grands risques infectieux dans un
environnement spatial. Le risque est encore augmenté par un accroissement

de résistance des organismes pathogénes (Escherischia coli) vis & vis

d'antibictigues ainsi que le montre 1'expérience de Tivador {(Mesland D,
1986).

Dans un milieu pauvre en élements nutritifs, beaucoup de bactéries
produisent des spores, qui sont génetiquement identiques & la forme active
mais fonctionnellement trés différentes. Ce processus par lequel des
cellules acquiérent des propriétés différentes constitue un modéle simple
et adéquat a 'etude de 1a différenciation cellulaire. Des expériences ont été
développées afin d'observer V'effet de la microgravité sur la sporulation.

Celle effectuée sur Bacillus subtilis montre une forte réduction de la

sporulation et donc de la différenciation. Malheureusement, 1'expérience
contrile {1 G) effectuée dans 1'espace provogue le méme effet. On ne peut

donc conclure définitivement & un effet de la microgravite.

b) Autres organismes unicellulaires

De nombreux unicellulaires plus grands et plus complexes que les bactéries
peuvent posséder des fonctions métaboliques similaires & celles de cellules
formant un organe. Ce type de cellule, comme pour la bactérie, augmente son
taux de prolifération en état d'apesanteur (expérience de Planel in Mesland
D, 1986). L'étude des rythmes journaliers d'une cellule végétale
unicellulaire n'a pas montré de modification en absence de pesanteur
(expérience de Mergenhen's in Mesland D, 1986).

L'étude du mouvement du protoplasme chez (slime-moult) {par Sobick in

Mesland D, 1986) a mis en évidence un accroissement de la vitesse de
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déplacement en apesanteur.

c) Cellules humaines

Le lymphocyte est un matériel biologique idéal permettant I'étude de

certains aspects du systéeme immunitaire mais surtout, il est un modéle
d'étude approprié pour la différentiation cellulaire “in vitro™ . Des premiéres
observations en état de microgravité (Cogoli A et Al, 1964 ) ont permis de
conclure qu'en général, une augmentation de la gravité stimule la
prolifération cellulaire tandis que la microgravité réduit la division .
Des observations ultérieures ont montré une inhibition complete du
processus d'activation des globules blancs en microgravite (Mesland D,
1986). Le prochain pas sera de découvrir quelle est 1'étape du processus de
différenciation affectee.

Ces résultats suggerent qu'une infection sera beaucoup moins combattue
par le systéme immunitaire des spationoutes et sera d'autant plus grave que
la prolifération bactérienne est accentuée.

La viabilité des Ilymphocytes est estimée notament par la mesure
dincorporation du glucose qui témoigne d'une bonne intégrité membranaire.
Les expériences spatiales effectuées avec des lymphocytes activés par un
mitogéne montrent une consommation de glucose légerement plus faible
quau sol. Ceci permet de conclure & une bonne intégration membranaire
(Cogoli A et Al, 1984). Par contre, ces résultats ne sont pas confirmeés par
des observations (effectuées en station orbitale Salyut 6) sur des cellules
pulmonaires d'embryons humains qui montrent une consommation de glucose

significativement plus faible que sur terre {Cogoli A et Al, 1984).

d) Plantes

Les racines des plantes sont capables de percevoir la gravité qui déte?mine
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I'orientation de leur croissance. Mais le mécanisme responsable de ce
phénoméne est une matiére controverséee.

La germination de graines en microgravité a permis & Perbal {in D Mesland,
1986) de confirmer 1'idée selon laquelle en absence de gravité, la racine
perd la capacité & s'orienter elle-méme. |1 a8 aussi réussi a demontrer que
cette propriété d'orientation peut étre restaurée immeédiatement aprés
transfert dans une centrifugeuse 1 G . Des observations ultérieures ont

confirmé la théorie des gravirécepteurs présents dans les racines.

1.4. Conclusions

Le régne du vivant est “imprégné” de la force de gravité. Son effet
s'observe quelgue soit le nivesu d'organisation considéré. Cependant, il est
difficile de définir clairement V'impact de V'attraction terrestre dans le
champ gravitationnel. C'est pourquoi des expériences sont envisagées dans
I'espace. Elles se distinguent jusqu'a présent essentiellement en deux
groupes selon l'objectif envisagé: le métabolisme ou la différentiation
cellulaire.

Si l'on désire observer une cellule, il faut que celle-ci ait des
caractéristiques {meétaboliques par exemple) qui permettent de suivre son
"comportement” face & divers facteurs exogénes.

Parmi les types cellulaires les plus eétudiés, notre laboratoire a porté son
choix sur les hépatocytes. En effet, les techniques actuelles permettent
d'obtenir des cellules de foie isolées et viables. Ces hépatocytes, utilisés en
milieu de culture ou en suspension dans une solution de Krebs-Ringer, sont
un matériel biologique adéquat a 1'étude de différentes voies métaboliques
soit communes & d'autres types cellulaires (synthése protéique par
exemple), soit propres & I'hépatocyte (incorporation d'acides biliaires). Les
héepatocytes incorporent en permanence des molécules utilisées dans leur

métabolisme et ensuite les rejettent dans le milieu environnant la cellule.
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Toutes ces ceractéristiques ont été exploitées différemment suivent les
objectifs recherchés par les scientifiques. Ce matériel présente 1'avantage
d'étre bien caractérisé par rapport & d'autres types cellulaires. Afin de
présenter I'hépatocyte dens son contexte physiclogique, ceractérisons en

premier lieu le foie, ensuite 1'hépatocyte et enfin les méthodes développées

pour les isoler.
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2. Ls foie st I'hépetocyts.

2.1. Le foie

Logé dans 1'hypochondre droit de 1'abdomen, 1e foie est une glande formeée de
quatre lobes entourés d'une capsule fibreuse (capsule de Glisson) qui sont en
relation intime avec le systéme sanguin. L'artére hépatique et 1a veine porte

ameénent respectivement du sang oxygéné et du sang provenant de 1'intestin.

lobules hépatiques. Le sang traverse ces lobules par des capillaires
sinusoides accolés aux travees d'hépatocytes. Il rejoint ensuite un systeme
capillaire efférent (représenté par un ensemble de veines centrolobulaires)
et quitte le foie par la veine hépatique pour retourner dans la circulation
générale (figure 2). Le sang circulant dans l1a veine porte transporte des
molecules organiques assimilées au niveau de la paroi intestinale: acides
aminés, molécules glucidiques, acides gras par exemple. Cette glande a, &
tout moment, un rdle de régularisation du taux de divers composés
organiques présent dans le sang.

Le foie est également le siége de production de 1a bile dont les composes

principaux sont synthétisés au niveau des hépatocytes.

2.2. L'hépatocyte.

Dans le foie, chaque hépatocyte est en relation par son pdle sinusoidal avec
les capillaires sinusoides et par son p0le canaliculaire avec le canal biliaire
(figure 3). Cette polarité implique une modification spatiale des propriétés
membranaires {(composition en transporteurs spécifiques) (Accatino,1951).
En effet, 1e pole sinusoidal a comme rile de capter les molécules présentes

dans le systéme sanguin tandis que le pdle canaliculaire excrete des

ntroduction
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eléments vers 1'extérieur de 1'hépatocyte.

Outre ses caractéristiques membranaires, I'hépatocyte, comme toute cellule
eucaryote, est caractérisé par de nombreuses fonctions métaboliques, tel
que la gluconéogenese faisant intervenir un ensemble enzymatique
impliquant & la fois e cytosol et 1a mitochondrie, 1a synthése protéique, la
synthese de RNA, le métabolisme lipidique, V'incorporation de glucose.
Toutefois, la voie métabolique la plus remarquable est celle des acides

biliaires.

2.3 Le cycle entérohépatique.

Les acides biliaires sont synthétisés dens les hépatocytes & partir du
cholestérol. Cette synthése requiert des chaines enzymatiques permettant
de modifier le noyau steroide. Avant leur secrétion dans la bile, les acides
biliaires sont conjugués & la taurine ou 1la glycine. Ainsi, le taurccholate
(sel biliaire le plus abondant chez le rat) est issu de la conjugaison de
I'acide cholique avec la taurine.

Ces acides biliaires sont excrétés dans le canal biliaire pour constituer la
bile qui sera drainée vers le canal biliaire interiobulaire {faisant partie de
la triade-porte) et ensuite acheminée dans le duodénum par le canal du
cholédogue ou ils interviennent dans la digestion. La bile neutralise le pH
acide du chyme stomacal d'une part et participe & 1'absorption intestinale
des graisses d'autre part. La structure amphiphile {c-a-d possédant un pdle
hydrophile et un pdle hydrophobe) des acides biliaires leur confére la
propriété de s'associer aux graisses qu'ils émulsionnent.

Ils sont ensuite réabsorbés au niveau de 1'iléon et ramenés au foie par le
sang sinusoidal. Des transporteurs spécifiques assurent la captation au
niveau du pdle sinusoidal vers I'intérieur de I'hépatocyte (Accatino,1981).
Ainsi,une grande part des acides biliaires produits sont récupérés {environ
90%).
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Certaines pathologies sont liées & des troubles au niveau du transport
bilisire. Citons les patients atteints de cholestase intrahépatique
présentant une diminution du flux biliaire suite & une altération dans le
transport des acides biliaires (S. Erlinger, 1982). Notons encore la
cholestase de la femme enceinte particulierement fréquente dans certains
pays comme le Chili et la Suede. Ces altérations justifient notamment
I'intérét porté a 1'etude du foie en général et des hépatocytes en particulier.
Pour ce faire, plusieurs approches expérimentales du meécanisme de

Wonopa L uiniailre sont envisageables.

2.4. Materiel d'etude.

2.4.1 Les différents niveaux d'études.

le foie in vivo.

Une substance peut étre injectée & 1'animal, entre autres par voie
intra-veineuse, et son effet sur le foie étudié soit au niveau de 1'excrétion
biliaire, soit au niveau de 1'organe aprés la mort de 1'animal. Ce dispositif
expérimental tient compte de 1'organisme et du milieu environnant
susceptible d'influencer la cinétique biliaire. Toutefois, certains facteurs
{influence hormonale, nerveuse, hétérogénéité cellulaire dans l'organe,..)

sont peu contrélables.

e foie isolé et perfusé.

Une perfusion peut étre réalisée sur le foie isolé maintenu a 1a température
corporelle. Cette technique d'étude tient compte de 1'organe entier et fait

abstraction des influences (nerveuse et hormonale) externes & ce dernier.

Cependant, 1'impossibilité de maintenir un foie perfusé dans son état
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physiclogique original durant une longue période est une limitation majeure

de la technique.

les hépatocutes isolés.

L'approche expérimentale la plus aisée est 1'utilisation d'hépatocytes isolés.

Ils présentent de nombreux avantages tel qu'une conservation des structures
membranaires et de l'organisation intracellulaire (Elliott, 1979). Des
problémes de diffusion du substrat et d'interactions intercellulaires {avec
entre autre les cellules parenchymateuses présentes dans le foie)
disparaissent.

Les hépatocytes isolés sont utilisés soit en suspension, soit en milieu de
culture. La suspension dhépatocytes est généralement sollicitée pour
I'observation de courte durée. Toutefois, suite & 1'étape d'isolation, les
cellules présentent des altérations au niveau de la polarité membranaire, de
la cinétique de transport de certaines substances,.. Ces dommages peuvent
cependant étre en partie réparés par une mise des cellules en culture
(Elliott, 1979). Elle permet en outre de les maintenir viables plus longtemps
{Elliott, 1979). Les probléemes majeurs rencontrés en culture cellulaire sont
la dedifferenciation progressive {perte de 1a forme, perte de certaines voies
métaboliques) et la difficulté d'obtenir une mitose, sans oublier les
difficultés liées au besoin de stérilité (isolation cellulaire en milieu
stérile) et au milieu de culture qui peut se modifier au cours du temps
(Elliott, 1979).

