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Avant-propos 

01:!!)Uis toujours, l'homme rêve de quitter l'environnement terrestre afin de 

découvrir 1 es dimensions de l'univers. Le 12 ovri 1 1961, 't'ouri Gogori ne 

qui tte notre plonète à la rencontre d'un espace inhobité. Cette première 

expédition sera suivie d'une multitude de voyoges aussi extroordinoires les 

uns oue les outres. Molgré le développement rapide des techniques et des 

matérioux utilisés en apesanteur, l'organisme humain présente certaines 

diffi cultés d'adaptotion à cet environnement. Lo rupture brutale des 

rythmes biologiques qui règlent notre existence provoque des troubles, et 

en particulier, la disporition d'une force qui nous conditionne depuis 

l'origine: lo pesanteur. Actuellement, des projets de recherche se 

développent de manière ô améliorer nos connaissances en biologie, 

physique, ... concernant les modifications induites par n,pesanteur. 

Ce travail s'insère dons un de ces projets et o pour objectif d'observer les 

modi fications induites, en apesonteur, sur le matériel biologique. Le 

premier parogrophe de ce chopitre présente quelques troubles apporaissont 

chez l'homme en microgravité. 





- ---- - -
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1.1. Perturbotion de 18 physiologie humoine 

Depuis des millions d·années, 1 a force gravitat i onne 11 e a conditionné 

ranatomie fonctionnelle de l"homme. Nos activités de mouvement, de 

déplacement spatial ou de maintien de la posture se font dans le champ de la 

gravité. 

Des missions d"observations du comportement humain dans respace ont 

permis de décrire des changements physiologiques, notamment au niveau 

métaboliQue et sensoriel. Le tissu osseux et musculaire, le système 

cardi o-vascul aire et neuro-vest i bul aire se montrent particulière ment 

affectés . 

.Jl) Le métabolisme calcigue 

Le tissu osseux en apesanteur présente une démi néra 1 i sati on avec 

1 i bérat ion de ca 1 ci um et de phosphore. 

Diverses hypothèses ont été élaborées pour essayer d"expliquer ce 

phénomène (Alexander C, 1955). on peut attribuer ce trouble aux variations 

du calcium fécal Qui seraient responsables de la perte calcique. Cela 

pourrait être la conséquence soit d·une diminution de rabsorption calcique, 

soit d·une augmentation de la sécrétion intestinale du calcium endogène 

(hypothèse élaborée par Rambaut en 1975). Cette perte en calcium au niveau 

osseux peut aussi s·expliquer (selon l'hypott,èse émise par Parfitt en 1981) 

comme une conséquence de raugmentation de la calciurie. Il semble 

actuellement que cette perturbation soit en fait le reflet d·une 

redistribution de ces ions dans le corps (Alexander C, 1985). 

T1troduction 
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Lo perte colcique vorie suivont le type d'os considéré (os porteurs ou non 

porteurs). Un rolentissement de lo minérolisotion est surtout observé pour 

1 es os porteurs. D'un point de vue pot ho 1 ogi que, ceci f ovo ri se 1 o f ormot ion de 

colculs rénoux (in Bjurstedt H, 1979). 

Cet effet de l'opesonteur s'observe oprès des vols de courte durée (vol 

Apollo de 11 à 12 jours) oinsi que de moyenne et longue durée (environ 60 

jours pour les vols Skylob) et 165 jours (vols Solyut et Soyuz). 

Lors de choque vol, lo bolonce colcique des os, positive ovont le déport 

devient négotive pendont le vol et se rétoblit quelques temps oprès le 

retour sur terre. Le temps de retour oux voleurs initioles dépend de lo durée 

du vol. 

..Q) Le système cordio-vosculoire. 

En microgrovité, lo dynomique de circulotion songuine se modifie 

fortement. Environ deux litres de song et de fluide interstitiel sont 

tronsf érés des porties inférieures du corps vers le hout (in Bjurstedt 

Hilding, 1975), ce qui provoque un accroissement du volume songuin ou 

niveau thorocique et oux extrémités supérieures (P Norsk 1965 et A Guell 

1985). Ceci montre l'existence de focteurs influençont lo réportition 

songuine et s'opposont à lo force terrestre (import once possible dons les 

oedèmes) (in Bjurstedt H, 1979). Cette redistibution sanguine est 

responsoble de toute une série de perturbotions neuro-endocriniennes (A 

Guell 1965 ). De plus, certoines voriotions sur le plon cordioque sont 

observées (P Nork 1965). 

~} Le système neuro-vestibuloire - Le mol de l'espoce 

Trois systèmes sensoriels principoux (vestibulaire, somato-sensàriel et 

visuel) sont étroitement liés à l'orientation spatiale, au contrôle 

introduotion 
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positionnel et locomoteur. Les conoux semi-circuloires des lobyrintes 

(situés dons l'oreille interne) tronsmettent les occélérotions ânguloires de 

lo tête. Les otolithes détectent toute occélérotion linéoire de lo tête oinsi 

que S6 position relotive por ropport ou vecteur grovitotionnel. 

En opesonteur, les inf ormotions provenont des otolithes et de lo vision ne 

sont plus en concordonce. Ces conflits de perception opporoissent pendont 

les mouvements de lo tête et du corps, surtout lorsqu'ils ne résultent pos en 

un changement ottendu des otolithes ou du signol des grovi-récepteurs de lo 

peou. 

Cette discordonce influence le système nerveux centrol (figure 1) et se 

traduit pâr un ensemble de symptômes rendont rostronoute incopoble de 

trovoi 11 er : 

- déficience de lo perception : illusion d'ovoir lo "tête en bos", 

d'effectuer de ropides mouvements de lo tête 

- réduction des perf ormonces mot ri ces oi nsi que de 1 fl 

locomotion 

- opporit ion de certoi ns étots végétot ifs. 

Ces moloises se développent très ropidement (en quelques minutes) t:1près 

un séjour de plusieurs heures dons l'espoce mois peuvent cependont 

disporoître 3 il 6 jours plus tord. Pour en combottre les inconvénients, deux 

ottitudes sont possibles: soit une prévention phormoceutique, proposée por 

lo NASA, qui permet de souloger l'ostronâute mois provoque des effets 

sédot ifs non désirés (A Leger et A 1 1965), soit une sé 1 ecti on rigoureuse des 

cosmornrntes (proposée en URSS) où le condidot ossis sur un siège tournant 

doit effectuer des mouvements de lo tête et du buste. Les tests permettent 

de prévoir lo réoction du système dons l'espoce (vomissements, sposmes,. .. ). 

introduction 
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1.2 Perturbations tissulaires. 

En étot de microgrovité, le système musculoire est moins sollicité o 
fournir des efforts, d'où so tendonce o l'otrophie (Mounier V, 1985). Ce 

phénomène (porticuhèrement visible pour les muscles des jombes et du 

thornx) peut être exp 1 i qué por des théories i mp li qmmt des modif i cotions 

cellulâires ou envisogeont des modificotions du contrôle nerveux de certoins 

muscles. 

Au retour des missions Skylob, lo diminution du volume des jornbes des 

spotionoutes étoit de 7 o 11 ~- Lo microgrovité conduit égolement o une 

diminution de lo force musculoire et de lo toléronce o lo fotigue. Lo force 

développée por les muscles extenseurs des jrimbes chute de 21 è, 25 ~ 

(ét udes effectuées sur les membres d'équipôge Skylôb). Certoins trnvoux ont 

mis en évidence des off ections ou niveou musculoire impliquont une perte 

d'offinité des protéines controctiles âvec le Co++ . Le réticulum 

sorcoplosmique semble présenter une diminution de perméobilité ou Co++ et 

une diminution de lo copocité de stockoge de cet ion (Mounier V, 1985). 

1.3 Perturbations cellulaires 

_g) Bê!ctéries 

Lo boctérie est un unicelluloire oyE1nt de nombreuses fonctions vitflles 

communes ovec l'orgonisme multicelluloire. 

Dons des conditions f ovo rob 1 es, e 11 es pro 1 if èrent ropi de ment por di visions 

successives. Dons de telles circonstonces, le système de défense d'un 

orgonisme infesté peut porf ois être dépossé et il en résulte lo mort de 

l'orgonisme. Cependont, il est octuellement possible de contrecorrer cette 

infection por l'utilisation d'antibiotiques. 

Dons la mission Spacelab D 1 (Mesland D, 1986) , deux expériences ont été 

introduotion 
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effectuées ofin de confirmer lo prolif érotion plus ropide des boctéries dons 

l'espoce. Ces expériences démontrèrent sons équivoque que cette 

ougmentat ion étoit dûe o lo microgrovité. Cette découverte suggère que 

rr0n.1rre serait exposé o de plus gnmds risques infectieux dons un 

environnement spotiol . Le risque est encore ougmenté por un occroissement 

de résistonce des orgonismes pothogènes (Escherischio coli) vis o vis 

d'ontit:ictiques oinsi que le montre l'expérience de Tivodor (Meslond D, 

1966). 

Dons un milieu pouvre en éléments nutritifs, beoucoup de boctéries 

produisent des spores, qui sont génétiquement identiques o lo forme oct ive 

mois fonctionnellement très différentes. Ce processus por lequel des 

cellules ocquièrent des propriétés différentes constitue un modèle simple 

et odéquot o l'étude de lo diff érenciotion celluloire. Des expériences ont été 

développées ofin d'observer l'effet de lo microgrovité sur lo sporulotion. 

Celle effectuée sur Bocillus subtilis montre une forte réduction de lo 

sporulotion et donc de lo différenciotion. Molheureusement, l'expérience 

contrôle ( 1 G) effectuée dons l'espoce provoque le même effet. On ne peut 

donc conclure définitivement o un effet de lo microgrovité. 

!1) Autres orgonismes unicelluloires 

De nombreux unicellulaires plus gronds et plus complexes que les bactéries 

peuvent posséder des fonctions métoboliques similoires ocelles de cellules 

fo rmont un orgone. Ce type de cellule, comme pour lo boctérie, ougrnente son 

toux de prolifération en étot d'opesonteur (expérience de Plonel in Meslond 

D, 1986). L'étude des rythmes journt:1liers d'une cellule végétole 

unicelluloire n'o pos montré de rnodificotion en obsence de pesonteur 

(expérience de Mergenhen·s in Meslond D, 1966). 

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

Meslond D, 1986) o mis en évidence un accroissement de lo vitesse de 

introduction 
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déplacement en opesonteur. 

_ç_) Cellules humoines 

Le lymphocyte est un motériel biologique idéol permettont l'étude de 

certoins aspects du système immunitoire mois surtout, il est un modèle 

d'étude opproprié pour lo différentiotion celluloire ïn vitro" . Des premières 

observotions en état de microgrovité (Cogoli A et Al, 1964 ) ont permis de 

conclure qu'en générol, une ougmentotion de lo grovité stimule lo 

proliférotion celluloire tondis que lo microgrovité réduit lo division. 

Des observotions ultérieures ont montré une inhibition complète du 

processus d'octivotion des globules bloncs en microgrovité (Meslond D, 

1966). Le prochoin pos sero de découvrir quelle est l'étâpe du processus de 

di ff érenci ot ion off ectée. 

Ces résultots suggèrent qu'une infection sero beoucoup moins combattue 

por le système immunitoire des spâtionoutes et sero d'outont plus grove que 

lo prolifération boctérienne est occentuée. 

Lo viobilité des lymphocytes est estimée notoment por lo mesure 

d'incorporotion du glucose qui témoigne d'une bonne intégrité membronoire. 

Les expériences spotioles effectuées oveè des lymphocytes octivés por un 

mitogène montrent une consommotion de glucose légèrement plus faible 

qu·ou sol. Ceci permet de conclure â une bonne intégration membronaire 

(Cogoli A et Al, 1984). Por contre, ces résultots ne sont pos confirmés por 

des observotions (effectuées en stotion orbitole Solyut 6) sur des cellules 

pulmonoires d'embryons humoins qui montrent une consommation de glucose 

significotivement plus foible que sur terre (Cogoli A et Al, 1964) . 

.Q) Plontes 

Les racines des plantes sont capables de percevoir la gravité qui détermine 

introduction 
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l'orientotion de leur croissonce. Mois le méconisme responsoble de ce 

phénomène est une m6t i ère controversée. 

Lo germin6tion de groines en microgrovité o permis â Perbol (in D Mesl6nd, 

1986) de confirmer l'idée selon l6quelle en 6bsence de grovité, 16 rncine 

perd lo copocité â s'orienter elle-même. Il 6 aussi réussi o démontrer que 

cette propriété d'orientotion peut être restourée immédiotement oprès 

t rnnsf ert dons une centrifugeuse 1 G . Des observotions ultérieures ont 

confirmé 16 théorie des grovirécepteurs présents d6ns les rncines. 

1.4. Conclusions 

Le règne du viv6nt est "imprégné" de 16 force de grovité. Son effet 

s'observe quel que soit le ni ve6u d'org6ni S6t ion considéré. Cepend6nt, il est 

di ff icile de définir cl6irement l'imp6ct de l'6ttrnction terrestre dtms le 

ch6mp grnvit6tionnel. C'est pourquoi des expériences sont envis6gées d6ns 

l'esp6ce. Elles se distinguent j usqu'â présent essent i e 11 ement en deux 

groupes selon l'objectif envis6gé: le mét6bolisme ou 16 diff érentiotion 

ce 11 ul oire. 

Si l'on désire observer une cellule, il f 6Ut que celle-ci oit des 

c6rnctéristiques . (mét6boliques por exemple) qui permettent de suivre son 

·comportement" foce â divers f octeurs exogènes. 

P6rmi les types cellul6ires les plus étudiés, notre l6borntoire 6 porté son 

choix sur les hép6tocytes. En effet, les techniques 6ctuelles permettent 

d'obtenir des cellules de foie isolées et viobles. Ces hépotocytes, utilisés en 

mil ieu de cult_ure ou en suspension d6ns une solution de Krebs-Ringer, sont 

un matéri e 1 bi o 1 ogi que 6déqu6t â l'étude de différentes voies mét6bo 1 i ques 

soit communes è d'outres types celluloires (synthèse protéique por 

exemple), soit propres è l'hépotocyte (incorporotion d'ocides bilioires). Les 

hépatocytes incorporent en permanence des molécules utilisées dans leur 

métabolisme et ensuite les rejettent dans le milieu environnant la cellule. 

ll"ltrodootion 
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Toutes ces caractéristiques ont été exploitées différemment suivant les 

objectifs recherchés par les scientifiques. Ce matériel présente l'avantage 

d'être bien caractérisé par rapport o d'autres types cellulaires. Afin de 

présenter l'hépatocyte dons son contexte physiologique, caractérisons en 

premier lieu le foie, ensuite l'hépotocyte et enfin les méthodes développées 

pour les isoler. 

