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1 NTRODUCTION 



En 1974, le Professeur Christian de Duve fut récomper~sb par 

un Prix Nobel pour ses recherches, qui débutèrent peu après la seconde guerre mondiale 

et qui allaient permettre de progresser dans la connaissance de l'organisation et du 

fonctionnement cellulaire. 

Le centre de ses recherches fut et est toujours le "lysosome", un organite cellulaire 

qu'il mit en évidence dans les années 50, dans son laboratoire de Chimie Physiologique de 

l'Université Catt,olique de Louvain. 

La création du concept de lysosome est fondamentale dans la compréhension de la 

structure, du fonctionnement et de certai ries pathologies cellulaires . Grâce au modèle que 

C. de Duve a construit de cet organite, le mécanisme de digestion i ntracell ulai re -

observée depuis pl us d'un siècle - se voyait enfin expliqué ainsi que de nombreuses 

affections cellulaires ou tissulaires . 

Ce modèle, aussi important qu'il soit, n'est jamais qu'un modéle : c'est une 

représentation de la réalité, sans être la réalité . Et sa construction est décidée par un 

homme ( ou un groupe d'hommes ) qui est influencé par le "contexte" dans lequel il 

travaille. 

Dans ce mémoire, je vais tenter de montrer quels facteurs ont influencé la 

recherche qui a mené à la "découverte" des 1 ysosomes et quelle importance a eu celle-ci en 

biologie cellulaire . 

J'ai divisé ce travail en cinq parties : la première est consacrée à l'"historique" du 

déroulement de la recherche, depuis 1949 jusqu'à 1955 . Dans la seconde partie, je 

traite de l'aspect technique de la recherche : le principe de celle-ci, son évolution au 

cours de la recherche, les problèmes qu'elle pose . Ensuite, je parle de l "'insertion· du 

concept de lysosome dans l'histoire de la biologie . La partie suivante est consacrée aux 

conséquences qu 'eut cette découverte ; enfin, une petite analyse de l'influence du contexte 

intellectuel et institutionnel sur le déroulement de la recherche, et de la modélisation 

cloturera ce mémoire . 
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LA DECOUVERTE DES LYSOSOMES 



INTRODUCTION 

le premier pas du chemin qui sll&it conduire à ls découverte des l JJ$0Somes eut lieu 

en décembre 1949 au laboratoire de chi mie physiologique de l'université de louvai n . 

Celui-ci était dirigé par le Professeur Christian de Duve qui s'intéressait au rôle de 

l'insuline da ris la synthèse du glycogène . le Professeur de Duve travaillait avec un jeune 

médecin, Géry Hers ainsi qu'avec deux étudiants en médecine, Jacques Berthet et Lucie 

Dupret. 

leur recherche, en cette fin d'année 1949, concernait le système 

hexophosphatssique . Ils süupçonnaient 1 'enzyme hexophosphatase d'agir comme un 

sntsgoniste de l'hexoki nsse (que Co ris avait découvert d8ns le foie de rat ) et d'ai nsi 

masquer le rôle de l'insuline in vitro . ( de Duve C., 1969) 

1 nsuli ne ~Glucose_,. Glucose- Phùsphste ___,.Glycogène 

leur recherche permit de caractériser l'enzyme hexophosphatsse : il s'agissait 

d'une gl ucose-6-phosphatase dont le pH optimum se situait au environ de 6 et qui agissait 

spécifiquement sur le glucose- 6-phosphate et la -glycérophosphate : ceci permit de la 

différencier de la phosphatase acide. (de Duve, Berthet, Hers et Dupret, 1949) 

Glycogène -+ Glucose- 1 - PO 4 ---. Glucose- 6- FO 4 

Clurose-61 
pl/Mp"8t.a.se 

Glucose 
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Ce trav&il aV&H été effectué $Uivant 1 'étude enz1Jmologique classique de 1 'époque : 

dispersion du tissu provenant de foie de rat p&r le uhigh speed 'w'ari ng blender" en 

présence d'eau distillée, sans tenir compte de 1 'orgsnisation cellulaire, et ensuite 

Purl'f1'cat1·on (ip l 'en?llrrtP l'PAli <cPP Pr.trP Alltri:-« r,f<I" l'IY'Pl'Î r,i tAtir,n iecr,Pli:-l'trin11P Mr.i<c 
'W V • --"'1, I IIV t .., ... , IVVV V l 1,1 V 'W'W .. I VV t"" ... I t'' VVI t' ' ...... '1.I V I I IV..,VIYV'\,I f"1VV' • t ,... , y} 

chose étrange, une fois précipitée à pH 5, l'enzyme ne pouvait être remise en solution 

quelque soit le pH du tampon . Cette curieuse propriété rappel& au Professeur de Duve 

deux articles écrits par Albert Claude : "Fractionnation of maromalian liver cells by 

differential centrifugation" a et b, en 1946 dans lesquels il montrait qu 'à pH 5 il y avait 

aggl uti Mtion de gros et petits granules cellulaires . 1 mmédiatemment vint 1 'idée que la 

glucose- 6- phosphata~-e était liée à pareils granules et donc impossible à redissoudre . 

Ainsi fut prise la décision de déterminer cette structure subcell ul&i re p&r la méthode 

décrite par Albert Claude : la centrifugation fractionnée . Pour cela il fallut équiper la 

centrifugeuse du laboratoire d'une tête à grande vitesse de type NM.S.E "qui permit 

d'atteindre des vitesses de rotation de 18.000 trs/mi n et ainsi de séparer noyaux, 

mitochondries et microsomes ( contrairement à la tête de type "Corda • qui ne permettait 

que 1 'isolation des noyaux ) . ( de Duve C. , 1969 ) 

LOCALISATION DE LA GLUC0SE-6-PH0SPHATASE 

Le principe de la centrif ugstion fractionnée est le suivant : 1 'orgsne à analyser ( 

foie de rat en l'occurence ) est maintenu dans une solution isotonique de 00 C avant d'être 

passé à travers un tamis met&llique afin d'éliminer le pl us gros de la trame conjonctivo­

vasculai re et de permettre une homogénéisation plus facile . Cette de, niè re est effectuée 

soit au Waring- Blender, soit au mortier ssns addition de sable, soit enfin grâce à 

l'homogénéisateur de Potter-Elvejhem . L'homogénéisation a pour but d'obtenir un 

mélange homogène des stuctures subcellulaires : il s'agit de rompre les membranes 

cellulaires tout en conservant le pl us de structures subcellulaires intactes . Le principe 

est basé sur les forces de cisaillement qui étirent le tissu dans un sens puis dans l'autre ( 

schéma ) jusqu'au déchirement des membranes . 
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---------------------

Mouvement rotatif et axial : 

les membranes vont ainsi se déchirer 

• t 

• • l 

11 

Le liquide d'homogénéisation était une sol utior, de sacctrilrose O ,25 M légèrement 

alcalinisée par l'addition de KHC03 . Pratiquemment on homogénise une première fois, on 

centrifuge peu de temps ( 2 minutes à 2000 g ) et le sédiment obtenu est ré homogénéisé 

avec une nouvelle quantité de liquide . Cette opération est répétée une seconde fois . 

Ensuite toutes les fractions sont combinées et portées à un vol u~ correspondant à un 

multiple donné du poids du tissu traité ( souvent 20 fois) . On obtient air.si l'ho~r.at 

initial . Peut alors commencer la centrifugation fractionnée. 

Trois séries de centrifugatuion fournissent les quatres fractions . 11 s'agit chaque 

fois de centrifuger pendant une période différente, avec un g différent . Chaque sédiment 

est soigneusement réhomogénéisé et lavé deux fois ; le.s liquides de lavage sont ajoutés au 

décantat de la première centrifugation . Cette technique est basée sur les différences de 

vitesse de sédimentation entre les différentes populations de particules subcellulaires . 

Pl us la vitesse de sédi rnentation d'un type de granules cytoplasmiques est grande, moi ris 

grande doit être la vitesse de centrifugation et celle-ci doit être appliquée moins 

longtemps ( cfr . chapitre ïECHNIQUE.) . 
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Homogénat initial 

1' 

Déca ntat + 2 lavages 

3 -:f //Ji 85.009 

Déca ntat + 2 1 avsges 

3 ,, 9/J mil1 i .2/JOIJO 9 

, 
Décantat + 2 lavages 

l 
fraction soluble 

~ 

Microsomes Mitochondries 

d'après ( Hers H.G. , Berthet .J , Berthet.L, et de DUVE C. , 1951) 

', 
Noyaux 

Une fois la centrifugation fractionnée terminée, la détermination d'activité 

enzymatique dans les différentes fractions est effectuée . Pour chaque type d'enzyme, il 

existe une méthode spécifique pour la détermination de l'activité. ( Hers H.G., Berthet J ., 

Berthet L. et de Duve C. , 1951 ) et ( de Duve C. , 1971 ) 

Les premières analyses ont été faites sur la glucose- 6-phosphatase qu'ils 

étudiaient précisément . Mais l'équipe de Christian de Duve s'est également intéressée à 

la localisation cellulaire de ~oute une série de ferments : phosphatase alcali ne, hexose 

di phosphatase, phosphogl ucomutase, phosphorylase et hexoki nase . Tous les résultats ont 

été publiés dans un même article en 1951 (Hers, Berthet,J.,Berthet,L., et de Duve, 

1951) 

Les résultats sur la gl ucose-6- phosphatase, qui les i ntéres.saient pl us 

spécialement, étaient les suivants : 
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. TABLEAU II. 

R.ÉPARTlTION DE LA OLUCOSE-6-PHOSPIIATASB DU FOIB, 

Activités cnzymntiqucs exprimées en p. 100 lie l'nctivité totale. 

E1périeuce •••• • ••••••• li, t 'l( ! 3 ' ,di r, 1' 7 

Aulmal •••••• .••...•. • . Rat l11t Ilot Cobaye . Cobaye Ilet Laplo 
llomogéuéh111tlou • ••••. • Poller l'oller l'oller l'oller l'oller llleodor llorlier 
Liquide •• • •• . , •• • •••• . Saccb. S1cch. Suech. Socch. S1cch . Sacch.+ABC KCl+Kuco, 

+KIICO,. +KIICO, +ABC +Kuco, +KIICO, 

(2) 
Homogéoéisat initial. 100 100 100 100 100 IOù 100 

Noy_aux .•• • •••••• • ••• 25 6 

! ! ! l -
5 5 6 . 2~ 

Mitochondries • •• •• •• . 17 13 . 11 
, 

Mlcrosomes (t) ...... 47 67 88 87 77 76 15 

Fraction soluble ••••• " 6 11 6 10 1 3 

Récupération •••••••• 93 92 . 10~ 98 93 101 106 

(1 ) Miùosomt'a lavés 1 Cols dans l'expérience n• 1, 2 Cols dans l'expérience n• 2, non lav6s dans les autres 
exp6ricnccs • 

. (2) l.' homogfoélsat Initial correspond à l'e extrait• de Cuun1 (5) , c'ut-à-dlre à une auspcnsion préparée 
(!BI'. broynge de ln pulpe tlssulAlre au mortier (aans addition de 111ble) el élimination almultauéc d1·~ cellule~ ln-
tacles el ~es noyaux par une centrifugation préliminaire. 

· - · -- - -·- ·• 

d'après ( Hers H.G., Berthet J ., Berthet L. , et de Duve C., 1951 ) 

Les résultats indiquent clairement que la majeure partie de la gl ucose-6-

pt,osptiatase est associée à des granules cytoplasmiques, ce qui explique ce qu 'ils 

cherchaient: l'i nsol ubilisation irréversible à pH 5. 

Dans 5 expériences sur 7, la fraction "microsomes" contient pl us de 75 % de 

l'activité de l'homogénat initial ( considérée comme l'activitée totale ) . Ce cMffre est 

mi ni mum car il se produit urre inactivation au cours de longues centrifugations et de 

lavages des microsomes ( ce qui explique une pl us faible activité dans les expériences 1 et 

2) 

Ce qui est moins clair c'est la présence de glucose-6-phosphatase dans les autres 

fractions : deux éléments permettent de supposer qu 'il s'agit entièrement de contamination 

1 ° si l'activité glucose- 6-phosphatasique du noyau et des mitochondries était due à 

la présence de gros granules porteurs de l'enzyme, on devrait admettre qu'il s'agit de 

granules très fragiles puisque dans certaines expériences on ne les retrouve qu'en très 

faible quantité ( expériences 3, 4 et 5 ) . Or ni l'utilisation du Waring- Blender ( 

expérience 6 ) , cependant très mutilant pour les noyaux et les mitoct,ondries, ni un pl us 

grand nombre de lavages ne réussissent à aN•auvri r en ferments les gro.~ses fractio ns 

particulaires . Au contraire les facteurs qui semblent influencer l'activité de la fraction 

8 
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·mitochondries" et ·noyaux" sont le mode de séparation et la force ionique du milieu 

d'homogénéisation . En effet l'activité est très f&i ble dans les expériences où les fractions 

ont été séparées en bloc ( expériences 3, 4 et 5 ) et plus élevée dans les expériences où 

elles ont été isolées séparemment ( expériences 1 et 2 ) . De même , dans un milieu de 

force ionique peu élevée ( expérience~; 3, 4et 5 ) la contarni nation est faible ; p&r contre 

elle est pl us forte dans un milieu de force ionique pl us élevée ( expériences 1, 6 et 7 ) . 

Or ces deux facteurs sont responsables de l'agglutination des microsomes entre eux et avec 

les plus grosses particules . Ceci semble donc montrer que l'activité des fractions 

mitoct,ondri&le et nucléaire est due à une contamü,ation de ces fractions par des 

microsomes agglutinés . 

2° L'activité de la fraction soluble est probablement due à la présence de 

microsomes minuscules non sédi mentables dans les con ditions utilisées. L'existence de 

tels microsomes a d'ailleurs été montrée par Chantrenne, Barnum et Huseby . 

En conclusion de Duve supposa que la gl ucose-6- phosphatase se trouve 

intégralement liée aux microsomes dans la cellule intacte. Ici il s'op~•osa à S'vl&nson qui, 

elle, préconisait que la gl uc:ose-6- phosphatase était en partie liée aux mitochondries, en 

partie lit,re dans la fraction soluble. 
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LOCALISATION D'AUTRES HRMHITS ET CONLUSIONS 

La même étude fut effectuée pour les autres enzymes et l'équipe du Professeur de 

Duve concluait à l'association des enzymes avec les diverses fractions comme mentionné 

ci-dessous : 

phosphstase alcali ne d'intestin dans microsomes 

de rein dans microsomes 

glucose- 6-phosphatase de rein dans microsomes 

d'intestin dans microsomes 

phosphogl ucomutase de foie dans la fraction soluble 

hexodi phosphstase de foie dans la fraction soluble 

phosphorylase de foie en partie dans la fraction soluble 

hexoki nase de foie en partie dans la fraction soluble 

de rein en partie dans la fraction soluble 

De cette première étude sur la localisation intracellulaire des enzymes ré8lisée par 

le laboratoire de chi mie physiologique de Louvain, le Professeur de Duve a pu tirer trois 

conclusions essentielles. 

La première concerne le but même du travail : une partie au moins de la 

phosphorylase , de l'hexoki nase et de la phosphohexoki nase et la totalité de la 

phosphogl ucomutase, de la gl ucose-6-phosphstase et de l'hexose di phosphatase se situent à 

l'extérieur des mitochondries . 

Deuxièmement, une série de conclusions peut être faite sur le principe de cette 

étude, la centrifugation fractionnée . D'abord, si la méthode de séparation en trois 

fracti uons paraît légitime, il faut remarquer que celle-ci est imparfaite : il y a de trop 

gros microsomes et de trop petites mitochondries pour powoi r les séparer complètement 

par une technique basée sur les différences de vitesses de sédi mentstion . Ensuite il y a 

lésion des stuctures subcellulaires due principalement à l'homogénéisation 

L 'sggl uti nation de granules semble inévitable dans cette technique et serait due à 

1 'acidification et la force ionique élevée du milieu . 
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Enfin la troisième conclusion - et sûrement la plus fondamentale pour la suite de la 

recherche - est la mise en place de deux p~tulats de travail . Le premier est le ciœtulat 

de l'homogénéité bioctti rnique des fractions . Il sup~,ose que tous les membres d'une 

population subcellulaire donnée contiennent le même bagage enzymatique . Le sec:orid e.'jt le 

P.Ostulat de la localisation 1Jnigue selon lequel un enzyme donné appartient à un seul site de 

la cellule . 

Ces deux w~tulats sont le fruit de l'étude de la localisation intracellulaire des 

enzymes qui vient d'être faite : une fois les conta mi nations et erreurs expliquées, on peut 

admettre qu'un enz•Jme a une localisation unique dans la cellule et que les organites d'une 

même famille contienr,ent les mêmes enzymes . 