2.4.2. Néthodes d'isolation des hépatocytes.

Trois méthodes sont employées pour dissocier les cellules d'un organe.
Elles se basent sur 1a force mécanique, le traitement chimique ou encore une

digestion enzymatique.
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méthode mécanique

Elle utilise 1a force mécanique pour briser les connections intercellulaires.
En général, les cellules obtenues ne sont pas viables car la membrane
plasmique est endommagée. Des variantes de cette méthode sont encore
employées lors d'une homogénéisation du thymus, lors d'une agitation

vigoureuse de 1a muqueuse intestinale,...

meéthode chimique

Elle se base sur le role important que joue le calcium dans 1'adhésion entre
cellules. Dés lors, la présence d'un chélateur permet la disparition quasi
totale des connections cellulaires. Malgré tout, une séparation compléte
requiert une force mécanique supplémentaire. La majorité des cellules

obtenues,comme pour le cas précédent, ne sont pas viables.

méthode enzymatique

Ces derniéres années, le traitement enzymatique est le plus utilisé pour la
désintégration d'un tissu. Souvent, l'isolation requiert un milieu sans
calcium contenant des agents chélatants permettant le retrait des ions caZt
présents dans les desmosomes, et contenant des enzymes digérant la trame
conjonctive entre les cellules de l'organe. L'isolation compléte des
hépatocytes requiert parfois une 1égere action mecanique.

Cette derniére méthode, utilisée au laboratoire, permet d'obtenir une
suspension hépatocytaire dont la viabilité est proche de 90 % aprés
isolation.

Cette viabilité des hépatocytes est déterminée par des critéres développés

dans le point suivant.
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3. Eritdros de viebiiité

Afin de determiner la viabilité de I'hépatocyte, deux types de critéres de
viabilité sont disponibles. Les uns renseignent sur 1'intégrité membranaire
de 1a cellule (exclusion de colorant vital, rétention du contenu

cytoplasmique,..), 1es autres évaluent I'intégrité métabolique.

3.1. Intégrité membranaire

Le critere le plus utilisé est probablement celui de T'exclusion des
colorants vitaux (Elliott, 1979) tel que le trypan bleu et Térhytrosine.
L'utilisation aisee, son colt faible et la rapidité & laquelle on obtient des
resultats sont autant de facteurs qui expliquent leurs succes. Le critére ne
permet cependant de détecter que les 1ésions graves et irréversibles de 1a
membrane plasmique (Bauer et Al, 1975). D'autre part, le test a I'erythrosine
est un critére peu sensible & la perte de viabilité et ne peut donc étre
utilisé que pour une premiere indication de 1'état cellulaire. Le trypan bleu
est aussi un colorant qui donne des résultats ne coincidant pas tout a fait
avec la realite (Elliott, 1979).

Les cellules intactes sont capables non seulement de rejeter des colorants
vitaux mais aussi de retenir certaines molécules tel que des enzymes,
meétabolites ou ions inorganiques. La mesure dactivite dune enzyme a
I'avantage de pouvoir étre évaluée dans la cellule et dans le milieu. On peut
ainsi déterminer 1a libération de cette enzyme dans le milieu au cours du
temps (Elliott, 1979). Une enzyme cytoplasmigue frequemment dosée est 1a
Lactate Deshydrogénase (LDH). Cette enzyme intervient dans la réaction

suivante;

introduction




15

LDH
pyruvate + NADH — loctate + NAD*

Les cellules 1ésées liberent leur LDH dans le surnageant. Cette 1ibération est
dépend donc de V'intégrité membranaire. La mesure de 1'activité de LDH dans
le surnageant (LDHs) d'une part, V'activité de la LDH totale (LDHt) d'autre
part permet de suivre 1'évolution de la mortalité cellulaire au cours du

temne | e pourcentage de LDH dans la cellule (LDH.) peut étre estimé en

faisant le rapport suivant :

LDH, = (1 - (LDHg/LDH)) * 100

Il est important de souligner que ce test ne fournit pas une estimation
absolue de la viabilité cellulaire vu que la LDH présente dans le surnageant
est éliminée au cours des différentes centrifugations ramenant ainsi la

LDHt égale a 1a LDH présente dans les cellules.

3.2. L'intégrite meétabolique

3.2.1. Les voies métaboliques

La respiration est un critére utilisable pour toute suspension cellulaire.
Toutefois, 1a respiration peut étre variable suivant 1'activité de 1a cellule et
n'est pas nécessairement dépendante de 1'état d'intégrité meétabolique
(Elliott, 1979).

La gluconéogenése, la synthése de protéines,.sont autant de voies
métaboliques témoignant d'une activité cellulaire. Elles peuvent étre

etudiées en utilisant des molécules radioactives qui y sont incorporées.
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C'est le cas pour la cinétique de transport du teurocholate chez les
hépatocytes isolés. Ce transport peut étre considéré en tant que critére
dintegrité vu qu'il fait intervenir différentes parties de la cellule. En effet,
nous distinguons trois étapes essentielles qui sont :

- captation du taurocholate au niveau du pdle sinusoidal par
des transporteurs actifs (Schwartz, 1975)
- migration intracellulaire par intervention de protéines
specifiques
- excrétion au niveau canaliculaire grace & des transporteurs
particuliers (Inoue, 1964).
Le passage du taurocholate & travers I'hepatocyte implique donc des
transporteurs membranaires {consommant de 1'énergie) et une voie de
transport intracellulaire. Toute perturbation dans Vune de ces étapes
modifiera le transport du taurocholate. Afin de le caractériser, nous avons

recours 8 un modéle mathématique.

3.2.2. Analyse compartimentale

Le modele mathématique n'a pu étre développé qu'en considérant un état
stationnaire ou la concentration en taurocholate intracellulaire est en
équilibre avec la concentration extracellulaire. Dans toute expérience
envisagée, cela implique donc un temps de préincubation des héepatocytes en
présence de taurocholate. Lorsqu'on atteind 1'équilibre en taurocholate, nous
ajoutons une petite quantité de taurocholate radioactif. 11 se répartit dans
le milieu extracellulaire mais est egalement capter par I'hépatocyte. Durant
tout un temps, la cellule le capte sans l'excréter. Petit & petit, sa
concentration intracellulaire augmente et une excrétion de taurocholate
radicactif devient effective.

Sur base de ces quelques explications, nous pouvons décrire le modéle ferme

& deux compartiments (figure 4) décrivant la cinétique de transport du
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teurocholate tritié per les cellules isolées (Coche T,1984).

Si nous reprenons le raisonnement eu départ, le milieu extracellulaire

(représenté par le compartiment 1) contient une quantité X de taurocholate

non marqué. Le milieu intracellulaire (compartiment 2) contient une

quantité X, de taurocholate froid. A I'état stationnaire, les vitesses d'entrée

et de sortie du taurocholate sont égales :

Y = Yontrée = Y sortie (1)

V:k12*x1= k2l *X2 (2)

Les quantitées de taurocholate dans le mili'eu extracellulaire et

intracellulaire étant constantes , on peut écrire :

dX 3 _

1 - Ventree ™ Y sortie =0 ()
dt

dx -

— = kjpe¥i-kgpeky 2 4
dt

Afin de pouvoir mesurer les constantes de vitesse, une faible quantité de
taurocholate radioactif est ajoutée. Cet ajoit ne provoque pas une variation
de la quantité de taurocholate présente & l'extérieur de la cellule et
1'équilibre dynamique n'est pas significativement perturbé. Cependant, le
taurocholate marqué n'est pas & 1'etat stationnaire et pénétre dans la cellule

8 une vitesse
Vi¥ = kypx Xy (5)
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Progressivement, 1a vitesse de sortie du taurocholete s asugmente jusqu'au
moment ou elle s'égale a la vitesse d'entrée de teurocholate™. On atteint
ainsi 1'étet stationnaire pour le taurocholate .

Le variation de quantité de traceur {exprimé en &) en fonction du temps
dans les cellules et le milieu peut étre mise en graphique (figure 5).

L'ajustement des équations du modéle aux données expérimentales permet

d'estimer les valeurs de k]2 et k2'. Ceci est réalisé en utilisant

I'aigorithme des moindres carrés non linéaires a 1'aide d'un programme qui a

eté mis au point au laboratoire sur Macintosh{'Mac Lab’, T. Coche).

La vitesse & 1'état stationnaire sera donc déterminée de 1a fagon suivante :

Sechant que: X; =X; +X, {6)
ou Xy = quantité totale de taurocholate ajouté dans le milieu en

début de préincubation.

Xy = quantité de taurocholate dans le milieu & l'état

stationnaire.

X, = quantité de taurocholate présente dans la cellule a I'état

stationnaire.

Remplacant (6) dans (2), on obtient :
En regroupant les parametres :

Xl*(k12+k2|): k2|* Xt (8)
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La valeur de X a 'état stationnaire est donc;

K1 {9)
Xy = * Xt

ka1 + Kq2

et la vitesse d'incorporation du taurocholate est :

V = kyp * Xy (10)

V g'exprime en nmoles de taurocholate transportées par minute et par mgr
de protéines cellulaires.

La vitesse de transport du taurocholate varie en fonction de sa
concentration. Si I'on porte en graphique (figure 6) la vitesse en fonction de
la concentration en taurocholate, on constate qu'il s'agit d'un transport
saturable. L'ajustement de 1'équation de Michaelis-Menten aux points
expérimentaux permet d'estimer les deux constantes qui caractérisent cette
hyperbole : la constante d'affinité (Km) et 1a Vmax de transport (tableau 1).
L'allure hyperbolique suggére l'intervention d'un mécanisme actif dans la
captation du taurocholate (Schwartz L R et Al, 1975) .

Un plateau est atteint lorsque la vitesse de captation au niveau du pdle
sinusoidal eégale la vitesse d'excrétion effectuée au pdle canaliculaire.
Cette voie métabolique implique des transporteurs membranaires
caractérisés par une constante d'affinité (Km) et un VYmax. Une altération de
ces transporteurs se traduira par une modification des valeurs (affinité
modifiée si Km est différent, nombre de transporteurs modifié si la ¥Ymayx

est difféerente).
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4, Mogen @ &tudy sn micregrevitd

L'objectif du projet dans lequel s'inscrit ce travail est de déceler I'influence
de la gravité sur les différentes fonctions métaboliques de V'hépatocyte.
Afin d'étudier T'activité cellulaire en microgravité, le matériel biologique
doit répondre, entre autres, & deux facteurs importants. Premiérement, il
doit posséder de nombreuses voies métaboliques que 1'on puisse caractériser
(par intégration de molécules radioactives par exemple). Deuxiemement, il
deit 8tre compatible avec le cadre expérimental du Spacelab.

La cellule hépatique répond au premier critére de sélection de part ses
nombreuses voies métaboliques. La suspension d'hépatocytes isolés se
présente comme un matériel biologique suffisamment manipulable que pour

repondre au second critére de sélection.

4.1. Le biorack

Le laboratoire spatial de 1a navette a été congu de maniere & effectuer des
observations dans des domaines aussi divers que 1'astronomie, 1a physique,
I'océanographie, 1a géologie et 1a biologie (ESA BR14, 1983). Le biorack,
partie intégrante du Spacelab, facilite toute étude impliquant du matériel
biologique en microgravité (Mesland D., 1983).

Les unités composants le Biorack (figures 7 et 8) sont, entre autres, deux
incubateurs, un combiné frigo/congélateur, deux centrifugeuses, une table
de travail (permettant de travailler en condition stérile) associée & des
appareils microscopiques, photographiques et cinématographiques (figure 8).
Le matériel impliqué dans 1'expérience biologique doit étre nécessairement
contenu dans des containers parallélipipédiques de deux tailles differentes
(type | = 50 mi et type 11 = 300 mi).

L'un des incubateurs permet d'opérer & une température comprise entre 16 et
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30 °C, Voutre entre 30 et 40 °C. Tous deux sont en relation directe avec les
centrifugeuses 1 G qui permettront de distinguer les effets spécifiques dus
& l'apesanteur de ceux qui pourraient étre attribués sux conditions de vol
(radiations, décollage,...). Notons que seuls les containers de type | peuvent

étre placés dans la centrifugeuse.
4.2. Séquence expérimentale envisagée

L'izcicticn des hépatocytes s'effectuera au plus terd 6 8 12 heures avant le
lancement de la navette spatiale (figure 9). Les cellules ne pouvant étre
conservées & O°C que durant quelques heures, leur stockage & basse
température est indispensable de maniére & garder une viabilité convenable
jusqu'a leur utilisation dans I'espace. Ces cellules seront alors introduites
dans un ou plusieurs containers placés dans des coffres & contrdle de
température passif jusqu's 'arrivée en orbite. Lg, 1'acceés au Spacelab étant
possible, ces containers sont déposés dans le combiné frigo / congélateur.
L'expérience en apesanteur nécessite un tube d'incubation (figure 10)
construit de maniére & servir de lieu de stockege des cellules avant
I'expérience et de lieu d'incubation durant 1'expérience. Afin d'homogénéiser
la suspension, un systéme d'agitation est prévu. Différentes seringues
contiennent : le milieu de culture, les additifs nécessaires aux tragages des
voies metaboliques, de la glutaraldéhyde {utilisée en fin d'expérience pour
arréter le métabolisme cellulaire). D'autres seringues servent a prélever des
aliquots de suspension hépatocytaire au cours de l'expérience. Ils sont
centrifugés de fagon & séparer rapidement les cellules du milieu
d'incubation, et les tubes sont @ nouveau congelés. Le matériel est récupéré
quelques heures apres 1'atterrissage.