Y'ltroduction 
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2.1. Le fo1e 

Logé dans l'hypochondre droit de l"abdomen, le fo1e est une glande formée cle 

Quatre lobes entourés d·une capsule fibreuse (capsule de Gltsson) Qui sont en 

relation intime avec le système sangu1n. L·artère hépatiQue et la veine porte 

amènent respectivement du sang oxygéné et du sang provenant de rtntesttn. 

~~~ ~e~~~ votes se subdtvtsent en branches (triade-porte) délimitant des 

1 obul es hépat i Ques. Le sang traverse ces 1 obul es par des cap111 aires 

s1nusoïdes accolés aux travées d"hépatocytes. Il rejoint ensuite un système 

capillaire efférent (représenté par un ensemble de veines centrolobulaires) 

et Qui tte le foie par la veine hépat1Que pour retourner dans la circulation 

générale (figure 2). Le sang circulant dans la veine porte transporte des 

molécules organiQues assimilées au niveau de la paroi intestinale: acides 

aminés, molécules glucidiques, acides gras par exemple. Cette glande a, à 

t out moment, un rôle de .régularisation du taux de divers composés 

organiQues présent dans le sang. 

Le foie est également le siège de procluct1on de la bile dont les composés 

pri net paux sont synthétisés au ni veau des hépatocytes. 

2.2. L "hép8tocyte. 

Dans le foie, chaQue hépatocyte est en relation par son pôle sinusoïdal avec 

l es capillaires sinusoïdes et par son pôle canaliculaire avec le canal biliaire 

(figure 3). Cette polarité tmpliQue une modification spatiale des propriétés 

membranaires (composition en transporteurs spécifiques) (Accat1no, 1961 ). 

En effet, le pôle sinusoïdal a comme rôle de capter les molécules présentes 

dans le système sanguin tandis que le pôle canaliculaire excrète des 

Titroductiol'I 
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éléments vers l'extérieur de l'hépotocyte. 

Outre ses cornctéristiques membronoires, l'hépotocyte, comme toute cellule 

eucoryote, est coroctéri sé por de nombreuses fonctions métobo li ques, te 1 

que lo gluconéogenèse f oisont intervenir un ensemble enzymotique 

impliquont o lof ois le cytosol et lo mitochondrie, lo synthèse protéique, lo 

synthèse de RNA, le métobolisme lipidique, l'incorporntion de glucose. 

Toutefois, lo voie métabolique lo plus remorquoble est celle des ocides 

biliaires. 

2.3. Le cycle entérohépatique. 

Les acides biliaires sont synthétisés dtrns les hépotocytes o portir du 

cholestérol. Cette synthèse requiert des choînes enzymot iques permettant 

de modifier le noyou stéroïde. Avont leur sécrétion dons lo bile, les acides 

bilioires sont conjugués il lo tourine ou la glycine. Ainsi , le tourocholate 

(sel biliaire le plus abondont chez le rot) est issu de lo conjugoison de 

l'acide cholique avec lo taurine. 

Ces ocides bilioires sont excrétés dons le conal biliaire pour constituer lo 

bil e qui sero droînée vers le canol bilioire interlobulaire (f oisont portie de 

lo triode-porte) et ensuite ocheminée dons le duodénum por le conol du 

cholédoque où ils interviennent dons la digestion. Lo bile neutrolise le pH 

ocide du chyme stomocal d'une port et participe o l'obsorption intestinole 

des grnisses d'outre port. Lo structure omphiphile (c-o-d possédont un pôle 

hydrophile et un pôle hydrophobe) des ocides bilioires leur conf ère lo 

propriété de s·ossoci er oux groi sses qu'ils émulsionnent. 

Ils sont ensuite réobsorbés ou niveou de l'iléon et romenés au foie por le 

song sinusoïdol. Des tronsporteurs spécifiques ossurent 10 coptotion ou 

ni veou du pô 1 e si nuso ï do 1 vers l'intérieur de l'hépotocyte (Accot i no, 1981 ). 

Ai nsi,une grande port des acides biliaires produits sont récupérés (environ 

90%). 

introduction 
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Certoines pothologies sont liées il des troubles ou niveou du tronsport 

biliaire. Citons les patients atteints de cholestase intrahépatique 

présentant une diminution du flux bilioire suite i, une oltérotion dans le 

transport des ocides biliaires (S. Erlinger, 1982). Notons encore 16 

cholestase de 16 femme enceinte p6rticulièrement fréquente d6ns certains 

p6ys comme le Chili et 16 Suède. Ces oltérotions justifient not6mment 

l'intérêt porté â l'étude du foie en général et des hép6tocytes en porticulier. 

Pour ce f 6i re, p 1 usi eurs 6pproches ex péri ment6 les du méc6ni sme de 

2.4. Matériel d"étude. 

2.4 . 1. Les différents niveaux d'études . 

le foie in vivo. 

Une substance peut être injectée à l'animal, entre autres par voie 

intra-veineuse, et son effet sur le foie étudié soit au niveau de l'excrétion 

biliaire, soit au niveau de l'organe après la mort de l'animal. Ce dispositif 

expérimental tient compte de l'organisme et du m11ieu environnant 

susceptible d'influencer la cinétiQue biliaire. Toutefois, certains facteurs 

(influence hormonale, nerveuse, hétérogénéïté cellulaire dans l'organe, ... ) 

sont peu contrôlables. 

le foie isolé et Qerfusé. 

une perfusion peut être réalisée sur le foie isolé maintenu à la température 

corporelle. Cette techniQue d'étude tient compte de l'organe entier et fait 

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

Cependant, l'impossibilité de maintenir un foie perfusé dans son état 

introduct'ion 
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physi o 1 ogi que ori gi no 1 duront une 1 ongue péri ode est une li rnitot ion mo j eure 

de lo technique. 

les hépotocytes isÔlés. 

L'opproche expérimentole lo plus oisée est l'utilisotion d'hépotocytes isolés. 

Ils présentent de nombreux ovontoges te 1 qu'une conservot ion des structures 

membronoires et de l'organisation introcellulaire (Elliott, 1979). Des 

prcblèmes de diffusion du substrot et d'interactions intercellulaires (avec 

entre outre 1 es ce 11 ul es parenchymoteuses présentes dans 1 e foie) 

disparaissent. 

Les hépatocytes isolés sont utilisés soit en suspension, soit en milieu de 

culture. Lo suspension d'hépatocytes est généralement sollicitée pour 

l'observeition de courte durée. Toutefois, suite â l'étope d'isolation, les 

ce ll ules présentent des oltérations au niveau de la polorité membronaire, de 

lo cinétique de tronsport de certaines substances,. .. Ces dommages peuvent 

cependant être en portie réporés por une mise des cellules en culture 

(Elliott, 1979). Elle permet en outre de les mointenir viables plus longtemps 

(El li ott, 1979). Les problèmes majeurs rencontrés en culture cellulesire sont 

lo dédiff érencü'llion progressive (perte de lof orme, perte de certoines voies 

métaboliques) et 16 difficulté d'obtenir une mitose, s6ns oublier les 

di ff icultés liées 6U besoin de stérilité (isol1:1tion celluloire en milieu 

stérile) et ou milieu de culture qui peut se modifier 6U cours du temps 

(Elli ott, 1979). 

2. 4.2 . Héthodes d'isolation des hépatocytes . 

Troi s méthodes sont employées pour dissocier les cellules d'un organe. 

Elles se basent sur la force mécanique, le traitement chimique ou encore une 

digestion enzymatique. 

Yltrodoofon 
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méthode méconi ~ 

Elle utilise la force mécanique pour briser les connections intercellulaires. 

En général, les cellules obtenues ne sont pos viables cor lo membrane 

plosmique est endommagée. Des voriontes de cette méthode sont encore 

employées lors d'une homogénéïsotion du thymus, lors d'une ogit6tion 

vigoureuse de lo muqueuse intestinole,. .. 

méthode chimigue 

Elle se bëse sur le rôle importont que joue le colcium dons l'ëdhésion entre 

cell ules. Dès lors, 16 présence d'un chélE1teur permet lo disp6rition qu6si 

tot61e des connections cellu1Eiires. M6lgré tout, une séporation complète 

requiert une force méc6nique supplémentëire. Lo mojorité des cellules 

obtenues,comme pour le c6s précédent, ne sont pos viEibles. 

méthode enzymot igue 

Ces dernières onnées, le traitement enzymëtique est le plus utilisé pour 16 

désintégration d'un tissu. Souvent, l'isohüion requiert un milieu sons 

colcium contenënt des 6gents chél6tënts permettont le retroit des ions co2+ 

présents dons les desmosomes, et conten6nt des enzymes digéront lo trnme 

conjonctive entre les cellules de l'orgone. L'isol6tion complète des 

hépatocytes requiert përf ois une légère 6ction méconique. 

Cette dernière méthode, utilisée 6U l6boratoire, permet d'obtenir une 

suspension hépotocyt6ire dont lo viobilité est proche de 90 % oprès 

isolotion. 

Cette viobilité des hépotocytes est déterminée par des critères développés 

dons le point suivont. 

w-itroduotion 
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Afin de déterminer la viabilité de l'hépatocyte, deux types de critères de 

Yiabilité sont disponibles. Les uns renseignent sur nntégrité membranaire 

de la cellule (exclusion de colorant vital, rétention du contenu 

cytoplasmique, .. .>, les autres évaluent l'intégrité métabolique. 

3. 1. 1 ntégri té membranni re 

Le critère le pl us utilisé est probablement celui de rexclusion des 

colorants vitaux (Elliott, 1979) tel que le trypan bleu et l'érr,ytrosine. 

L'utilisation aisée, son coût faible et la rapidité à laquelle on obtient des 

résultats sont autant de facteurs qui expliquent leurs succès. Le critère ne 

permet cependant de détecter que les lésions graves et irréversibles de la 

membrane plasmique (Bauer et Al, 1975). D'autre part, le test à l'érythrosine 

est un critère peu sensible à la perte de viabllité et ne peut donc être 

ut il isé que pour une première indication de l'état cellulaire. Le trypan bleu 

est aussi un colorant qui donne des résultats ne coincidant pas tout à fait 

avec la réalité CElliott, 1979). 

Les cellules intactes sont capables non seulement de rejeter des colorants 

vitaux mais aussi de retenir certaines molécules tel que des enzymes, 

métabolites ou ions inorganiques. La mesure d'activité d'une enzyme a 

l'avantage de pouvoir être évaluée dans la cellule et dans le milieu. On peut 

ainsi déterminer la libération de cette enzyme dans le milieu au cours du 

temps (Elliott, 1979). Une enzyme cytoplasmique fréquemment dosée est la 

Lactate Déshydrogénase (LDH). Cette enzyme intervient dans la réaction 

suivante; 

introduction 
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LDH 

pyruvate + NADH --~) lactate+ NAD+ 

Les cellules lêsêes 11bèrent leur LDH dans le surnageant. Cette 11bérat1on est 

dépend donc de l'intégr1té membrana1re. La mesure de ract1v1tê de LDH dans 

le surnageant (LDHs) d'une part, n,ct1v1tê de la LDH totale (LDHO d'autre 

part permet de su1vre révolution de la morta11té cellula1re au cours du 

tP.m~s I P. pourcentage de LDH dans le cellule (LDHc) peut être estimé en 

f a1sant le repport suivant : 

11 est important de souligner que ce test ne fournit pas une estimation 

absolue de le viabilité cellulaire vu que la LDH présente dans le surnageant 

est éliminée ou cours des différentes centrifugations ramenant ainsi lo 

LDHt égale o lo LDH présente dons les cellules. 

3.2. L"intégrité métnbolique 

3. 2.1. Les voies métaboliques 

Le respiration est un critère ut111sable pour toute suspension cellulaire. 

Toutefois, la resp1ration peut être variable su1vant ract1v1tê de le cellule et 

n·est pas nécessairement dépendante de l'état d'intégrité métabolique 

(Elllott, 1979). 

La gluconéogenèse, 16 synthèse de protêines, ... sont eutant de vo1es 

métaboliques témoignant d'une activité cellulaire. Elles peuvent être 

étudiées en utilisant des molécules radioactives qui y sont incorporées. 

introduet\Ort 
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C'est le cos pour lo cinétique de tronsport du tourocholote chez les 

hépotocytes isolés. Ce tronsport peut être considéré en tont que critère 

d'intégrité vu qu'il foit intervenir différentes porties de lo cellule. En effet, 

nous distinguons trois étopes essentielles qui sont : 

- captation du taurocholate au niveou du pôle sinusoîdal por 

des tronsporteurs oct ifs (Schwortz, 1975) 

- migrotion intrncelluloire par intervention de protéines 

spécifiques 

- excrétion au niveou conoliculoire grâce â des tronsporteurs 

porticuliers (!noue, 1984). 

Le passoge du tourocholate â trnvers l'hépotocyte implique donc des 

tronsporteurs membrnnaires (consommont de l'énergie) et une voie de 

tronsport i ntroce 11 ul oi re. Toute perturbot ion dons l'une de ces étopes 

modifiero le tronsport du tourocholate. Afin de le coroctériser, nous ovons 

recours o un modèle mathémotique. 

3. 2. 2. Analyse compartimentale 

Le modèle mathématique n·a pu être développé qu'en considérant un état 

stationnaire où 1 a concentrai ion en tau roc ho 1 ate i ntrace 11 ul aire est en 

équilibre avec la concentration extracellulaire. Dans toute expérience 

envisagée, cela implique donc un temps de préincubation des hépatocytes en 

présence de taurocholate. Lorsqu'on atteind l'équilibre en taurocholate, nous 

ajoutons une petite quantité de taurocholate radioactif. 11 se répartit dans 

le milieu extracellulaire mais est également capter par l'hépatocyte. Durant 

tout un temps, la cellule le capte sans l'excréter. Petit à petit, sa 

concentration i nt race 11 ul aire augmente et une excrétion de taurocho l ate · 

radioactif devient effective. 

Sur base de ces quelques explications, nous pouvons décrire le modèle fermé 

à deux compartiments (figure 4) décrivant la cinétique de transport du 

intr-oductron 
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tourocholote tritié por les cellules isolées (Coche T, 1964). 

Si nous reprenons le raisonnement au déport, le milieu extracellulaire 

(représenté par le compart1ment 1) cont1ent une quant1tê X 1 Cie taurocholate 

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

quontité x2 de taurocholate froid. A l'état stationnaire, les vitesses d'entrée 

e.1 i:t~ s,:1r1ie du taurocholate sont égales: 