Mais une réflexion plus fondamentale a poussé de Duve à créer ces deux postulats : 

u •• • plus la complexité et la taille d'aggrégats moléculaires d'une cellule vivante augmente, 

pl us la variabilité individuelle augmente également . Des molécules individuelles d'une 

protéine donnée ont pl us de possibilités de différer l'une de l'autre que des molécules de 

glucose . De même, nous pouvons nous attendre à trouver pl us de degrés de liberté et donc 

une pl us grande dispersion dans la population chez des ribosomes que chez des protéines et 

plus encore chez des mitoct,ondries . Heureusement, cette variabilité , qui aurait pu 

rendre notre tâche impossible, est en fait restreinte par les cor,trai ntes moléculaires de 

structure et de fonction . Les structures moléculaires ne sont pas des aggrégats fortuits de 

macromolécules . Leur assemblage est dirigé par une combinaison du déterminisme 

génétique et de la simple stoechiométrie chi mi que (._.) Les différences morphologiques par 

lesquelles nous reconnaissons les membres de populations distinctes proviennent de 

différences chimiques correspondantes . Nous powons prolonger ce raisonnement j usqu ·au 

niveau fonctionnel, et ce n'est pas sans raison que 1 'on peut penser que des entités 

subcellulaires qui sont morpt,ologiquement et chimiquement différentes aient des 

fonctions différentes, en d'autres termes contiennent des enzymes différents . Bien sûr 

maintenant no1Js savons que cela est vrai dans un certain nombre de cas mais ce que je 

voudrais faire remarquer c'est qu'on aurait pu le prédire il y a 1 Sans. L'ordre que nou., 

voyons dans l'arrangement interne des cellules, l'harmonie que nous constatons dans leur 

comportement, ne peut pas provenir d'un chaos biochimique . 
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Ces considérations forment la base de ce que j'ai appelé le postulat de l'homo9énéité 

biochimique { ... ) 

Un second postulat qui a été aussi très utile, bien que moins essentiel que le 

précédent , est celui de la localisation bioctii mi que. Ici aussi oous devons rio us attendre à 

des exceptioM, mais 1 ·avantage de prendre la localisation unique comme t,ypott,èse de 

travail est que nous pouvons accepter la localisation multiple seulement quand nous 

sommes forcés par une évidence expérimentale . Le contraire ne peut être vrai _u ( de 

Duve C. , 1965 ) 

A ces trois c.-onl usions de rect,erct,e on peut ajouter des ·trucsN concernant la 

tect,nique découverts au cours des recherches . Il s'agit, par exemple de différences de 

molarité d'un tampon pour mesurer l'activité d'une enzyme suivant les cas ; de procéder à 

un lavage ou non de la fraction microsome ; ou encore 1 ·utilisation préférentielle de 

l'homogénéisateur de Potter et Elvehjem au mortier sans addition de sable ( qui ne détruit 

rras pl us de la moitié des cellules ) et au Waring- Blender ( qui détruit la pl ur,art des 

organites subcellulaires ) . 

Bref après cette première approche avec la technique toute récente de Albert 

Claude, le laboratoire de Louvain commençait à dominer le do mai ne et était prêt à 

poursuivre leur étude sur la localisation cellulaire d'enzymes . 
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LA PHOSPHATASE ACIDE 

Les résultats qu'allaient obtenir les chercheurs avec l'acide phosphatase étaient 

beaucoup moins convaincants, du moins à première vue ... 

La marche opérationnelle suivie était , â quelques détails près, la même que pour la 

glucose- 6-phosphatase . Pour mesurer l' activité de l'enzyme, ils déterminaient le 

phosphore inorganique libéré dans une solution contenant un même vol urne de préparation 

enzyma1ique ( dans un tampon 0,25 t1 sucrose ) et de solution substrat, laquelle se 

composait d'un tampon O, 16 t1 ABC et d'une solution de glycérophosphate de sodium O, 1 M 

ajusté & pH 5 . les premiers résultats obtenus ne furent pas du tout concordant avec ce 

qui était ·attendu . En effet l'activité de l'hornogénat préparé avec le Potter dans une 

solution O ,25 M suc rose était seulement un dixième de l'activité mesurée avec un 

homogénat dû au Waring- Blender dans une solution d'eau distillée . Et en pl us, la somme 

des activités des différentes fractions étaient le double de l'activité de l't,oroogénat soit 20 

% de l'activité avec le Waring-Blender. Il était trop tard ce jour-là pour que Jacques 

Berthet et Lucie Dupret ne recommencent ces expériences dont les résultats semblaient 

être dus à des erreurs de manipulation . 

Ils décidèrent de garder les fractions au réfrigératreur et de recommencer les 

mesures pl us tard avec du substrat frais . Ceci fut fait cinq jours pl us tard et les 

résultats furent bien plus satisfaisants : l'activité de l'homogénat préparé au Pof.ter­

Elvehjern correspondait à pl us de 80 % de l'activité après homogénéisation au Waring­

Blender et dans de l'eau distillée, et l'activité des fractions recouvrait 85 % de celle de 

l 'homogénat Le grand mérite des chercheurs fut de ne pas considérer les premiers 

résultats comme faux et dus à des erreurs de manipulation . ( Berthet J. et de Duve C., 

1951 ) et ( de Duve C. , 1969 ) 
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Table 1. Cellular distribution of acid phosphatase 
activity in fresh and aged preparations 

(Fractionatton of a 0·25H-sucrose homogenate of rat 
li ver.) 

Fraction 

Initial homogenate 
Nuclei, waahed twice 
l\titochondria, washed twice 
l\licrosomes, wnshcd once 
Final supcmatant 
Recovery 

Acid phosphatase activity• 
(mg. P/g. original 

tissue/10 min.) 

Fresh 
preparations 

0·16 (100) 

0·04 (25) 
O·JO (63) 
0·09 (50) 
0·09 (50) 

0·32 (200) 

After 
5 days at 2° 

1·34 (100) 

0·16 (12) 
0·70 (52) 
0· 15 (11) 
0·14 (10) 

l ·15 (85) 

• Figures in brackets 
percentage. 

show activity distribution as 

d'après ( Berthet.Jet de Duve C. , 1951 } 

L'équipe de de Duve conclut deux choses de ces expériences . D&ns un homogénst 

frais préparé dans une solution isotonique de suc rose par la méthode de Potter-Elvehjem, 

l'activité de la phosphatase est faible et l'enzyme semble associée à grande partie à la 

fraction mitochondriale . Dans un homogénat âgé, 1 'activité est grande et ne semble pl us 

beaucoup liée à la fraction mitochondriale ( tableau 2 } puisque 85 % de 1 'activité se 

retrouve dans le surnageant après une première centrifugation et 11 % des 15 % restant 

se retrouve également d&ns le surnageant après resuspension du précipité et 

recentrifugstion . 

Ils déduisirent alors 11ue le faible taux d'activité d&ns la préparation fraîche était du 

à une liaison de 1 'enzyme avec les mitochondries et que 1 'augmentation de 1 'activité et la 

libération de l'enzyme reflétaient deux aspects d'un même phénomène . Cette conclusion 

fut établie grâce à la réalisation de nombreuses expériences dont je vais en décrire une 

partie ici . ( Berthet.Jet de Duve C. , 1951 ) 

L'effet de l'homQÇérréisation 

L'homogénéisation au Waring- Blender a pour conséquence une préparation à haute 

activité . Dans ces préparations, l'activité est surtout importante dans le surnageant 
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après une centrifugation de 1 0 minutes à 8500 g . Ceci est du au fait que le Waring­

Blender abîme beaucoup les particules subcellulaires et donc permet la li tiération de 

l'enz,Jme des mitoct,ondries . Par contre l'utilisation de n,omogénéisateur Potter­

Elvehjem réduit très fort cet effet bien qu'une faible activité est présente dans le 

surnageant . A ct,aque homogénéisation, une quantité d'enzyme est libérée . 

Table 4. Liberation of acid phoaphatase by the 
Potter-Elvehjem homogenizer 

(Suspension of washcd mitochondrie. eubmitted to three 
successive homogcnizations, en.ch of 2 min. duration. 
Before the expcriment and aftcr each run, a samplo of tho 
suspension is ta.ken and ccntrifugcd 10 min. at 20,000 g. 
Enzyme testa performed on the eupcrnntnnts, The totn.l 
activity, dctcrmincd nftor o,cpmmro to tho Waring blondcr, 
was 0·03 mg. P/g. original tissue/JO min.) 

Soluble acid phosphatase activity 

Number of 
homogenizations 

0 
1 
2 
3 

mg. P/g. original 
tiesue/10 min. 

0·038 
0·003 
0·10 
0·20 

d'après ( Berthet.Jet de Duve C. , 1951 ) 

L'effet du milieu d'tiomo~neisation 

Perccntnge 
of total 

4 
7 

11 
21·5 

le milieu d'homogénéisation joue un rôle dans la vitesse de libération de l'enzyme . 

Les mêmes échantillons sont homogénéisés dans différents milieux ; ensuite on y mesure 

l'activité enzymatique . La pl us basse correspond à une préparation où la quantité 

d'enzymes liées aux mitoc:hondries est la plus grande . Les résultats furent les suivants : 
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Fig. 1. Influence of KCl on spontaneoua activati?n. R~t­
liver pulp divided in two parts. Part 1 homogemzed ~•th 
0·25:M-eucroee; part -2 with 0·15:M-KCl. The two homo­
geno.tee kcpt at 0° and asaayed rcgularly for acid phoa­
phataee activity. 

d'après ( Berthet.Jet de Duve C. , 1951 ) 

Ils conl ure nt donc que le meilleur milieu pour avoir une stabilité de la liaison 

mitochondrie - phosphetese acide est une solution de suc rose O ,25 M . 

Différence de mesure entre l'activité en2_1Jmatique '1i bre" et "liée" 

La quantité totale de phospt,atase acide dans la préparation est donnée par la mesure 

du phospt,ete inorganique libéré après homogénéisation au Waring- Blender . Pour 

mesurer l'activité liée ( la quantité d'enzymes liées ) il faut faire la différence entre 

l'activité totale et l'activité libre d'une préparation hornogénéfaée au Potf.er, en prenant la 

précaution qu· il n'y ait pas d'activation au cours des mesures . Pour éviter cette 

activation, l'équipe de de Duve a étudié le taux de libérati H1 d;'i r,s différentes conditions de 

dosage .se hé ma 

Les expériences montrent que l'activité initiale des préparations contenant une 

partie d'enzymes liées peut être mesurée dans les conditions standards ( 38° C ) pour 

autant que le temps d'incubation n'excède pas 10 à 20 minutes ; on peut par contre la 

mesurer sans problème à 00 C . 

La di st ri b uti on g ua ntitati ve de 1 a p hos p hatase acide dans 1 e foie . 

Le tableau 6 ( ci-dessous ) donne les quantités d'en21Jmes totales_. libres et liées 

dans ctiaq1.1e fraction . Les surnageants des centrifugetioM de la fraction "mitochondries" 
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ont été décantés et ressoumis à une centrifugi:stion de 1 O minutes à 8500 g donn i:s une 

nouvelle fraction : ·1a fraction intermédiaire" qui servira pour la séparation de la 

fraction "microsomes" { centrifugation 90 minutes à 20000 g) . 

Les résultats montrent que n,omogénat initial contient 83 % d'enzymes liées contre 

17 % de libre . La pl us grande pi:srtie de la phospt,i:stase acide est liée à la fraction 

mitochondriale {surto•Jt ) ainsi qu'à 1& fraction intermédiaire et microMmiale . 

Table 6. 1.'he quantitative cytological cliatribution of acid phosphauue 

Acid phosphata.se activity 

17 

Freah preparations Frozen rrep11ratlon11 Diffcrcnce 
(free enzyme) (tota enzyme) (bound enzyme) 

Fraction 
Initial homogenate 

Nuclcl, waahed twico 
Mitochonclria, wMhcd once 
lntcrmediary fraction, unwaahe

0

d 
:Microaomea, waahed twice 
Finalaupernat&nt 

Recovery 

p• 
205 

31 
87 
33 
45 

134 

330 

% 
17·1 

2 
6·0 
2 ·1 
2·0 
8 ·6 

21·2 

p• % p• % 
ll>llO 100 1285 82·0 

05 6-1 64 4·1 
·oso 61·3 803 55·7 
100 12·2 157 10·1 
150 0·7 105 0·8 
103 10·5 20 l ·O 

1648 00·8 1218 78·6 

• µg. P/g. original tiuue/10 min. AUpercentagea oaloulated on the total aotivity, U550µg. P/g. tiasue/10 min. 

d'après ( Berthet .Jet de Duve C. , 1951 ) 

Ces chiffres doivent être considérés en tenant compte des effets de domage du à 

n,omogénéis&tion et au fractionnement et suggèrent que dans une cellule intacte 

l'ensemble de la pt,osphatase acide est liée aux fractions mitochondriale et microsomale . 

La présence d'enzymes dans les autres fractions s'explique par une conta mi ni:stic,n due à 

une rupture de mitochondries et de microsomes et à l'absoption del' enzyme par les autres 

fractions . 

A la suite de ces expériences, J.Berttiet et C.de Duve conclure nt qu 'une grande part 

- et dans la cellule intacte probablement la totalité - de la phos~•hatase acide est liée à un 

granule cytoplasmique . 

Trois questions se posèrent alors aux chercheurs : 

1° quelle est la nature du lien entre l'enz•Jme et le granule 

2° quelle est la raison du manque d'activité de l'enzyme sous forme liée 

3° quelle est la nature des granules contenant la phosphi:stase acide 

ç 
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Ce qui était nouveau daM l'étude de la pt,ospt,atase acide , c'était cette latence 

enzymatique, le fait qu'il semblait qu'il faille un endommagement des granules 

cytoplasmiques soit par l'âge, soit par la congélation pour que l'enzyme soit active . 

LA NATURE DES GRANULES CYTOPLASMIQUES 

D'après les résultats otitenus ( tableau 6) , il apparaissait que les granules portant 

l'enzyme faisaient partie de la fraction mitochondriale . Mais une importante partie des 

enzymes semtilait liée à la fraction microsomiale . Plusieurs explications de ces résultats 

furent avancées : la pl us simple était que lors de la décantation du surnageant après la 

deuxième série de centrifugation ( donnant la fraction mitochondriale ) , des 

mitochondries étaient resol ubilisées et venaient donc contaminer la fraction microsomiale 

. Une autre explication était qu'une partie des mitochondries pouvait se casser en pl us 

petits granules, contenant toujours la phosphatase acide mais ne sédimentant plus à 8500 

g pendant 20 minutes . Enfin on peut l'expliquer par le fait qu'une population de 

mitochondries peut cor,teni r de petits granules qui ne peuvent sédi rnenter avec la fraction 

mitoctiondriale . Cette troisième h1Jpott,èse rejoignait celle avancée par Chantrenne ( 

1947), pour qui la distinction entre fraction mitochondriale et microsomiale n'était que 

virtuelle et qu'il existait un spectre continu de granules . 

Bref, ils conclure nt que la ptiosphatase acide était liée à des granules 

cytoplasmiques dont la taille est fort variable ( des mitochondries aux microsomes ) , 

retenant ainsi la troisième explication comme la pl us probable .( Berthet J ., de Duve C., 

1951 ) 

LA RAISON DIJ MANQUE D'ACTIVITE DE L'ENZVME 

Les expériences préc.-édentes montrèrent que la fraction mitochondriale gardée dans 

une solution à basse température ( 00 )de sucrose 0,25 M retenait la phosptiatase acide 

sous forme liée et de manière stable . Le détachement de 1 'enzyme pouvait être provoqué 

par une horriogénéisation au Waring- Blender, par une incubation prolongée à 38°, par des 

congélations et décongélations répétées, ou encore par la net ure de la solution utilisée . Et 
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c'est ce phénomène qui fut &lors étudié par C.de Duve , J.Berthet, L.Berthet et f .AN•el maM 

( 1951 ) . Les résultats ( cfr . graphique ci-dessous ) donnaient le taux de libération de P 

inorganique dans différentes solutions . 

':' 60 ... 
0 ... .... 
0 

~ ...... 
~ ◄O 
l'O ... 
l'O 
.c . c.. .,. 
0 .c 
c.. 
,, 20 
ü 
l'O ., 

:0 
::, 

ë5 
V, 

0 1 2 3 . ◄ 
Time (hr.) 

d'après ( Appel mans F ., Berthet J., Bertt1et L., de Duve C., 1951 ) 

Ce graphique montre la grande stabilité du complexe ptiosphatase acide -

mitochondrie ( forme inactive de l'enzyme ) d&ns une solution de suc rose O ,25 M et le 

relâct1ement brutal de l'enzyme dans l'eau distillée . Il montre également que l'enzyme est 

rapidement relâchée en présence de solution sali ne bien qu'elle ne soit pas responsable de 

l'i nsol ubilité du complexe : en effet, il semble que ce soit l'absence de suc rose qui 

provoque la libération de l'enzyme ( courbe suc rose O ,25 m + NaCl O ,44 M comparée aux 

courbes de solution sali ne seule ) . 