L'isolation étant exclue en apesanteur {trop compliexe et trop longue): |1 faut
envisager un décalage entre l'isolation des cellules et le moment de leur

utilisation. La conservation d'une suspension hépatocytaire @ 0°C ne permet
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de garder les cellules intactes que durant quelques heures. L'objectif de ce
travail est de rechercher un protocole de cryopréservation des hépatocytes
qui répondent aux critéres suivants :
- conservation des hépatocytes durant approximativement une
semaine
- réchauffement des hépatocytes suivant un protocole le plus
simple possible
- maintient de l'intégrité cellulaire et d'une fonctionnalite
métabolique optimale pendant un délai de 'ordre d'une heure

aprés réechauffement de ces cellules.
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8. Stockegs ot comssrvetion de eolivizs.

A 37°C, 'hépatocyte a un métabolisme trés actif. Bien souvent, en dépit d'un
milieu d'incubation optimum, la cellule présente rapidement certains
troubles suite & I'accumulation de déchets métaboliques, 8 1'épuisement du
milieu,... Toutefois, Okhuma (1982) rapporte une rétention de la LDH
cytoplasmique et une gluconéogenése inchangée apres 1 heure d'incubation.
Crane et Miller (1977) parviennent & maintenir un taux de synthése
Le stockage des cellules & 0°C se fait régulierement avant leur utilisation &
37°C. A cette température, elles ont un métabolisme ralenti et les cellules
adoptent un état de faible énergie. Cependant, ce mode de conservation n'est
valable que durent quelques heures. Il est donc nécessaire de mettre en
place un moyen de stockage permettant de garder une intégrité cellulaire et

un métabolisme intact pendant un délai plus long.

5.1. Conservation & basse température : généralités.

a) Lacristallisation du milieu

La congélation implique de faire 1a distinction entre deux milieux qui sont
le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire. Le maintien de
I'intégrité cellulaire implique que ces deux milieux soient & tout moment en
equilibre (potentiels chimiques égaux).

Lorsque 1a température de 1a suspension cellulaire atteint -5°C, i1 apparait
une phase solide dans le milieu extracellulaire (Mazur P,1977). Les cristaux
aqueux naissant rejettent en permanence toute molécule autre que 1'eau et
le milieu extracellulaire se concentre en provoquant un appel d'eau de 1a

cellule vers le milieu extérieur. Le cytoplasme, & cette température, reste
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liquide et en surfusion probablement parce que la membrane plasmique
empéche les cristaux (de diametre trop grand) d'entrer dans 1a cellule et d'y
provoquer une cristallisation (Mazur P,1963) (figure 11).
Les événements ultérieurs dépendent de la vitesse de refroidissement. Si
elle est suffisamment lente, la cellule libére 1'esu par ex-osmose
suffisamment rapidement que pour concentrer les solutés intracellulaires
et garder un potentiel chimique du cytoplasme en équilibre avec la partie du
milieu extracellulaire non cristallisée{Mazur P, 1984). 11 en résulte une
deshydratation de la cellule qui évite la congélation intracellulaire. Si le
refroidissement est trop rapide, la cellule n'est pas capable de libérer
suffisarmment d'eau pour maintenir cet équilibre et le milieu intracellulaire
devient sous refroidi et éventuellement atteint la température de
congélation intracellulaire (Mazur P,1984). Cette cristallisation peut étre
provoquée par 'entrée d'un cristal de petit diamétre & travers la membrane
(Mazur P,1963). En 1963, P. Mazur a proposé des equations permettant de
decrire ces évenements quantitativement. Elles ont permis de déterminer la
vitesse de decroissance de température la plus favorable pour eviter toute
cristallisation internela vitesse de congélation optimale dépend
principalement de trois facteurs qui sont:

- le coefficient de permeéabilité cellulaire de V'eau & une

température donnée

- I'énergie d'activation de 1'eau

- le rapport surface /volume cellulaire.
La présence de cristaux de glace intracellulaire provoque invariablement un
endommagement cellulaire (Mazur P,1963). C'est probablement lors du
rechauffement qu'il y a destruction du cytoplasme. Si durant le
refroidissement, i1 y a eu formation de petits cristaux & V'intérieur de la
cellule, 1ils ne sont plus stables thermodynamiquement lors du
rechauffement. Cela provoque une recristallisation intracellulaire et fait

apparaitre de gros cristaux.
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b) La concentration des solutés

Afin d'éviter cette recristallisation , i1 faut atteindre une vitesse de
refroidissement suffisamment lente que pour éviter toute formation de
cristaux intracellulaires par une déshydratation presque totale.
Toutefois,cette deshydratation provoque wun accroissement de la
concentration en solutés qui deviennent toxiques {Locksley et Al, 1978)
pour la cellule {(Mazur P, 1984). Ceci entraine donc une altération cellulaire.
Afin de la réduire, il faut un temps d'exposition & ces concentrations
toxiques qui soit le plus court possible et donc accélérer la vitesse de

congélation

c) La force mécanique des cristaux

La congélation en milieu solide implique V'epparition de cristaux de glace
exercant des forces physiques sur les cellules. lls grandissent en laissant
entre eux des "couloirs™ dans lesquels circulent les cellules. Ces passages
deviennent de plus en plus étroits et les cristaux exercent des forces

déformant la cellule {(Mazur P,1964) et pouvant ainsi 1'endommager.

d) Les agents cryoprotecteurs.

Afin de réduire les effets dune congélation intracellulaire et d'une

concentration en solutés élevée, on ajoute & la solution un agent
cryoprotecteur. On distingue deux types de cryoprotecteurs suivant qu'ils
pénétrent dans la cellule ou non (Locksley et Al, 1978).

Les agents peénétrants sont de petites molécules copables de passer la
membrane plasmique tel que le DMSO {(diméthylsulphoxyde) et le glycérol

lorsque la température du milieu est de 20°C. L'action cryoprotective du

ntroduction
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Tableau des Vmax nmole min.” prot.

1

rat 1 rat 2 rat 3 rat 5
Contrdle 1.4 0.9
DMSO 2% 0.8
DMSO 13% a0 1.4
Tableau des Km (uM)
rat 1 rat 2 rat 3 rat 5
ContrBle 3.4 3.72
DMSO 2% 6.7
DMSO 13% 125
Tableau 2 :Influence du DNMSO sur les paramétres de la courbe de

Mickaélis-Menten (Dubisy F, 1985)
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DMSD s'exerce 6 deux niveoux. 11 réduit lo quontité de gloce formée &
n‘importe quelle température durent 1la congélation et déplace les
concentrations ioniques toxiques & des tempérotures plus basses ou
I'endommagement cellulaire est plus lent {(Mc Gann,1976).

Les agents non pénétrants sont des molécules d'un diemeétre ne leur
permettant pas de traverser 1a membrane ploémique. 11 s'agit par exemple du
HES (hydroxyéthyl starch) ou du glycérol lorsque la température du milieu
est @ 0°C {(a cette température, 1a perméabilité de 1a cellule est faible et le
glycérol ne pénetre pas la cellule {Locksley et Al, 1978)). HES reste donc
dans le milieu extracellulaire et provogue un stress osmotique qui résulte
en une perte d'esu @ une température négative. Cette perte d'esu s'effectue &
un moment ou la concentration extracellulaire des sutres solutés est encore
faible. A 'extérieur de 1a cellule, 1a concentration ionique toxique n'est donc
otteinte qu'e trés basse température (Locksley E et Al, 1978). Ce
cryoprotecteur ne réduit cependant pas la toxicité des solutés a l'intérieur
de 1a cellule.

En conclusion, nous pouvons dire que 1'effet des cryoprotecteurs est basé sur
une minimisation de l'endorhmagement cellulaire créé par 1'apperition de
solutés concentrés (lors de la réduction du volume d'esu intracellulaire et
de 1a formation de glace & I'extérieur) et sur la limitation de la quantité de
glace intracellulaire (Locksley E et Al,1978).

Le DMSO 1ui méme peut avoir un effet toxique sur la cellule. Des études ont
eté menées concernant les modifications induites par le DMSO sur la
cinétique de taurocholate obtenue 8 37°C (tableau 2).

Pour une concentration en DMSO de 2 %, la constante daffinité est
légérement supérieure 8 la normale (ce qui traduirait une eltération
pertielle du mécenisme d'entrée du tourocholate). Par contre, 1a Ymox est
spproximativement 1a méme. Pour une concentration en DMSO de 13 &%, la
constante d'affinité est également modifiée mais le Ymax n'appar.ait pas

significativement différent du controle.
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figure n®12: Effets du DMSO sur la morphologie des hépatocytes wu
au ME. Les photos sont numérotées de gauche a droite
et de bas en haut ;
a et b : hépatocytes témoins

c et d : hépatocytes placés dans une solution
contenant 2 ¥ de DHSO
e et f : hépatocytes placés dans une solution

contenant 13 ¥ de DNSO
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Le morphologie des cellules observées au microscope électronique montre
que des concentrations en DMSO de 13% provoquent un gonflement des
mitochondries (figure 12 e) einsi que du réticulum endoplasmique et de
I'appareil de golgi {figure 12 f). Par contre, des cellules incubées dans 2 %
de DMSO ne semblent présenter sucun dommage au niveau des organites
{figure 12 c et d).

En conclusion, les hépatocytes semblent résister assez bien en présence

d'une concentration en DMSO qui est déja élevée.

5.2. La congélation cellulaire

Tenant compte de ces connaissances, certains types cellulaires sont
congelés et la viabilité obtenue aprés réchauffement est satisfaisante. Ces
congelations se font suivant des protocoles optimisant la baisse de
température {compromis entre un équilibre des potentiels chimiques et une
exposition & une concentration en solutés 1a moins toxique possible).

Les embryons au stade huit cellules sont généralement conservés dans un
milieu solide (-196°C). Un stockage & cette température duraent 155 jours
dans 1'érythritol permet d'obtenir une viasbilité de 1'ordre de 53 % aprés
réechauffement (Miyamoto H, 1981). Le congélation d'embryons murins
(-196°C) durant 180 jours dens 1'éthyléne glycol permet de récupérer 768 &
d'embryons viables (Miyamoto H, 1977). La congélation d'embryons dans un
milieu contenant du DMSO permet d'obtenir une viabilité aprés réchauffement
de V'ordre de 85 % (Wilmut |, 1972).

Le but pratique de ce stockage d'embryons est de disposer d'animaux
domestiques de qualité que V'on peut transplanter chez une meére porteuse
(Wilmut I, 1972) ou de préserver des especes rares (Mazur P, 1964).
L'hépatocyte est un type cellulaire plus difficile & conserver & basse

température. Ces cellules sont plus spécialisées, sont différentiées et ont
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certaines voies métaboliques particuliéres qui les rendent plus sensibles aux
endommagements provoqués par le milieu solide.

La congélation 8 -196°C donne des résultats différents suivant le type de
critére de viabilité choisit. Ainsi, eprés congélation d'hépetocytes dans un
milieu contenant du DMSO, 70 & d'entre eux excluent le trypan bleu. Par
contre, 'activité métabolique (incorporation de leucine) est réduite jusqu'a
20 % (Fuller J, 1985). La conjugaison de bilirubine est réduite de 80 % {(Fuller
J, 1982). A nouveau, le protocole utilisé est un régime de refroidissement
lent et de réchauffement rapide (Fuller J, 1982).

L'objectif de la conservation & long terme est notamment d'obtenir des
hépatocytes disponibles pour une transplantation chez un patient dont le foie
est endommageé (Fuller J, 1982) ce qui ne requiert pas une viabilité élevée
dans la quantité de cellules transplantées.