V = V entrée = Y sortie ( 1) 

(2) 

Les quantités de taurocholate dans le milieu extracellulaire et 

intrecellulaire étant constantes , on peut écrire : 

dX 1 = Y entrée - V sortie = 0 

dt 

(3) 

dX l = k 12 * X 1 - k21 * X2 - 0 (4) 

dt 

Afin de pouvoir mesurer les constantes de vitesse, une faible quantité de 

teurocholate radioactif est ajoutée. Cet ajoût ne proYoque pas une variation 

de la quantité de taurocholate présente à l'extérieur de la cellule et 

J'équilibre dynamique n'est pas significatiYement perturbé. Cependant, le 

teurocholate marqué n'est pas è l'état stationnaire et pénètre dans le cellule 

à une Yi tesse 

(S) 
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* Progressivement, lo vitesse de sortie du tourocholote augmente jusqu'au 

* moment où elle s'égale i, lo vitesse d'entrée de tourocholote . On atteint 

oinsi l'étot stoti~nnaire pour le taurocholote *. 

Lo variotion de quontité de troceur (exprimé en ~) en fonction du temps 

dons les cellules et le milieu peut être mise en grophique (figure 5). 

L'a justement des équations du modèle oux données expérimentales permet 

d'est t mer 1 es valeurs de k 12 et k21 . Ceci est réa 11 sé en ut il 1 sant 

l'oigorithme des moindres carrés non linéaires è l'aide d'un programme qui a 

été mis eu point eu leboretoire sur Mecintosh('Mec Lob', T. Coche). 

La vitesse à l'état stationnaire sera donc déterminée de la façon suiYante : 

Sochont que: Xt = X 1 + X2 (6) 

où Xt = quantité totale de taurocholate ajouté dans le milieu en 

début de préincubation. 

X 1 = quantité de taurocholate dans le milieu à l'état 

stationnaire. 

x2 = quantité de taurocholate présente dans la cellule à l'état 

stat t onnat re. 

Remplacent (6) dans (2), on obtient : 

(7) 

En regroupent 1 es poromètres : 

(8) 

Tttroduction 
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Km Vm 

(µM) (nM. m1n- 1.mgr- 1) 

4.30 t 1.10 1.50 ± 0.22 

tableau 1: Uoleur de K• et U■ax pour la courbe obtenue en figure 6 
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(Coche T ~ 1984). 
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La valeur de X 1 à l'état stationnaire est donc; 

(9) 

Xt = ----

et la vitesse d'incorporation du taurocholate est : 

( t 0) 

V s·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 l'on porte en graphique (figure 6) la vitesse en fonction de 

la concentration en taurocholate, on constate qu'il s'agit d'un transport 

saturab 1 e. L ·ajustement de l'équation de Mi chae li s-Menten aux points 

expérimentaux permet d'estimer les deux constantes qui caractérisent cette 

hyperbo 1 e : la constante d'affinité (Km) et la V max de transport ( tab 1 eau 1 ). 

L ·a 11 ure hyperbolique suggère 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 pôle 

sinusoïdal égale la vitesse d'excrétion effectuée au pôle canaliculaire. 

Cet te voie métabolique implique des transporteurs membranai res 

caractérisés par une constante d'affinité (Km) et un Vmax. Une altération de 

ces transporteurs se traduira par une modification des valeurs (affinité 

modifiée si Km est différent, nombre de transporteurs modifié si la Vmax 

est différente). 

introduction 
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L"object1f du projet dans lequel s"inscr1t ce travan est de déceler nnfluence 

de la gravité sur les différentes fonctions métaboliques de rhépatocyte. 

Afin d"étudier ractivité cellulaire en microgravtté, le matér1el biologique 

doit répondre, entre autres, à deux facteurs 1mportants. Premièrement, 11 

doit posséder de nombreuses vo1es métaboliques que ron puisse caractériser 

(par intégration de molécules radioactives par exemple). Deuxièmement, 11 

d~~t ê'.: e compatible avec le cadre expér1mental du Spacelab. 

La cel lule hépattque répond au premier critère de sélection de part ses 

nombreuses voies métaboliques. La suspenston d"hépatocytes isolés se 

présente comme un matériel biologique suffisamment manipulable que pour 

répondre au second critère de sélection. 

4 . 1. Le b1 orne le 

Le laboratoire spattal de la navette a été conçu de manière à effectuer des 

ot>servat ions dans des domaines ausst di Yers que rastronomi e, 1 a physique, 

r océanographie, la géologie et la biologie (ESA 6R 14, 1963). Le t>iorack, 

partie intégrante du Spacelab, factlite toute étude impllquant du matériel 

bi ologique en microgravité (Mesland D., 1963). 

Les unités composants le 61orack (figures 7 et 6) sont, entre autres, deux 

incubateurs, un combiné frigo/congélateur, deux centrifugeuses, une table 

de trava11 (permettant de travailler en condition stér11e) associée à des 

appareils microscopiques, photographiQues et cinématographiQues (figure 8). 

Le matériel impliqué dans rexpérience biologique doit être nécessa1rement 

contenu dans des containers parallé11p1pèdiQues de deux ta111es différentes 

(type 1 = 50 ml et type 11 = 300 ml). 

L'un des incubateurs permet d·opérer à une température comprise entre 18 et 

Yitroduction 
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30 °C, l'autre entre 30 et 40 °C. Tous deux sont en relation directe avec les 

centrifugeuses 1 6 qui permettront de distinguer les effets spécifiques dus 

à l'opesonteur de ceux qui pourraient être attribués aux conditions de vol 

(rodiotions, décollage, . ..). Notons que seuls les contoiners de type I peuvent 

être plocés dons lo centrifugeuse. 

4.2. Séquence expéri mentn 1 e envi sngée 

:..·~:~~:~~~n des hépotocytes s'effectuero ou plus tord 6 o 12 heures ovont le 

lancement de la navette spotiale (figure 9). Les cellules ne pouvont être 

conservées o 0°C que duront quelques heures, leur stockoge i, bosse 

tempéroture est indispensoble de monière o gorder une viobilité convenoble 

jusqu·o leur utilisotion dons l'espoce. Ces cellules seront alors introduites 

dons un ou plusieurs containers plocés dons des coffres ii contrôle de 

température possif jusqu·o l'arrivée en orbite. Lo, l'accès ou Spocelob étont 

possible, ces containers sont déposés dons le combiné frigo / congéloteur. 

L'expérience en apesanteur . nécessite un tube d'incubation (figure 10) 

construit de monière à servir de lieu de stockage des cellules ovont 

l'expérience et de 1 i eu d'i ncubot ion duront l'expérience. Afin d'homogénéiser 

la suspension, un système d'ogitotion est prévu. Différentes seringues 

contiennent: le milieu de culture, les additifs nécessoires oux troçoges des 

voies métaboliques, de lo glutoraldéhyde (utilisée en fin d'expérience pour 

orrêter le métobolisme cellulaire). o·outres seringues servent o prélever des 

oliquots de suspension hépotocytoire ou cours de l'expérience. Ils sont 

centrifugés de façon o séparer rapidement les cellules du milieu 

d'incubotlon, et les tubes sont ii nouveeiu congelés. Le matériel est récupéré 

quelques heures oprès l'atterrissage. 

L'isolotion étant exclue en opesonteur (trop complexe et trop longue): 11 fout 

envisager un décologe entre l'isolation des cellules et le moment de leur 

utilisation. Lo conservation d'une suspension hépatocytoire ii 0°C ne permet 

introduofon 
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de gorder les cellules intoctes que duront quelques heures. L'objectif de ce 

trovoil est de rechercher un protocole de cryopréservotion des hépotocytes 

qui répondent oux critères suivonts : 

introduction 

- conservotion des hépotocytes dunmt opproximotivement une 

semoine 

- réchouff ement des hépotocytes suivont un protocole le plus 

simple possible 

- mointient de l'intégrité celluloire et d'une fonctionnolité 

métobolique optimole pendont un déloi de l'ordre d'une heure 

oprès réchouff ement de ces cellules. 
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A 37°C, rhépetocyte e un métebolisme trés ectH. 61en souvent, en dépit d'un 

milieu d'incubetion optimum, le cellule présente rep1dement certains 

troubles suite à raccumuleUon de déchets métaboliques, â rêpuisement du 

mi Heu, .... Toutefois, Ol<hume ( 1982) rapporte une rétention de la LDH 

cytoplesmique et une gluconéogenèse inchengée après 1 heure d'incubation. 

Crane et Miller ( 1977) perviennent â maintenir un taux de synthèse 

~i-u l~ i 4ue l,IJI .~ tant pendant 20 heures. 

Le stockage des cellules à 0°c se fait régulièrement avant leur utilisetion à 

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 

valeble Que durant Quelques heures. Il est donc nécesseire de mettre en 

place un moyen de stockege permettent de garder une intégrité celluleire et 

un métabolisme intact pendant un délai plus long. 

5.1. conservBtion è bBsse tempêrBture : gênêrBlitês . 

.o_) Le cristallisation du milieu 

La congéletion impliQue de feire la distinction entre deux milieux qui sont 

le milieu intracelluleire et le milieu extracellulaire. Le meintien de 

l'intégrité cellulaire implique Que ces deux milieux soient à tout moment en 

éQuilibre (potentiels chimiques égaux). 

Lorsque la température de la suspension cellulaire atteint -5°C, il apparait 

une phese solide dens le milieu extracellulaire (Mazur P, 1977). Les cristeux 

eQueux neissent rejettent en permenence toute molécule autre Que reeu et · 

le milieu extracelluleire se concentre en provoquent un appel d·eeu de le 

cellule vers le milieu extérieur. Le cytoplasme, â cette température, reste 
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liquide et en surfusion proboblement porce que lo membrone plosmique 

empêche les cristaux (de diamètre trop grond) d'entrer dans la cellule et d'y 

provoquer une cristallisotion (Mozur P, 1963) (figure 11 ). 

Les évènements ultérieurs dépendent de la vitesse de refroidissement. Si 

elle est suffisomment lente, la cellule libère l'eou par ex-osmose 

suffisomment ropidement que pour concentrer les solutés introcelluloires 

et gorder un potentiel chimique du cytoplosme en équilibre avec lo portie du 

milieu extrocellulaire non cristallisée(Mazur P, 1984). Il en résulte une 

dèshydratotion de lo cellule qui évite lo congélotion introcelluloire. Si le 

refroidissement est trop ropide, lo cellule n'est pos copeible de libérer 

suffisomment d'eeiu pour maintenir cet équilibre et le milieu introcelluloire 

devient sous refroidi et éventuellement atteint lo tempéroture de 

congélation introcellulaire (Mozur P, 1984). Cette cristollisotion peut être 

provoquée par l'entrée d'un cristal de petit diamètre â travers la membrane 

(Mozur P, 1963). En 1963, P. Mozur o proposé des équotions permettont de 

décrire ces évènements quontitotivement. Elles ont permis de déterminer lo 

vitesse de décroissonce de température lo plus f ovoroble pour éviter toute 

cristollisotion interne.Lei vitesse de congélotion optimole dépend 

pri nci po 1 ement de trois f octeurs qui sont: 

le coefficient de perméabilité cellulaire de l'etrn â une 

température donnée 

- l'énergie d'octivation de l'eau 

- le rapport surf eice /volume cellulaire. 

La présence de cristoux de glace introcelluloire provoque invorioblement un 

endommogement celluloire (Mozur P, 1963). C'est proboblement lors du 

réchouff ement qu'il y o destruction du cytoplosme. Si duront le 

refroidissement, il y o eu f ormotion de petits cristoux â l'intérieur de lo 

cell ule, ils ne sont plus stables thermodynomiquement lors du 

réchouff ement. Cela provoque une recristallisation intràcellulaire et fait 

opporo ître de gros cri stoux. 

introduction 
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g) Lo concentration des solutés 

Afin d'éviter cette recristollis0tion , il fout atteindre une vitesse de 

refroidissement suffi somment lente que pour éviter toute f orm0tion de 

cristoux introcelluloires por une déshydrototion presque totole. 

Toutef ois,cette déshydrot0tion provoque un occroissement de lo 

concentrotion en solutés qui deviennent toxiques (Locksley et Al, 1978) 

pour lo cellule (Mozur P, 1984). Ceci entroîne donc une 0ltérotion celluloire. 

Afin de 10 réduire, il fout un temps d'exposition o ces concentrations 

toxiques qui soit le plus court possible et donc occélérer lo vitesse de 

congé 1 ot ion 

_ç) Lo force méconique des cristoux 

Lo congélotion en milieu solide implique l'opporition de cristoux de gloce 

exerçont des forces physiques sur les cellules. Ils grondissent en loissont 

entre eux des "couloirs" dons lesquels circulent les cellules. Ces possoges 

deviennent de plus en plus étroits et les cristoux exercent des forces 

déformont lo cellule (Mozur P, 1984) et pouvont oinsi l'endommoger . 

.Q) Les ogents cryoprotecteurs. 

Afin de réduire les effets d'une congélotion introcelluloire et d'une 

concentrotion en solutés élevée, on ojoute o lo solution un ogent 

cryoprotecteur. On distingue deux types de cryoprotecteurs suivont qu'ils 

pénètrent dons lo cellule ou non (Locksley et Al, 1978). 

Les agents pénétronts sont de petites molécules c0p0bles de passer 10 

membrane plasmique tel que le DMSO (diméthylsulphoxyde) et le glycérol 

lorsque lo température du milieu est de 20°C. L'oction cryoprotective du 

introduction 
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DMSO s'exerce à deux niveoux. 11 réduit lo quantité de gloce formée à 

n'importe · quelle tempéreture duront lo congé lotion et déplece les 

concentrotions ioniques toxiques à des tempérotures plus bosses où 

l'endommogement celluloire est plus lent (He Gonn, 1976). 

Les ogents non pénétronts sont des molécules d'un diomètre ne leur 

permettont pos de troverser lo membrone plosmique. 11 s'ogit por exemple du 

HES (hydroxyéthyl storch) ou du glycérol lorsque lo tempéroture du milieu 

est è 0°C (è cette température, lo perméobilité de lo cellule est f oible et le 

- glycérol ne pénètre pos lo cellule (Locksley et Al, 197B)). HES reste donc 

dons le milieu extrocelluloire et provoque un stress osmotique qui résulte 