L'équipe de chercheurs concl ua que la libération de l'enzyme était la conséquence 

d'une différence de pression osmotique et de la dési ntégr&tion de la mitoct1ondrie et que la 

grande différence des effets des solutions salines en présence ou absence de suc rose étaient 

due au fait que le sucrose permet de maintenir une pression osmotique dans le milieu alors 

que le NaCl ne le peut pas . 
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Il a déjà été mentionné que dans un homogénat , la phœphatase acide a peu ou même 

pas du tout d'activité envers sor, substrat ( glycéroptrosphate ) à pH 5 et dans les 

conditions de stabilité . Ce fait n'implique pas nécessairement que l'enzyme liée est inactif 

par 1 ui- même . Il se pourrait que la phosphatase acide soit empêchée d'agir sur son 

substrat parce que celui-ci ne peut pénétrer dans la mitochondrie . Si cette t,yç,ott,èse 

était vraie elle devait être vérifiée par le remplacement du sucrose par du 

gl yc:éropt,c~;pt,ate O ,25 M qui, s'il ne pouvait pénétrer dans la mitochondrie, pouvait 

maintenir 1& pression osmotique de la solution . Ce fut vérifié et l'hypothèse acceptée . 

NATURE DU LIEN ENTRE LA PHOSPHATASE ACIDE ET LA MITOCHONDRIE 

Pùur étudier ce point J .Bertt,et, L.Bertt,et, f .Appel mans et C.de Duve ( 1951 ) 

appliquèrent différents facteurs ct,i miques et pt,ysiques à des fractions mitoct,ondriales : 

effet de la température, du pH, de la solution utilisée . Il en résulta que la stabilité la pl us 

grande était obtenue à faible température, dans une solution de suc rose ou de 

glycérophosphate 0,25 M à pH compris entre 5,5 et 6,5 . Par contre une addition de 

saponine ou de déoxycholate ( détergents ) , une solution d'eau dü,tillée ou de sels, 

augmente la libération de l'en21Jme . 

Le fait que l'homogénéisation au Weri ng- Blertder et des congélations suivies de 

décongélations causent la libération de la phosphatese acide montra que la liaison de 

l'enzyme recquiert une certaine intégrité structurelle du granule cytoplesmique, mais ne 

permit pas de défi ni r la structure de ce granule . 

Comme déjà montré dans le paragraphe précédent, ces granules se comportent 

comme des systèmes œmotiques . Dès lors on pouvait sup~•oser que ces granules 

pœsédaient les principales caractéristiques d'un système osmotique, à savoir une 

barrière capable de réguler la concentration de solutés à l'intérieur et à l'extérieur et la 

présence d'une solution intérieure contenant des composants osmotiquerrrent actifs pour 

lesquels la barrière est imperméatile. Et le plus simple modèle correspondant à cette 

description est celui d'un sac entouré d'une membrane semi-perméat,le . 

Par ce modèle, ils purent expliquer l'effet des différents agents déstabilisateurs du 

complexe enzyme - mitochondrie . 
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_ le Waring- Blender blesse la membrane 

_l'absence de substances osmotiquement efficaces ( suc rose , glycérophosphate ) 

dans le milieu induit un éclatement des granules du à une différence de pression osmotique 

trop élevée 

_les détergents dissocient les complexes li po- protéi niques de la membrane 

_les congélations et décongélations répétées agissent de différentes manières : soit 

en dénaturant l 'architecture de la membrane, soit en déchirant la membrane à cause de la 

formation de cristaux de glace 

Il est à rioter que si jusqu 'à présent j'ai utilüsé le terme Nmitochondrie" pour 

désigner les granules portant la phosphat&se acide, c'est que cette enzyme se retrouve en 

majeure partie dans la fraction mitochondriale . 

ETUDE COMPARATIVE DE LA LIAISON A DES GRANULES CYTOPLASMIQUES DE LA 

PHOSPHATAS[ ACIDE, DE LA GLUCORONI DASE ET DE LA CATHEPSI N 

Dans cette étude le labùratoi re de Louvain allait montrer le parallélisme des 
• 

propriétés des trois enzymes . ( R.Gianetto et C.de Duve, 1955) 

Les expériences furent réalisées sur des fractions mitochondriales lavées deux fois 

et maintenues dans une solution de sucrose O ,25 M . L'activité de la phospt,atase acide fut 

déterminé par la libération de phc,sptiate inorganique en la présence de 

glycérophosphate . La gl ucoronidase fut étudiée par la méthode de Talalay, fist,man et 

Huggins ( 1946 ) modifiée par Kerr et Levy ( 1951 ) . Le vol urne total dï ncubation ( 2 

ml ) contemiit du pt,énol phtt,alei n gl ucoronide O ,00125 M ( substrat ) (:t un tampon 

scétate O ,075 M â pH 5 ,2 . La réaction était stoppée par l'addition d'une solution de 

glycine, NaCl et NazC03 , pH 10, 7 . La solution finale était clarifiée par une filtration ou 

centrifugation à grande vitesse et la quantité de phénol phthalei n déterminée au 

colorimètre. Enfin l'activité de la cathepsi n fut mesurée dans une solution contenant, 

pour un vol urne total de 3 ml, O ,00026 M d'hémoglobine et un tampon acétate O, 17 M à 

pH 5, du suc rose O ,25 Met l'enzyme . La réaction était stoppée en ajoutant 5 ml d'acide 

trichloroacétique glacé . Les produits de la dégradation étaient mesurés par le réactif de 

folin-Ciocalteu . 
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Toute une série d'expériences fut faite pour comparer les propriétés des trois 

enzymes : dégradation mécaniq1Je des fractions eu Waring-Blender, activation des enzymes 

par gels et dégels successifs, activation osmotique, par les sels, par la chaleur, ... 

De pareilles expériences avaient déjà été faites pour étudier le lien phosphatase 

acide - gran1Jle cytoplasmiq1Je .les résultats montrèrent le similitude des proptiétés de 

ces trois enzymes : ils sont tous trois enfermés dans un granule cytoplasmique et n'ont une 

activité considérable que si ce granule est endommagé ; de pl us les conditions pour obtenir 

cette activité sont les mêmes po1Jr les trois enzymes : homogénéisation eu Waring­

Blender, gels et dégel$, i ncut,ation dans une solution hypotonique . Bref il semblait que 

ces trois enzymes appartenaient eu même granule cytoplasmiq1Je . 

DE NOUVEAUX GRANULES CYTOPLASMIQUES 

Jusqu'à ce stade de le rect,erct,e , 1 'équi ~,e de Professeur de Duve avait montré que le 

pt,osr,hat8se acide ét8it liée à des granules cytoplasmiques que l'on retrouvait dans la 

fraction mitochondriale mais aussi, en moindre partie, d8ns la fraction microsomi8le . De 

plus, cette enz1Jme avait la p8rticul8rité d'être inactive vis-à-vis de son substrat tant que 

les granules la ç,ortant étaient intacts. Ces derniers se comr,ortaient comme des systèmes 

osmotiques, entourés d'une membrane semi-perméable . Mais jusqu'alors rien ne 

prouvait qu'ils avaient affaire à des granules différents des mitoct,ondries ou des 

microsomes . Ce fut dans les recherches qui suivirent que le clef de le découverte des 

1 ysosomes se trouvait . 

C'était en 1954 et f Appel mans, R.Wattieux et C.de D1Jve ( 1955 ) ct,echeient 
l 

pourquoi le pt,osphetase acide se trouvait dans les fractions mitochondriales et 

microsomiales alors que la cytochrome oxydase était typiquement mitochondriale . Pour 

clarifier ce point ils firent une série d'expériences, comparant phosphatase acide et 

cytochrome oxydase .le mesure de 1 'activité de le phosphetese acide se faisait eu 

spectropt,otomètre : l'enzyme préparée dans un tampon phosphate O ,005 M à pH 7 ,4 

réagissait avec une solution 1,7 1 o-5 M de cytochrome réduit dans un tampon phospt,ate 

0 ,03 M à pH 7 ,4 . La baisse de densité optique était mesurée à 550 m . L · activité 

respiratoire - typiquement mitochondriale elle aussi et permettant de localiser le$ 
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mitochondries dans les différentes froctions - correspondait à la consommation d'02 d'une 

solution contenant du glutamate de sodium O ,008 M, de de fuma rate de sodium O ,008 M, 

de l'adénosine triphosphate 0,001 M, de M9Cl2 0,001 M, un tampon de phœptiate de 

potassium O ,02 M à pH 7 ,4 et du suc rose O ,25 M à laquelle était ajoutée l'enzyme . La 

mesure était réalisée dans l'appareil de Warburg . 

Le comportement de sédimentation de la phosphatase acide fut comparé à celui de 

l'activité respiratoire ou de la cytochrome oxydase . Pour ce faire, des fractions 

mitochondriales furent soumises à différentes forces de centrifugation dans la M.S .E. Les 

sédiments étaient alors analysés pour leur activité respiratoire, la cytochrome oxydase et 

la phosphatase acide libre et liée: 

Resplntory actlvlty 
100 r~ %3 

0 -•-- J ···•x ... ,,, Nltrogen ._ 
75 0 /~ . " tloO 

%3 
C 50 " u ... 
" Q.. 

2~ ~b.. -
0 5 10 15 

Tlme-lntegnl of average field (g-mfn. X 10j 

Fig. 1. Sedimontation cu"ea of nitrogen, reapiratory 
activity and bound aoid phosphataae of a mitochondrial 
suspension. Original preparation: unwashed mito­
chondria., i.soTated in the M.S.E. superspeed attachmont 
by 200000 g-min. (Sw111• -3600 S) and diluted l: 10 in 
0·2511 sucrose. From thi.s suspension, 7·5 ml. portions 
were centrifugcd at increasing average fie)d.time values 
(sec abeci.ssa) in the 1\1.S.E. centrifuge. 'fhe sediments wero 
collected and analysed. The results are expreased as 
percentage of the total amounts present in the aame 
volume of the original suspension. 

d'après ( Appel mans F ., Wattiaux R., de Duve C., 1955 ) 
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Les ré.sult&ts iridiqU8ient que l'&etivit~ respiratoire se trouvait totfslement dans le 

culot aprèi uri& centrifug&tion de 50000 g alors qu'à cette même force la moitié de la 

phosphatase acide liée n'avait pas encore sédimenté . 

A ceci s'ajoutèrent d'autres observations dues au hasard . En effet, f .Apriel mans 

devait préparer des fractions mitochondriales mais la tête à haute vitesse M.S.E. de la 

centrifugeuse était cassée . Dès lors C.de Duve 1 ui conseilla d'utiliser la centrifugeuse 

Cord&, qui tourne moins vite et dans l8quelle les tubes sont placés tangentiellement et non 

radialement par rapport au cercle de centrifugation . 11 fallait centrifuger pl us longtemps 

vu que la vitesse était beaucoup moins grande : ceci aurait du 1 ui permettre d'obtenir une 

bonne fraction mitochondriale . Mais les fractions obtenues de la sorte étaient exempt.es 

de phosphatase acide, bien que mitochondriales . Dès lors un schéma nouveau de 

centrif ug&tion fut mis au point pour séparer la fraction contenant les enzymes de la 

respiration et la phosphatase acide .( de Duve C., 1969 ) 

Le noyau était séparé du reste de la même manière qu'avant . Ensuite la 

centrifugeuse utilisée pour le reste de la centrifugation fractionnée était la "Spi nco n° 

40" . Une fraction de mitochondries lourdes est isolée en centrifugeant à 33000 g/mi n. et 

est lavée deux fois sous les mêmes conditions . Les trois surnageants obtenus sont. réunis 

et centrifugés à 250000 g/min. pour séparer la fraction df>.,s mitochondries lé9ères , qui 

est aussi lavée deux fois . Les microsomes sor,t obtenus en centrifugeant les surnageants 

restant à 300000 g/mi n. 

Une autre méthode fut également testée, méthode déjà utilisée par Hogeboom, 

Schneider et Pelade { 1948) : la "layering technique". La centrifugeuse est une "Spinco 

n° 20" . )ix :nl d'extrait cytoplasmique dans dù suc rose 0 ,25 M sont placés dans le tube 

de la centrifugeuse . Ensuite 90 ml de sucrose 0,3 M sont introduits d&ns le fond du tube 

sous la couche de l'extrait cytoplasmique et la centrifugation se fait comme décrite 

précédemment , toutefois sans les lavages . Les résultats furent ceux-ci : 
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Table 3. Subfractionaticn by layering procedure 

For detall.e of experimental prooedure, eeo toxt. 

Peroentage of aotivity of ex tract Ratio, bound 
phospho.taso: 

Cytochrome Total aold Dound aoid cytochrome 
Fraction oxidaae phoapho.to.so phosphataao• oxiclo.se 

Cytoplaamlo extraot 100 100 100 (73) 1 
Heavy eediment 88 30 · 34 (25) 0·39 
Light acdiment 14 41 51 (37) 3·6 
Final eupernatant 1·5 26 16 (12) 10·7 
Reoovery 103·1S 07 101 (74) 0·98 
• Figure, ln bracketa ehow bound activity aa peroentage of total aotivity of extro.ct. 

d'après ( Appel mans F ., Wattiaux R., de Duve C., 1955 ) 

Les résultats de ces expériences étaient en parfait accord avec ceux de Novi koff, 

Podber, R1Jan et Noe ( 1953 ) qui avaient décrit la dissociation partielle entre ·1a 

phosphat8se acide et la succi noxidase . Toutefois il y avait le problème de l 'hét.érogénéité 

des deux fractions obtenues. Pour l' expliquer il y avait la possibilité d'artéfacts : la 

cytochrome oxydase et la succi noxid&se sont fermement attachées aux mitochondries, il y 

avait donc peu de chance qu 'elles soient responsables d'artéfacts . Par contre la 

phosphatase acide peut facilement ce détacher et donc contaminer une autre fraction ; mais 

les mesures furent faites sur la phosphatase acide liée ( différence entre forme libre et 

activité totale ) . Dès lors l'hétérogénéité semblait être due non pas à une conta mi nation 

d'enzymes mais aux granules eux- mêmes :Novi koff l'expliquait par le fait que les granules 

portent les deux enzymes mais en proportion variable. de Duve, lui, pro~r0sa l'hy~r0thèse 

selon laquelle il y s deu~~ tyoes de C1ranules : les uns contenant la phophatase acide, les . . ' 

autres la cytochrome oxydase ; l'hétérogénéité observée étant dès lors due à une séparation 

incomplète des deux types de granules . 

Cette hypothèse suivait son postulat de travail : l'homogénéité biochimique des 

constituants cellulaires ( cfr . précédemment ) et allait s'avérer être la bonne . La 

technique des lavages et la ·1ayering technique· permettaient de purifier les deux 

fractions mitochondriales . Ainsi dans les meilleures conditions ils obtinrent une fraction 

lourde contenant 1 /3 de l'activité respiratoire sans phosptiatase acide ou encore une 
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fraction lourde contenant 70 % de cytochrome oxydase et moins de t O % de pttopttatase 

acide . 

De tels résultats suggéraient que la fraction mitochondriale classique ( les "vraies" 

mitochondries ) contenait des enzymes oxydatives mais pas de pttosphatase acide et était 

représentée par la fraction mitochondriale lourde , conta mi née par des granules 

différents des vraies mitoct,ondries et contenant la phosphatase acide . De plus d'après les 

résultats de sédimentation, on put calculer la taille de ces nouveaux granules : 0,25 à 0,8 

s'ils ont une densité basse ( t .1 O ) et O, 13 à O ,4 si leur densité est élevée ( 1 .30 ) . 

Il semblait ainsi que ces granules étaient pl us proches des mitochondries que des 

microsomes de par leurs propriétés de sédimentation et le fait qu'on pouvait aisément 

séparer ptiosphatase acide et glucose- 6- pt,os~,tiatase, typiquement microsomioale . Il 

restait à savoir si ces grar,ules correspondaient à une forme spéciafü,ée de mitochondries 

ou à une entité ci,Jtologique nouvelle . Les corps cellulaires qui s'en rapprochaient le pl us 

étaient les "gouttes" isùlées par Strauss ( 1954) dans le rein, dan~; lesquelles se trouvent 

un peu de succi noxydase et beaucoup de pt,ospt,at8se acide . Ces gouttes furent étudiées 

histologiquement par Olivier ( 1948 ) qui remarqua leur augmentation de taille lors 

d'injection de blanc d'oeuf et en concl ua qu'elles étaient impliquées dans la résorption de 

protéines. 

Enfin ces résultats furent aussi d'un intérêt théorique pour la centrifugation 

fractionnée : deux enzymes différents peuvent être présents dans une même fraction et 

appartenir à deux structures cytologiques entièrement différentes . 