Notre but est de conserver des hépatocytes pendant quelques jours ce qui
pourrait ne demander qu‘une témpérature négative modérée. Ce protocole doit
étre simple d'utilisation vu que les moyens du Biorack sont limités.

Afin d'éviter le probléme de recristallisation et de concentration excessive
en solutés lors de V'epparition de glace, nous envisageons d'éviter 1'apparition

d'une phase solide.
9.3. Le stockage en milieu liquide

11 semble que ce soit J. Farrant{1965) qui le premier tente de réduire 1'effet
néfaste des solutés sur la cellule lors d'une congélation. Pour ce faire, durant
la baisse de température, du DMSO & température adéquate est ajouté dans le
milieu afin d'éviter toute augmentation, dans la phase liquide, de 1la
concentration des solutés au dessus de leurs valeurs normales (Farrant J,
1965). D'autre part, afin d'éviter 1a formation de la glace, il fera en sorte
d'obtenir une concentration finale en DMSO de S5 % qui permet au mélange

eau-DMSO de rester liquide a -79°C (température finale) (figure 13).
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Les résultats qu'il obtient {(aprés stockage & -79°C) en utilisant I'utérus ou le
colon de cobaye montre que le passage par une concentration élevée en
solutés est néfaste pour s contraction musculaire. Si les concentrations en
solutés ne dépassent pas la normale lors de la congélation, la contraction
n'est qu'un peu modifiée par rapport & un muscle fraichement isolé .Quand & la
formation de glace, il ne semble pas que ce soit un facteur trés important
pour une bonne contraction {Farrant J, 1965).

Taylor {(1983) met cependant en évidence leffet dommagesble d'une
apparition de cristaux de glace dans des muscles lisses stockés & -21°C et il
constate une contractibilité bien meilleure en milieu non congelé. D'autre
part, il constate qu'un taux de refroidissement rapide (2°C/min) a un effet
négatif sur la contraction musculaire.

Bien que le refroidissement en milieu liquide élimine.certaines difficultés, il
est nécessaire de contrdler V'acidité du milieu qui influence fortement la
réeponse ultérieure du muscle a la contraction {Taylor M J,1978). Le fait
d'ajouter un soluté non électrolyte tel que du DMSO provoque un abaissement
dé la constante diélectrique du milieu et influence la solubilité et la
conformation protéique {Taylor M J, 1978). On voit donc que toute altération
de l'activité de 1'ion H' entraine des conséquences dommageables pour la
cellule. Afin de garder cette activité ionique constante et rétablir 1'eéquilibre
acide-base dans ce milieu de stockage, i1 est favorable d'y ajouter un ion
zwittérionic (Taylor M J, 1982). L'importance du pH sur la contraction est
présenté en figure 14. De plus, il est nécessaire de remplacer 1'ion chiore par
un autre ion imperméable (Taylor M J, 1962) et 'ion Na* par V'ion K™

Le protocole de stockage en milieu liquide développé par Taylor (1978) pour
les muscles lisses servira de point de départ a ce travail. Nous présentons
ci-apres les étapes principales. Les bandes musculaires issues de l'intestin
de cobaye sont équilibrées durant une heure dans une solution de Krebs-DMSO
(20%(w/v)) a 37°C. Ensuite, ces languettes musculaires sont immergées dans

une solution K*-Pipes 30% DMSO durant une heure & -7°C. Enfin, les bandes

intreduction
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musculaires sont refroidies jusqu'd la température finole de stockege
{(-13°C). La procédure de réchauffement se fait par le transfert des muscles
dans une solution Krebs sans DMS0 a 37°C et bien gazeifiee.

Les contractions isométriques de bandes musculaires en réponse & des doses
optimales dhistamine permettent d'évaluer la viabilité avant (réponse
controle) et apres le refroidissement.

Les pages qui suivent présentent la démarche qui a été utilisée afin

d'observer l'influence de ce type de stockage sur la viabilité des hépatocytes.
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Ce travail s'inscrit dans un projet de recherche tendant & déceler les effets

de la gravité sur différentes voies métaboliques de I'hépatocyte. L'objectif

de cette étude est d'une part, de mettre au point un protocole de stockage

d'hépatocytes isolés permettant de décaler I'isolation des cellules {réalisee

sur terre) de leur utilisation {envisagée dans l'espace) et d'autre part,

d'observer l'influence de cette cryoprotection sur l'intégrité structurelle et

métabolique de I'hépatocyte.

Pour y répondre, il faut;

introduction

mettre en place un protocole expérimental de
refroidissement et de réchauffement cellulaire
n'altérant pas 'hepatocyte.

tenir compte des limites matérielles du laboratoire
spatial pour les étapes de réchauffement.

choisir des critéres de viabilité permettant de déceler
I'influence de la cryoprotection.

proposer certaines alternatives possibles envisageables &

plus long terme.
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1. Réactifs

- Glucose, acide taurocholique (3H) (2.7 Ci /mmole), diméthyl
sulphoxide (99+%) proviennnent de Sigma, Chemical Company, St-louis, USA.

- Tricine [N-(tris-(hydroxyméthy1)-métyl)-glycine], 98+% Janssen

Chimica, Beerse, Belgium.

- Milieu nutritif de Leibovitz L-15, Flow Laboratories, UK.

- Scintillant Ready-solv™ EP de Beckman Irvine, California.

- Solution titrée d'albumine bovine (100 gr/ml) Biomérieux,

Charbonniéres les bains, France.
- Huile de silicone, Wacker-Chemie GmbH, Mlnchen.
- Collagénase, Gibco™ Laboratories, Life technologies, INC, Ohio,
USA.
- Le milieu de culture est 1e DME (Dulbecco’'s Modified Eagle’s

Medium) enrichi d'insuline.

2, isolation des hépatocytes

2.1. Animaux

Les animaux utilisés sont des rats femelles Sprague-Dawley dont le poids
corporel se situe entre 200 et 300 gr. 11s regoivent ad libitum une nourriture
standard et sont maintenus en régime d'illumination diurne. Durant les douze

derniéres heures avant 1'opération, 1'animal est mis a jeun.
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2.2. Méthode d'isolation
2.2.1. Le matériel (figure 15)

Une pompe péristaltique (PP) (HR. Flow Inducer, Watson Marlow Limited,
Engiand) aspire 1a solution du réservoir central (RC) (cylindre gradué de 250

ml) pour lenvoyer dans la colonne de vigreux (CV) qui permettra une

saturation en carbogéne (95% O, et 5% CO5) afin de stabiliser le pH et fournir

I'oxygéne aux cellules. Avant d'étre envoyé dans la colonne de vigreux, le
carbogéne passe préalablement dans un humidificateur (H). Le liquide de
perfusion passe alors dans un circuit de réchauffement (BT) (bain
thermostatisé a 37°C) avant d'atteindre le cathéter (Becton Dickinson 16 G2,
g intérieur : 1.07 mm, 8 extérieur : 1.68, L : 5.08 cm) enfoncé dans la veine
cave de 1'animal. Ce liquide est récupéré par un second cathéter enfoncé dans

la veine cave thoracique et connecté au réservoir central.
2.2.2. Les solutions
L'isolation hépatocytaire nécessite deux solutions;

la premiére est une solution tampon de Krebs-Ringer Bicarbonate sans

calcium utilisée pour laver le foie de son sang et retirer le calcium des

desmosomes.
Mg504 1.18 mM KH2PO4 1.18 mM
KCl 475 mM NaCl 118 mM
NaHCO3 25 mM Glucose 1.1 mM

la solution tampon Krebs-Ringer Bicarbonate avec calcium remplace en

cours de perfusion 1a premiére solution lors de 1'ajout de collagénase, pour
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recueillir les hépatocytes aprés isolation et également pour le stockage de

courte durée a 0°C.

MaSO4 1.18 mM KHoPO4 1.18 mM
KCl 475 mM NaCl 118 mM
NaHCO3 25 mM Glucose 555 mM

CaCly.2H0  2.50 mM

2.2.3. Séquence opératoire

Les hépatocytes sont isolés a partir de foie de rat par 1a méthode de Berry et
Friend (1969) modifiée par Zahlten et Stratman (1974) et adaptée dans notre
laboratoire.

- Le rat est anasthésié par injection intrapéritonéale de pentobarbital
sodique (60 mg/kqg). »

- aprés l'avoir couché sur le dos, on ouvre 1a cavité abdominale et on déplace
les viscéres sur la droite de maniére a dégager la veine porte (VP) et la veine
cave abdominale (VCA) (figure 16).

- Une premiére ligature (L1) lache est placée autour de cette derniére a
hauteur du trou physiologique. '

- En amont des veines rénales, une seconde ligature (L2) lache entoure 1a
veine porte.

- En amont de cette ligature, un premier cathéter (C1) est introduit dans 1a
veine jusqu'a hauteur du foie. Cette seconde ligature est alors serrée.

- On connecte le cathéter avec le tuyau amenant le liquide de perfusion

gazéifié (95 % d0, et 5 % de CO,) et porté a 37°C (débit denviron 20

mli/minute).

- La veine porte est rapidement incisée en aval de la premiére ligature (L1)
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de fagon a permettre a 1a solution de Krebs-Ringer sans calcium de quitter le
foie qui blanchit instantanément.

- On sectionne alors les cotes, le diaphragme et le sternum de maniére a
enlever 1a cage thoracique.

- Une troisiéme ligature (L3) lache est alors placée autour de la veine cave
thoracique.

- Un cathéter (C2) y est enfoncé a partir de l'oreilette droite du coeur
jusqu'au hile.

- Les ligatures entourant la VCT et 1a VCA sont successivement fermées. De
cette maniére, un circuit fermé est obtenu dés que le tuyau quittant la VCT
est connecté au réservoir central.

- La table d'opération est élevée au niveau du réservoir afin d'éviter toute
surpression dans le foie.

- Durant ces derniéres manipulations, environ 250 mi de KRB sans calcium se
sont écoulés du foie. Dés que le cylindre central est vide, on y verse 100 mi
de Krebs-Ringer avec calcium.

- La perfusion se fait en circuit fermé lorsque le volume de solution dans le
cylindre central atteint 60 ml. On y ajoute alors 50 mgr de collagénase
préalablement dissoute dans un peu de solution tampon KRB avec Ca'n2+ porté a
37°C. I a été montré que les ions Ca2* améliorent I'activité de la collagénase
en maintenant sa structure tertaire (Seifter S et Al, 1970).

- Au bout d'une dizaine de minutes, le liquide suinte par la capsule de Glisson
et I'organe perfusé se ramollit. Sans couper dans la capsule de Glisson, le foie
est alors excissé du corps de 1'animal et déposé dans une boite de pétri
contenant 20 m1 de solution calcique.

- La capsule de Glisson est déchirée libérant ainsi un nuage d'hépatocytes. Les

débris fibreux sont retirés de cette suspension hépatocytaire brute.
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2.2.4. Le traitement mécanique de |'isolation

I1 consiste en une agitation latérale (amplitude de 4 cm; 75 osc/min) dans un
bain & 37°C thermostatisé de cette suspension hépatocytaire brute en
présence de 30 ml de solution calcique (gazéifiée et portée a 37°C) et 25 mgr

de collagénase. Aprés 10 min, la solution est filtrée.

2.2.5. la filtration

La filtration de la suspension brute s'effectue a travers quatre épaisseurs de

gaze. Le filtrat est récupéré dans deux tubes a centrifugation (Sorvall,

295102 mm, Dupont Instruments). Remplis tous deux jusqu'au trait avec la

solution calcique, ils sont centrifugés (centrifugeuse ALC 4225) a 500 rpm
(25 g) durant 1 min de maniére a retirer les cellules mortes et les cellules
parenchymateuses (présentes dans le surnageant). Les culots d’hépatocytes
sont suspendus a nouveau dans une solution calcique, réunis en un seul tube,
filtrés et reséparés en 2 tubes. Une derniére centrifugation est effectuée, le
surnageant est retiré et les culots suspendus adéquatement afin d'obtenir 1a
concentration finale souhaitée. Les cellules sont alors placées a 0°C jusqu'au

moment de leur utilisation.

3. Protocole de stockage des hépatocytes
4 baase température.

3.1. Solutions
Ce stockage nécessite deux solutions (Taylor MJ et Al, 1983 et Taylor MJ,

1882).