en une perte d'eou à une tempéroture négotive. Cette perte d'eou s'effectue à 

un moment où lo concentration extrocelluloire des outres solutés est encore 

fo ible. A l'extérieur de lo cellule, lo concentrotion ionique toxique n'est donc 

otteinte qu'ii très bosse tempéroture (Locksley E et Al, 197B). Ce 

cryoprotecteur ne réduit cependont pos lo toxicité des solutés il l'intérieur 

de lo cellule. 

En conclusion, nous pouvons dire que l'effet des cryoprotecteurs est bosé sur 

une minimisotion de l'endommogement celluloire créé por l'opporition de 

solutés concentrés (lors de lo réduction du volume d'eou introcelluloire et 

de lo formotion de gloce il l'extérieur) et sur lo limitotion de lo quontité de 

gloce introcelluloire (Locksley E et Al, 197B). 

Le DHSO lui même peut ovoir un effet toxique sur lo cellule. Des études ont 

été menées concernant les modificetions induites por le DHSO sur lo 

cinétique de tourocholote obtenue il 37°C (tobleou .2). 

Pour une concentrotion en DHSO de 2 :g, lo constente d'offinité est 

légèrement supérieure à lo normole (ce qui treduiroit une oltérotion 

partielle du méconisme d'entrée du tourocholate). Par contre, lo ·vmax est 

opproximotivement lo même. Pour une concentrotion en DHSO, de 13 :g_ lo 

constonte d'offinité est égolement modifiée mais le Vmox n'apparaît pes 

significotivement différent du contrôle. 

witroduction 
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Lo morphologie des cellules observées ou microscope électronique montre 

que des concentrot ions en DMSO de 13~ provoquent un gonflement des 

mi t ochondries (figure 12 e) oinsi que du réticulum endoplosmique et de 

1'opporeil de golgi (figure 12 f). Por contre, des cellules incubées dons 2 ~ 

de DMSO ne semblent présenter oucun dommoge ou niveou des orgonites 

(figure 12 c et d). 

En conclusion, les hépotocytes semblent résister ossez bien en présence 

d'une concentrotion en DMSO qui est déjâ élevée. 

5.2. Lo congélotion celluloire 

Tenont compte de ces connoissonces, certoins types celluloires sont 

conge 1 és et 1 o vi obil Hé obtenue oprès réchouff ement est sot i sf oi sonte. Ces 

congelotions se font sui vont des protocoles optimisont lo boisse de 

tempéroture (compromis entre un équilibre des potentiels chimiques et une 

exposition o une concentrotion en solutés lo moins toxique possible). 

Les embryons ou stode huit cellules sont générolement conservés dons un 

mi li eu solide (-196°C): Un stockoge o cette tempéroture duront 155 jours 

dons l'érythritol permet d'obtenir une viobilité de l'ordre de 53 ~ oprès 

réchouff ement (Mi yomoto H, 1981). Lo congé 1 ot ion d'embryons muri ns 

(- 196°C) duront 180 jours dons l'éthylène gl yco 1 permet de récupérer 78 ~ 

d'embryons viobles (Miyomoto H, 1977). Lo congélotion d'embryons dons un 

mil i eu contenont du DMSO permet d'obtenir une viobilité oprès réchouff ement 

de l'ordre de 85 ~ (Wilmut 1, 1972). 

Le but protique de ce stockoge d'embryons est de disposer d'onimoux _ 

domestiques de quolité que l'on peut tronsplonter chez une mère porteuse 

(Wilmut 1, 1972) ou de préserver des espèces rores (Mozur P, 1984). 

L'hépatocyte est un type celluloire plus difficile o conserver o bosse 

tempéroture. Ces cellules sont plus spéciolisées, sont différentiées et ont 

;ntroduction 
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certoines voies métaboliques particulières qui les rendent plus sensibles aux 

endommogements provoqués por le milieu solide. 

Lo congélation à -196°C donne des résultats différents suivant le type de 

critère de viabilité choisit. Ainsi, après congélation d'hépatocytes dons un 

milieu contenont du 0MS0, 70 % d'entre eux excluent le trypon bleu. Por 

contre, l'octivité métabolique (incorporation de leucine) est réduite jusqu·o 

20 ~ (Fuller J, 1985). La conjugoison de bilirubine est réduite de 80 % (Fuller 

J, 1982). A nouveou, le protocole utilisé est un régime de refroidissement 

lent et de réchouff ement rapide (Fuller J, 1982). 

L'objectif de lo conservation à long terme est notamment d'obtenir des 

hépotocytes disponibles pour une tronsplontotion chez un potient dont le foie 

est endommogé (Fuller J, 1982) ce qui ne requiert pos une viabilité élevée 

dons lo quontité de cellules tronsplontées. 

Notre but est de conserver des hépotocytes pendont quelques jours ce qui 

pourroit ne demonder qu'une température négative modérée. Ce protocole doit 

être simple d'utilisation vu que les moyens du Biorock sont limités. 

Afin d'éviter le problème de recristollisotion et de concentrotion excessive 

en solutés lors de l'opporition de glace, nous envisageons d'éviter l'opporition 

d'une ph ose soli de. 

5.3. le stockage en mi1ieu liquide 

Il semble que ce soit J. Forront(1965) qui le premier tente de réduire l'effet 

néfaste des solutés sur lo cellule lors d'une congélation. Pour ce foire, duront 

lo baisse de tempéroture, du 0MS0 à tempéroture odéquote est ajouté dons le 

milieu afin d'éviter toute ougmentotion, dons lo phose liquide, de lo 

concentration des solutés ou dessus de leurs voleurs normales (Farront J, 

1965). o·outre part, afin d'éviter lo formation de lo glace, il fera en sorte 

d'obtenir une concentration finole en DMS0 de 55 % qui permet ou mélonge 

eou-0MS0 de rester liquide il -79°C (tempéroture finole) (figure 13) . 
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Les résultots qu'il obtient (oprès stockoge 0 -79°C) en utilisont l'utérus ou le 

colon de cobaye montre que le possoge por une concentration élevée en 

solut és est néf oste pour lo contraction musculaire. Si les concentrations en 

solut és ne dépassent pos lo normole lors de lo congélation, lo contrnction 

n'est qu'un peu modifiée por rnpport fi un muscle fraîchement isolé .Quond fi lo 

f ormotion de gloce, il ne semble pos que ce soit un f octeur très import ont 

pour une bonne contrnction (Forrant J, 1965). 

Toyl or ( 1983) met cependant en évidence l'effet dommogeob le d'une 

oppon t1on oe cristaux de gloce dons des muscles lisses stockés fi -21 °C et il 

constate une contractibilité bien meilleure en milieu non congelé. o·outre 

port, il constote qu'un toux de refroidissement ropide (2°C/min) o un effet 

négotif sur lo controction musculoire. 

Bien que le refroidissement en milieu liquide élimine certoines difficultés, il 

est nécessaire de contrôler l'acidité du milieu qui influence fortement lo 

réponse ultérieure du muscle fi lo contraction (Toylor M J, 1978). Le f oit 

d'ojouter un soluté non électrolyte tel que du DMSO provoque un obaissement 

de lo constante diélectrique du milieu et influence la solubilité et la 

conformotion protéique (Toylor M J, 1978). On voit donc que toute oltérntion 

de 1'eictivité de l'ion H+ entraine des conséquences dommeigeobles pour lo 

cellule. Afin de Qorder cette activité ionique constante et rétoblir l'équilibre 

ocide-bose dons ce milieu de stockEJge, il est f ovorable d'y ojouter un ion 

zwi ttérionic (Toylor M J, 1982). L'importance du pH sur lo contrnction est 

présenté en figure 14. De plus, il est nécessaire de remplacer l'ion chlore por 

un outre ion i mperméob 1 e (T oyl or M J, 1982) et l'i on No+ por l'i on K+. 

Le protocole de stockage en milieu liquide développé por Toylor ( 1976) pour 

les muscles lisses serviro de point de déport â ce travoil. Nous présentons 

ci-oprès les étopes principoles. Les bondes musculaires issues de l'intestin 

de cobeiye sont équi 1 i brées duront une heure dons une so 1 ut ion de Krebs-DMSO 

(20%(w/v)) à 37°C. Ensuite, ces longuettes musculaires sont immergées dons 

une solution K+ -Pipes 30~ DMSO duront une heure fi - 7°C. Enfin, les bondes 

ir,troduotion 
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musculoires sont refroidies jusqu'à lo tempéroture finole de stockoge 

(-13°C). Lo procédure de réchouffement se foit por le tronsf ert des muscles 

dons une solution Krebs sons DMSO o 37°C et bien gozéïfiée. 

Les controctions isométriques de bondes musculoires en réponse il des doses 

opti mei 1 es d'hi steimi ne permettent d'évo 1 uer 1 ei vi obil ité ovont (réponse 

contrôle) et oprès le refroidissement. 

Les poges qui suivent présentent lo démorche qui o été utilisée ofin 

d'observer l'influence de ce type de stockoge sur lo vieibilité des hépotocytes. 

V'tkodoohon 
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Ce travail s'inscrit dans un projet de recherche tendant à déceler les effets 

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

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

d'hépatocytes isolés permettant de décaler l'isolation des cellules {réalisée 

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 l'hépatocyte. 

Pour y répondre, il f eut; 

introdootion 

mettre en pl ace un protocole expérimental de 

refroidissement et de réchauffement cellulaire 

n'altérant pas l'hépatocyte. 

- tenir compte des limites matérielles du laboratoire 

spatial pour les étapes de réchauffement. 

choisir des critères de viabilité permettant de déceler 

l'influence de la cryoprotection. 

- proposer certaines alternatives possi b 1 es envisageables à 

plus long terme. 
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1. Rt1cttf1 

- Glucose, acide taurocholique c3H) (2.7 Ci Immole), diméthyl 

su lphoxide (99+%) proviennnent de Sigma, Chemical Company, St-louis, USA. 

- Tricine [N-(tris-(hydroxyméthyl)-métyl)-glycine]. 98+% Janssen 

Chimica, Beerse, Belgium. 

- Milieu nutritif de Leibovitz L-15, Flow Laboratories, U.K. 

- Scintillant Ready-solv'" EP de Beckman lrvine, California. 

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

Charbonnières les bains, France. 

- Huile de silicone, Wacker-Chemie GmbH, München. 

- Collagénase, Gibco1
" Laboratories, Life technologies, INC, Ohio, 

USA. 

- Le milieu de culture est le DME (Dulbecco·s Modified Eagle's 

Medium) enrichi d'insuline. 

2. 11011tton d11 htp1tocyt11 

2. 1. Animaux 

Les animaux utilisés sont des rats femelles Sprague-Dawley dont le poids 

corpore 1 se situe entre 200 et 300 gr. l ls reçoivent ad 1 ibitum une nourriture 

standard et sont maintenus en régime d'illumination diurne. Durant les douze 

dernières heures avant l'opération, l'animal est mis à jeun. 

mat. et méthodes 
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2.2. Méthode d"isolation 

2.2.1. Le ■atériel (figure 15) 

Une pompe péristaltique (PP) (HR. Flow lnducer, Watson Marlow Limited, 

England) aspire la solution du réservoir central (RC) (cylindre gradué de 250 

ml) pour l'envoyer dans la colonne de vigreux (CV) qui permettra une 

saturation en carbogène (95% o2 et 5% co2) afin de stabil1ser le pH et fournir 

l'oxygène aux cellules. Avant d'être envoyé dans la colonne de vigreux, le 

carbogène passe préalablement dans un humidificateur (H). Le liquide de 

perfusion passe alors dans un circuit de réchauffement (BT) {bain 

thermostatisé à 3J-C) avant d'atteindre le cathéter (Becton Dickinson 16 G2, 

0 intérieur : 1.07 mm, 0 extérieur : 1.68, L : 5.08 cm) enfoncé dans la veine 

cave de l'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 première est une solution tampon de Krebs-Ringer Bicarbonate sans 

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

desmosomes. 

MgS04 

KCl 

1.18 mM 

4.75 mM 

25 mM Glucose 

1.18 mM 

118 mM 

11.1 mM 

ta solution tampon Krebs-Ringer Bicarbonate avec calcium remplace en 

cours de perfusion la première solution lors de l'ajout de collagénase, pour 

mat. et méthodes 
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recueillir les hépatocytes après isolation et également pour le stockage de 

courte durée à o·c. 

Ml]S04 

KCl 

NarlC03 

1.18 mM 

4.75 mM 

25 mM 

2.2.3. Séquence opératoire 

Glucose 

1.18 mM 

118 mM 

5.55 mM 

Les hepatocytes sont isolés à partir de foie de rat par la 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/kg). 

- après l'avoir couché sur le dos, on ouvre la cavité abdominale et on déplace 

les viscères sur la droite de manière à dégager la veine porte (VP) et la veine 

cave abdominale (VCA) (figure 16). 

- Une première ligature (L 1) lâche est placée autour de cette dernière à 

hauteur du trou physiologique. 

- En amont des veines rénales, une seconde ligature (L2) lâche entoure la 

veine porte. 

- En amont de cette ligature, un premier cathéter (C 1) est introduit dans la 

veine jusqu'à hauteur du foie. Cette seconde ligature est alors serrée. 

- On connecte le cathéter avec le tuyau amenant le 1 iquide de perfusion 

gazéïfié (95 ~ d'02 et 5 ~ de co2) et porté à 3rc (débit d'environ 20 

ml/minute). 

- La veine porte est rapidement incisée en aval de la première ligature (L 1) 
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de façon à permettre à la solution de Krebs-Ringer sans calcium de quitter le 

foie qui blanchit instantanément. 

- On sectionne alors les côtes, le diaphragme et le sternum de manière à 

enlever la cage thoracique. 

- Une troisième ligature (L3) lâche est alors placée autour de la veine cave 

thoracique. 

- Un cathéter (C2) y est enfoncé à partir de l'oreilette droite du coeur 

jusqu'au hi le. 

- Les l igatures entourant la VCT et la VCA sont successivement fermées. De 

cette manière, un circuit fermé est obtenu dès 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 dernières manipulations, environ 250 ml de KRB sans calcium se 

sont écoulés du foie. Dès que le cylindre central est vide, on y verse 100 ml 

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 ca2+ porté à 

37•c. 11 a été montré que les ions ca2• améliorent l'activité de la collagénase 

en maintenant sa structure tertaire (Seifter Set Al, 1970). 

- Au bout d'une dizaine de minutes, le liquide suinte par la capsule de Glisson 