Le nouveau schéma de centrifugation fractionnée grâce auquel la fraction 

mitochondriale classique est divisée en de4x sous-fractions permit 1 'étude de la 

répartition cellulaire de toute une série d'enzymes . Ceci fut fait en comparant la 

distribution d'un enzyme dans différentes fractions à celle d'enzymes de référence : la 

cytochrome oxydase pour la mitoct,ondrie, la phosphatase acide pûur les nouveaux 

granules et la gl UCO$e-6-phosphatase pour les microsomes . Les résultats sont donnés 

dans le tableau ci-dessous ( d'après ( de Duve C., Pressman B.C., Gianetto R., Wattiaux R., 

Appel mans f., 1955 ) ) : 
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l'urate oxydase avait 1& mime r~~rtition QU€< la phos phatase acide mais n'en avait 

pss les mêmes propriétés: l&tence, activité élevée lorsque solubilisée ... Dès. lors, peut­

être apparten&it-elle à un quatrième groupe de granules, de la même taille que les 

gr&nules à phosphatase acide ? 

LES L VSOSOMES 

Le fait que tous les enzymes apparten&nt à ces nouveaux granules étaient des 

enzymes hydrol ytiques avec un pH optimum acide, agissant chacun sur un substrat 

différent donnait à ces granules une fonctior1 purement lytique. c· est pourquoi le nom de 

"lysosome" leur fut donné, qui signifie: corps lytique .( de Duve C., 1969) 

Ainsi un nouvel organite cellulaire était mis à jour : le 1 ysosome . Mais chose des 

pl us curieuses, on savait qu'ils renfermaient des enzymes hydrol ytiques, on connaissait 

leur taille et leur propriétés osmotiques mais on ne les &vait jamais vu ! - du moins en 

sachant que c'était des lysosomes - . A ce moment, le lysosome ét&it un concept 

biochimique . 

LA CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE 

M&lgré la découverte primordiale de l'existence d'organites cellulaires disti nets des 

mitochondries, les lysosomes, deux grands problèmes subsistaient : d'une part la fraction 
•. 1 . 

L ( L pour lysosome) montrait encor,? une importante activité de la .~ytoehrome oxydase et 

laissait donc supposer qu'elle était l&rgement contaminée par des mitochondries . D'autre 

psrt, rien ne permettait d'affirmer que l'urate oxydase était bien une enzyme 1 ysosomiale 

. Dans les deux cas, le recours à une technique de séparation pl us fi r,e des organites allait 

résoudre le problème . 

Jusqu'alors seule la centrifugation en milieu homogène était utilisée pour la 

localisation subcellulaire des enzymes, mais elle semblait ici incapable de surmonter ces 

problèmes . C'est alors que le Professeur de Duve et son équipe se tournèrent vers la 

centrifugation en gradient de densité ( cfr. chapitre technique ) . Cette nouvelle métt1ode 
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fut d'at,ord utilisée pour calculer de manière plus précise des coéfficients de 

sédimentation ( centrifugation différentielle ) . Mais bien vite ils se rendirent compte de 

la limite de cette technique : ce n'était pas avec une méthode se basant sur les différences 

de vite~es de sédimentation, aussi raffinée qu'elle soit, que les deux problèmes allaient 

être solutionnés . Ils se tournèrent alors vers la centrifugation isopycnique en espérant 

que le milieu de suspension allait influencer la densité des différents organites d'une 

manière propre â chacun d'eux et qu'ai n~;i leur séparation serait possible . 
uc,v:,11c 
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d'après ( Beaufays H., 1966 ) 

29 



Les résult&ts montrèrent que le milieu influer.ce le comport&rr1&nt d&s particul&s . 

les oxydases et catalases se stabilisent à des densités soit légèrement pl us faibles, soit 

légèrement plus élevées que les mitochondries ( série de gauctie ) , dans des milieux 

différents ; chose beaucoup moins évidente pour les lysosomes ( série de droite ) vu leur 

grande diversité et dispersion de densité . Les hydrolases acides se dissocient nettement 

des oxydases et catalases tant par leur comportement. différent suivant le milieu que pi:,r 

leur sé~1aration dans différents gradients .( Beaufa1Js H., 1966 ) 

On appela pernxysomes le troisième organite "mitochondriale" contenant les 

oxydases et catalases . 

IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE DES LYSOSOMES 

Ce travail fut réalisé grâce à l'aide de Alex Novi koff ( A.B.Ncivi koff, H.Beaufa1J, et 

C.de Duve , 1956 } qui avait déjà travaillé sur la phosphatase acide et. la suc:ci noxidase, 

entre autres . Ici, il s'agissait de réaliser des fractions assez riches en lywsomes et 

ensuite de les observer au microscope électronique . 

Les méthodes pour purifier la fraction 1 ysosomiale furent variées . Dans deux 

expériences la méthode mise au point par le laboratoire de Louvain fut utilisée. Dans une 

troisième, la fraction L fut resuspendue et recentrifuiJée plusieurs fois à 30000 g/mi r1. 

par le "Spi nco n° 40" en ayant soin chaque fois d'enlever les particules les pl us lourdes . 

Le surnageant final fut précipité en centrifugeant à 250000 g/mi n. C'est ce culot qui fut 

utilisé . 
•· 1 

Dans une quatrième expé'rience, la méthode déjà utilisée par Press man fut choisie : 

les 1 ysosomes ayant une densité pl us grande que les mitochondries et les microsomes, c'est 

cette proprité qui est utilisée por la purification . Il s'avéra que les résultats étaient 

moins bons que dans les autres expériences . 

Enfin, dans une cinquième expérience était rajouté à la solution de l'homogér~t du 

pol yvi nyl pyroll ydone 7 .3 % qui stabilise la structure des organites . Mais les résultats 

furent encore moins bons . 
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Les préparations microscopiques furent réalisées comme suit : aux fractions fut 

rajouté du tétroxyde d'osmium; ensuite elles furent placées au réfrigérateur avant d'être 

enrobées dans du n-butyl métti&cryl&te . Enfin, les couç,es ont été réalisées . 

Après les observations, les lysosomes furent identifiés comme étant les "corps 

denses" observés sur les préparations . En effet : 

1° les fractions riches en lysosomes sont également rictre~; en ·corps denses" 

2° les dimensions des ·corps denses· sont du même ordre que celles calc:ulées pour 

1 es 1 ysoso mes 

3° les ·corps denses" sont formés d'une cavité entourée d'une membrane ,modèle 

proposée pour les lysosomes 

\ 
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LA TECHNIQUE 



TECHNIQUE 

INTRODUCTION 

La décowerte des 1 ysosomes est un bel exemple pour juger de 1 'importance d'une 

technique et d'une méthode de travail dans la recherche scientifique . D'abord parce que la 

technique - la centrifugation fractionnée - a été presque 1 'unique outil de travail du 

Professeur de Duve : c'est grâce â cette technique que les lysosomes furent découverts . 

Ensuite parce que 1 'étude de la ce11 ule par la centrifugation fractionnée était relativement 

récente et était encore, à l'époque où le laboratoire de Louvain commença â l'étudier, en 

pleine évolution; et plus précisément, c'est en trouvi:int un nouveau schéma d'application 

de cette technique ( la ci nq1Jième fraction, la fraction L ) que C.de Duve put isoler les 

nouveaux granules c1Jtoplasmiques dont on soupçonnait l'existence . C'est donc en 

modifiant un élément purement technique que 1 'isolement des lysosomes a été fait . 

Mais avant de parler pl us en détail de la centrifugation fractionnée, il serait bon de 

la situer parmi les autres mo1Jens d'approche de la cellule et d'en connaître ses avantages 

et ses li mites . 

Jusqu'aux années 30- 40, la connaissance de la cellule vivante était li mitée par 

deux frontières, entre lesquelles se trouvait un domaine tout & fait inexploré : la frontière 

supérieure correspond&nt su pouvoir de résolution du microscope optique, la li mite 

inférieure aux techniques chimiques d'analyse des constituants cellulaires. La découverte 

de nouvelles techniques d'étude allait permettre à cette époque d'explorer ce domaine 

inconnu . Ces techniques étaient de deux types : les unes permettant une visualisation de 

constituants se rapproctP.1nt de la taille des macromolécules, tandis qu'avec les autres la 

séparation et l'analyse chi mi que d'entités microscopiques ( organites cellulaires ) 

devenaient possible . Ainsi s'ouvrait un large champ d'exploration de la cellule aux 

scientifiques de 1 'époque . 

TISSUS--• CELLULES----• ORGANITES------• MACROMOLECULE 

Micrrecopie optique -r Nouvelles techniques -+ ...- Anal ljSe chi mi que 
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La principale méthode pour visualiser des constituants de taille voisine des 

macromolécules était la cytochi mie , alors que la centrifugation fractionnée permettait la 

séparation et l'analyse des organites cellulaires . 

La visualisation cytochi mique, dont le principe est de marquer des composants 

cellulaires ( lipopolysaccharide, DNA, en2ymes ... ) à l'aide d'un colorant, d'un agent 

f1 uorescent ou d'un autre marqueur et d'ensuite observer sa localisatior, cellulaire au 

microsco~1e, s'adresse plutôt au morphologiste puisqu'elle rend visible des enz1Jmes ou 

autres c.-ompossnts biochimiques dans une coupe de tissu . La préservatfon de la 

morphologie du tissu et des cellules est primordiale et implique une moindre précision 

biochimique . La principale li mite de cette technique concerne les enzymes elles- mêmes 

qui n'ont pas toutes la propriété d'être marquées . Ainsi cela demande énormément de 

travail pour trouver un marqueur approprié, spécifique, et alf.lnt un degré de résolution 

assez élevé pour marquer telle enzyme . Dès lors la visualisation cytoc:hi mi que permet 

l 'étude de peu d'enzymes mais dans un grand nombre de tissus différents . 

Par contre la centrifugation fractionnée est une approche chi mi que . Elle sacrifie 

la morphologie des cellules et des tissus au profit d'une étude chimique et aMlytique de~. 

organites cellulaires pl us précise . Cette technique s'applique à la plupart des enz1Jmes ou 

autres cor,stituants biochimiques mais est restreinte quant au nombre de tissus différents 

pouvant être étudiés . En effet, alors que la préparation du matériel pour le microscope 

est quelque chose de bien connu quel que soit le tissu étudié, le fractionnement à 1 'époque 

ne se fait que sur quelques rare tissus : foie, rein, cerveau, ... Mais il semble bien pl us 

i ntéresssnt de connaitre beaucoup sur peu de tissus différents que l'inverse : savoir que 

les lysosomes de tous les tissus contiennent des hydrolases acides est de moindre 

importance que de savoir qu'elles sont ces hydrolases acides, dans quelles conditions elles 

sont actives, ... pour la compréhension du vivant . Ceci est un des avantages de la 

centrifugation fractionnée qui permet une analyse biochimique pl us poussée des 

composants cellulaires . 

En fait ces deux approches ont des buts différents : celui de la cytoct,i mie est de 

visualiser dans un tissu ou une cellule un constituant connu et déterminé alors que dans la 
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centrifugation fractionnée il s'agit de préciser les caractéristiques biochimiques r 
d'organites déterminés - comme nous l'avons vu, la rect,erche de de Duve est une 

exception à cette règle puisque la centrifugation fractionnée a permis de mettre en 

évidence deux organites cellulaires jusqu'alors inconnus: lysosomes et peroxysomes . 

11 est à noter que parallèlement à la centrifugation se développaient à 1 'é~•oque 

d'autres tect,niques biochimiques telles l'électrophorèse et la ct,romatographie . 

Maintenant on peut se demander pourquoi le Professeur de Duve e choisi, parmi ces 

différentes techniques toutes récentes et ayant chacune ses avantages et ses défauts , la 

centrifugation : 

"si j'ai préféré la centrifugation fractionnée à la cytochi mie, c'est dû en premier 

lieu à ma formation: je suis un biochimiste et non un morphologiste, et la cytoc:t,imie est 

typiquement une technique de morphologiste . Ensuite le cytochi mie nécessite une 

méthodologie extrêmement rigoureuse pour que le marquage soit spécifique . Or à l'époque 

de mon choix, les techniques de marquage cellulaire étaient loin d'être convaincantes et les 

résultats les pl us fantaisistes pouvaient être obtenus . Enfin, la troisième raison de mon 

choix est tout simplement le curiosité : la lecture de deux articles d'Albert Claude sur 

l'agglutination d'en21Jmes sur des particules, après centrifugation, m'intrigua et me fit 

définitivement opter pour la centrifugation fractionnée : ( de Dwe, C., 1965 ) , ( de 

Duve, C., 1971 ) et ( de Ouve, C., 1964) 

Dans ce ct,apitre, je vais d'abord exposer le principe et 1 'évolution de la 

centrifugation en milieu homogène . Ensuite je parlerai de la centrifugation en gradient de 

de Mité ,son principe, les problèmes de préparations et ses avantages . Après je discuterai 

de l'analyse des différentes fractions et de leur composition ; enfin j ·ex~•liquerai les 

différentes applications d'une telle technique . 
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LA CENTRIFUGATION EN MILIEU HOMOGENE 

1 ° PR! NCI PE 

Un homogénat de tissu est soumis à une centrifugation : les différente-s particule:;; de 

cet homogénat migrent suivant le champ centrifuge à une vitesse donnée par la formule de 

Svedberg : 

V= 

où v est la vitesse radiale de la particule en cm/sec 

W est la vitesse angulaire en rad/sec 

x est la distance radiale de la particule en cm 

t son vol urne en cm3 

ep sa densité en g/cm3 

~la densité du milieu en g/cm3 

f le coéfficient. de friction en g/sec 

1/J ' 

I ---....----1 
I 

I 

X 

\ 
\ 
\ 
\ 
\ 

Sedimentation velocity 

d11/dt = s wl 11 

11 = Radial distance (cm) 
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w = Anguier velocity (rad x sec-1) 
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I 
I \ 

I \ 
\ 

' ' 
s = Sedimentation coefficient of 

p ■ rticle (sec) 

For spherical pertlcle of radius r (cm) end of density Pp (g x cm-
3
) 

ln medium of dens.lty Pm (1 ~ cm-3) end of viscosity Tl (poises) 

d'après ( de Duve C., 1975 ) 

La vitesse de migration de la particule dépend du milieu ( f ,fJ, de la particule ( <f> , ~ 

, x, f) et de la vitesse de rotation (W) .Dès lors en connaissant les paramètres du milieu 



et la vitesse de rotation, on pourra déduire les caractéristiques des particules et les 

différencier les unes des autres . 

Toutefois dans ce t1Jpe de centrifugation, on s'arrange ~•our que certaines particules 

sédimentent au fond du tube . Dès lors, ce n'est pas la vitesse de migration qui sera le 

paramètre le pl us usité mais le coéfficient de sédimentation : 

Ce coéfficient est une grandeur de temps : il s'exprime donc en secondes . 11 est à 

noter que contrairement à la vitesse de migration, ce coéfficient de sédimentation ne 

dépend pl us que du milieu et de la particule et non pl us de la vitesse de rotation de la 

centrifugeuse. le Sve,jberg est une unité conventionnelle qui correspond à 1 o-13 sec . 

le principe consiste à centrifuger un t,ornogénat de füisu à vitesse choisie et dans un 

milieu donné . Ces deux paramètres étant fixes, les différences de vitesses de migration 

entre différentes particules exprimeront des différences de vol urne et de densité entre ce~. 

différentes particules . 

Sachant, pour le cas d'une particule spt1érique, que: 

et f = 6 r J'CIY} 

avec r = rayon de la particule 

1 = viscosité du milieu 

dès lors: 

V= 

on remarque que les particules les pl us vol umi ne use ( r > ) et les pl us denses ( fp > 

) migreront pl us vite que les pl us petites et moins denses . On peut voir que le rayon des 

parti-cules ( vol urne ) à pl us d'impact sur la vitesse que la densité de la particule . Ainsi 
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en modifiant le temps ou la vitesse de centrifugation , on peut sédi rnenter telles particules 

plus "grosses" que d'autres. 

La forme de la particule intervient également dans le coéffi cient de sédimentation . 

Exemple : cas d'une particule éllipsoïde : 

on a : 

f = < 6't"f > * e 
avec e = f * ( ~ ) 

dès lors, v = 

i.~ 

~l(..a. (tp-e~)w.a..)(. ~,Q 
0 est donc un facteur de freinage de la particule . ( de Duve C., 1963 ) , ( de Duve 

C., 1965 ) , ( Beaufays H., 1966 ) , ( de Duve C., 197 t ) et ( de Duve C., 1975 ) 

2° EVOLUTION DE LA TECHNIQUE 

La centrifugation fractionnée date du 19° siècle : en 1871, friedriesch Miescher 

utilü~ait déjà cette technique pour isoler les noyaux de cellules qu'il avait homogénéisées . 

Plus tard Svedberg utili sait la centrifugation pour déterminer les ~•oids moléculaires de 

grosses molécules . 

Pourtant le nom de centrifugation fractionnée est associé à celui d'Albert Claude 

alors que cel IJi-ci ne l'utilisa qu'une septantai ne d'années après Mi escher . Tout le mérite 

d'Albert Claude fut de modifier le moyen d'utilisation de cette tect,nique . 

Avant A.Claude, le but de la centrifugation fractionnée était d'obtenir des fractions 

les pl us pures possibles à partir de l'tnmo0énat initial : le rendement du fractionnement 

n'importait p1.1s, seule la pureté d'une fraction intéressait les chercheurs, fractions plus 

ou moins pures dont ils cherchaient les caractéristiques physiques, chimiques, dont ils 

déterminaient l'appareil enzymatique, le métabolisme ... Leur étude avait pour but la 

connaissance approfondie d'un organite déterminé . Ce type d'approche est appelé 

fractionnement Qréparatif . 