La solution Krebs-20 % (w/v) DMSO est utilisée durant 1a premiére heure de
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stockage a 20°C.
NaCl 0.1212M KCI 0.0054 M
CaClp.2H,0  0.0025M MgCly 0.0012M
NaH,PO4 0.0012M NaHCO< 0015 M
Glucose 00115 M DMSO 256 M

+ Carbogéne

La seconde solution est un tampon 30 % (w/v) DMSO K*-tricine utilisé & des

températures négatives.

NaCl 0.0072 M KCI 0.0423 M
CaCly2H,0  0.0025 M MgCl, 0.0137M
NaHPO, 00012 M KHCOy 00155 M
Glucose 0.0155 M KOH 0.0777M
DMSO 39 M ~Tricine 0100 M

+ Carbogéne
Le pH est de 8.6 a 20°C et 9.3 a -13°C (Taylor MJ, 1982)
Cette solution contient K' :1355mM
Na* : 84 mM
CI” : 819 mM

3.2. Stockage
La suspension hépatocytaire gardée a 0°C dans le KRB avec CaZ* est
centrifugée (500 rpm). Le volume de surnageant est remplacé par la solution

de Krebs- 20% (w/v) DMSO0. Les cellules y baigneront durant une heure a 20°C
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(afin d'équilibrer les concentrations externes et internes en DMSO (Taylor MJ
et Al, 1983)) au bout de laquelle cette suspension hépatocytaire est
centrifugée. Le surnageant est remplacé par un méme volume de tampon 30 %
(w/v) DMSO K*-Tricine qui est a une température de -7°C. Les cellules sont
équilibrées a cette température durant une heure (afin de s'équilibrer avec ce
nouveau milieu). Aprés cette équilibration, 1a température est diminuée de

1°C/min pour atteindre -13°C.

température (°C)
20

-10

Temps (H)

figure 17 : représente les paliers de température suivis par la suspension hépatocytaire lors du

refroidissement

Le réchauffement se fait par un ajout de 1a solution KRB avec Calcium (portée
a 37°C et saturée en Carbogéne). Afin de diminuer 1a concentration en DMSO

dans le milieu, on rajoute du KRB de maniére a effectuer une dilution de dix
fois.
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4, Evalustion de 1a viabilité cellulaire.
4.1. Exclusion de colorant vital.

10 ul de solution d'érhytrosine rouge (3.6 mgr/mi de NaCl 9 %.) sont ajoutés

a 50 1 de suspension hépatocytaire. Une partie de ce mélange est prélevée,
déposée dans une cellule de Neubauer (Improved Neubauer, Hausser Scientific
USA).

Estimation de viabilité (%) = hombre de cellules ayant rejetté le colorant vital
nombre de cellules au total

4.2. Dosage de l'activité de 1a Lactate Déshydrogénase

L'activité de 1a LDH est dosée selon la méthode spectrophotométrique
proposée par Bergmeyer et Bernst (1974). La LDH est un enzyme

cytoplasmique catalysant 1a réaction suivante ;

LDH
Pyruvate + NADH + HY ——) Lactate + NAD"

Les solutions sont

NADH :7.36 mgr dissous dans 10 m1 H,0 (1mM)

Solution Tris-Pyruvate
1.00 mM pyruvate
0.05 mM Tampon Tris

On introduit successivemnent dans une cuvette 08 ml de solution

Tris-pyruvate, 0.1 ml de solution contenant 1'enzyme a doser (adéquatement
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diluée) et 0.1 ml de NADH. Aprés homogénéisation, 1a mesure d'activité de la

LDH se fait a 340 nm (mesure au spectrophotométre 820, Kontron).

Activité de 1a LDH (Ul) = abs/min x dilution x 160,7

a) La lactate déshydrogénase totale (présente dans la cellule et dans le
surnageant) est dosée dans 1 ml de suspension cellulaire additionnée de 1.9
ml de Triton X100 0,14 %.

b) La lactate déshydrogénase présente hors des cellules (LDHg) est dosée

dans le surnageant obtenu aprés centrifugation de 1 ml de suspension
cellulaire. 200 pl de surnageant sont prélevés et additionnés de 20 pl de
Triton 1,1 %.

4.3. Cinétique de taurocholate.

4.3.1. Préparation des microtests tubes

On injecte successivement S0 p1 de paraplaste liquéfié (afin de le couler plus
facilement dans le tube), 50 pl de KOH 3 M et 3 gouttes d'huile de silicone
(densité a 25°C; 1.03-1.05) (figure18).

4.3.2. Incubation des hépatocytes

Dans un milieu de Leibovitz L-15 (2 m1) porté a 37°C et contenant S0 ul de
taurocholate froid (430 uM), on ajoute 100 pl de suspension hépatocytaire
(20 millions de cellules /ml). Ces cellules sont pré-incubées dans le milieu
contenu dans un pot placé dans un bain thermostatisé a 37°C a agitation

latérale durant 20 min afin d'équilibrer la vitesse d'entrée et de sortie du
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taurocholate dans la cellule. On injecte dans cette suspension 10 pl de
taurocholate tritié (0.0166 mCi/ml). Des aliquots de 150 ul de cette
suspension sont alors prélevés a des temps différents (30", 60", 90", 120",
150".5'.7".15'.25',35') et injectés dans un microtest tube. Une centrifugation
(microfuge B. Beckman Instuments, 13000 rpm) permet de séparer les
hépatocytes du milieu de Leibovitz (surnageant). Les cellules traversent la
couche d'huile de silicone et éclatent lorsqu'elles atteignent le KOH. Ces
microtests tubes sont congelés de fagon a étre coupés aisément a hauteur de
I'huile de silicone (1) et du paraplaste (1) (figure18). Dans 1a fiole contenant
le surnageant, on ajoute 45 mi de liquide scintillant. La fiole contenant les
cellules est placée a I'étuve a 70°C de maniére a faire fondre le paraplaste et
ainsi libérer le KOH et le contenu cellulaire. On ajoute alors 0.5 ml de benzéne
(pour solubiliser le paraplaste), 115 pl de HC1 (2N) pour neutraliser le KOH et
45 mi de liquide scintillant.

Les échantillons sont mis a compter dans un compteur a scintillation B
(Beckman LS 1801).
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4.4. Dosage de protéines

Les protéines sont dosées par 1a méthode de Miller (Miller, 1959).

Les réactifs sont ;

Solution A. 7 ml de Na,COz 143 %
25 mINaOH 2N
0.5 ml Tartrate 20 %

Solution B. CuS0,4 0.5 %

Solution C. 10 ml de 1a solution A et 1 ml de 1a solution B.

On incube 10 min a température ambiante 0.2 ml de 1'échantillon a doser avec
0.2 ml de 1a solution C. Aprés ces 10 min, on ajoute 0.6 ml de Folin (volume
final de 1 ml) que I'on incube 10 min 3 S0°C. La lecture se fait a 660 nm au
spectrophotométre (820, Kontron).

La solution d'albumine bovine sert d'etalon protéine.

La concentration finale de protéines dans 1a suspension inconnue se fera de la

fagon suivante :

conc. inconnue = _ABS inc_ % conc. étalon
ABS étalon

Une droite de corrélation (figure 19) a pu étre établie entre les mgr de
protéines et le nombre d'hépatocytes comptés sur la cellule de Neubauer. Son

équation est :

y =-1,8326 + 1,0308 x

ou y =magr de protéines/ml

x = millions d'hépatocytes
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1. Evaluation do 1o wiabiiitd des sciizies par dos sriibros
Fintdgritd membranairs.

1.1. Le test a I'erythrosine
1.1.1.Equilibration d'une heure dans 20 ¥ DHSO

Le protocole de stockage & basse température en milieu liquide requiert des
concentrations en DMSO élevees. Le test & 1'érythrosine, étant un moyen
d'évaluation de l'intégrité cellulaire, a eté utilisé pour dépister 1'effet du
cryoprotecteur & des températures positives. Pour cela, les cellules furent
placées & 37 et 20°C dans des solutions Krebs dont 1a molarité en DMSO
varie (0, 15 et 256 M) afin de rechercher un éventuel effet de la
concentration en DMSO en fonction de la température ou du temps. Les
estimations étant relativement variables, nous avons estimé la moyenne en
regroupant les observations d’heure en heure.

- La figure 20 présente 1'évolution de la viabilité cellulaire moyenne par
heure & 37°C pour différentes concentrations en DMSO et 4 suspensions
provenant d'animaux différents (rat 1,2,3,4).

- La figure 21 présente 1'évolution de la viabilité cellulaire moyenne par
heure & 20°C pour différentes concentrations en DMSO et 4 suspensions
provenant d'animaux différents (rat 5,6,7,8) . Une série de valeurs ont été
prises au hasard parmi les résultats de fagcon & obtenir un tableau comprenant
un méme nombre d'observations par rat. Une ANOVA a été effectuée sur ce
tableau ( annexe A1 ) en considérant 3 niveaux du facteur temps (1,2 et 3 H),
3 niveaux du facteur concentration, 2 niveaux de température et 4 niveaux duv
facteur rat. Globalement, la concentration en DMSO n'affecte pas

significativement la viabilité, mais il faut considérer que la relation
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R2) ainsi

I'érythrosine. En annexe, on trouve un réplicata de
cette expérience mais dont la variaobilité est plus faible (annexe

ou'une cospargison de viabilité effectuée entre des

cellules placées @ 0°C et des cellules placées pour un telps
prolongé @ -7°C (annexe A3).
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temps-concentration n'est pas 1a méme aux deux températures {interaction
triple significative). Ce qui pourrait supposer, 6 la vue des histogrammes, un
effet de 1~ ronceptration en DMSO plus néfaste 8 37°C.

De fagon évidente, la résistance au cours du temps est meilleure 8 20°C et

cette température sera choisie pour la suite des expériences.

1.1.2. Stockage o des températures négatives

Le suite du protocole consiste @ remplacer le milieu krebs 208 DMSO par 18
solution K* -Tricine 30 ® (w/v) DMSD & -7°C. Le retrait de la solution
Krebs-20% DMSO se fait par une centrifugation 8 500 rpm durant une minute.
Des tests de viabilité ont été effectués pour comparer des cellules placées &
0°C et des cellules stockées {1 H 8 20°C, 1 H 8 -7°C et 3 heures & -13°C)
(tableau 3). Ce méme type d'expérience a eté répeté ofin d'obtenir une
variabilité plus faible (annexe A2). Il ressort essentiellement que V'intégrité
membranaire reste stable pour des cellules placées 6 0°C. Quant aux cellules
stockees, il semble qu'environ 30 % d'entre elles aient perdu l'intégrité
membranaire.

Cette observation & V'érythrosine doit étre vérifiée per un autre critere
d'intégrité membranaire . C'est pourquoi nous avons choisi la mesure

d'activité de 1a LDH.

1.2. Evaluation de 1'activité de 1a LDH

1.2.1. Libération de LOH pour des cellules stockées non réchauffées

et réchauffées

L'estimation de 18 quantité de 1a LDH perdue au cours du temps par la cellule

résultats
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est un second critére d'évaluation de 1'intégrité membrenaire.

Les objectifs sont d'observer d'une pert, 'effet des étapes de stockage &
basse température en comparaison avec l1a conservation a 0°C et d'autre part,
I'effet du réchauffement & 37°C sur des cellules stockées & -13°C pendant un
laps de temps donné.

L'activité de la LDH des cellules témains (cellules gardées & 0°C) se mesure

dans un aliquot de la suspension préalablement réchauffé durant 5 minutes
en le diluant 10 fois dans du KRB Ca** & 37°C. On peut voir & la figure 22
I'evolution du pourcentage de LDH mesurée dans la fraction cellulaire {LDHc)
ou cours du temps. Ceci confirme que le stockage & 0°C n'affecte pas
significativement 1'intégrité membranaire pendant les temps considérés.

L'activité de la LDH des héepatocytes refroidis est évaluée sans réechauffement
et aprés réchauffement & 37°C. Un protocole de préléevement des sliquots
cellulaires nécessaire & la mesure de 1'activité de LDH o été établi de maniére
& pouvoir mettre en évidence toute libération de LDHc pour des cellules

stockées mais non réchauffées {annexe B2). La LDHc établie de cette maniére

est présentée en figure 23 tandis que 1'activité de 1a LDHt ( LDH; 441 €1 O

la LDHs (LDH dans le milieu d'incubation) (exprimée en U/ mgr de protéines)

obtenue pour cette expérience est présenté en figure 24. Le réchauffement

des cellules stockées se fait suivant 1e méme protocole que celui des cellules

témoins. On réduit ainsi 1a toxicité du DMSO (concentration finale de 3 %) et
on réchauffe les cellules durant 5 minutes & 37°C. Ce réchauffement est
effectué uniquement sur des cellules ayant atteint - 13°C. La figure 23
présente la LDHc aprés ce réchauffement .