et l'organe perfusé se ramollit. Sans couper dans la capsule de Glisson, le foie 

est alors excissé du corps de l'animal et déposé dans une boite de pétri 

contenant 20 ml 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.i. Le traite■ent ■écanique de l'isolation 

11 consiste en une agitation latérale (amplitude de 4 cm; 75 ose/min) dans un 

bain à 3rc thermostatisé de cette suspension hépatocytaire brute en 

présence de 30 ml de solution calcique (gazéifiée et portée à 37•c) et 25 mgr 

de collagénase. Après 1 O min, la solution est filtrée. 

2.2.5. la filtration 

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

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

29* 102 mm, Dupont Instruments). Remp11s tous deux Jusqu·au tra1t avec la 

solution calcique, ils sont centrifugés (centrifugeuse ALC 4225) à 500 rpm 

(25 g) durant t min de manière à retirer les cellules mortes et les cellules 

parenchymateuses (présentes dans le surnageant). Les culots d'hépatocytes 

sont suspendus à nouveau dans une solution calcique, réunis en un seul tube, 

filtrés et reséparés en 2 tubes. Une dernière centrifugation est effectuée, le 

surnageant est retiré et les culots suspendus adéquatement afin d'obtenir la 

concentration finale souhaitée. Les cellules sont alors placées à o·c jusqu'au 

moment de leur utilisation. 

3. Protoco11 de 1tock1g1 d11 htp1tocyt11 

A bllll t1mptr1tur1. 

3.1. Solutions 

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

1982). 

La solution Krebs-20 % (w/v) DMSO est utilisée durant la première heure de 
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stockage à 2o·c. 

NaCl 0.1212 M 

CaCl2.2H20 0.0025 M 

NaH2Po4 0.0012 M 

Glucose 0.0115 M 

+ Carbogène 

KCl 

MgC12 

DMS0 

0.0054M 

0.0012 M 

0.015 M 

2.56 M 

37 

La seconde solution est un tampon 30 % (w/v) DMS0 K+ -tricine utilisé à des 

températures négatives. 

NaCl 0.0072 M KCl 

CaC12.2H20 0.0025 M MgCl2 

NaH2Po4 0.0012 M KHC03 

Glucose 0.0155 M K0H 

DMS0 3.9 M Tric1ne 

+ Carbogène 

Le pH est de 8.6 à 2o·c et 9.3 à -13'C (Taylor MJ, 1982) 

Cette solution contient K+ : 135.5 mM 

Na+ : 8.4 mM 

Cl- : 81.9 mM 

3.2. Stockage 

0.0423 M 

0.0137 M 

0.0155 M 

0.0777M 

0.100 M 

La suspension hépatocytaire gardée à o·c dans le KRB avec ca2+ est 

cent rifugée (500 rpm). Le volume de surnageant est remplacé par la solution 

de Krebs- 20% {w/v) DMSO. Les cellules y baigneront durant une heure à 2o·c 

mat. el méthodes 
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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 même volume de tampon 30 % 

(w/v) DMSO K+-Tricine qui est à une température de -7•c. Les cellules sont 

équil ibrées à cette température durant une heure (afin de s'équilibrer avec ce 

nouveau milieu). Après cette équilibration, la température est diminuée de 

1 •c/min pour atteindre -13•c. 

t~,tu,-,. (°C) 
zo ♦..,...,.,-.-

::i~i:i:iùii:i::~~i~~ 
., .. ·.w.•.······n"l< 

IiliitiiiBJ 

-10 ······•.··· ·· 
J 1 .. 

Temps (H) 

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

ref raidissement 

Le réchauffement se fait par un ajout de la solution KRB avec Calcium (portée 

à 3J9C et saturée en Carbogène). Afin de diminuer la concentration en DMSO 

dans le mflieu, on rajoute du KRB de manière à effectuer une dilution de dix 

fo is. 
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44. Ev11u1tton dt 11 vt1bt1ttt c111u11tr1. 

4.1. Exclusion de colorant vital. 

1 O µ1 de solution d'érhytrosine rouge (3.6 mgr/ml de NaCl 9 %.) sont ajoutés 

à 50 µI de suspension hépatocytaire. Une partie de ce mélange est prélevée, 

déposée dans une cellule de Neubauer (lmproved Neubauer, Hausser Scientif1c 

USA). 

Estimation de viabi11té (%)=nombre de cellules ayant rejetté le colorant vital 

nombre de cellules au total 

4.2. Dosage de ractivité de la Lactate Déshydrogénase 

L'act ivité de la LDH est dosée selon la méthode spectrophotométrique 

proposée par Bergmeyer et Bernst ( 197 4). La LDH est un enzyme 

cytoplasmique catalysant la réaction suivante ; 

LDH 

Pyruvate + NADH + H+ ---) Lactate+ NAD+ 

Les solutions sont 

NADH :7.36 mgr dissous dans 1 O ml H2o ( 1 mM) 

Solution Tris-Pyruvate 

1.00 mM pyruvate 

0.05 mM Tampon Tris 

On i ntroduit successivemnent dans une cuvette 0.8 ml de solution 

Tris- pyruvate, 0.1 ml de solution contenant l'enzyme à doser (adéquatement 
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diluée) et_ 0.1 ml de NADH. Après homogénéisation, la mesure d'activité de la 

LDH se fait à 340 nm (mesure au spectrophotomètre 820, Kontron). 

Activ1té de la LDH (UI) = abs/mtn *dilution* 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 XlOO 0, 14 %. 

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

dans le surnageant obtenu après centrifugation de 1 ml de suspension 

cellula ire. 200 µ1 de surnageant sont prélevés et additionnés de 20 µ1 de 

Tri t on 1, 1 %. 

4.3. Cinétique de taurochoJate. 

1.3.1. Préparation des aicrotests tubes 

On injecte successivement 50 µ1 de paraplaste liquéfié (afin de le couler plus 

fac ilement dans le tube), 50 µ1 de KOH 3 M et 3 gouttes d'huile de silicone 

(densité à 25•c; 1.03-1 .05) (figure 18). 

1.3 .2. Incubation des hépatocytes 

Dans un milieu de Leibovitz L-15 (2 ml) porté à 3rc et contenant 50 µ1 de 

taurocholate froid (430 µM), on ajoute 100 µ 1 de suspension hépatocytaire 

(20 mill ions de cellules /ml). Ces cellules sont pré-incubées dans le mi lieu 

contenu dans un pot placé dans un bain thermostatisé à 3rC à agitation 

latérale durant 20 min afin d'équilibrer la vitesse d'entrée et de sort:ie du 
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KOH 3M 

Perepleste 

figure n•1a : Cette figure illustre la préparation des ■ icrotests 
tubes pour les expériences de captation du 
taurocholate. 
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taurocholate dans la cellule. On injecte dans cette suspension 1 0 µ1 de 

taurocholate tritié (0.0166 mCi/ml). Des aliquots de 150 µ1 de cette 

suspension sont alors prélevés à des temps différents (30", 60", 90", 120", 

150" .5'_. 7'. 15',25',35') et injectés dans un microtest tube. Une centrifugation 

(microfuge B. Beckman lnstuments, 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 façon à être coupés aisément à hauteur de 

l'huile de silicone (Il) et du paraplaste (1) (figure18). Dans la fiole contenant 

le surnageant, on ajoute 4.5 ml de liquide scintillant. La fiole contenant les 

cellules est placée à l'étuve à 7o•c de manière à faire fondre le paraplaste et 

ainsi l ibérer le KOH et le contenu cellulaire. On ajoute alors 0.5 ml de benzène 

(pour solubiliser le paraplaste), 115 µ1 de HCl (2N) pour neutraliser le KOH et 

4.5 ml de liquide scintillant. 

Les échantillons sont mis à compter dans un compteur à scintillation J3 

(Beckman LS 1801 ). 
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4.4. Dosage de protéines 

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

Les réactifs sont ; 

Solut1on A 7 ml de Na2co3 14.3 % 

2.5 ml NaOH 2 N 

0.5 ml Tartrate 20 % 

Solution B. Cuso4 0.5 % 

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

42 

On incube 10 min à température ambiante 0.2 ml de l'échantillon à doser avec 

0.2 ml de la solution C. Après ces 1 O min, on ajoute 0.6 ml de Fol in (volume 

f inal de 1 ml) que l'on incube 1 O min à so·c. La lecture se fait à 660 nm au 

spectrophotomètre (820, Kontron). 

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

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

façon suivante : 

conc. inconnue= AB5 inc * conc. étalon 

ABS étalon 

Une droite de corrélation (figure 19) a pu être établie entre les mgr de 

protéînes et le nombre d'hépatocytes comptés sur la cellule de Neubauer. Son 

équation est: 

y = -1,8326 + 1,0308 X 

où y= mgr de protéines/ml 

x = millions d'hépatocytes 
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11'11Dilllf1 il lllllllDlilNIDEII N. 

1. 1. Le test à J"érythrosine 

1.1 . 1.Equilibration d'une heure dan3 20 1 DMSO 

Le protocole de stockoge à bosse tempéroture en milieu liquide requiert des 

concentr6tions en DMS0 élevées. Le test â l'érythrosine, étont un moyen 

d'évoluotion de l'intégrité celluloire, o été utilisé pour dépister l'effet du 

cryoprotecteur o des tempérotures positives. Pour cela, les cellules furent 

p16cées ô 37 et 20°c dons des solutions Krebs dont 16 molorité en DMS0 

vorie (0, 1.5 et 2.56 M) ofin de rechercher un éventuel effet de lo 

concentrotion en DMS0 en fonction de lo tempéroture ou du temps. Les 

estimations étont relativement vori_obles, nous avons estimé la moyenne en 

regroupant les observotions d'heure en heure. 

- La figure 20 présente l'évolution de lo viobilité cellulaire moyenne por 

heure o 37°C pour différentes concentrotions en DMS0 et 4 suspensions 

provenont d'oni moux différents (rot 1,2,3 ,4). 

- Lo figure 21 présente l'évolution de lo viabilité cellulaire moyenne por 

heure â 20°C pour différentes concentrotions en DMS0 et 4 suspensions 

provenont d'onimoux différents (rot 5,6,7,8) . Une série de voleurs ont été 

prises ou hosord pormi les résultots de façon o obtenir un tobleou comprenont 

un même nombre d'observations por rot. Une AN0YA o été effectuée sur ce 

toble6u ( annexe A 1 ) en considér6nt 3 nive6ux du focteur temps ( 1,2 et 3 H), 

3 niveaux du focteur concentration, 2 niveoux de température et 4 niveaux du 

facteur rot. Globalement, la concentration en DMS0 n'off ecte pas 

signific6tivement 16 vi6bilité, meis il fout considérer que lo relot ion 
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prolongé à -7°C (annexe RJ). 

(1~/U)Ht))*100 

70 

'° 
50 

40 

30 

20 

10 

Témoins 6 o•c · 

4 

5 
-13 
30 

60.75 :1: 2.27 

0 
0 

77.7 :1: 3.2 

o+-------41------+------+----~1------+------1 

0 30 60 90 120 

Figure 22 ~ Evo I ut ion de I a I i bérat ion de LDHc pour des ce 11 u I es 
placées à 0°C et réchauffées à 37°C durant 5 ainutes. Ces résultats 
sont obtenus à partir du protocole présenté en annexe 81. 

180 



44 

temps-conceritrotion n'est pos lo même oux deux tempérotures (interoction 

tri ple significcllive). Ce qui pourroit supposer, à lo vue des histogrommes, un 

,:,ffpt r1 ~ 1~ r-r"'l~ertrotion en DMS0 plus néf oste à 37°C. 

De f oçon évidente, lo résistonce ou cours du temps est meilleure o 20°C et 

cette tempéroture sero choisie pour lo suite des expériences. 

1.1 .2. Stockage à des teapératures négatives 

Lo suite du protocole consiste o remplocer le milieu krebs 2oi DMS0 por lo 

solut ion K+ -Tricine 30 i (w/v) DMS0 à -7°C. Le retroit de lo solution 

Krebs-2oi DMS0 se foit por une centrifugotion o 500 rpm duront une minute. 

Des tests de viobilité ont été effectués pour comporer des cellules plocées o 
0°C et des cellules stockées (1 Ho 20°C, 1 Ho -7°C et 3 heures o -13°C) 

(tobleou 3). Ce même type d'expérience o été répété ofin d'obtenir une 

voriobilité plus foible Connexe A2). IJ ressort essentiellement que l'intégrité 

membronoire reste stoble pour des cellules plocées o 0°C. Quont oux cellules 

stockées, il semble qu'environ 30 i d'entre elles oient perdu l'intégrité 

membronoire. 

Cette observotion à l'érythrosine doit être vérifiée por un outre critère 

d'intégrité membronoire . C'est pourquoi nous ovons choisi lo mesure 

d'octivité de lo LDH. 

1.2. Evnluotion de l"octivité de ln LDH 

1.2.1. Libération de LDH pour des cel Iules stockées non réchauffées 

et réchauffées 

l'est imation de lo quontité de lo LDH perdue ou cours du temps por lo cellule 
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est un second critère d'évoluotion de l'intégrité membronoire. 

Les objectifs sont d'observer d'une port, l'effet des étopes de stockoge à 

bosse tempéroture en comporoison ovec lo conservotion o 0°C et d'outre port, 

.l'effet du réchouff ement 0 37°C sur des cellules stockées 0 -13°C pendont un 

lops de temps donné. 

l'octivité de lo LDH des cellules témoins (cellules gordées à 0°C) se mesure 

dons un oliquot de lo suspension préoloblement réchouff é duront 5 minutes 

en le diluont 1 O fois dons du KRB Co++ à 37°C. On peut voir à lo figure 22 

l'évolution du pourcentoge de LDH mesurée dons lo froction celluloire (LDHc) 

ou cours du temps. Ceci confirme que le stockoge o 0°C n'off ecte pos 

si gnlficotivement l'intégrité membronoire pendont les temps considérés. 

l'oct ivité de lo LDH des hépotocytes refroidis est évoluée sons réchouffement 

et oprès réchouff ement à 37°C. Un protocole de prélèvement des oliquots 

celluloires nécessoire o lo mesure de l'octivité de LDH o été étobli de monière 

à pouvoir mettre en évidence toute libérotion de LDHc pour des cellules 

stockées mois non réchouff ées (onnexe B2). Lo LDHc étoblie de cette monière 

est présentée en figure 23 tendis Que l'ectiYitê de .18 LDHt ( LDHtotale) et de 

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

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

des cellules stockées se fait suivant le même protocole que celui des cellules 

témoins. On réduit ainsi la toxicité du DMSO (concentration finale de 3 ~) et 

on réchauffe les cellules durant 5 minutes è 37~C. Ce réchauffement est 

effectué uniquement sur des cellules ayant atteint - 13°C. Le figure 23 

présente 1 e LDHc après ce réchauffement . 

Nous pouvons souligner certaines choses è partir de ces résultats ; 

1) le première constatation (figure 23) est que le réchauffement è 37°C 

provoque un éclatement des cellules stockées è -13°C. Toutefois, le 

répl iquate de cette expérience (annexe A4) est contradictoire car ce 

résulbts 
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phénomène ne s'observe plus (cfr aussi discussion). 

2) lo seconde constototion (figure 24) est que lo LDHt qui en principe doit 

rester constante, diminue ou cours du temps. Celo doit être dû à un ortéf oct 