Albert Claude apporta un renouveau en biologie cellulaire grâce aux modifications 

qu'il fit à cette technique . 11 proposa un nouveau schéma d'étude des composants 

cellulaires à partir du fractionnement par centrifugation d'un tissu : il ne s'agit plus 
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d'isoler une fraction la plus pure possible ( fractionnement préparatif) pour en étudier 

les propriétés mais on adopte un autre type d'approct,e : le fractionnement anal 1Jtique . 

Dans cette métt,ode c'est 1 'aspect quantitatif des résultats qu1 est prépondérant . Si, par 

exemple, on travaille sur l'activité d'une enzyme, on s'efforce d'exprimer l'activité 

enzymatique d'une fraction donnée en fonction de l'activité de l'homogénat entier qui 

correspond à 1'act1vité totale ( du moins dans la plupart des cas ) . Ce n'est plus l'étude 

des propriétés d'une fraction qui est le pl us important mais la répartition de ces 

propriétés dans les différentes fractions . 

Albert Claude va tenter d'associer le fractionnement quantitatif au fractionnement 

préparatif : cela abouti ra au sct,éma maintenant cla$Sique des quatre fractions : nùyaux, 

mitochondries, microsomes et fraction soluble . Ce type de fractionnement est appelé 

pseudo-mparatif . En effet, ce n'est pas purement analytique car il cherctie à avoir 

quatre fractions les pl us pures possibles tout en conservant 1 'approche quantitative 

d'analyse de ces fractions .( de Duve C., 1963 ) , ( de Duve C., 1971 ) et ( Beaufays H., 

1966) 

3° LA FRACTION "L" 

La technique utilisée par Christian de Duve était celle d'Albert Claude . Ce dernier, 

de passage au laboratoire de chi mie physiologique de Lowai n, avait même donné quelques 

conseils et NtrucsN de manipulation . Pourtant, il aura fallu à C.de Duve apporter des 

modifications au schéma classique des quatre fractions pour isoler les lysosomes . Ces 

changements ont été faits plus ou moins par t1&sard, en changeant la tête du rotor ( cfr . "La 

découverte des lysosomesN ) . Ainsi en ayant moàifié la vitesse de rotation, le temp'3 de 

centrifugation, le placement des tubes de centrifugation par rapport à l'axe du rotor, une 

fraction contenant peu de cytochrome oxydase mais beaucoup de phosphatase acide fut 

isolée : la séparation entre mitochondries et lysosomes était faite . 
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D'après ( de Duve 1975 ) 

Pourtant les résultats n'étaient pas encore satisfaisants : la fraction l ysosomiale 

contenait encore beaucoup de cytochrome oxydase et une enzyme n'ayant pas la propriété 

de latence : l'urate oxydase ( cfr. "La découverte des l w,,osomes" ) . Pour résoudre le 

problème posé par la présence de ces enzymes, la centrifugation en milieu homogène se 

montra li mitée, il fallut recourir à la centrifugation sur gradient de densité .( de Duve C., 

1969 ) et ( Beaufays H., 1966 ) 



LA CENTRIFUGATION SUR GRADIENT DE DENSITE 

1° HISTORIQUE 

La première équilibration de densité fut ré&lisée - semble-t-il - par G&llilé . 

Celui-ci plongea une boule de cire de densité ajustée au mo1Jen de cailloux dans une colonne 

de liquide formée d'eau douce superposée à de l'eau salée . La boule s'immobilisait à 

l'interface de ces deux couches . L'explication de ce phénomène, qui est d'ailleurs celle de 

toute équilibration sur gr&dient de densité, est donnée par le principe d'Arc hi mède . L& 

différence entre la rrIBsse de la boule de cire et la masse du liquide qu'elle déplace -

différence positive ou négative - est appelée masse d'Archimède . L'attr&etion terrestre 

agissant sur cette masse engendre la montée ou la descente de cette büule de cire jusqu'à 

arriver à un endroit où la masse du liquide égale la masse de la boule, c'est-à-dire où la 

densité du liquide dépl&cé ég&le la densité du corps : à ce moment, pl us aucune force n'agit 

sur la bûule, elle s'immobilise . 

En, 1937, un danois, Linderstrom-Lang, va utiliser la même technique pour 

déterminer la densité de goutelettes d'e&u ; cepend&nt il utilisa un gradient continu de 

solvants organiques non miscibles à l'eau . 

Mais c'est Behrens qui permit d'ouvrir un champs d'application plus étendu à cette 

technique qui Sûuffrait d'un gros défaut : les Cûrps plac.-és dans cette colonne devaient être 

assez lourd pour pouvoir vaincre les forces de viscosité qui ralentissent très fort la 

progres.sion du corps . la Sûl ution fut la centrifugation qui accélérait la vitesse de 

progression des particules . C'est également Behrens qui fractionna une cellule pa: ude 

technique . la centrifugation fractionnée sur gradient de densité venait ainsi rejoindre la 

centrifugation sur milieu homogène, déjà bien développée alors de~•uis Svedberg en 1926 

.( Beaufays H., 1966 ) 

2° PRINCIPE 

11 existe deux grandes variétés de centrifugation sur gradient de densité la 

centrfugation iSûpycnique et la centrifugation différentielle . 
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En centrifugation isop_yc:nigue, le gradient couvre un large intervalle de densité dont 

les limites se situent en dessous et au des~;us des densités d'équilibre des r•articules . La 

centrifugation est effectuée pendant une longue période jusqu'à ce que les particules soient 

arrivées à un équilibre . Une fois la centrifugation ter mi née, les particules sont 

réparties selon leur densité dans le gradient . Une série d'ar18l yses peut être faite et on 

peut construire un grapt1e de fréquence en fonction de la densité . 

En centrifugation différentielle, le facteur r,ermettant la séparation des particules 

n'est plus la densité ( centrifugation isopycnique ) mais la vitesse de sédimentation ( 

comme la centrifugation en milieu t1omogène ) . Pour cela, le gradient cowre un petit 

intervalle, les particules étant toujours plus denses que le milieu . Celles-ci migrent 

donc toutes en direction centrifuge et on s'arrange pour avoir une sédimentation 

i nc:omplète . 

1 ° Soit la disposition des particules est uniforme dans le gradient et la 

sédimentation progre-<:;se comme une centrifugation en milieu homogène . Toutefois le 

gradient i ntro,juit des c:omplicatioM i mplicant une sédimentation variatile pour de.s 

particules identiques mais présentes à des distances radiales différentes . Cette technique 

est analtJtique mais ne permet guère la séparation de populations de r•articules . 

2° Soit l't1omogérrat est placé en une couche mince au dessus du gradient et la 

progression des particules d'une même population est homogène : le résultat est une 

distribution zonale de celles-ci . C'est la technique de choix pour séparer les différentes 

populations . ( de Duve C., 1963 ) , ( de Duve C., 1965 ) , ( de Duve C ... · 1975 ) et ( 

Beaufays H., 1966 ) . 
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d'après ( de Duve C., 1975) 
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3-> LA PnPARATION DU GRADIENT 

Cette préparation est utilisée pour les centrifugeuses à rotor à godet~ 

basculants . 

Pour une utilisation analytique , il est préférable d'avoir une relation linéaire entre 

la densité et le volume cumulatif correspondant : 

où : 

f◄ ~;t la densité mi r,i male 

lit la densité maxi male 

V 2 le vol urne final 

V le volume cumulatif correspondant à la densité 

On a : 

qui est un gradient constant . 

Il existe deux métt,ode pour créer de tels gradients . 

A 8 

Fig. 1 - Princi~s des machines servant à la préparation des gradients. de densité. 

d'après ( Beaufays H., 1966) 

\ 

Dans le système A,l'appareil est composé d'un réservoir et d'une ct,arnbre de 

mélange . Le gradient créé à la sortie, sera constant si Ee = Es/2. Pour cela il existe des 

appareils à trois canaux au débit identique : un entre le réservoir et la chamt,re de 
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mélange et deux qui évacuer,t cette ct,ambre â mélange . Maltieureœement cet appareillage 

se prête mal à la préparation de petits volumes , chose nécessaire dans le cas de 

centrifug8tion fractionnée . 

Le système B C{)mprend deux réservoirs, chacun rempli d'un liquide de densité 

différente, et d'une chambre à mélange très petite . Les débits de liquide de densité et 

vers la ct,ambre de mélange décélèrent et accélèrent respectivement . Pour obtenir un 

gradient constant, le débit total doit être maintenu constant alors que l'accélération et 1& 

décélération doivent être uniformes . 

Ces deux principes sont le pl us couramment utilisés pour la construction de 

mac hi nec:; à gradients . La construction de telles appareillages comportent des problèmes 

tect,niques dont je ne parlerai pas ici mais qui sont en partie repris par H.Beaufa1Js 

(1966) . 

4° LES CENTRIFUGEUSES 

A. Les rotors à godets basculants 

C'est ce système de centrifugation qui fut utilisé par C.de Duve et son équipe pour 

séparer les trois sous-fractions de la fraction mitochondriale : mitochondries, lysosomes 

et peroxysomes . Malt,eureusement, ce type de centrifugation comporte de nombreux 

défauts inhérents à l'appareillage . Le plus important de ces défauts est l'existence de 

courants de convection dont 1 'origine est soit la forme des tubes dont les parois ne sont pas 

parallèles au champ de force centrifuge qui détermine la trajectoire des particules - ce 

qui implique une plus grande concentration des particules près des faces latérales qu'au 

centre et la chute du liquide vers une zone plus dense - soit l'inertie du liquide lors du 

basculement des godets - cette inertie du liquide s'oppose à l'accélération ou la 

décélération et peut provoquer des tourbillons par des forces appelées forces de Coriolis -

. De pl us la longueur des tubes imposent de longues durées de centrifugation pour 

l'équilibration isopycnique . Enfin les différentes opérations de préparation de gradients, 

de démarrage, d'arrêt, de séparation des fractions sont C{)mplexes . 
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Ces différents inconvénients ont poussé Beaufays et Anderson - entre autres - , 

chacun de leur côté, à créer un nouveau type de rotor . 

B. Centrifugation en cellule annulaire 

Ce rotor, pour éviter les défauts cités ci-dessus, est consistué d'une cellule 

annulaire dont les parois latérales ne s'opposent en rien à la trajectoire des particule'.3 et 

qui peut être remplie et vidée pendant la rotation . La cellule du rotor de Beaufays ne 

comprend qu'une paroi radiaire . La profondeur radiale est de 1 cm, la capacité de la 

cellule de 50 cm3, la vitesse de rotation dépasse 35000 tours/min . Le remplissage et la 

vidange se font à moins de 10000 tours/min à l'aide d'un dispositif amovible . Ceci se fait . 

par un conduit unique qui, arrivant dans l'arbre du rotor puis faisant angle droit s'ouvre 

au niveau du ra,Jon rni ni mum de la cellule. Le rempfü1sage et l'étalement en rnuct,e 

isopycnique sont favorisés par la force centrifuge : la vidange est possi tile èn introduisant 

dans la cellule, lors de la décélération, une solution dense sous pression qui contrecarre la 

pression centrifuge du système . Cette vidange est contrôlée par un régulateur qui 

synct,ronise la récolte des différentes fractions .( Beaufa1Js H., 1966 ) 
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5° AVAIHAGES DE LA CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE 

L& centrifugation différentielle en gradient de densité est une méthode plus ufine" 

que la centrifugation en milieu homogène : se basant sur la même caractéristique, la 

vitesse de sédimentation, elle permet toutefois une meilleure séparation des particules . 

Quant à l& centrifugation isopycnique, son intérêt vient du fait qu'elle se base sur la 

densité des particules pour la séparation de celles-ci . De pl us, le milieu de suspension 

influence la densité des particules, d'une manière propre à chacune d'elles, phénomène lié 

à leurs propriétés physico-chimiques, augmentant ainsi la différence de leur 

comportement lors de la centrifugation et une meilleure séparation des différentes 

populations . 

Les centrifugations en gr&dient de densité pewent être réalisées soit dans un rotor 

anal 1Jtique, soit dans un rotor préparatif . Chacune de ces méthodes offre des p0$Si bilités 

différentes reprises dans le tableau ci-dessous . 

Rotor 

Formation du 
gradient 

Mode de 
séparation 

Distribution 
initiale de la 
préparation 

Analyses 

Avantages 

TABLEAU I 
Modalités de la centrifugation en gradient de densité 

Analytique 

Par le champ 
centrifuge 

Densité 

Uniforme 

Indice de 
réfraction 
Absorption de 
lumière 
(Autoradio­
graphie) 

Haute précision 
Facilité 

Par le champ 
centrifuge 

Densité 

Uniforme 

Préparatif 

Préétabli 

Densité Vitesse 
de sédi­
mentation 

Uniforme 
Couche mince 

Quelconques 

Variété des analyses 
Usage préparatif, 

ou analytique · -

d'après ( Beaufay, H., 1966 ) 
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La tect1niq1.1e appliquée au rotor analytique permet d'obtenir des conditions de 

sédimentation presqu'idéales mais le gradient doit se former au cours de la centrifugation 

et cela prend ~•l usieurs heures . La centrifugation zonale y est impossible, la préparation 

devant être incor~•orée au milieu. Enfin, les seules méthodes d'analyse sont les mét.t,odes 

optique$ et, à la rigueur, autoradiographiques . 

Par contre, le rot.or pré~•arat.if évite ces inconvénients : gradients préétat1fü1 qui 

peuvent être quelconques, di~;position zonale de la préparation et surtout multitudes 

d'ani:il yses physico-chimiques . 
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L'ANALYSE DES Dl Ff ERENTES f RACTIONS 

Au début le principal outil d'anal IJSe des différentes fractioM était le microscope . 

Le fractionnement ( préparatif) était dès lors une &pproche morphologique et cytologique 

de la cellule . A l'époque, les résult&ts obtenus ét&ient pl us que douteux en r&ison du 

pouvoir de résolution des instruments di~;por,i bles &lors : comment dise ri miner des 

particules proches du pouvoir de résolution du microscope ? 

Avec Albert Cl&ude, l'analyse chi mi que des fr&ctions & pris le pas sur cette &nal yse 

morphologique . Il fut en effet constaté que certaines enzymes ét&ient largement 

concentrées dans une fr&ction spécifique. A l'aide de deux postulats, créés p&r C.de Duve, 

l'analyse biochimique &ll&it devenir un outil très fiable et pratique : le postufat de 

localisation simple et cel 1.Ji d'homogénéité biochimique , dont j'ai déj& parlé . 

Grâce à ces hypothèses de travail, il suffit de trouver une enz1Jme marqueur pour 

chaque population de particules pour re~•érer ces dernières . C'est cette méthode qui a 

permis de déceler les 1 ysosomes et les peroxysomes, au sein des fractions mitochondri&les 

et microsomiales : ces deux populations de particules portent des enzymes spécifiques, 

dont respectivement la phosphatase acide et l'urate oxydase . 

Ces deux postulats ne sont toutefois pas entièrement vrais : pour celui de la simple 

localisation, un contrexemple est celui des enzymes synthétisées par les ribosomes 

attachés au réticulum endoplasmique qui vont migrer jusqu'à la membrane plasmique, en 

passant par différentes vésicules ; ou encore le contrexemple d'enzymes présentes di,ns 

différents organites sou.: düférents i30en:zymes . Quant au postulat de l'homo•~énéité 

biochimique il n'est pas vérifié quand il s'agit d'enzymes membranai res dont la quantité 

présente varie avec la taille de 1& particule . Malgré ces quelques contrexemples, ces deux 

hypothèses furent un outil de travail extraordinairement performant. 

Le principe de l'an&l yse chi mi que est d'ajouter aux fractioM le substrat de l'enzyme 

considérée, de laisser réagir pendant un certain temps et de mesurer la quantité de 

produit final ( ou secondaire ) au spectrophotomètre - le pl us souvent - . Cette quantité 

de produit est proportionnelle à la concentration d'enzymes dans cert&i nes conditions . 
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Des méthodes utilüiant des substrats libérant un produit fluorescent ( exem~1le : 

dérivés de 4- métt,yl ur,belliferone ) permettent des mesures pl us sensibles et nécessitent 

donc une moins grande quantité de la fraction por la réaction . Ces métt,odes sont très 

intéressantes du fait que le frac:tionnement du tissu a permis d'ouvrir la cellule à toutes 

les analyses chimiques et tiioct,i miques connues . Le pl us gros problème pour ces &rial yses 

est d'ordre purement tectinique puisqu'il réside dans le fait que la quantité de matériel 

préparé est souvent petite et ne suffit pas aux différentes a Ml yses que 1 'on peut f&i re : les 

a na l 1Jses utili sa nt des méthodes se nsi t, les de détection comme la 11 uo ro mét rie, 1 'utilisation 

de marqueurs radioactifs se song développées pour répondre à ce besoin .( de Duve C., 

1963), ( de Duve C., 1965), et ( de Duve C., 1971 ) 
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LES QUATns FRACTIONS ( de Duve C., 1971 ) 

Depuis les premiers fractionnements réalisés par Albert Claude, de nombreux 

renseignements ont été apportés sur la composition précise des quatres fractions du 

schéma classique qui à l'époque de Claude se résumait, à peu de chose près, à noyaux, 

réticulum endoplasmique, mitochondries et surnageant cytoplasmique . 