Nous pouvons souligner certaines choses a partir de ces résultats ;

1) la premiere constatation (figure 23) est que le réchauffement & 37°C
provoque un éclatement des cellules stockées & -13°C. Toutefois, le

répliquata de cette expérience (annexe A4) est contradictoire car ce

résultats
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phénomeéne ne s'observe plus {cfr aussi discussion).

2) 1o seconde constatation (figure 24) est que la LDHt qui en principe doit
rester constante, diminue au cours du temps. Cela doit étre di & un artéfact
lié au protocole de prélevement des aliquots. En effet, on peut imaginer une
précipitation progressive des cellules eu cours du temps. Si
I'homogénéisation n'est pas suffisante, le prélevement de 1'aliquot cellulaire
accusera une diminution du nombre de cellules et donc de 1a LDHt au cours des
prélevements. Nous avons donc remis le protocole en question.

3) la troisieme constatation est la variabilité trés grande du dosage de la LDH
qui se remarque exclusivement dans la mesure de la LDHt pour les cellules
réchauffées (figure 25). Ceci implique directement un probléme de dilution
lié & ce protocole (1a LDHs ne montre pas 1a méme variabilite).

4) la quatrieme constatation ressort de 1'annexe AS ou une libération de LDHc
{LDH cellulaire) de V'ordre de 30 % est observée pour des cellules gardées &
0°C et réchauffées 30 minutes. Ceci n'est apparu dans aucune publication et
est probablement 1ieé 8 un probléme du protocole de réchauffement.

Outre ces 4 constatations, nous avons considéré que la mesure de LDH pour
des cellules “non réchauffées” était utopique dans la mesure ol un
réchauffement était inhérent & 1a manipulation de 1'échantilion.

L'ensemble de ces considérations nous ont amené & modifier entiérement le
protocole de prélévement des aliquots de cellules. Essentiellement, la
modification apportée est de prévoir une incubation d'un ensemble de petits
volumes qui représentent chacun un aliquot cellulaire vyoué & une mesure de
LDH plutot qu'une incubation de grand volume, dans lequel les aliquots étaient

prélevés au cours du temps (annexe B1 et B2).
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Figure 26 : Libération de la LDH pour des cellules placées a 0°C
et réchauffées 5 ou 30 minutes. Ces résultats sont
obtenus d partir du protocole présenté en annexe B¢.

e La mesure de |'activité LDHt et LDHs pour des
cellules réchauffées 5 minutes se reliant @
cette expérience est présenté en annexe A7.
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1.2.2. Hise au point du protocole de préléevement des aliquots

Les expériences ont été programmeées uniquement avec des cellules placées &
0°C et réchauffées pendant 5 ou 30 minutes

Nous avons établi un premier protocole {annexe B3) ou 1'on distribue au
temps O de 'expérience la suspension hépatocytaire en une série de tubes. A
chaque temps défini, un tube contenant 1'aliquot nécessaire est prélevé et
dilué dix fois de maniére 8 étre porté & 37°C. Ensuite, 18 moitié de cette
suspension est utilisée pour y évaluer V'activité de la LDHt. Le reste est
centrifugé et V'ectivité de la LDHs est évaluée dans ce surnageant. Les
résultats présentés en annexe A6 montrent que la LDHt n'est toujours pas
stable dans les aliquots. D'autre part, 1a baisse de viabilité des cellules
réchauffées 30 minutes est de 1'ordre de 50 £ (confirmé par annexe A5). Ceci
est tout a fait anormal et n'est jamais apparu dans 1a littérature.

Ceci nous a conduit & repenser le protocole de préléevement des aliquots de
fagon & réduire au maximum le nombre de pipetages. C'est pourquoi,
dorénavant 1 aliquot est utilisé pour une seule mesure de LDH par tube { 1
tube pour la LDHt et 1 tube pour la LDHs) {annexe B4). La figure 26 montre une
intégrité membranaire constante au cours du temps pour des cellules placées
8 0°C. De plus, nous montrons (annexe A7) que 1a LDHt est stable d'un temps &
l'autre et les cellules réchauffées 30 minutes ne perdent plus de fagon

exagérée 1a LDH (figure 26).

1.2.3. Libération de LDH pour des cellules stockées et réchauffées 5

ou 30 minutes

Ce dernier protocole a été adopté pour la suite des expériences. Nous avons
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évalué 1'activité de 1a LDH sur des cellules stockées & -13°C en fonction du

temps (2h, 2h30, 3h et 3h30). La libération de LDHc pour les cellules

siockées réchauffées 5 ou 30 minutes est représentée en figure 27. Nous
constatons une perte d'intégrité cellulaire correspondant & 30 & de plus que
dan< le contrile (annexe AB) qui est comparable & la figure 26. Toutefois , ce
dommage ne dépend pas du temps de stockage dans 'intervalle considéré. Ces
résultats posent deux questiqns auxquelles les expériences suivantes vont
devoir répondre.

La premiére est de savoir si la libération de LDHc se fait 8 un moment bien

précis ou bien de maniére continue au cours du refroidissement.

La seconde se pose & la vue des résultats en annexe AB et & la figure 26. En
effet, il est raisonnable de s'interroger sur 1'evolution de 1a _LDH pendant un

temps trés long (48 heures) pour des cellules témoins stockées a 0°C.

11 feut noter qu'a ce stade des expériences, une floculation des cellules était

observée lors du traitement mécanigue de la suspension brute d’hépatocytes.

Le figure 28 présente I'gvolution de la perte de LDH; obtenue & partir d'une

telle suspension pour des cellules placées a 0°C. Nos efforts se sont donc

portés pendant toute une période, sur le protocole d"isolation cellulaire afin
d'obtenir une suspension hépstocytaire répondant "normalement” aux critéres
de vigbilité développés au laboratoire. Ces investigations nous ont conduit a

remplacer 1a collagénase Gibco par la collagénase Sigma.
1.2.4 Etude de |'effet de la premiére phase du protocole de stockage.
La premiére étape investiguée est celle de I'équilibration des hépatocytes &

20°C, 20% DMSO . Aprés une heure d'incubation dans ce milieu contenant du

DMSO, les cellules sont plongées dans du KRB 0 & DMSO & 0°C. Les résultats

résultats




temperature (°C)
20

(1-(LDHs /LDHE)) ¥100
T 100

& 4 90
- 80
10 2
S - 60 temperature
LS50 | ¢ 35mM
¢ 40 | O 1M
-5 - 30
F 20
-10
- 10
3 A B R
0 30 60 90 120 150 180 210
temps (min)

Figure 30 : Libération de LDHc pour des cellules stockées et
réchauffées a 37°C dans des solutions Krebs de wmolarité en glucosc
différente (cellules réchauffées 5 minutes).

(1-(surn/tot)}*¥100

|

“®- réchauffées 5 min
O- réchauffees 30 min

-

o
i
¥

P, |
R

0 12 24 36 48
TEMPS (H)

o
-

Figure 31 : Observation de la libération de la LDHc sur des
hépatocytes incubés dans un milieu de culture @ 0°C.
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sont présentés & la figure 29. Nous constatons une libération de LDH
lorsqu'on change le milieu d'incubation. Le principal facteur suspecté est ici
le choc osmotique provoqué par la disparition du DMSO & V'extérieur de la

cellule. C'est donc ce phénomene qui va étre étudié plus en détail.
1.2.5. Etude de |'effet du choc osmotique di a la dilution

Le choc osmotique provoqué par la dilution induit peut étre un éclatement
des cellules. Afin de vérifier 'effet de 'osmolalité, des solutions KRB et de
KRB 1 M de glucose ont été préparées. L'osmolalité des solutions KRB-glucose
et Krebs-DMSO est présentée dans 1'annexe A10. Les résultats obtenus en
réechauffant les aliquots celluleires dans ces différentes solutions sont
présentés en figure 30. Le réchauffement des cellules placées dans 20 %
DMSO ne s'est fait qu'avec la solution KRB avec Calcium {5.5 mM de glucose).
Nous observons une emélioration de lintégrité cellulaire par cette
modification du protocole. Par ailleurs, il apporait que la perte de visbilité
est un phénomene progressif, "cumulatif” et pas particuliéerement 1ié & une
etape déterminée {ce qui semblait étre sous-entendu en annexe A9).
Des cellules ont été incubées & 0°C dans une solution de KRB avec Ca** ou
dans une solution de Krebs 1 M de glucose {annexe A11).

Vu que les cellules incubées & 0°C dans une solution riche en glucose ne
perdent pas de LDHc, on peut en déduire qu'une concentration élevée en

glucose n'influence pas 1'intégrité membranaire.
1.2.6. Passage prolongé a 0°C

Afin de répondre a la seconde question émmergeant de 1 ‘annexe AB qui était

de déterminer la libération de LDH pendant un temps trés long pour des

résultats
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ceiluies témoins stockées & 0°C, nous avons observé 1'évolution de la
libération de la LDHe pour une suspension d'hépatocytes placés dans un
miiieu ue cuiture 8 0°C. La figure 31 présente la quantité de LDH( au cours du

temps (48 heures). Ceci met en évidence que, suivant le critére & 1a LDH, les
ceiluies peuvent étre stockées & 0°C plus longtemps gque nous ne 1'avions

pensé & priori.

résultats
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£, Bvaization do e viabiiitd dos eciivies mer un sriidre
intdgritd mitaboligue : Gindtigue de tevrscheials

Des cinétiques obtenues avec des cellules fraichement isolées ont été
decrites dans le paragraphe 3.2.2. de 1'introduction.

Ce critére de viabilité métabolique fut utilisé pour des cellules fraichement
isoléees ou placées un long moment & 0°C (S heures) {figure 32 a et b
reenertivement). La cinétique d'incorporation a été effectuée également pour
des cellules stockées 3 heures & - 13°C (figure 32 c). Pour ce, les aliquots
ont été rapidement centrifugés (sans réchauffement) et le surnageant retiré
pour étre remplacé par un volume égal de KRB porté & 37°C. Soulignons qu'a ce
stade, nous n'avions pas encore envisagé d'augmenter la concentration en
glucose. Les 100 pl de cellules nécessaires a la cinétique de taurocholate ont
eté prélevés dens le volume de suspension obtenu. Notons que le retrait du
DMSO présent dans 1e milieu est importent vu qu'il interfére lors du comptage
des désintégretions par minute. Les figure 32 b et ¢ nous permettent de
constater une modification de la cinétique de c&ptotion en fonction des
conditions de stockage. Elles peuvent étre liees soit au fait que les cellules
refroidies captent moins bien le taurocholate que les cellules contriles soit
& une diminution du nombre de cellules métaboliquement vivantes. Dans le cas
d'un changement lié & la captation, il est utile de pouvoir le caractériser. Or,
la préincubation des cellules est effectuée dans une concentration en
teurocholate proche de 10 puM. A cette concentration, la vitesse
d'incorporation varie fortement suivant la concentration extracellulaire
(figure 33) et par conséquent elle ne peut pas étre connue de fagon précise.
Une nouvelle expérience a été planifiée avec des quantités de taurocholate
plus élevées de fagon & pouvoir comperer les Ymax. Pour cette derniére

expérience, les cellules (& 0°C et -13°C) sont réchauffées durant 5 minutes

resultats
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par dilution dens une solution Krebs 1 M de glucose. Ensuite, le culot de
cellules obtenu par centrifugation est dilué adéequatement de fagon & obtenir
une suspension de 'ordre de 20 millions de cellules/ml. Toutefois, pour des
raisons de quantité limitée d’hépatocytes & notre disposition, un comptage
sur cellule de Neubauer n'a pas été systématique et 1a mesure de la LDH n'a
pas pu étre réalisée. Les cinétiques de transport de tesurocholate ont été
effectuées dans une incubation de 200uM de taurocholate. Les résultats sont
présentées en figure 34 a. La figure 34 b présente la dispersion des Ymax

pour les cellules gardées & 0°C ou stockées & -13°C.

résultats
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1. Les hépatocytes 1solés.