liè ou protocole de prélèvement des oliquots. En effet, on peut imaginer une 

précipitotion progressive des cellules ou cours du temps. Si 

J'homogénéïsotion n'est pos suffisante, le prélèvement de J'oliquot cellulaire 

occusero une diminution du nombre de cellules et donc de lo LDHt ou cours des 

prélèvements. Nous ovons donc remis le protocole en question. 

3) l o troisième constototion est lo voriobilité très gronde du dosoge de lo LOH 

qui se remorque exclusivement dons lo mesure de lo LDHt pour les cellules 

réchauffées (figure 25). Ceci implique directement un problème de dilution 

lié o ce protocole (lo LOHs ne montre pos lo même voriobilité). 

4) lo quotrième constototion ressort de l'onnexe AS où une libération de LDHc 

(LDH cellulaire) de l'ordre de 30 ~ est observée pour des cellules gardées o 
0°C et réchouff ées 30 minutes. Ceci_ n'est opporu dons oucune publication et 

est probablement Jiè o un problème du protocole de récheuff ement. 

Outre ces 4 constototions, nous avons considéré que lo mesure de LDH pour 

des cellules ·non réchouff ées· étoit utopique dons lo mesure où un 

réchauffement étoit inhérent à lo monipulotion de l'échantillon. 

L'ensemble de ces considérations nous ont omené à modifier entièrement le 

prot ocole de prélèvement des oliquots de cellules. Essentiellement, lo 

modificotion apportée est de prévoir une incubation d'un ensemble de petits 

volumes qui représentent chocun un oliquot cellulaire voué â une mesure de 

LDH plutot qu'une incubation de grond volume, dons lequel les oliquots étaient 

prélevés ou cours du temps (onnexe B 1 et B2). 

résulbts 
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1.2.2. Mise au point du protocole de prélèvement de3 aliquot3 

Les expériences ont été progrommées uniquement ovec des cellules plocées o 
0°C et réchouff ées pendont 5 ou 30 minutes 

Nous ovons étobli un premier protocole Connexe B3) où l'on distribue ou 

temps O de l'expérience lo suspension hépotocytoire en une série de tubes. A 

choque temps défini, un tube contenont l'oliquot nécessoire est prélevé et 

dilué dix fois de monière o être porté o 37°C. Ensuite, lo moitié de cette 

suspension est utilisée pour y évoluer l'octivité de lo LDHt. Le reste est 

centrifugé -et l'octivité de lo LDHs est évoluée dons ce sumogeont. Les 

résultats présentés en onnexe A6 montrent que lo LDHt n'est toujours pos 

stoble dons les oliquots. o·outre port, lo boisse de viobilité des cellules 

réchauffées 30 minutes est de l'ordre de 50 1 (confirmé por onnexe AS). Ceci 

est tout à f oit onormol et n'est jomojs opporu dons lo littéroture. 

Ceci nous 0 conduit o repenser le protocole de prélèvement des oliquots de 

foçon o réduire ou moximum le nombre de pipetoges. C'est pourquoi, 

dorénovont 1 oliquot est utilisé pour une seule mesure de LDH por tube ( 1 

tube pour Jo LDHt et 1 tube pour lo LDHs) (onnexe B4). Lo figure 26 montre une 

intégrité membronoire constonte ou cours du temps pour des cellules plocées 

à 0°C. De plus, nous montrons (onnexe A 7) que lo LDHt est stoble d'un temps o 
l'out re et les cellules réchouffées 30 minutes ne perdent plus de f oçon 

exogérée lo LDH (figure 26). 

1.2 .3. Libération de LDH pour des cellule3 stockées et réchauffée3 5 

ou 30 ■ inules 

Ce dernier protocole o été odopté pour lo suite des expériences. Nous ovons 
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évol ué l'octivité de lo LDH sur des cellules stockées o -13°C en fonction du 

temps (2h. 2h30, 3h et 3h30). LB 11bérat1on de LDHc pour les cellules 

stc,ci<~es réchauffées 5 ou 30 minutes est représentée en figure 27. Nous 

constatons une perte d'intégrité cellulaire correspondant è 30 1 de plus que 

dan~ le contrôle (annexe A8) qui est comparable è la figure 26. Toutefois , ce 

dornmilge ne dépend pas du temps de stockage dans l'intervalle considéré. Ces 

résultats posent deux questions auxquelles les expériences suivantes vont 

devoir réoondre. 

Le première est de savoir si le libération de LDHc se fait è un moment bien 

précis ou bien de manière continue au cours du refroidissement. 

Le seconde se pose è la vue des résultats en annexe A8 et è la figure 26. En 

effet, il est raisonnable de s'interroger sur l'évolution de le LDH pendant un 

temps très lon!L(48 heures) po_ur des cellules témoins stockées à 0°C. 

11 faut noter qu'à ce stade des expériences, une floculation des cellules était 

obser vée lors du traitement mécanique de la suspension brute d'hépatocytes. 

La fi gure 28 présente l'évolution de la perte de LDHc obtenue â partir d'une 

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

port és pendant toute une période, sur le protocole d"isoletion cellulaire afin 

d'obtenir une suspension hépetocytaire répondant ·normalemene aux critères 

de viabil ité développés au laboratoire. Ces investigations nous ont conduit à 

remplacer la collagénase Gibco par la collagénese Sigma. 

1.2.4. Etude de l'effet de la première phase du protocole de stockage . 

Le première étape investiguée est celle de l'équilibration des hépatocytes à 

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

DMSO, les cellules sont plongées dans du KRB O % DMSO à 0°C. Les résultats 

résulbts 
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sont présentés à lo figure 29. Nous constotons une libérotion de LDH 

lorsqu'on chonge le milieu d'incubotion. Le principol f octeur suspecté est ici 

le choc osmotique provoqué por lo disporition du DMSO à l'extérieur de lo 

cellule. C'est donc ce phénomène qui vo être étudié plus en détoil . 

1.2.5. Etude de 1 'effet du choc 0311ot i que dû à I a di I ut ion 

Le choc osmotique provoqué por lo dilution induit peut être un éclotement 

des cellules. Afin de vérifier l'effet de l'osmololité, des solutions KRB et de 

KRB 1 M de glucose ont été préporées. L'osmololité des solutions KRB-glucose 

et Krebs-DMSO est présentée dons l'onnexe A 1 O. Les résultots obtenus en 

réchouffont les oliquots celluloires dons ces différentes solutions sont 

présentés en figure 30. Le réchouff ement des cellules plocées dons 20 ~ 

DMSO ne s'est f oit qu·ovec lo solution KRB ovec Colcium (5.5 mM de glucose). 

Nous observons une oméliorntion_ de l'intégrité celluloire por cette ~ 

modificotion du protocole. Por oilleurs, il opporoit que lo perte de viobilité 

est un phénomène progressif, ·cumulotif. et pos porticulièrement lié o une 

étope déterminée (ce qui sembloit être sous-entendu en onnexe A9). 

Des cellules ont été incubées o 0°C dons une solution de KRB ovec Co++ ou 

dons une solution de Krebs 1 M de glucose (onnexe A 11). 

Vu que les cellules incubées il 0°C dons une solution riche en glucose ne 

perdent pos de LDHc, on peut en déduire qu'une concentrotion élevée en 

glucose n'influence pos l'intégrité membronoire. 

1.2.6. Pa33oge prolongé à 0°C 

Afin de répondre à lo seconde question émmergeont de 1 ·onnexe AB qui étoit 

de déterminer lo libérotion de LDH pendont un temps très long pour des 
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cellules témoins stockées o 0°C, nous avons observé l'évolution de la 

l i bération de la LDHc pour une suspension d'hépatocytes placés dans un 

m1lleu ue culture 6 0°C. Lo figure 31 présente lo quontité de LDHc ou cours du 

temps (48 heures). Ceci met en évidence que, suivant le critère è la LDH, les 

cel lu,~s peuYent être stockées è 0°C plus longtemps que nous ne l'avions 

pensé à priori. 

résultats 
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1. lflE!llell!JID - IE wlBlbllltl •a Rlllllma ,Sir lffl llrltllr; 

11'111111111 Il 111llelbœU 1,1111 : 19 IDII 1 ,1111 •1 la111n1rllœi Elil 

Des cinétiques obtenues ovec des cellules froîchement isolées ont été 

décrites dons le porogrophe 3.2.2. de l'introduction. 

Ce critère de viobilité métobolique fut utilisé pour des cellules froîchement 

isolées ou plocées un long moment i, 0°C (5 heures) (figure 32 o et b 

rP~!'Pr-~ivement). Lo cinétique d'incorporotion o été effectuée égolement pour 

des cellules stockées 3 heures i, - 13°C (figure 32 c). Pour ce, les oliquots 

ont été ropidement centrifugés (sons réchouff ement) et le surnogeont retiré 

pour être remplocé por un volume égol de KRB porté o 37°C. Soulignons qu·o ce 

stode, nous n·ovions pos encore envisogé d'ougmenter lo concentrotion en 

glucose. Les 100 µl de cellules nécessoires o lo cinétique de tourocholote ont 

été prélevés dons le volume de suspension obtenu. Notons que le retroit du 

OMSO présent dons le milieu est importont vu qu'il interfère lors du comptoge 

des désintégrotions por minute. Les figure 32 b et c nous permettent de 

constoter une modificotion de lo cinétique de coptotion en fonction des 

conditions de stockoge. Elles peuvent être liées soit ou f oit que les cellules 

refroidies coptent moins bien le tourocholote que les cellules contrôles soit 

o une diminution du nombre de cellules métoboliquement vivontes. Dons le cos 

d'un chongement lié ii lo coptotion, il est utile de pouvoir le coroctériser. Or, 

lo préincubotion des cellules est effectuée dons une concentrotion en 

tourocholote proche de 10 µM. A cette concentrotion, lo vitesse 

d'incorporotion vorie fortement suivont lo concentrotion extrocelluloire 

(figure 33) et por conséquent elle ne peut pos être connue de f oçon précise. 

Une nouvelle expérience o été plonifiée ovec des quontités de tourocholote 

plus élevées de f oçon ii pouvoir comporer les Ymox. Pour cette dernière 

expérience, les cellules (il 0°C et -13°C) sont réchouff ées duront 5 mi,nutes 

résult~ts 
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por dilution dons une solution Krebs 1 M de glucose. Ensuite, le culot de 

cell ules obtenu por centrifugotion est dilué odéquotement de f oçon à obtenir 

une suspension de l'ordre de 20 millions de cellules/ml. Toutefois, pour des 

roisons de quontité limitée d'hépotocytes à notre disposition, un comptoge 

sur cellule de Neubouer n'o pos été systémotique et lo mesure de lo LDH n·o 

pos pu être réolisée. Les cinétiques de tronsport de tourocholote ont été 

effectuées dons une incubotion de 200µM de tourocholote. Les résultots sont 

présentées en figure 34 o. Lo figure 34 b présente lo dispersion des 'v'mox 

pour les cellules gordées à 0°C ou stockées à -13°C. 
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1. LII htp1tocyt11 t101t1. 

Le foie joue un rôle fondamental dans le métabolisme corporel. Son 

accessibilité, sa taille et son homogénéîté en ont fait un organe de choix pour 

la recherche en biochimie (Seglen 0, 1976). 

L'ét ude de ses fonctions se fait in vivo mais aussi régulièrement par 

utilisation d'un foie de rat perfusé et isolé. Ce dernier modèle expérimental 

présente certains inconvénients: le foie n'est pas complètement homogène, 

(jusque 40 % de cellules non parenchymateuses), il est impossible d'effectuer 

plusieurs traitements simultanément, la viabilité du foie isolé est limitée à 

8- 1 O heures (Seglen 0, 1976). Afin de surpasser ces problèmes, on utilise des 

ce llules de foie isolées et purifiées. A ce stade, elles peuvent être mises en 

cul t ure ou placées en suspension. 

Des cellules en culture à 3rC présentent une évolution dans le 

comportement. Elles s'attachent au tissu de culture et surplombent le niveau 

du milieu de culture après trois heures (Seglen 0, 1976). En 24 heures, les 

hépatocytes s'assemblent erf agrégats trabéculaires et des monocouches 

développent un canalicule biliaire entre les cellules (Seglen 0, 1976). Durant 

les jours qui suivent, le cytoplasme commence à s'étendre et la cellule 

devient moins polygonale, parfois fibroblastique (Seglen, 1976). Les 

hépatocytes perdent ainsi leurs fonctions originelles {Walker PR, 1977) bien 

que certains auteurs soient arrivés à garder des cellules différentiées 

(Leff ert et Al, 1977). 

En suspension , les cellules peuvent présenter certaines altérations 

structurelles et fonctionnelles occasionnées par l'isolation. Toutefois, le 

principal avantage de la suspension reste son accès rapide et facile pour 

l'étude de cinétiques impliquant le compartiment intracellulaire et 
.. 

ext race l lulaire . Nous avons choisi d'utiliser l'hépatocyte en suspension car 

il nous se~blait être à priori le marériel le plus adéquat pour développer un 

discussion 



54 

protocole de cryoprotection 

1.1. Techniques d"isolation. 

Les méthodes mécaniques et chimiques d'isolation cellulaire restent 

inutilisables pour l'obtention d'une suspension d'hépatocytes isolés. 

Howard et Al ( 1967) utilisant la collagénase pour séparer les hépatocytes 

améliorent la préparation de ceJJules isolées. Le système de perfusion du foie 

introduit par Berry et Friend ( 1969) permet une action uniforme de la 

collagénase et rend possible l'obtention de cellules isolées viables (Seglen 0, 

1976). Toutefois, la technique de perfusion avec collagénase "reste un art" 

(Seglen 0, 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 

d'obtenir un pH proche de 7,4 en faisant barboter le liquide dans un gaz 

contenant 5 % de co2 (Elliott. 1979).·Ceci permet d'avoir une action maximale 

(Seglen 0, 1976) l'enzyme. L'enzyme la plus souvent utilisée est la 

collagénase (Elliott, 1979). Son degré de pureté influence également 

l'isolation hépatocytaire. L'obtention de la collagénase se fait à partir d'un 

ensemble d'enzymes hydrolytiques où la collagénase est majoritaire. De part 

la complexité de la préparation, il existe des variations entre lots d'enzymes 

et même dans un même lot (Elliott, 1979). Ainsi, il s'est avéré que notre lot 

de collagénase préalablement testé ne permettait plus l'obtention d'une 

suspension hépatocytaire utilisable dans les expériences. Non seulement, on 

observe une variabilité dans la même suspension (figure 28) mais de plus, les 