1 ° LA FRACTION NUCLEAIRE 

Cette fraction renferme principalement deux composants : les no1Jaux et les 

membranes cytoplasmiques, mais aussi quelques mitochondries et d'autres compo$ants 

cytoplasmiques . 

Il existe une série de méthode pour isoler les noyaux : celle de Behrens ( 1932 ) 

utilisant des solvants hydrophobes, la méthode du suc rose - calcium de Hogeboom, 

Schneider et Striebich ( 1952 ) , celle de Chauveau ( 1956 ) qui permit grâce à une 

sol ut.ion dense en sucrose, d'empêcher raisonnablemment la contamination des composants 

cytoplasmiques et la méthode la plus employée maintenant utilisant des solvants aqueux . 

Le principal problème est la diffusion des enzymes nucléaires à travers les enveloppes du 

noyau. 

L'étude des membranes cytoplasmiques, isolées par centrifugation fractionnée, a 

montré leur grande richesse en protéines, sphingomyéline et cholestérol . 

2° LA rnACTION MITOCHOt~DRIALE 

Elle est. composée des mitochondries, des 1 ysosomes et des peroxysomes . Albert 

Claude pensa d'abord & des granules de sécrétion puis à un mélange de tels granules et de 

mitochondries . Par après Hogeboom ( 1948) les identifia comme étant des mitochondries 

et enfin, par après, on reconnut leur rôle dans les oxydations . Pour obtenir des fractions 

pures il faut recourir à la centrifugation en gradient de densité . 
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d'après ( de Duve C., 1971 ) 

·' 

On peut même, après ctioc osmotique, isoler la membrane externe du reste de la 

mitochondrie et étudier ainsi la répartition des enzymes dans la mitochondrie . Beaucoup 

d'intérêt fut aussi aussi accordé eu DNA et ribosomes mitochondriaux . 

La purification des 1 ysosomes est compliquée étant donnée leur grande variabilité de 

taille et de forme . Les plus beau résultats furent obtenus par Tappel ( 1968, 1968 et 

1969) . R.Wattiaux ( 1956) a étudié l'effet du Triton sur le densité des lysosomes, ce 

qui fut utilisé par Trouet ( 1964) pour les isoler . Les désavantages d'ur,e telle méthode 

est qu'elle introduit des produits extérieurs dans les lysosomes qui peuvent altérer ses 
1 

propriétés . La séparation de la ·membrane 1 ysosomiale , après l 'avoir déc: hi rée et libérée 

de son contenu, a permis de localiser quelques enzymes sur celle-ci . 
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Par contre l 'isol&tion des peroxysomes est pl us aisée et peut atteindre 95 % grâce à 

l'élimination des lysosomes au Triton WR-1339 . La séparation du corps cristamde de la 

fraction soluble a également été réalisée . 

Exceptés queques particules microsomiales et débris de membrane, seuls ces trois 

org~nites sont présents dans cette fraction . 

3° LA f RACTION MICROSOMIALE 

Le réticulum endoplasmique constitue le principal composant de cette fraction : ceci 

était œjà soupçonné par Claude ( 1947 ) et a été vérifié par Palade et Siekevitz ( 1 ) 56 } 

. Des méthodes furent mises au point pour isoler le réticulum endoplasmique et ensuite 

séparer le "lisse" du "rugueux". A Louvain la séparation fut faite sur gradient de densité 

en 15 sousfractions . L'analyse biochimique fut faite pour huit molécules différentes. 
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d'après ( de Duve C., 1971 ) 

La premiére constatation fut. que le RNA ( provenant des ribosomes des RER ) 

recouvre en grande p&rtie la distri butior, des protéines, ce qui implique une mauvai se 

sé~iaration entre REL et RER . De pl us 1 'augmentation de ribosomes des frac:tions de pl us 

forte densité ne correspond pas à une augmentation des vésicules rugueuses roi:,is bien ~ 

une augmentation des ribosomes sur les vésicules en portant . Dès lors on peut dé,jui re 

qu'il n'y a pas de différences nette entre RER et REL mais une continuité dans 

l'augmentation du nombre de ribosomes sur les vésicules. 

Pour les enzymes, il n'y a guère de différence entre RER et REL . Par contre, le 

rapport phospholipide/protéine di mi nue lorsque la densité augmente et on constate qu'il y 

a tout un groupe d'enzymes qui suit les pt,ospholi pi des ( di nucléotide :cytochrome 
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réductase, nicoti namide adeni ne di nucléotide ptiosphate, cytochrome c réductase, 

cytochrome bS, c1Jtoc:t1rome P450, ami nopyri ne déméthylese ) , alors qu·un autre groupe 

suit les protéines ( glucose-6-phospt1atase, nucléoside diphosphatase, estérase, 

gl ucoronyl transférase ) . 

. La moitié des memt,ranes plasmique appartient à la fraction nucléaire et l 'autre 

moitié à celle-ci . Les enzymes marqueurs de la membrane plasmique se retrouvent dans 

les fractions à plus haute deMité et sédimentent plus vite que les enzymes du réticulum 

endoplasmique . 

Lin autre constituent de la fraction microsomiale est l'appareil de Golgi . Une 

enzyme spécifique de c:et organite est la N-acét1Jlglucosamine : galactosyl trarMérase. 

Nous avons vu que l'on peut dissocier la mitochondrie de sa membrane externe que 

l'on retrouve dans cette fraction-ci ; il en e~;t de même pour les ribosomes et ç,articules de 

gl1Jcogèr1e sans out.lier les petites mitoct1ondries, lysosomes et percixysomes. 

4° LA FRACTION SOLUBLE 

Enfin ici on retrouve des éléments des élémeznts des autres fractions qui n'ont ç,as 

sédimenté ainsi que le liquide cytoplasmique comprenant des ribosomes et des 

macromolécules . 
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CENTRl FUGATION FRACTIONNEE : APPLICATIONS 

La centrifugation fractionnée fut une révolution en biologie cellulaire . Elle 

n'aurait même permis "que· de découvrir, isoler et caractériser les 1 ys0$mes et 

peroxysomes - les conséquences d'une telle découverte sont si extraordi n&i res - qu'elle a 

fait progresser d'un grand pas la compréhension de la cellule vivante . 

Mais comme je l'ai déjà souligné auparavant, elle a ouvert un domaine tout à fait 

inexploré aux biologistes ( voir les quelques exemples donnés au Pf!ragraphe précédent ) . 

Que ce soit en l'utilisant de manière préparative - ce qui a permis l'isolation, la 

visualisation et la caractérisation physico-chimique de nombreux constituants cellulaires 

- ou de manière anal1Jtique, cette technique a été largement exploitée dans l'étude de la 

cellule : 

en immunologie où elle a contribué à la caractérisation immunologique des 

membranes micr03orniales et plasmiques ( Beaufays et Berthet , 1969 ) ou encore à la 

compréhension biochimique du tissu lymphoîde (Billet Bov,1ers, 1967) 

en mi crobiologie, p&r l'étude des différents types de lysosomes dsns le protozoaire 

TetratwmeM pyrihrmis par Muller ( 1968 ) . De même qu 'en mettant en évidence un 

nouveau type de granules cytoplasmiques chez le protozoaire Trid10ffP7l~S Capable de 

convertir pyruvate en acétate, dioxyde de carbone et hydrogène : les hydrogénosomes .( de 

Duve C. 1975 ) 

Une autre application, réalisée par le laboratoire de C. de Duve, est la 

caractérisation physico-chimique des particules subcellulaires, basés sur un modèle 

mathématique de celles-ci. Cet exemple a été développé par C. de Duve ( 1965 ) et par H. 

Beaufay ( 1966 ) . 

C'est quelques petits exemples ne sont qu'un petit échantillon des différentes 

décowertes qu'a permises cette technique et ne font que s'ajouter à la découverte des 

1 ysosomes, qui a été largement développé, et à la répartition i ntracell ulai re de nombreux 

enzymes . 
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LES TECHNIQUES EN LABORATOIRE 

Pour terminer ce chapitre sur la technique, je voudrais parler du type 

d'organisation du laboratoire qui est décisif quant à l'efficacité avec laquelle sont réalisées 

les expériences et est utilisée la technique; et parler aussi de l'utilisation même de la 

technique, depuis le principe reçu d'Albert Claude j usqu·au travail de laboratoire concret 

qui occupait C. de Duve . 

Christian de Duve a travaillé beaucoup avec des étudiants en médecine, qui à partir 

de leur candidat ures désiraient f&i re de la recherche en laboratoire . Du fait du manque 

d'expérience et de connaissance, ces jeunes chercheurs étaient pratiquemment i r,capables 

de mener à bien toute une recherche et de prendre des initiatives . Dès lors C.de Duve a 

passé de longs moments au laboratoire à manipuler avec ces étudiants . Mais la jeunesse 

et l'inexpérience de ceux-ci n'était pas la principale raison de sa présence fréquente dans 

les laboratoires . Pour lui un Professeur doit être capable, autant que ses assistants, de 

se servir du matériel de recherche . "Ce n'est qu'en cor,naissant les li mites et les 

possibilités de l'appareillage utilisé qu'une interprétation des résultats et donc 

l'acceptation ou la réfutation d'une hypothè$e sont possibles." 

Il semble ainsi i ndis~,ensable - du point de vue de C.de Duve du moins - que le 

Professeur ne décroche pas de la recherche "pratique", du laboratoire pour devenir un 

chef de recherche presqu'excl usivement théorique, se détachant pl us ou moins des 

problèmes techniques de la manipulation . Cette vue rejoint la seconde : 
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Comment applique-t-on pratiquemmer,t e et une technique dont on ( 

conl'l&it le fonctionnement général et le principe de ce fonctionnement ? Une chose m'a 

frappé en parcourant les publications du laboratoire, c'est le mode opératoire explicité en 

première partie, dans le Biochemical Jourl'l&l . Cela m'a frappé par les nombreux détails 

techniques : l'utilisation de telle solution plutôt qu'une autre por l'homogénéisation d'un 

tel organe ; la centrifugation à telle vitesse pendant autant de temps ... J 'ai cité dans la 

première partie quelques modes opératoires, de manière assez exhaustive - chose qui peut 

paraître inutile dans l'ensemble du travail - , pour montrer le "pas" qu'il y a entre le 

principe général d'une technique et son application concrète au laboratoire . 



pour franct1ir ce ·pas", il n'y a pas de ·recette· universelle : c'est un mélange de 

logique et d'empirisme qui atoutit à un mode opératoire adéquat et qui est dicté par une 

bonne connahsar1ce du matériel et de la tect1nique utilisés . 

11 y a un siècle, le ct,ercheur était un biologiste pur qui pour mener sa recherche 

devait po uvoi r manier des pi pettes, un mi c rosco ~,e ... et ça se 1 i mite à peu près 1 à . 

Maintenant, des techniques très soptiistiquées font partie intégrante de la recherct,e 

- en biochimie du moins - et impliquent une autre notion du chercheur . 

La recherche théorique sur papier n'est rien sans de bonnes mains pour réaliser 

l'expérience . Ceci était déjà vrai il y a un siècle mais ce qui est r,ouveau c'est d'abord la 

complexité du matériel à utiliser ; ensuite un biologiste doit pouvoir devenir un ç,t,ysicien 

( comme l'a fait H.Beaufays ) pour répondre aux exigences de la tect1nique à utiliser . 

L'évolution de la biologie ces dernières 40 années est en ce sens ç,aradoxale qu'elle 

exige une t,yperspéc:ialisation dans un do mai ne ( les connaissances étant de pl us en pl us 

étendue ) et, à la fois, des compétences ( tout à fait extérieures au domaine strict de la 

biologie ) de technicien, voire ingénieur, capable de comprendre et de contrôler la 

technique . 
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LES LYSOSOMES DANS L'HISTOIRE DE LA BIOLOGIE 

- - - - - ----



Bien que Christian de Duve fut le premier à isoler et défi ni r clairement les 

ly30S0mes, c'est longtemps avant lui que ceux-ci furent observés pour la première fois . 

De nombreux scientifiques s'étaient déjà penchés sur le problème des vacuoles digestives et 

de la digestion cellulaire, en créant un tas de théories et de nouveaux mots pour tenter 

d'expliquer et de décrire ce mécanisme vital complexe, qui n'a trouvé d'explication valable 

que depuis quelques années . 

HISTORIQUE 

C'est vers 1830 que Ehrenberg aperçut dans le cytoplasme d'organismes 

microscopiques, qu'il allait appeler "i nf usoi res pol ygastriques", des "estomacs", vésicules 
I 

qui avaient ingéry les colorants qu'il avait mis dans le milieu . Mais Ehrenberg, disposant 

de faibles moyens techniques, laissa parler son imagination et crut voir tout un minuscule 

système digestif de type mammifère dans ces infusoires . 

Pl us tard, Von Pro'w'asek en 1898, en étudiant les Paramécies, distingua des 

vacuoles digestives et des granulations colorables qu'il appela ·rermentkôrnchen· ( paquets 

d'enzymes ) dont il pensa qu'ils étaient déversés dans les vacuoles digestives ; et il pensait 

bien puisque ce phénomène fut observé en 1905 psr Nireinstein. Les mêmes observations 

furent faites par Volkonsky qui appela "progastrioles· les vacuoles digestives libres qui 

deviennent, lors du déversement des enzymes en elles, ·gastrioles" . 

C'est Metchnikoff le premier qui reconnut la digestion i ntracell ulai re, pareille à 

celle des Protozoaires, chez les organismes pl uricell ulai res, en étudiant le planaire 

~mtJS bilineettJS. Pus tard, s'intéressant à l'embryologie des organismes primitifs, il 

parla d'un stade intermédiaire entre blastula et gastrula qu'il appela ·ptiagocytella", 

caractérisé par l'activité de cellules ami boîdes . C'est 1 ui qui introduisit la notion de 

phagocytose, en parlant de la digestion i ntracell ulai re des animaux primitifs . Enfin, en 
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obser1r·ant une larve d'étoile de mer où des cellules se déplaçaient, il eut l'idée géniale que 

pareilles cellules étaient impliquées dans les mécanismes de défense de l'organisme . 11 

piqua une larve avec une aiguille et vit un tes de cellules ami boîdes se presser vers 

l'endroit de la blessure . Metchnikoff venait de découvrir l'inflammation, réaction contre 

l'invasion de corps étrangers . Mais cette théorie fut contestée par Kosh notamment qui 

avait observé la capture de microbes par les leucocytes mais qui voyait en ceux-ci non pas 

comme Metchnikoff des ennemis du corps étranger mais bien des protecteurs permettant 

leur prolifération . Ce n'est que bien plus tard que Kosh admit son erreur . 

Metchnikoff continua son étude sur la phagocytose et s'efforç.a de déterminer les 

différentes cellules y étant impliquées : les microphages, contenant des enzymes appelées 

microcytases, les macrophages contenant les macrocytase et les leucocytes . 11 s'intéressa 

également au rôle physiologique de la phagocytose dans la régression tissulaire et était 

convaincu qu'il s'agissait bien de digestion i ntracell ulai re et que les ·cyteses· - les 

enzymes digestives - n'étaient libérées dans le milieu que quand les cellules étaient 

souffrantes; il appela ce phénomène "phagolysis· . 

Disciple de Der'w'in, Metchnikoff voyait dans ces cellules phagocytaires les 

descendantes directes des protozoaires douées de digestion i ntracell ulai re . Et 

contrairement à Krunlc:enberg, qui croyait que le digestion i ntracell ulei re était une 

propriété typique du protoplasme vivant, complètement différente de la digestion 

extrecelluleire chimique, Metchnikoff reconnut ces deux phénomènes comme similaires . 

11 essaya même d'isoler les cytases, chose qui fut réalisée pl us tard par Mesnil ( les 

acti no-diastases ) et pu Mouton ( les ami bo-diestases ) . 

Les granulations des leucocytes posèrent de gros problèmes : Metchnikoff n'a jamais 

observé la dégrenuletion et pensait qu'il s'agissait de résidus de la digestion . Ehrlich 
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pensa, lui, que c'était des produits du métabolisme des leucocytes qui étaient déversés dans 1 
~ 

le milieu extérieur, se basant sur les travaux de Kanthack et Hardy qui avaient décrit la 

décharge des leucocytes lors du contact avec des bacilles . Mais personne n'eut l'idée d'une 

sécrétion i ntracell ulei re . 11 fell ut d'ailleurs attendre 1962 pour que Hi rsch explique 



correctement le déversement des agents bactéricides et enzymes lytiques dans les vacuoles 

intracellulaires. 