Le foie joue un role fondamental dans le métabolisme corporel. Son
accessibilité, sa taille et son homogénéité en ont fait un organe de choix pour
la recherche en biochimie (Seglen O, 1976).

L'étude de ses fonctions se fait in vivo mais aussi régulierement par
utilisation d'un foie de rat perfusé et isolé. Ce dernier modéle expérimental
présente certains inconvénients: le foie n'‘est pas complétement homogeéne,
(jusque 40 % de cellules non parenchymateuses), il est impossible d'effectuer
plusieurs traitements simultanément, 1a viabilité du foie isolé est limitée a
8-10 heures (Seglen 0, 1976). Afin de surpasser ces problémes, on utilise des
cellules de foie isolées et purifiées. A ce stade, elles peuvent étre mises en
culture ou placées en suspension.

Des cellules en culture a 37°C présentent une évolution dans le
comportement. Elles s'attachent au tissu de culture et surplombent le niveau
du milieu de culture aprés trois heures (Seglen O, 1976). En 24 heures, les
hépatocytes s'assemblent en agrégats trabéculaires et des monocouches
développent un canalicule biliaire entre les cellules (Seglen O, 1976). Durant
les jours qui suivent, le cytoplasme commence a s'étendre et 1a cellule
devient moins polygonale, parfois fibroblastique (Seglen, 1976). Les
hépatocytes perdent ainsi leurs fonctions originelles (Walker PR, 1977) bien
que certains auteurs soient arrivés a garder des cellules différentiées
(Leffert et Al, 1977).

En suspension , les cellules peuvent présenter certaines altérations
structurelles et fonctionnelles occasionnées par l'isolation. Toutefois, le
principal avantage de 1a suspension reste son accés rapide et facile pour
I'étude de cinétiques impliquant le compartiment intracellulaire et
extracellulaire . Nous avons choisi d'utiliser I'hépatocyte en suspensi'.on car

il nous semblait étre a priori le marériel le plus adéquat pour développer un
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protocole de cryoprotection
1.1. Techniques d'isolation.

Les méthodes mécaniques et chimiques d'isolation cellulaire restent
inutilisables pour 1'obtention d'une suspension d'hépatocytes isolés.

Howard et Al (1967) utilisant la collagénase pour séparer les hépatocytes
arhéliorent la préparation de cellules isolées. Le systéme de perfusion du foie
introduit par Berry et Friend (1969) permet une action uniforme de la
collagénase et rend possible 1'obtention de cellules isolées viables (Seglen O,
1976). Toutefois, la technique de perfusion avec collagénase “reste un art”
(Seglen O, 1976), et chaque équipe de travail y incorpore des modifications.

Les variantes se situent notamment au niveau du choix du liquide de perfusion

(Elliott, 1979). En général, on utilise une solution équilibrée permettant

dobtenir un pH proche de 7,4 en faisant barboter le liquide dans un gaz

contenant 5 % de CO, (ENiott, 1979). Ceci permet d'avoir une action maximale

(Seglen O, 1976) l'enzyme. L'enzyme la plus souvent utilisée est la
collagénase (Elliott, 1979). Son degré de pureté influence également
I'isolation hépatocytaire. L'obtention de 1a collagénase se fait a partir d'un
ensemble d'enzymes hydrolytiques ou la collagénase est majoritaire. De part
la complexité de 1a préparation, il existe des variations entre lots d'enzymes
et méme dans un méme lot (Elliott, 1979). Ainsi, il s'est avéré que notre lot
de collagénase préalablement testé ne permettait plus 1'obtention d'une
suspension hépatocytaire utilisable dans les expériences. Non seulement, on
observe une variabilité dans la méme suspension (figure 28) mais de plus, les
hépatocytes libérent trés fortement leur LDH.

Le changement de collagénase a permi de retrouver une suspension
hépatocytaire valable mais dont la viabilité de départ (annexe Al11) est

moindre que précédemment (figure 26). Ceci a été vérifié également par une
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observation au microscope optique.

1.2. Caractéristiques des hépatocytes isolés.

1.2.1. Exclusion de colorant vital.

L'integrité ceiiulaire peut étre rapidement testée par Tutilisation d'un
colorant vital. Les cellules ayant une membrane plasmique intacte 1'excluent
tandic e lea rellijles endommageées se colorent (Seglen O, 1976). Malgré 1a
facilité et 1a rapidité d'utilisation, ce test ne peut étre employé que pour une
premiére estimation de 1a viabilité.

Un stockage des hépatocytes a 0°C durant quelques heures ne provoque pas
une augmentation de la quantité de cellules colorées ( tableau 3 et annexe
A2). Ceci est confirmé par les observations effectuées par Baur et Al (1975)
avec le Trypan Bleu.

D'aprés les résultats présentés a la figure 20, il est impossible de garder des
hépatocytes viables a 37°C pendant de longues périodes dans du KRB (Baur et
Al, 1975). La viabilité baisse spectaculairement suite aux problémes
d'approvisionnement en oxygene, a I'accumulation de déchets métaboliques,
I'épuisement du milieu et 1a contamination bactérienne.

A 20°C, bien que la perte de viabilité ne soit pas toujours significative
(figure 21), on s'attend a rencontrer les mémes problemes qu'a 37°C.

I faut souligner la grande variabilité (tableau 3 et annexe A3) obtenue dans
I'estimation de la viabilité a I'érythrosine. Ceci peut s'expliquer par une
homogénéisation insuffisante de la suspension dhépatocytes avant le
préléevement de 1'aliquot, ou encore par un comptage trop faible du nombre
d'hépatocytes sur la cellule de Neubauer. D'autre part, il est parfois difficile
de décider si une cellule est colorée ou pas (Elliott, 1979) et ce critére

reléve un peu du subjectif. Tenant compte de ces remargues, de nouveaux
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comptages ont été réalisés (annexe A2) donnant des résultats plus
satisfaisants.

Ce test a I'érythrosine reste cependant un moyen primaire pour 1'évaluation de
l'intégrité membranaire. Nous avons donc choisi un second critére pour

confirmer ces résultats.
1.2.2. HActivité de la LDH.

Les cellules non endommagées au niveau de leur membrane sont aussi
capables de retenir leurs métabolites et enzymes cytoplasmiques (Elliott,
1975). La mesure du taux d'enzymes cytoplasmiques est souvent effectuée
afin d'évaluer l'intégrité membranaire. Notons que cette méthode ne sera
utilisée de préférence gqu'avec des suspensions de cellules homogeénes afin
d'éviter toute hétérogénéité apportée par ces différentes cellules (Eliott,
1979). Baur et Al (1975) rapporte une libération de LDH qui passede 7 a 17 %
aprés 210 minutes de stockage a 0°C. Cette libération est de 35 % aprés 21
heures a 0°C. Au départ, 1a variabilité de cette libération de LDH (figure 22 et
annexe AS) ne permet pas de confirmer ces résultéts. Afin de réduire cette
variabilité, nous avons mis au point un protocole (annexe B4) réduisant au
maximum le nombre de pipetages et permettant de distribuer des aliquots de
cellules a partir d'une suspension de méme homogénéité. Les résultats
obtenus (figure 26 et annexe AB) sont moins variables mais ne mettent pas
en évidence de perte de LDHc.

D'autre part, un réchauffement de 30 minutes de cellules placées a 0°C
semblait provoquer une libération de LDH considérable ( annexe AS et A6).
Ceci n'étant apparu 'dans aucune publication, nous avons mis en doute ces
résultats qui se sont avérés faux lors de 1'utilisation du protocole établi en
annexe B4). Enfin, les figures 24 et 25 présentent I'activité de LDH totale

évaluée dans les différents aliquots aux différents temps. Etant donné que
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nous avons une méme quantité de suspension de cellules homogénes, il ne
devrait pas y avoir cette variabilité. La mise au point du protocole présenté
en annexe B4 a permi de 1a réduire également (annexe A7). Vu que la perte de
LDHc est faible @ 0°C dans du KRB, nous avons placé des cellules dans un
milieu de culture durant 48 heures a cette température et suivi 1a libération
de LDH au cours du temps (figure 31). Nous avons décelé une perte d'intégrité

membranaire de 'ordre de 10 % aprés 48 heures, ce qui est vraiment faible.
1.2.3. Intégrité métabolique.

Une suspension cellulaire permet 1'étude de paramétres métaboliques.
L'incorporation du taurocholate est étudiée dans notre laboratoire et la
cinétique de transport de ce sel biliaire est un critére importént permettant
de définir I'intégrité métabolique.

En effet, ce transport biliaire nécessite 3 étapes;

- captation du taurocholate par un systéme de transport actif
dépendant du sodium (Schwartz, 1975) qui présente une cinétique saturable
de type michaelis-Menten (Reichen et Al, 1975). Ce processus implique donc
une membrane intacte.

- transport intracellulaire par intervention de protéines qui
transporteraient les acides biliaires.

- excrétion canaliculaire par intervention, semble-t-il, de
transporteurs spécifiques Na* indépendants (Inoue , 1984).

Il s'agit donc d'un transport impliquant la membrane et des protéines
cytoplasmiques. L'étude d'une voie métabolique telle que celle du taurocholate
permet donc de mettre en évidence a la fois toute altération des
transporteurs membranaires et cytoplasmiques.

Un modele fermé a deux compartiments est choisi pour décrire la cinétique

de transport du taurocholate tritié a 1'état stationnaire (cfr introduction).
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A la concentration de taurocholate utilisée (environ 10uM), la vitesse
d'incorporation du TC obtenue est fortement dépendante de 1a concentration
extracellulaire en taurocholate étant donné que 1'on se trouve dans la partie

logarithmique de I'hyperbole. Les cellules relachent le taurocholate dans le

milieu, ce qui entraine une diminution de X, tandis que X; sera plus élevée.

Afin de dissocier ces deux facteurs, il faut atteindre une concentration en
taurocholate ol la vitesse (Vmax) est indépendante de cette derniére. A ce
moment, la vitesse d'incorporation du taurocholate sera un critére de
viapiiité pius interprétable car il ne dépendra plus de fagon trop sensible de
I'état de la suspension hépatocytaire. Les figures 32 a et b sont donc peu
interprétables. A partir de la courbe de Michaelis-Menten (figure 33) nous
avons programmé de nouvelles expériences (figure 34). Les résultats obtenus
indiquent qu'une conservation de 4 heures a 0°C n'altére pas la Vmax

d'incorporation du taurocholate.
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2. Les hépatocytes stockés & basse température.

Le but du projet, dans lequel s'inscrit ce travail, est de connaitre I'effet de 1a
gravité sur certaines voies métaboliques de I'hépatocyte. L'aménagement du
laboratoire dans 1a navette spatiale et notamment du Biorack rend possible
I'éxecution d'expériences biologiques dans des domaines aussi diversifiés que
I'embryologie, 1a microbiologie, 1a radiobiologie, 1a biologie cellulaire et
moléculaire,... (ESA BR-14, 1983).

Cuns S capériences envisagées, l'utilisation des hépatocytes isolés sera
séparée dans le temps de l'isolation cellulaire. |1 est donc nécessaire pour un
laps de temps assez court (quelques jours), de conserver ces hépatocytes. Les
cryoconservations actuellement développées par différentes équipes ont
cependant un but de stockage a long terme (Fuller, 1982) et ne produisent
actuellement qu'un rendement trés faible.

Une conservation d'hépatocytes pour quelques jours ne nécessite peut-étre
pas d'atteindre des températures aussi basses. De plus, les moyens du biorack
sont limités; il est donc nécessaire de mettre au point un protocole dont
I'étape de réchauffement est trés simple.

Les tentatives de cryoconservation de muscles effectuées par Taylor (1978)
permettent 12 mise en oeuvre d'un protocole simple.

Durant 1a suite de cette discussion, nous allons développer les différentes
étapes suivies pour adapter ce protocole au stockage des hépatocytes et en

suivre leur viabilité.

2.1. Choix du cryoprotecteur

Le glycérol est le premier cryoprotecteur utilisé (par Szent et Gyorgyi, 1949)
pour protéger les protéines de muscle stocké a basse température.-Malgreé

'existence d'une intéraction des myofilaments aprés congélation, le glycérol
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détruit 1a membrane cellulaire et le systéme de recharge en ATP (Elford BC,
1972). Toutefois, il reste le cryoprotecteur de choix dans les années 1950
jusqu'a lintroduction par Loverlock (1950) du DMSO en tant que soluté
cryoprotecteur.