hépatocytes libèrent très fortement leur LDH. 

Le changement de collagénase a permi de retrouver une suspension 

hépatocytaire valable mais dont la viabilité de départ (annexe A 11) est 

moindre que précédemment (figure 26). Ceci a été vérifié également par une 

discussion 
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observation au microscope optique. 

1.2. Caractéristiques des hépatocytes isolés. 

1.2.1. Exclusion de colorant vital. 

Lïntégnté ce11ulaire peut être rapidement testée par l'utilisation d'un 

colorant vital. Les cellules ayant une membrane plasmique intacte l'excluent 

hinrti ~ n, ,p 1P~ rpl11.1les endommagées se colorent (Seglen 0, 1976). Malgré la 

facilité et la rapidité d'utilisation, ce test ne peut être employé que pour une 

première estimation de la viabilité. 

Un stockage des hépatocytes à o·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'après les résultats présentés à la figure 20, il est impossible de garder des 

hépatocytes viables à 3J9C pendant de longues périodes dans du KRB (Baur et 

Al , 1975). La viabilité baisse spectaculairement suite aux problèmes 

d'approvisionnement en oxygène, à l'accumulation de déchets métaboliques, 

l'épuisement du milieu et la contamination bactérienne. 

A 2o·c, bien que la perte de viabi 1 ité ne soit pas toujours significative 

(figure 21 ), on s'attend à rencontrer les mêmes problèmes qu'à 3J9C. 

11 faut souligner la grande variabilité (tableau 3 et annexe A3) obtenue dans 

l'estimation de la viabilité à l'érythrosine. Ceci peut s'expliquer par une 

homogénéîsation insuffisante de la suspension d'hépatocytes avant le 

prélèvement de l'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 critère 

relève un peu du subjectif. Tenant compte de ces remarques, de nouveaux 

discussion 
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comptages ont été réalisés (annexe A2) donnant des résultats plus 

satisfaisants. 

Ce test à l'érythrosine reste cependant un moyen primaire pour l'évaluation de 

l'int égrité membranaire. Nous avons donc choisi un second critère pour 

conf irmer ces résultats. 

1.2 .2. Activité de la LDH. 

Le~ i.:ellules 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 

af in d'évaluer l'intégrité membranaire. Notons que cette méthode ne sera 

utilisée de préférence qu'avec des suspensions de cellules homogènes afin 

d'éviter toute hétérogénéHé apportée par ces différentes cellules (Elliott, 

1979). Baur et Al ( 1975) rapporte une libération de LDH qui passe de 7 à 17 % 

après 210 minutes de stockage à o·c. Cette libération est de 35 % après 21 

heures à o·c. Au départ, la variabilité de cette libération de LDH (figure 22 et 

annexe AS) ne permet pas de confirmer ces résultâts. Afin de réduire cette 

variab i lité, nous avons mis au point un protocole (annexe B4) réduisant au 

maximum le nombre de pipetages et permettant de distribuer des aliquots de 

cell ules à partir d'une suspension de même homogénéïté. 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 à o·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 l'utilisation du protocole établ i en 

annexe B4). Enfin, les figures 24 et 25 présentent l'activité de LDH totale 

évaluée dans les différents aliquots aux différents temps. Etant donnfo que 
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nous avons une même quantité de suspension de cellules homogènes, il ne 

devrait pas y avoir cette variabilité. La mise au point du protocole présenté 

en annexe B4 a permi de la réduire également (annexe A7). Vu que la perte de 

LDHc est faible à o·c dans du KRB, nous avons placé des cellules dans un 

milieu de culture durant 48 heures à cette température et suivi la libération 

de LDH au cours du temps (figure 31 ). Nous avons décelé une perte d'intégrité 

membranaire de l'ordre de 1 O % après 48 heures, ce qui est vraiment faible. 

1.2 .3. Intégrité ■étabolique. 

Une suspension cellulaire permet l'étude de paramètres métaboliques. 

L'incorporation du taurocholate est étudiée dans notre laboratoire et la 

cinétique de transport de ce sel biliaire est un critère important permettant 

de définir l'intégrité métabolique. 

En effet, ce transport biliaire nécessite 3 étapes; 

- captation du taurocholate par un système 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 bi 1 iaires. 

- excrétion canaliculaire par intervention, semble-t-il, de 

transporteurs spécifiques Na+ indépendants (lnoue, 1984). 

11 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 à la fois toute altération des 

transporteurs membranaires et cytoplasmiques. 

Un modèle fermé à deux compartiments est choisi pour décrire la cinétique 

de transport du taurocholate tritié à l'état stationnaire (cfr introduction). 
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A la concentration de taurocholate utilisée (environ 1 OµM), la vitesse 

d'incorporation du TC obtenue est fortement dépendante de la concentration 

extracellulaire en taurocholate étant donné que l'on se trouve dans la partie 

logarithmique de l'hyperbole. Les cellules relâchent le taurocholate dans le 

mi11eu, ce qu1 entra1ne une d1minut1on de x2 tandis que x1 sera plus élevée. 

Afin de dissocier ces deux facteurs, il faut atteindre une concentration en 

taurocholate où la vitesse (Vmax) est indépendante de cette dernière. A ce 

moment, la vitesse d'incorporation du taurocholate sera un critère de 

viabiiité plus interprétable car il ne dépendra plus de façon trop sensible de 

l'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 à o·c n'altère pas la Vmax 

d'incorporation du taurocholate. 
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2. L11 htp1tacyt11 1tackt1 • b1111 t1mptr1tur1. 

Le but du projet, dans lequel s'inscrit ce travail, est de connaître l'effet de la 

gravité sur certaines voies métaboliques de l'hépatocyte. L'aménagement du 

laboratoire dans la navette spatiale et notamment du Biorack rend possible 

l'éxëcut ion d'expériences biologiques dans des domaines aussi diversifiés que 

l'embryologie, la microbiologie, la radiobiologie, la biologie cellulaire et 

moléculaire, ... CESA BR-14, t 983). 

:;..;,:. :-:.; ëÂpériences envisagées, l'utilisation des hépatocytes isolés sera 

séparée dans le temps de l'isolation cellulaire. 11 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 à long terme (Fuller, t 982) et ne produisent 

actuellement qu'un rendement très faible. 

Une conservation d'hépatocytes pour quelques jours ne nécessite peut-être 

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 

l'étape de réchauffement est très simple. 

Les tentatives de cryoconservation de muscles effectuées par Taylor ( 1978) 

permettent la mise en oeuvre d'un protocole simple. 

Durant la 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 à basse température:·Malgré 

l'existence d'une intéraction des myofilaments après congélation, le glycérol 
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détruit la membrane cellulaire et le système de recharge en ATP (Elford BC, 

t 972). Toutefois, il reste le cryoprotecteur de choix dans les années 1950 

jusqu'à l'introduction 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 après congélation dans un milieu contenant 

du DMSO est nettement supérieure à 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, l'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 être le moins mauvais. 

2.2. Equi1ibration dans du Krebs-20 7' DMSO. 

Af in d'équilibrer les concentrations en DMSO dans le milieu intracellulaire et 

extracellulaire, une première étape d'équilibration de la languette de muscle 

dans 20 % de DMSO se fait à 3J9C. 11 s'est avéré nécessaire d'observer l'effet 

de cette étape sur une suspension d'hépatocytes. Après 3 heures à 3J9C dans 

20% de DMSO, pratiquement toutes les cellules sont colorées à l'érythrosine 

(figure 20). A la vue de ces résultats, il est donc déconseillé de poursuivre 

l'équilibration à cette température étant donné qu'après 1 heure dans un 

milieu de Krebs 20 % , les cellules sont vraisemblablement déjà 

endommagées. 

L'effet du DMSO a été observé également à 2o·c (figure 21) et on constate un 

effet toxique du OMSO moindre à cette température. L'étape d'équilibration 

s·est donc poursuivie à 2o·c. Le DMSO étant une petite molécule, 
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l'équil ibration se fait régulièrement à 2o•c pour des hépatocytes (Fuller J, 

19!3'.?) et m~:ne à o·c dans le cas d'embryons (Miyamoto H et Al, 1977). 11 est 

à noter que l'équilibration est assez rapide et qu'une période d'une heure est 

P' t';-'~l-'! '::' 11• e 1 1i_ i rop longue pour les hépatocytes. Fuller ( 1982) équilibre la 

suspension durant 5 minutes dans un concentration de DMSO de l'ordre de 

1,5 M 

2.3. Etape de stockage à -1•c. 

La sui te du protocole de stockage consiste à changer le milieu Krebs 20 % 

DMSO par une solution K+-tricine 30 % (w/v) DMSO à -rc. On notera une 

baisse de viabilité (colorant vital) qui reste cependant difficilement 

interprétable à cause de la variabilité (tableau 3 et ·annexe A3). Un passage 

prolongé (plusieurs heures) à -rc dans une concentration en DMSO de 30 % 

n'est pas favorable aux cellules et l'action du cryoprotecteur est beaucoup 

moins toxique à -13•c. Ceci permet probablement d'expliquer la baisse de 

viabil ité (de l'ordre de 40 % ) continue observée en annexe A3. 

Nous avons donc renoncé à observer r effet du passage pro 1 ongé à -r C. 

2.4. Effet du refroidissement. 

Le refroidissement est souvent la période dommageable pour la cellule. En 

milieu l iquide, il faut veiller à garder un pH optimal afin de ne pas dénaturer 

les protéines (Taylor M.J et Al, 1982). La présence d'un solvant dipolaire tel 

que le DMSO altère la constante diélectrique du milieu car en solution, il 

fonct ionne comme un accepteur de ponts hydrogènes. L'utilisation d'un milieu 

tampon évitera la variation du pH lors d'une variation de la quantité de H+ 

(Taylor M.J, 1982). D'autre part, l'effet bénéfique du K+ observé sur la 

contraction musculaire (Elf ord BC et Al, 1972) nécessite l'introduction d'un 
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anion pour neutraliser l'excés de charges positives. Ce rôle peut être joué par 

un ion zwittérionic tel que la tricine. 

La solution K+ -tricine répond à ces 2 impératifs du refroidissement et 1e pH 

ne devrait donc plus causer de dommage cellulaire. 

La viabilité lors du refroidissement évaluée à l'érythrosine (annexe A2 et 

tableau 3) met en évidence une chute de viabilité de l'ordre de 30 % lorsqu'on 

a 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 

ce ~:--er.1ier protocole, la LDHt n'est pas stable au cours du temps (figure 24) 

et décroît au fur et à mesure que la température descend sous o·c. Nous 

avi ons alors postulé la possibilité d'une dénaturation de la LDH sur base d'un 

t i t re d'article : "Denaturation of Lactate Deshydrogenase at Subzero 

Temperatures" mais cette idée a été démistifiée lors de la lecture de 

l'article lui même (Halley MRH, 1986). D'autre part, les manipulations à 

ef fectuer pour évaluer l'activité de la LDHt et LDHs dans une suspension 

hépatocytaire non réchauffée provoquent inévitablement un réchauffement 

des aliquots rendant ainsi la concentration en DMS0 de 3,9 M toxique. 11 n'est 

donc pas raisonnable de poursuivre l'objectif d'évaluation de l'activité de 1a 

LDHt et LDHs avant réchauffement. . 

2.5 Viabilité cellulaire après réchauffement. 

Le protocole de réchauffement a été développé de manière à pouvoir juger 

ainsi de l'intégrité membranaire de cellules stockées à basse température. 

Après 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 à -13•c et réchauffées durant 5 ou 30 miputes 
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-révèle un problème dans le protocole de stockage. En effet, les cellules 

libèrent plus de 30 % de leur LDHc au cours du stockage (figure 27). Nous 

avons donc essayer d'en connaître la raison; est-ce progressif ou bien est-ce 

dû à une étape particulière du refroidissement ou du réchauffement. Les 

résultats de la figure 29 obtenus pour des cellules incubées 1 heure dans 20 

% DMSO à 2o·c et ensuite plongées dans du Krebs O % DMSO nous ont permis de 

soupçonner un problème d'osmolalité. Une mesure de l'osmolalité des 

différentes solutions permet d'illustrer cette hypothèse (annexe A 10) et les 

valeurs ainsi obtenues sont en accord avec celles présentées par Taylor MJ 

( 1982). Toutefois, ce problème de choc osmotique n'est pas apparu dans la 

conservation de muscle car l'utilisation de solutions d'osmolalité différentes 

n'aboutit à aucune différence de contraction (Taylor MJ, 1982). 

Par contre, le réchauffement des hépatocytes congelés à -195•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 être démontré; les cellules libèrent 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 l'équilibration du milieu 

intra et extracellulaire se fait progressivement. Le DMSO sort de la cellule 

pendant que le glucose y pénètre. Afin de mettre en évidence tout effet 

dommageable du glucose, des hépatocytes ont été incubés dans une solution 

Krebs 1 M de Glucose à o·c et aucune différence avec des cellules témoins n'a 

pu être montrée (annexe A 11 ). 

Des cellules refroidies et réchauffées selon cette façon de faire ont été 

utilisées pour la cinétique de taurocholate. 

En se référant à 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 

captat ion pour des hépatocytes contrôles autour de 1.6 nmoles/min/mgr de 
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prot éines. Le Vmax obtenu pour les ce11u1es stockées est de l'ordre de 0.7 

nmole/min/mgr de protéines. Nous observons donc une réduction du Vmax 