La possibilité d'incorporer et de rejeter des colorants pour une cellule était un outil 

pour reconnaitre les cellules phagocytaires dans l'organisme . Ehrlich fut d'ailleurs un 

pionnier de la technique des colorants vitaux et célèbre pour son "rouge neutre", un des 

colorants les pl us usités . Cette technique permit à Aschoff de développer son concept de 

système réticulo-endothélial . Mais pour 1 ui, le fait de pouvoir phagocyter n'était pas un 

critère d'appartenance à ce système . Nil n'y a pas une cellule fixe dans un organisme 

animal incapable, dans certaines circonstances, de digérer d'autres cellules, des corps 

étrangers ou des parasites . la fréquence et la densité de la phagocytose sont les facteurs 

décisifs ( d'appartenance à ce système ) ". Aschoff fut donc le premier qui pensa que les 
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lysosomes ( qu'il ne connaissait bien sûr pas sous ce nom ) était une caractéristique, un Î -- .__ 
organe de toute cellule vivante . 
.-:;...----

La technique des colorants vitaux prit de pl us en pl us d'importance et fut utilisée 

pour déterminer les différents types de cellules phagocytaires . 

Pl us tard deux systèmes furent distingués dans la plupart des cellules : le 

chondriome, correspondant aux mitochondries, et le vacuome designant l'appareil 

vacuolaire . 

Un autre terme fut encore employé par Gérard et Cordier en 1934 pour désigner la 

résorption et le stockage de colorants dans les tubes contournés du rein: arthrocytosis . ( 

de Duve C., 1969 ) , ( de Du-.,·e C., 1980 ) 



LE CONCEPT DE LYSOSOME 

La découverte des 1 ysosomes allait permettre de mieux comprendre tout ce système 

vésiculaire de la cellule, observé depuis plus d"un siècle, et de construire un modèle 

cohérent de ce qui fut appelé ·vacuome· . 

Pourtant ce n"allait pas être si simple que ça : en effet le lysosome est un concept 

biochimique : il représente une particule formée d"une membrane semi-perméable de ----------
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co m position li poprotéi nique et remplie d"enzymes hydrol ytiques dont 1 ·activité optimale se _j 
situe à un pH proche de 5 . 

Mais ce concept biochimique peut couvrir plusieurs entités morphologiques 

distinctes ; de pl us il ne représente pas une entité physiologique propre . ce même 

problème se présente pour le réticulum endoplasmique, l"appareil de Golgi et les 

micro__~mes . Seu1K."~it~~hondries et les pol y3omes correspondent à une vraie entité 

fonctionnelle . 

Le réticulum endoplasmique, l'appareil de Golgi, les microsomes et les 1 ysosomes 

font partie d"un réseau de saccules et de vésicules ayant des rapports entre eux : pour 

décrire ce complexe, de Duve et Wattiaux ( 1966 ) réintroduisirent le terme ·vacuome· 

Qui rassemble ces différents organites cellulaires . Avant de parler pl us précisemment des 

lysosomes, je vais décrire ce système vésiculaire et y situer les lysosomes . 

Le vacuome représente donc l"ensemble des ·membrane- bounded spaces· de la 

cellule à l"exception des mitochondries . Il existe un canal de passage entre les différentes 

vésicules Qui peut se défaire et se refaire continuellement . Ce canal est le résultat de 

fusions entre membranes de deux vésicules et il va j USQu ·s 1 ·extérieur de la cellule via la 

membrane plasmique . Du matériel peut donc circuler dans ce système, depuis le réticulum 

endoplasmique jusqu·s l"extérieur de la cellule . Le vacuome est le siège d'importantes 

transformations biochimiques, que ce soit d'anabolisme ou de catabolisme . 



L'anabolisme comprend la synthèse de macromolécules à sécréter à partir des 

ribosomes attachés au réticulum endoplasmique rugueux puis transferrés au réticulum 

lisse puis au Golgi pour terminer dans des grains de sécrétion . ~ formation des lysosomes 

primaires est du même type . --
Le catabolisme implique la digestion l ysosomiale dont je parlerai pl us loin . 

Dans ce système, il semble y avoir une barrière car si des molécules peuvent à 

partir du RER quitter la cellule, le contraire n'est pas vrai . Cette propriété divise le 

vacuome en deux espaces : un espace endoplasmique correspondant au réticulum 

endoplasmique et un espace exoplasmique ; la barrière entre les deux étant infranchissable 

dans le sens extérieur-intérieur . 

La partie du vacuome qui nous intéresse est l'espace exoplasmique, lequel comprend 

les lysosomes. L'espace exoplasmique & trois fonctions principales . 

La première est le stockag~ de produits soit synthétisés dans 1& cellule, soit 

endocytés . Les produits endogènes sont stockés dans les grains de zymogènes, les 1 ysosomes 

primaires et d'autres grains de sécrétion . 

La seconde fonction est la sécrétion de ces granules . Quand il s'agit de matériel 

endocyté qui retourne d'où il venait on parle de "régurgitation" ; si il passe dans un autre 

espace que celui d'où il provenait, il y a "diacytosis·. 11 est à noter que la sécrétion de 

1 ysosmes primaires est rare : cas des spermatozo1des lors de la fécondation ou des 

ostéoclastes : c · est 1 a ·1 yoc ytosi s •. 

Enfin la troisième fonction est l'interaction qu'il existe entre les différentes 

vésicules . Ce phénomène explique la digestion . ( de Dwe C., 1969 ) 
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LA DIGESTION INTRACELLULAIRE 

On distingue deux types de digestion i ntracell ulai re : une où le matériel hydrolysé 

e, t d' origine exté rie uf à 1• ce 11 ul e, 11lété ro~gi e, l'autre où 11 est d · o ri gi ne 2 
intracellulaire, l'auto~gj!. 

De pl us, on cla33ifie les 1 ysosomes en plusieurs groupes : les 1 ysosomes primaires, 

les prél ysosomes, les 11J$0Somes secondaires et les postl ysosomes . 

Les 1 ysosomes primaires . 

Ce sont les pl us petits 1 ysosomes ( 20 à 50 nm de diamètre ) qui contiennent des 

enzymes hydrolys.-ants mais aucun substrat . Ils proviennent d'un bourgeonnement de 

l'appareil de Golgi , du côté "trans" . Les vésicules ainsi formées sont coiffées de clatt1rine 

qui va s·en di33ocier pour former le lysosome primaire . 

L ·origine de ces enzymes est le réticulum endoplasmique rugueux sur lequel ils sont 

synthétisés par les ribosomes, et passent dans la lumière avant de migrer vers l'appareil 

de Golgi . 

Les prélysosomes 

On appelle prélysosomes les corps ne contenant que les substrats et qui vont 

fusionner avec les 1 ysosomes primaires . Dans le cas d'hétérophagie on les nomme 

hétérophagosomes ( ou endosomes ) et ils proviennent d'une phagocytose ou pinocytose de la 

membrane plasmique . Ils sont donc entourés d'une simple membrane . 

Lors d'autophagie, les structures à détruire entrent directement dans le lysosomes 

par bourgeonnement de la membrane 1 ysosomiale vers l'intérieur ou sont entourées 

préalablement par une membrane de l'appareil de Golgi ( autophagosomes. ) avant que la 

vésicule ainsi formée ne fusionne avec un 1 ysosome ( autol ysosomes ,voir pl us loin ) . 



Les 1 ysosomes secondaires . 

Il s'agit de 1 ysosomes résultan de la fusion de 1 ysosornes primaires et de 

prél ysosomes . On distingue deux types de 1 ysosomes secondaires : les hétérol ysosomes lors 

d'hétérophagie, et les autol ysosomes lors d'autopti3gie . 

Lorsqu·un tiétérolyscrsome est déjà formé, n peut encc,re fusionner avec un autre 

endosome, ou "autophager des constituants de la cellule . L ·activité est en effet maintenue et 

de pl us ce 1 ysowme se.condai re peut encore recevoir des enzymes ·frais· par fusion avec un 

1 ysosome primaire . Les hétéroptragosomes se distinguent aisément par la présence dans 

ceux-ci d'organites ou de membranes, leur donnant un aspect myéloïde. 

Les P.0Stl ysosomes . 

Ces 1 ysosornes sont pl us communément appelés corps résiduels . Ce $Ont les 

lysosomes secondaires ayant fini leur digestion et contenant le.s résidus non-digestibles . 

La plupart des produits de digestion ont diffusé dans le cytoplasme et sont ainsi récupérés 

par la cellule pour son métat,olisme . 

Le rôle de la digestion i ntracell ulai re 

Chez les organismes unicellulaires, le rôle de la digestion intracellulaire est de 

nourrir la cellule . Mais chez les organismes pl uricell ulai res, ce n ·est que rarement le cas 

Le rôle de l'hétérophagie est multiple: elle peut avoir une fonction nutritive ( prise 

du fer ou du cholestérol qui sont portés par des protéines ) , mais en général son rôle sert 

l'organisme entier plutôt que la cellule individuelle: défense immunitaire (macrophages et 

leucocytes ) , régulation par destruction (des hormones qui viennent de transmettre leur 

message à la cellule ) , turnover de constituants extracell ulai res ( ostéoclastes ), 

réabsorption ( les protéines au niveau du tube rénal qui sont réatrsorbées et digérées en 
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acides ami nés ) , ou encore activité de synthèse ( production de thyroxi n à partir de 

thyroglobuli n dans les 1 ysosomes thyroîdien ) . 

Lorsque la cellule manque de nourriture, elle peut pratiquer l'autophagie pour se 

nourrir . Mais cette fonction permet également le turnover de la cellule , ou encore la 

régulation des produits de sécrétion ( crinophagie ) . ( de Duve C., 1963 ) , ( Alberts B., 

1983 ) et ( de Duve C., 1984) 
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LES LYSOSOMES : UNE NOUVEAUTE EN BIOLOGIE 



INTRODUCTION 

La dér-...ouverte du laboratoire du Professeur de Duve à Louvain n•'tait pas une fin en 

_..!!.!>..,...,_-fLU'~~..!!J>I yen ; moyen de connaître les mécanismes vitaux de la cellule mais 

aussi d'un organisme entier . Alors que le concept de lysosome était établi , qu'il était 

décrit morphologiquement, chimiquement, et plus ou moins fonctionnellement, il allait 

attirer de nombreux chercheurs qui allaient se servir de cet outil pour comprendre 

cert&i ns phénomènes vitaux . 

De par son rôle de biodégradeur, le lysosome était une grande nouveauté en biologie : 

alors que la plupart des recherches de biologie cellulaire était consacrée aux phénomènes 

de synthèse ( structure de l'ADN, ADN ARN Protéines,. .. ) à l'étude descriptive de la 

cellule ou au métabolisme, le 1 ysosome semblait faire tâche noire dans ces processus 

créateurs de la vie : son rôle est de digérer les macromolécules, les composants 

cellulaires, la cellule parfois, bref de détruire . Pourtant ce rôle est aussi important que 

n'importe quelle autre fonction cellulaire . La compréhen~ion de la biodégradation 

1 ysosomi&le allait apporter des éléments fondamentaux en biologie cellulaire et surtout en 

pathologie . 

Mais en plus, à côté de la découverte fondamen1ale, les recherches du Professeur de 

Duve allaient participer à la "Révolution Biologiqueu, pl us par la méthode de recherche 

que par la découverte . 
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LYSOSOME ET BIODEGRADATION 

La découverte et l'étude du rôle des l 1J3osomes permirent de progresser dans la 

compréhension de la digestion intracellulaire, de la phagocytose ou de la pinocytose. Mai s 

en pl us de ces progrès en biologie cellulaire, elles ont amené une nouvelle vision des 

processus vitaux . Alors que la biodégradation était plus considérée comme un \ptiénomèn ] 

que comme uni);ocess~ comme une imperfection que cùmme une qu::slité, mair,tenant on 

comprend mieux le rôle d'un tel processus qui est une véritable activité biologique et non 

une fragilité face à l 'eritropie . 

"lmaginez,écritC.de Duve dan.~ une éloge à la biodégradation { de Duve .C, 1973 ), 

imaginez un instant ce qui se serait produit il y a quelques quatre milliards et demi 

d'années, au moment où débutèrent sur notre globe les synthèses protéiques, si les 

dégradations prébiotiques n'étaient apparues presqu'en même temps . C'est l'époque où, 

selon Urey, Miller, Fox et beaucoup d'autres, les radiations et décharges électriques 

faisaient naître d'une atmosphère riche en protomolécules organiques les premiers acides 

aminés, les premières purines et pyrimidines, les premiers sucres; où ces molécules se 

condensaient de diverses manières pour former notamment les premiers centres 

catalytiques et se fermaient les premières boucles de rétroaction . 

Que serait-il advenu de toute cette frénésie de polymération qui agitait le monde si 

elle ne s'était doublée presqu'en même temps d'une fièvre 1 ytique ? Si &ux côté des 

premières synthétases n'avaient pris naissance les premières hydrolases ? Certes pas la 

vie, une chappe inerte où se seraient immobilisées pr· g, ·e..:sivement les réserves de 

carbone de la planète . Non pas une biosphère mais une "plastosphère" comparable à celle 

que le génie humain commence à élaborer: 

Et puis une fois les premiers prébiontes formés, c'est bien par un processus de 

biodégradation de macromolécules ou d'autres organismes vivants que la cellule allait se 

nourrir, trouver ses consti1uants et l'énergie ; d'abord en excrétant les hydrolases à 

l'extérieur, ensuite par hétérophagie, processus qui allait conduire à 1'évo1 ution des 

vacuoles digestives jusqu'aux 1 ysosomes . 
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On voit que la biodégradation à été l'activité cornplémentai re et indispensable de la 

syntttèse que ce soit au cours de la format1on des prem1ers organ1smes ou pour leur 

procurer l'énergie, et les constituants nécessaires pour effectuer des trava1r.x:, grandir, se 

multiplier et ainsi évoluer . 

Bien que la synttrèse apparait comme un caractère beaucoup pl~ noble, la vie est 

une véritable balance entre synthèse et biodégradation . ( d'après ( de Duve C., 1973 ) 

et ( de Duve C., 1980) ) 

LYSOSOMES ET PATHOLOGIE 

En 1949, lorsque, pour la première fois, le lysosome se manifesta dans le 

laboratoire de C. de Duve, celui-ci travaillait avec Géry Hers, Jacques Berthet et Lucie 

Dupret sur l'effet de l'insuline dans la syntt1èse du glycogène. A partir de cette date, de ce 

groupe seul G. Hers continua à temps plein la rectrerche sur le métabolisme du glycogène, 

les autres bifurquant sur la centrifugation fractionnée, tout en publiant encore 

fréquemment sur le rôle de l'insuline. 

Quinze années pl~ tard, Géry Hers ( 1964 ) s'intéresse à une maladie due à 

l'accumulation de glycogène dans les cellules: la glycogénose. Pl~ spécialement il étudie 

la gl ycogénose de type Il qu'il reconnaitra être une maladie 1 ysosomiale . Ainsi les 

recherches des uns permettent d'expliquer celles des autres et ce dans le même 

laboratoire . 

C'est en raison de cette c euse co\"ncidenc que j'ai choisi · de iJdrler de la 

gl ycogénose de type Il comme exemple d'application du concept de 1 ysosome pour la 

compréhension de phénomènes pathologiques . 
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kglycQgé nose de t y P.e 11 

Cette maladie fut la première fois décrite par J.C . Pompe en 1932 qui observa chez 

une fillette décédée à sept mois, une surcharge de glycogène dans tous les tissus observés. 

Depuis lors, d'autres cas ont été observés mais ne faisant pas tous partie de ce type de 

gl ycogénose . Dans ce chapitre, je ne parlerai que du cas de la maladie de Pomr,e lai3$ant 

tomber les autres cas atypiques . Toutes les gl ycogénoses sont dues à une déficience 

enzymatique dans le métabolisme du glycogène . 

L'examen clinique d'un patient atteint de cette maladie met en évidence la bouche 

entrouverte, le teint pâle et des signes d'insuffisance cardio-respiratoire . On note 

également une cardiomégalie ainsi qu'une hépatomégalie toutefois discrète . Des signes 

d'atteintes du système nerveux central et sympathiq1Je pe1Jvent apparaître : fausse 

déglutition, troubles digestifs . Un caractère marquant est l'hypotonie musculaire . Les 

altérations des muscles squelettiques, du muscle cardiaque et du système nerveux entraîne 

la mort au cours de la première année par insuffisance cardio- respiratoire . 

Contrairement aux autres gl ycogér,oses, l'enfant ne fait pas d'hypogl ycé.mie . L ·examen 

radiographique montre une t11Jpertrophie du coeur . ( de Bars y T ., 1976 ) 

Caractéristiques biochi migues de la glycogénose de ty~ 11 

La concentration de glycogène dans les tissus est bien su~•érieure à la normal . Dans 

le muscle, elle atteint 8.9 % t; 2.6 du poids humide contre 0.9 % t 0.6 chez un individu 

normal . Dans le foie, elle est de 8.7 % j- 2.5 alors que la normale est inférieure à 6 %, 

dar:s le coe1Jr 11.4 % ! 2.85 contre 1 % normalement . La structure du ~1 ycogio '"le 

ac:cumulé est normale . 