Des études effectuées sur des hépatocytes (Jackson BA et Al, 1985, Deborah
L, 1982) montrent que la viabilité aprés congélation dans un milieu contenant
du DMSO est nettement supérieure a celle obtenue dans un milieu contenant du
glycérol.

Le DMSO n'est pas sans avoir d'effet néfaste sur la cellule. Afin de limiter son
effet dommageable, I'urée est parfois utilisée lors de la congélation de
tranches de cortex rénal mais elle n'a pas d'effet sur la préservation des
hépatocytes (Jackson BA et Al, 1985).

En résumé, nous avons choisi le DMSO comme agent cryoprotecteur dans les

expériences puisqu'il semble étre le moins mauvais.

2.2. Equilibration dans du Krebs-20 ¥ DMSO.

Afin d'équilibrer les concentrations en DMSO dans le milieu intracellulaire et
extracellulaire, une premiére étape d'équilibration de la languette de muscie
dans 20 % de DMSO0 se fait a 37°C. 11 s'est avéré nécessaire d'observer l'effet
de cette étape sur une suspension d'hépatocytes. Aprés 3 heures a 37°C dans
20% de DMSO, pratiquement toutes les cellules sont colorées a I'érythrosine
(figure 20). A la vue de ces résultats, il est donc déconseillé de poursuivre
I'équilibration a cette température étant donné qu'aprés 1 heure dans un
milieu de Krebs 20 ® , les cellules sont vraisemblablement déja
endommageées.

L'effet du DMSO a été observé également a 20°C (figure 21) et on constate un
effet toxique du DMSO moindre a cette température. L'étape d'équilibration

s'est donc poursuivie a 20°C. Le DMSO étant une petite molécule,
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I'équilibration se fait réguliérement @ 20°C pour des hépatocytes (Fuller J,
1822) et mime a 0°C dans le cas d'embryons (Miyamoto H et Al, 1977). |1 est
a noter que 1'équilibration est assez rapide et qu'une période d'une heure est
probapierment irop longue pour les hépatocytes. Fuller (1982) équilibre la
suspension durant 5 minutes dans un concentration de DMSO de 1'ordre de
1L.oM

2.3. Etape de stockage a -7°C.

La suite du protocole de stockage consiste a changer le milieu Krebs 20 %
DMSO par une solution K*-tricine 30 % (w/v) DMSO & -7°C. On notera une
baisse de viabilité (colorant vital) qui reste cependant difficilement
interprétable a cause de la variabilité (tableau 3 et annexe A3). Un passage
prolongé (plusieurs heures) a -7°C dans une concentration en DMSO de 30 %
n'est pas favorable aux cellules et I'action du cryoprotecteur est beaucoup
moins toxique a -13°C. Ceci permet probablement d'expliquer la baisse de
viabilité (de 1'ordre de 40 % ) continue observée en annexe A3.

Nous avons donc renoncé a observer I'effet du passage prolongé a -7°C.

2.4 Effet du refroidissement.

Le refroidissement est souvent la période dommageable pour la cellule. En
milieu liquide, il faut veiller a garder un pH optimal afin de ne pas dénaturer
les protéines (Taylor MJ et Al, 1982). La présence d'un solvant dipolaire tel
que le DMSO altére la constante diélectrique du milieu car en solution, il
fonctionne comme un accepteur de ponts hydrogénes. L'utilisation d'un milieu
tampon évitera la variation du pH lors d'une variation de la quantité de H*
(Taylor MJ, 1982). D'autre part, l'effet bénéfique du K* observé sur la

contraction musculaire (Elford BC et Al, 1972) nécessite 1'introduction d'un
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anion pour neutraliser 'excés de charges positives . Ce réle peut étre joué par
un ion zwittérionic tel que 1a tricine.

La solution K'-tricine répond & ces 2 impératifs du refroidissement et le pH
ne devrait donc plus causer de dommage cellulaire.

La viabilité lors du refroidissement évaluée a 1'érythrosine (annexe A2 et
tableau 3) met en évidence une chute de viabilité de 1'ordre de 30 % lorsqu'on
a2 atteint -13°C. Ceci est confirmé par une libération de LDHc mais dans une
moindre mesure. Notons que cette interprétation reste précaire vu que, dans
t2 nremier protocole, 12 LDHt n'est pas stable au cours du temps (figure 24)
et décroit au fur et a mesure que la température descend sous 0°C. Nous
avions alors postulé la possibilité d'une dénaturation de 1a LDH sur base d'un
titre darticle : "Denaturation of Lactate Deshydrogenase at Subzero
Temperatures” mais cette idée a été démistifiée lors de la lecture de
I'article lui méme (Hatley MRH, 1986). D'autre part, les manipulations a
effectuer pour évaluer l'activité de la LDHt et LDHs dans une suspension
hépatocytaire non réchauffée provequent inévitablement un réchauffement
des aliquots rendant ainsi 1a concentration en DMSO de 3,9 M toxique. 11 n'est
donc pas raisonnable de poursuivre 1'objectif d'évaluation de I'activité de la

LDHt et LDHs avant réchauffement.

2.5 Viabilité cellulaire aprés réchauffement.

Le protocole de réchauffement a été développé de maniére a pouvoir juger
ainsi de l'intégrité membranaire de cellules stockées a basse température.
Aprés la mise au point d'un protocole adéquat (annexe B4), nous avons pu
estimer la libération de LDH pour des cellules réchauffées 5 ou 30 minutes.
Les résultats obtenus pour des cellules réchauffées (figure 23, annexe A4 et
AS) sont peu interprétables pour les raisons déja discutées. La libération de

LDH par des cellules refroidies a -13°C et réchauffées durant 5 ou 30 minutes
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révéle un probléme dans le protocole de stockage. En effet, les cellules
libérent plus de 30 % de leur LDHc au cours du stockage (figure 27). Nous
avons donc essayer d'en connaitre 1a raison; est-ce progressif ou bien est-ce
dd a une étape particuliére du refroidissement ou du réchauffement. Les
résultats de 1a figure 29 obtenus pour des cellules incubées 1 heure dans 20
% DMSO a 20°C et ensuite plongées dans du Krebs 0 % DMSO nous ont permis de
soupgonner un probléme d'osmolalité. Une mesure de Tosmolalité des
différentes solutions permet d'illustrer cette hypothése (annexe A10) et les
valeurs ainsi obtenues sont en accord avec celles présentées par Taylor MJ
(1982). Toutefois, ce probléme de choc osmotique n'est pas apparu dans la
conservation de muscle car I'utilisation de solutions d'osmolalité différentes
n'aboutit a aucune différence de contraction (Taylor MJ, 1982).

Par contre, le réchauffement des hépatocytes congelés a -196°C s'effectue
dans un milieu contenant 1 M de glucose afin de circonvenir au choc de
dilution initial (Fuller BJ, 1985). Le réchauffement dans des solutions Krebs
de concentrations en glucose variables a été effectué et un effet bénéfique a
pu étre démontré; les cellules libérent moins de LDH lorsqu'on les réchauffe
dans une solution 1 M de glucose (Figure 30). Le glucose semble donc éviter
une entrée massive d'eau lors du réchauffement et 1'équilibration du milieu
intra et extracellulaire se fait progressivement. Le DMS0 sort de 1a cellule
pendant que le glucose y pénétre. Afin de mettre en évidence tout effet
dommageable du glucose, des hépatocytes ont été incubés dans une solution
Krebs 1 M de Glucose a 0°C et aucune différence avec des cellules témoins n'a
pu étre montrée (annexe A11).

Des cellules refroidies et réchauffées selon cette fagon de faire ont éte
utilisées pour la cinétique de taurocholate.

En se référant a la courbe de Michaelis-Menten présentée en figure 33 et aux
V max indiqués en figure 34 b, on peut estimer la vitesse maximale de

captation pour des hépatocytes contrdles autour de 1.6 nmoles/min/mgr de

discussion
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protéines. Le Vmax obtenu pour les cellules stockées est de 'ordre de 0.7
nmole/min/mgr de protéines. Nous observons donc une réduction du Vmax
d'environ 55 %.

Si T'on fait intervenir une perte de viabilité au cours de ce stockage qui est de

'ordre de 30 a 40 % (figure 27 et 30), la vitesse de transport du taurocholate

pour les cellules vivantes est donc proche de 1.16 nmoles/min/mgr. Cette
diminution effective de Vmax pour les cellules stockées traduit donc
I'inactivation d'une partie des transporteurs actifs. |l serait intéressant
d'effectuer une michaelis-Menten compléte sur des cellules stockées a -13°C
afin de connaitre la constante d'affinité des transporteurs restant.
Ces résultats montrent aussi qu'un passage d'une heure supplémentaire a la
température de stockage n'influence nuliement le transport du taurocholate.
Ce qui est en accord avec l'observation effectuée pour l'activité de la LDH
(figure 27).

En conséquence, il est favorable de poursuivre 1'observation de I'effet du
stockage dorénavant avec des traceurs de voies métaboliques qui permettent
de déceler toute perte d'intégrité métabolique et/ou membranaire
probablement de fagon plus précise qu'avec le test de la LDH. Ce dernier,
sensiblement plus rapide reste utile pour vérifier a chaque modification du

protocole dans quelle mesure I'intégrité membranaire est préservée.
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Conclusion

L'observation des voies métaboliques des hépatocytes isolés en suspension,
en absence de pesanteur, est actuellement envisageable grace au
développement du Shuttle Space. De ce fait, un moyen de conservation
s'impose car il existe un délai entre 1'isolation hépatocytaire sur terre et
I'utilisation dans I'espace. Nous avons appliqué a des hépatocytes un
protocole de stockage en milieu liquide a une température de -13°C
initialement prévu pour les muscles (Taylor MJ, 1978).

L'évaluation de l'intégrité membranaire principalement nous a conduit a
modifier ce protocole de maniére a obtenir des hépatocytes présentant une
altération membranaire 1a plus faible possible.

I1 se résume de la fagon suivante;

- équilibration des hépatocytes dans une solution Krebs 20 %
(w/v) DMSO a 20°C durant une heure.

- transfert des cellules dans une solution K*-Tricine 30 % DMSO
portée a -7°C et équilibration durant une heure.

- passage progressif vers une température finale de -13°C a la
vitesse de -1°C/minute.

- Le réchauffement se fait par dilution rapide de 1'aliquot
cellulaire en ajoutant d'une solution Krebs-Ringer portée a 37°C et dont la
concentration en glucose est de 1 molaire (Fuller MJ, 1985).

Les cellules stockées durant quelques heures a -13°C présentent des
altérations membranaires certaines étant donné qu'approximativement 1/3
de la LDH cellulaire est libérée. L'intégrité métabolique semble également
altérée mais des expériences ultérieures devront le confirmer.

En résumé, le protocole développé ne permet pas une cryoconservation des
hépatocytes. Cependant, les résultats préliminaires montrent qu'une partie de
la suspension hépatocytaire présente encore certains signes de viabilité

apres stockage.
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Perspectives

Les prochaines expériences seront plus fructueuses en adoptant de fagon
systématigue le réchauffement de cellules dans un milieu riche en glucose.
Ces observations devront étre effectuées principalement au niveau de voies
métabolique telles que le transport de taurocholate.. 11 est souhaitable aussi
de choisir un critére d'intégrité métabolique, tel que Vincorporation de
leucine dans les protéines, ne faisant pas intervenir de transporateurs

membranaires de fagon a ne déceler que les dommages cytoplasmiques.

Les étapes obligées pour atteindre -13°C permettent 1'équilibration des
milieux intra et extracellulaires. L'utilisation du test métabolique en routine
permettra dobserver leffet de variantes envisageables au niveau du

protocole de base tel qu'un raccourcissement des étapes d'équilibrations.

Afin de répondre complétement aux conditions dictées par le Biorack et par
les modalités de stockage durant le vol, il sera nécessaire d'observer I'effet
d'une fluctuation de température autour de -13°C sur la viabilité des
hépatocytes car sa stabilité ne sera pas strictement assurée par les coffres
a controles passifs. D'autre part, il s'avére nécessaire de soumettre les
containers de cellules stockées aux dispositifs de simulation de décollage
afin de vérifier I'effet produit sur l'intégrité. 11 serait utile de simuler -
certaines conditions de décollage (force 3 G par exemple) sur les cellules

stockées et d'en voir I'effet produit sur 1I'intégrité cellulaire.
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