d'environ 55 '1;_ 

Si l'on fait intervenir une perte de viabilité au cours de ce stockage qui est de 

l'ordre de 30 à 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 

l'inactivation d'une partie des transporteurs actifs. 11 serait intéressant 

d'effectuer une michael is-Menten complète sur des cellules stockées à -13•c 

afin de connaître la constante d'affinité des transporteurs restant. 

Ces résultats montrent aussi qu'un passage d'une heure supplémentaire à la 

température de stockage n'influence nullement 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 l'observation de l'effet du 

stockage dorénavant avec des traceuïs de voies métaboliques qui permettent 

de déceler toute perte d'intégrité métabolique et/ou membranaire 

probablement de façon plus précise qu'avec le test de la LDH. Ce dernier, 

sensiblement plus rapide reste utile pour vérifier à chaque modification du 

protocole dans quelle mesure l'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 grâce au 

développement du Shuttle Space. De ce fait, un moyen de conservation 

s'impose car il existe un délai entre l'isolation hépatocytaire sur terre et 

l'utilisation dans l'espace. Nous avons appliqué à des hépatocytes un 

protocole de stockage en milieu liquide à une température de -13•c 

initialement prévu pour les muscles (Taylor MJ, 1978). 

L'évaluation de l'intégrité membranaire principalement nous a conduit à 

modifier ce protocole de manière à obtenir des hépatocytes présentant une 

altération membranaire la plus faible possible. 

11 se résume de la façon suivante; 

- équilibration des hépatocytes dans une solution Krebs 20 % 

(w/v) DMSO à 2o·c durant une heure. 

- transfert des cellules dans une solution K+ -Tricine 30 % DMSO 

portée à -rc et équilibration durant une heure. 

- passage progressif vers une température finale de -13•c à la 

vitesse de -1 •c/minute. 

- Le réchauffement se fait par dilution rapide de l'aliquot 

cellulaire en ajoutant d'une solution Krebs-Ringer portée à 3J9C et dont la 

concentration en glucose est de 1 molaire (Fuller MJ, 1985). 

Les cellules stockées durant quelques heures à -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 

après stockage. 
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Perspectives 

Les prochaines expériences seront plus fructueuses en adoptant de façon 

systématique le réchauffement de cellules dans un milieu riche en glucose. 

Ces observations devront être effectuées principalement au niveau de voies 

métabolique telles que le transport de taurocholate .. 11 est souhaitable aussi 

de choisir un critère d'intégrité métabolique, tel que l'incorporation de 

leucine dans les protéines, ne faisant pas intervenir de transporateurs 

membranaires de façon à ne déceler que les dommages cytoplasmiques. 

Les étapes obligées pour atteindre -13•c permettent l'équilibration des 

milieux intra et extracellulaires. L'utilisation du test métabolique en routine 

permettra d'observer l'effet de variantes envisageables au niveau du 

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

Af in de répondre complètement aux conditions dictées par le Biorack et par 

les modalités de stockage durant le vol, il sera nécessaire d'observer l'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 

à contrôles passifs. D'autre part, il s'avère nécessaire de soumettre les 

containers de cellules stockées aux dispositifs de simulation de décollage 

afin de vérifier l'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 l'effet produit sur l'intégrité cellulaire. 
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1.1. Le test è l'érythrosine 

1 .1 . 1 .Equ l libration d'une heure dons 20 1 DMS0 

jcorict!'l~~etic,r. ilernl:lèreturt 20"C ~ 31"C 
er: :,r ... ..::.· , ~; !tt ri: ~ · htcre, 1 2 3 1 2 3 

t 48 87 94 5tt 50 27 
0 73 55 69 73 50 6 

100 87 100 88 49 30 
91 80 eo es 62 71 
87 76 71 65 53 10 1 

l .S 77 75 67 65 4û 2 
100 93 94 81 78 !S 
87 88 87 91 82 78 
94 81 72 66 2~ 2 

2.56 85 86 61 83 4û 0 
100 9f. 73 100 35 (1 

89 86 75 100 ◄2 14 

~NNEXf A : T ob I eau des uo I eurs ut i I i sées 11our effectuer 1 • flUOIIA . 

AArN A ~ff~tuée ~ deux tempér ~tùres 
IOURC[ lRROR T[ltft IUR OF o.r. MAN r PIOI. 

[XP[C1[D ll[AN IIIUAR[ 
HUAR[& IIUAI<[ 

1 tl[At( ICDI 125624.$00 1 :125624.50 234.50 O.OOOQ 
nu, • •<~> 
: C CICDI '76,7'D 1 
24(2) ♦ J(t) 

JU.J7 2,5' o. 1114 NS 
3 D 1101 Ur.iJ.Jlt 1 11753.Jt U.51 0.0104 s 
J61J) • 9(5) 
4 , 11<01 14114.0IJ . 2 7057.04 17,14 0.0000 SS 
2414> ♦ JUOJ 
s RIDI 1Jll,U7 ' UH.61 
91$ ) 

• CD CR<D> 711.HI 2 :as,.,, 2.70 o. 1079 NS 
1216) • :1<,1 
? C1 CR1<D> 2Ul,fl7 4 112,H 9.04 0.0001 SS 1(7) • <12: 

• Dl ll<DI 6111,HI 2 MOt,11 11.,0 0.0000 SS 1211> • 3(10) 

' CRIDI 1514.SOO 12 lJ2,D4 
:,c, , 

10 R110) 1412,000 12 1:n.so 
JUO> 

li CDl CRHD> 10t4.6Jt 4 27J,'6 4,24 o.oou s 4(11) • <12) 
12 CR11DI l~I.JU 24 64,$1 

<12> 

D=tempérke 
AHfNA effectuée à o7°c .. 

T = temps 
IOUICC [RROR TUR IUR or o.r. fl[A~ r PIOI, 

R=rat [XPtCllD ll[AH ~UUAI<[ 
&QUAl<I &IIUAl<l& 

C = ooncentntion en DMSO 1 IIEA~ • 94044 , 44 1 94044,4 45.1• o.,,,,,,; 
36(1 > • t(J) 
: C CR UH,Jt 2 .. 4.2 J.7' D,Dl74 NS 
12(2) ♦ J(II) 

> 10~1.7 3 R 615:0,11 
9(3) 
4 , ., ftl26~.,, 2 lOIJ2, 7 41,61 D,0003 SS 
1214) • J(7) 
s CR UOl,116 6 114,7 
J<lll 

' Cl t .ltT 1510,71 4 64~ . 2 ,.,, D,0056 S 
4(6) • 11> 
7 Rl 101,06 6 10.s 
J(7) 

• eu 122D, 71 l2 101., 

ANOV A 9ff~tué. à 2D°C , 

IOUIICE lUOR T[ltlt 11111 IF .. ,. flUN , PIIOI, 
UPlC1tD IIUN IIUARt 

IOUARU IIIUAlt[ 
1 IIUN • Z,SDUJ44E+S l l,IOJU44E+S 145,04 O,ODOJ -, 
16<1 > • flJ) 

'·"" NS 
2 C Cl o.n2222x•o 1 O,UUIIU+O 1.00 
1212) ♦ J<S> 
3 Il l,17'SSSU•J , ,.nsin2t•2 
9(:1) 
4 , ., 6.6705Swt•2 1 J,JJHTPl[+2 "·" I.IOOO SS 
12(41 ♦ 1(71 

' Cl 4,76'44441♦2 6 7,.4074D7t♦ I 
J(II) 

:16~ Cil 
CIIT l,41777?1l•2 4 1,11444441•2 , . .,, D,0025 S 

7 ., l,Ot444441•1 6 l,H07417t•O 
:1<7) 

• Cil 1.21111wt+2 SI l,HH2Hl+1 -•~> 
YIIU~ 61 

"'8u I t ah abt enu8 pour 1 'RtlOUft • ff sci. uée. 



l.1.2. Stockage à des te■pératures négative~ 
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ANNEXE A2 : Evolution de la uiabi I ité (évaluée à l'érythrosine) 
pour des cellules en cours de refroidisseaent. 
l'histogra■■e en rapport avec l'axe de gauche présente les paliers 
de t e■pérat ures su i v i.s au cours du refroidi sseaent . La u i ab i I i té 
est portée en axe de droite 
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ANNEXE A2 : Evolution de la viabi I ité (évaluée à l'érythrosine) 
pour des cellules placées à 0°C. Estiaation obtenue à partir de la 
■êae auspensi~n hépatocytaire que celle utilisée cl-dessus. 

210 



Temr,s { heure) 1 2 3 4 
Ctllul~s "~mpir1tur, (,::) 20 -7 -i -7 

~t>/"lstJ 20 30 30 30 
st«-1:it-s 

't'iebilité 88 :t 6.2 71.2 t 14.4 67 :t 4.5 49.7 t 7.5 

t~mpjr1t ur, t' ,::.> 20 20 20 20 
C~ll11!,s ~ t>l'-tSO ·20 20 20 20 

tilMiM viabilité 88 :t 6.2 80.3 :t 0.5 68 :t 7 

ANNEXE A3 : Uiabi I ité cellulaire aoyenne (expri ■ée en 1). par 
heure (estiaée à l'érythrosine) pour des cellules placées pour un 
te■ps prolongé à -7°C ou restant à 20°C, 20 1 OMSO. 

1.2. Evaluation de l"nctivité de ln LDH 

1 .2 .1. Libérat ion de LDH pour des cel Iules 5tockée5 non réchauffées 

et réchauffées 

~ -tir~ (°C) (1-(LDHs /LDHt))*100 
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ANNEXE A4 : Euo I ut ion de I a 11 bérat Ion de LDHc pour des ce 11 u I es 
en cours de refroidisseaent non réchauffées ou réchauffées 5 
ainutes. L'histograaae en rapport avec l'axe de gauche présente les 
pa I i ers de teapératures sui u i s au cours du refroidi sseaent. La 
viabilité est portée en axe de droite 



iempénbr~ (°C) ( 1-(lJ)Hs /1.DHt)) * 1 00 
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ANNEXE AS 
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Evolution de la libération de LDH cellulaire 
observée au cours i:fu 1 e•ps -pour · des ce 11 u I es stockées ré chou ffées 5 
ou 30 ■ inutes à 37°C. 
L'histogro■■e en rapport avec l'axe de gauche présente les paliers 
de te■pérotures suivis ou cours du refroidisse■ent. Lo viabi I ité 
est portée en axe de droite 
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ANNEXE AS : Evo I ut ion de I a I i bérat ion de LDHc observée au cours 
du t e■ps pour des ce 11 u I es p I acées à 0° C et réchauffées 5 ou JO 
■ inutes. 



1.2.2. Mi :5e au point du prot oco I e de LOH 

L.DHs l'LDHt)* 1 00 
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ANNEXE A6 : Libération de I a LOH pour des ce 11 u I es p I acées à 0°C 
et réchauffées 5 ou 30 ainutes. Ces résultats sont obtenus à partir 
du protocole présenté en annexe B3. 
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ANNEXE A6 Evo I uti on de I a quanti té de LDHs et LDHt · pour des 
cellules placées à 0°C et réchauffées 5 ainutes. Le rapport de ces 
valeurs donne l'estiaation de la LDHc pour des cellules réchauffées 
5 ainutes présentée ci-dessus. 
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ANNEXE R7 : E uo I ut ion de I a quantité de LDHs et LDHt au cours du 
teaps pour des cellules placées à 0°C et réchauffées 5 ■ inules. Ces 
résultats sont obtenus à partir du protocole présenté en annexe 81. 
Le rapport de ces valeurs est présenté en figure 23. 
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ANNEXE RB : Evo I ut ion de I a I i bérat ion de LDHc pour des ce 1 1 u I es 
placées à 0°C et réchauffées 5 ou 30 ■ inules. La aesure coaaence 
aprèa 2 heures à 0°C. 



1.2.4. Et ude de 1 'effet du protocole de refroidissesent 
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ANNEXE R9 : Evo I ut ion de I a I i bérat ion de LDHc pour des ce 11 u I es 
en cours de refroidisse■ent et réchauffées 5 ou 30 ■ inutes. 
Notons que le pnlier d'une heure è -7°C n·eyent pes été respecté pnr le 
mochine ô congéletion, le tempéroture est descendue directement ô -13°C 
ce qui peut expliquer le feib1e viobi1ité retrouvée eprès pnssege è - 13°C. 



1.2.5. Etude de 1 'effet du prot oco I e de réchauffement 

KRB 8Yec osmolalité 
glucose (mosmo 1 /Kg) 

.0 SM 295 

.25 M 526 

.5 M 604 

1 M 3412 
. 

Solution osmolelité 

evec DMSO (mosmol/Kg) 

201 3064 

301 3422 

ANNEXE A 10 : Os■o I a I i té de di f f érent es so I ut ions g I ucosées et des 
soluti ons utilisées pour le stockage à -13°C. 
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ANNEXE A 11 : Evolution de la I ibérat ion de la LDHc pour des 
cel Iules placées à 0°C dans une solution de Kre~s ou une aolut iOP 
de Krebs-Glucose de 1 ■oloire. 



1.2. Evnluntion de l"ectivité de ln LDH 

1.2. 1. Libération de LDH pour des cel Iules stockées non réchauffées 

et réchauffées 

l 
~ +950111• u T 0.145,ig .,.---

mimi ~ hép.tOCtJt.tr• (10 nnllions de ~llu'IPS/ml) 
!t::::!: 

l•S• I ····· 12 x I oo pJ duuspoumn p.- tomps 

+9001,lldeKRB~++ la37°C 

1 1 ♦ 20 µ1 de 

lj T 1 .1CJE 

l mm-• de LDH s 1 

ANNEXE 81 : Prot oco I e de ■es ure de 1 • act i vit é LDH pour I es 
cellules placées à 0°C ou des cellules stockées et réchauffées . 
Aux t e■ps prévus, un échant i 11 on de 100 µ 1 est pré I evé et est 
r apideaent porté à 37°C par addition de 900 µI de KAB avec calciu■ 
(37°C). 500 µI en sont prélevés et ajoutés à 950 µIde Triton 0.115 
1 pour évaluer l'activité de la LDH1. Le reste de cette suspension 

est cent ri f ugé et 200 I' 1 du surnageant sont ajoutés à 20 I' 1 de 
Triton 1.1 1 pour évaluer la LDH

5
. 



80 µ1 

l 

U + 152 µ1 de 
T0 .145S'g 

1 mesure de LDH t J 

------ - ---· 

200 µl 
~ 

centrifugation 

1 mesure de LDH s 1 

ANNEXE 82 : Prot oco I e de 1esure de 1 'act I u I té de LDH pour I es 
cellules st~ckées non réchauffées. 
Des aliQuots de 60 µI et 200 µIde cellules gardées dons le 1llleu 
de stockage sont prélevés. Le pre1ier est ajouté à 152 µIde Triton 
0,115 1, l'autre est centrifugé, Le surnageant (150 µI) est ajouté 
à 15 µ 1 de T r I ton 1 , 1 1. On 1esure a I ns 1 1 'actl u I té de I a LDH-r 
d ' une part, de la LDHs d'autre part. 



1.2.2. !'!i!\~ au point du protocole de LDH 
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ANNEXE B3 : Protocole de ■esure de 1 'activité de LDH pour des 
ce 11 u I es réchauffées 5 ou 30 •inules ( ■esure de LDHt et LDHs à 
partir du ■ê■e tube). 
11 envi sage de distribuer I a suspension hépat ocyt aire f ra î che■ent 
obtenue en une série de tubes ( 100 I' 1 de suspension / tub~) . A 
chaque te■ps défini, quatres tubes sont portés à 37°C et la 
suspension cellulaire est diluée (10X) par ajout de 900 111 de KRB 
Ca++. Deux tubes sont laissés d cette te1pérature durant S 1lnutes, 
les deux autres durant 30 1lnutes au bout desquelles la suspension 
est ut 111 sée pour 1esurer 1 'act I u I t 6 de LDHy et LDHs. Le résu I t at 
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!!l!Î1l! ~nsion t.ép.tOC\lt•ir-• (10 mtllions • c.nJ'les/ml) 

. ~ !\Hfüi,~, 
~~ 100111 • ~ pM° ~flâ MJ t.mps ~ 1'•xpe,vi-~~1AïMN~- ~ 

u u u u 
l pour 

1ml 1ml 

l l u~tion u ) 200 µ1 • ~.nt 

~ + l,9mldo l u T0.14Stg ~ 
+ 20 111 • 

T 1.1gg 

-, rne_s..._•_de_L_DH_t_l IMKœ• de LDH s 1 

+ 900111 • KRB ~++ 
porté a~ 

ANNEXE 81 : Protocole de aesure de 1 'act iuité de LDH pour des 
ce 11 u I es réchauffées 5 ou 30 • i nut es ( chaque tube sert à une 
aesure). 
On réduit ou aaxi ■u• le no■bre de pipetages. Les aliquots de 100 
~I sont uersés dans une série de tubes au te■ps Ode l'expérience. 
Pour une obseruati on ( 1 te■ps), 8 tubes sont pré I eués, portés à 
37°C et la suspension cellulaire diluée (10X) en ajoutant du t::RB 
auec Ca++. Après 5 • i nut es, 1 d'entre eux sont ut i I i sés pour 
évaluer l'activité de la LDH. 1.9 al de Triton 0.115 1 sont ajoutés 
à 2 tubes tandis que les deux autres sont centrifugés à 3000 rp• 
pendant 3 ainutes pour obtenir le surnageant dans lequel on évalue 
la LDH5, Pour une raison de clareté, les duplicata n'ont pas été 
1no1ques aur cette annexe. · 