Grâce à 1 'injection de maltose radioactif ( 14 C maltose ) chez un homme, G. Hers a 

pu montré que la gl ycogénose de type Il était caractérisée par un manque total de maltase 

acide ( Fig. 1 ) ( Hers H.G., 1964) 
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FIC . I (11) FIC. I (b) 

Fic . 1. Hydrolysis of maltose ~y hum:in livc:r (a) and hc:;1-rt (b) h~
4

mogen:ites. 
Tissue (5 mg.) was mcubated tor 4 hours :it pH 4 and 37 c w1th [ C]nultosc:. 
The rcsulcing mi."trurc: w:is :in:ilncd by p:ipc:r chrom:itogr:iphy : upper spot. 
(

14C)m:iltose ; lower spot. ["C)g!Ùcosc . . Cam L :i~d F :ire rypic:i.l rypc II glyco­
gcnosis; c;ise M is :i simil:ir asc but wahout c;ird1omcg:i.ly ; ases E :ind C :ire 
oà1cr forms of glycogc:n disc:1sc ; N 1 :ind N: :ire nornul subJc:CO (from Hc:n. 1961). 

d"après ( Hers H.G., 1964) 

Cette maltase acide a pu être identifiée comme étant une of.- gl ucosidase . En effet, 

cette exogl ucosidase est capable d'hydrolyser un grand nombre de glucosides naturels, dont 

le glycogène et le maltose . 11 s'agit d'une hydrolyse des liaisons c:(-1 ,4 glucosidiques 

L'optimum de ~1H pour la réaction d'hydrolyse est de 4.0 . ( fig . 2 ) 
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J 4 s 6 7 

pH 

Fic. 2. Inliuence of pH on the: hydrolysis of maltose 
and glycogen by human livc:r e:ctnct. The .ctiviry is 
c:cprc:ssed as µmole of ~t05e hydrolysed or µmole 
of glucose formed from glycogc:n. Substr:1tc:s: •• 

~tose; o, glycogc:n (from Hers, 1963). 

d'après ( Hers H.G., 1964) 

Outre son activité t1ydrolytique, l'enzyme transfert des groupes glucosyls provenant 

de maltose radioactif sur le glycogène . 

En pl us de cette ()( -gl ucosidase acide présente da ris les 1 ysosomes, l'étude de cette 

enzyme par la centrifugation fractionnée sur gradient de densité a révélé la présence dans 

les fractions microsomi&le et soluble d'une~ -gl ucosidase neutre, non ùéficiente ct,ez les 

individus souffrants de glycogénose de type li .( fig . 3 ) ( Hers H.G., 1964 ) et ( de 

Barsy, Tt1., 1976 ) 
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pH 

Fic. -4- pH dcpendencc of ~ltose hydrolysis by nt-livcr 
fuctioru. The :1crivitics ue cxprcsscd :lS µmoles of m.altose 
hydrolyscd/min. by m :1mow1t of c::ich fuction corrcs­

· pond.4lg to I g. offrcsh -livcr. o, Mitochondrial fuction; 
•• microsom.al fnctioo; A, soluble fuction (from Ltjeune, 

.Thinès-Sempoux :md Hcn, 1963). 

d'après ( Hers H.G ., 1964) 

Explication de la P.aH,ogénéité de la gL1Jcogénose de ty~( de Barsy Th ., 1976 ) 

L ·action hydrol ytique de l' ct.-gl ucosidase acide n'intervient que partiellement dans 

le catabolisme du glycogène (fig .ci-dessous) . La plus grande partie de ce catabolisme se 

faisant par voie phosphorol ytique . Toutefois l'c(-gl ucosidase acide joue un rôle essentiel 

en cas d't,ypoyl ycémie . Pour l'illustrer, plusieurs expériences ont été réalisées et 

montrent que l'autophagie de glycogène se passe à des moments bien précis de la journée 

chez le rat normal ( Pfeifer, 1970 et 1971 ) , juste après la naissance de la souris ( 

Jezequel, 1965) ou encore lorsqu 'il y a insuffisance hormonale ( diabète par exemple) ( 

0rci, 1970 ) . 

La déficience en 0(..-gl ucosidase acide entraîne l'accumulation de glycogène entré 

dans les lysosomes par autophagie ; $eUle l'autophagie est concernée car il n'y a pas de 
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( ~,n,na) 

IGLUCOSYL 

UTP 

., 

ADP 

FRUCTOSE 1,6 - di P 

~ch~na I : Représe~tation du métabolisme du glycogène. Les 
chiffres ronains réfèrent au type de glycogénose et 
~es chiffres arabes â l'enzyme responsable de la 
réaction. (1) elucokinase, (2) phosphor.luco111utase 
(3) UDPG-pyrophosphorylase, (4) glycogène synth6tase 
(S) enzyme ramifiant, (6) phosnhorylase, (7) amylo-
1 ,·6-p.l ucosidasc, (8)' glucose 6:.phosphatase, (9) hexose­
phosphate isomérase, (10) fructose-diphosphatase, 
(11) phosphofructokinase, (12) o-glucosidase acide. 

D'après ( de B&rsy, Th., 1976 ) 
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glycogène circulant dans le plasma ssngui n . Il en résulte un gonflement des l l)Sosomes qui 

vs occasionner des perturbations des fonctions cellulaires et créer la maladie . 

Cette glycogénose de ty~,e Il est bien l1Jsosomisle car Baudt,uin, Hers et Loeb ( 1964 

) ont montré par des observations au microscope électronique de foie d'enfant atteint de la 

maladie la présence d'amas de gl yc:ogène entouré d'une membrane, cas unique à la 

glycogénose de type Il ; les autres glycogénoses étant caractérisées par l'accumulation de 

glycogène libre dans le cytoplasme . 

Etude ex P.é ri me nta 1 e de 1 a gLyc:o~ nose de t y QLJl 

On ne connait pas d'espèces animales a1Jant la gl ycogénose de type 11, si ce ne sont de 

rares cas . Dès lors il a fallu induire la maladie à des cultures de fi broblaste.s ou à des 

animaux . Pour ce qui est des cultures on y introduit soit du trét,alose qui i nt,i be l'ol­

gl ucosidase acide soit des anticon,s spécifiques dirigés contre 1 'enzyme . Sur les animaux 

on a essayé l'injection intraveineuse de turanose , intiibiteur de l'en21Jme ( Lejeune et al. , 

1963 ) mais 1 'i ntii bition est insuffisante pour accumuler du gl ycogèr,e dans les l 1Jsosomes 

. Dès lors, on a eu recours à l'utilisation d'anticorps spécifiques . Lorsque ceux-ci sont 

injectés tels quels, l'inhibition e.st insuffisante . Après traitement à la neurami nida::;e, la 

technique des anticorps n'a pas eu un meilleur rendement { le rôle de la neuraminidase est 

de clém~_,quer une unité ~-galactose aux anticorps ; les hépatocytes ayant des récepteurs 

!}Our ces protéines ainsi modifiées, l'endocytose est facilitée ) . L'utilisation de vecteurs 

lipidiques ( liposomes ) a été également un échec . Bref, il faut s·~n tenir aux cultures de 

fi broblsstes . 

Les expériences effectuées sur ces cultures modifiées sont positives : 1 · ol... -

gl ucosidase isolée à partir de plasma ssngui n peut être captée par les cellules et corriger 

la déficience enzymatique . On est donc en possession d'un outil thérapeutique .( de Barsy 

Th., 1976 ) 
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;Thérapeutie chez l'homme 

D'après les résultats obtenus sur les cultures de cellules, l'injection de l'enzyme 

déficiente pourrait apporter une solution à la maladie . Pour la maladie de Pompe, on 

utilise un ex1rait d' 4-Sµ·r;illœ m";ler ( Baud hui n, 1964 ) . L'injection intraveineuse est 

suivie d'une absorption surtout au niveau du foie et très peu dans les régions les pl us 

atteintes . L'infusion de plasma et de leucocytes, ayant pour but d'augmenter l'activité 

enzymatique dans le plasma et d'éliminer des produits en excès, marche d&ns certains cas 

rri&is est loin d'être efficace . Dans la maladie de f abry ( augmentation du taux de céramide 

trihexoside suite à un manque d' o(-glucosidase ) , caractérisée par une insuffisance 

rénale, une greffe de rein a donné de très bons résultats ( Philli part et al., 1972 ) : non 

seulement le rein fonctionne normalement mais certains symptômes sont atténués . 

L ·explication donnée est soit la diffusion de l'enzyme déficiente à partir du nouveau rein 

dans tout l'organisme, soit la filtration du produit d'excès circulant par le rein. 

Autres maladies 1 ysosomiales 

La pathologie où interviennent les lysosomes est tellement vaste - il suffit de s'en 

référer au nombre des publications faites sur ce sujet - que je vais me limiter ici à 

reprendre les différents mécanismes de pathologie cellulaire et d'en donner l'un ou 1 ·autre 

exemple. 

1 / Le premier mécanisme est une rupture lysosomiale qui entraîne une lésion 

:ell L•lai re . Lorsqu'une telle rupture se produit, les hydrolases acides sont libérées dans 

la cellule et peuvent y provoquer de gros dégâb . La rupture 1 ysosomiale correspond au 

déchirement ou la déstabilisation de la membrane . Ce déchirement peut être dû à des 

produits endocytés par la cellule . Allison ( 1969) a montré que des particules de silice 

i 09érées par la cellule peuvent endommager la membrane l ysosomisle et provoquer 

différentes pneumoconioses . Dans d'autres cas, il a pu être montré qu'il s'agit 

d'exotoxines bactériennes libérées lorsque celles-ci se trouvaient à l'intérieur du 

lysosome . De nombreux agents liposolubles agissent différement : il s'incorporent dans la 

membrane l ysosomiale et la déstabilisent ; ce sont certains stéroYdes, des vitamines et 
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d'autres composés médicamenteux . Un excès de vitamine A induit des altérations du 

C8rtilage pareilles à celles produites par un traita ment à la papaH,e ( protéase végétale ) . 

D'autres expériences similaires , suggèrent la libération dans le cartilage d'une enzyme 

lysosomiale a1Jant le même effet que la papaïne . Cette libération serait due à une 

dé.stabilisation de la membrane 1 ysosomiale . 

Les conséquences de la li t,ération des t11Jdrolases acides dans la cellule sont soit la 

mort de celle-ci par digestion massive des constituants fonctionnels , soit des lésions non 

létt,ales . La cassure chromosomique çiar la DNAse 1 ysosomiale ou la dérépression de 

certains gènes par des protéases pourraient être cause de transformation cellulaire et de 

cancer . 

Le traitement à la cortisone empêct,e ou di mi nue l'effet déstabilisateur de la 

vitamine A, du tétrachloride de carbone, de streptolysine ou des U.V. Ainsi la cortisone 

empêct,e les altérations cartilagineuses d'individus en état d'hypervitami riose A . La 

quantité de vitamine A requise ·in vitro" est tellement grande qu'on peut mal imaginer que 

ct,aque lysosome, "in vivo", soit coiffé par ces stéroïdes . Le mécanisme pourrait être 

différent : la protection "in vitro" pourrait concerner des membranes statiques, alors qu· 

"in vivo", ce sont des membranes dynamiques dont la seule protection des endroits 

critiques est nécessaire . 

2/ Lésio ns cellulaires par surctiaroe des lysosomes : ce cas recouvre les 

thésaurimoses congénitales dont Hers a élucidé le mécanisme ( cfr. §précédent) . 

Les bactéries de la lèpre et de la tuberculose résistent à 1 ·attaque 1 ysosomiale et 

s'accumulent dans les macrophages . 

L'accumulation de résidus indigestes dans les lysosomes serait propre au 

vieillissement et jouerait un rôle dans la sénéscence de ces cellules ( ex. li pofusci ne ) 

3/ Un troisième type d'affection est la lésion tissulaire par déct,arges d'enzumes 

lysosomiaux dans le compartiment extracellulaire . Dans ce tyç,e d'affection, se retrouve 

l'altération du cartilage suite à une hypervitaminose A . Un tel phénomène, cette fois-ci 

normal, explique la résorption du tissu osseux lors de la croissance . 
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Dans les processus d'inflammation , des mécanismes semblables ont un rôle 

tmportant à jouer . 

( de Duve C., 1970), ( de Duve C., 1984) 

lntracellular 
discharge 

Overloading 
·' Extracellular discharge 

Digestive palhology of cells: the three 
great lysosomal syndromes. 



LYSOSOME ET LA REVOLUTION BIOLOGIQUE 

Après la seconde guerre mondiale, commença une période faste. pour la biologie : 

découverte sur découverte, le monde de la cellule, en particulier, allait se dévoiler è une 

vitesse prodigieuse . C'est ce qui est appelé la "révolution biologique". 

Cette révolution n'est certes pas due à la naissance â la même époque d'un pl us grand 

nombre de super-génies . Elle est due presqu·excl usivement au progrès tect,nique qui eut 

lieu à ce moment. En effet après la seconde guerre mondiale, toute une série de techniques 

furent mises su point : les radioisotopes, les chromatographies, les électrophorèses, ... , 

et la centrifugation fractionnée . 

Le laboratoire de Louvain participa à cette révolution biologique de par ses 

recherches : la découverte des 1 ysosomes permit de comprendre un mécani sme étudié 

depuis pl us d'un siècle : la digestion i ntracell ulai re . Mais cette découverte est plutôt le 

résultat de 1 • évolution technique . Et, à cette révolution" technique" qui est la base de 

la révolution "biologique", . de Duve et ses collaborateurs y participérent activement . 

Comme on 1 's vu leur recherche fut 1 ·une des premières grosses applications de la 

centrifugation fractionnée et permit de perfectionner cette technique, toute jeune à 

l'époque. 

La création de l'ICP ( 1 nstitut I nternationnal de Pathologie Ce.11 ulai re et 

Moléculaire ) en 1966 à Bruxelles, entre autres par de Dwe, est le "fruit" de la 

révolution biologique : comme son nom l'indique, l'ICP étudie la pathologie au niveau 

cellulaire et moléculaire et réunit, pou ï ce ·;ai rc-, les techniques et sciences nées de cette 
~ 

.( 
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LA NAISSANCE D'UN CONCEPT 

..._ ____________________________ _ 



- - ---- -- - -----------------i 

1 NTRODUCTION 

!• 

' 

Quand on a lu le première partie de c:e travail,· L& découverte des lysosomes", 

peut-être cette découverte parait-elle évidente et le mérite des cherct1eurs petit . En 

effet les différentes expériences ne pouvaient at,outir qu'aux llf,osomes : ils existaient_, ils 

se sont "manife~.tés" lors de~; premières expériences, il ne re~.t1:sit plus qu'à continuer 

logiquement ces expériences dans c:e sens : les isoler, les décrire, ct1erct1er leur rôle .. . et 

le concept était créé . 

D1:sns ce ct,apitre je vais tenter de montrer qu'il en est tout autrement, que le 

rect,erche scientifique est autre chose qu'une collection et une interprétation de résult8ts, 

qu'elle s'inscrit dans un contexte institutionnel et intellectuel ; que le création d'un 
,,) 

concept est quelque chose de décid7' par un homme ( ou un eMemble d'hommes ) et n'est 

dès lors pas "évidente" ( qui s'impose è l'esprit avec une telle force qu'il n'est besoin 

d'autres preuves pour conn1:sitre la réalité) . Le concept n'est qu'une représentation de la 

réalité, représentation dont la création est fonction de contraintes institutionnelle, 

fi nar,cière, technique, tt1éorique ou encore culturelle . 

Dans ce ct,apitre je vais d'abord expliquer une grille d'art1:sl•Jse de recherct,e qui a 

été construite par Whitley ; ensuite je reprendrai le fil de la recherche de de Duve en 

essayent d'appliquer cette grille d'anal1Jse et de voir quelle contrainte a joué dans la 

recherche et quand . 

Ensuite, je parlerai des problèmes qui entourent le création d'un concept et d'un 

modèle théorique . A partir de lè, on r,ourra ~maginer une approche du m:,t,lème ( les 

l ysosmes ) qui aurait pu amener un autre concer,t et un autre modèle de la réalité . 
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-------------- -- ----------

A. LA GRILLE D'ANALYSE DE WHITLEY 

Whitley, R., 1980) 

( Knorr-Ceti na, K.O., Krohn, R. et 

R.V•lhitley distingue deux contextes d&M lesquels se situe l'investigation scientifique 

: le contexte institutionnel et le contexte intellectuel . Il préconise que les différents 

éléments des deux contextes soient utilisés comme grille de lecture : il s'agir& de repérer 

les moments décisifs de la rect,erct,e où ces éléments interviennent et dans quelle mesure 

ils ont de 1 'importance . 

1 / Le contexte intellectuel 

R.Whitley reconnait quatre composantes du contexte intellectuel: les postulats du 

domaine qui délimitent l'ensemble des phénomènes sur lesquels la recherche est orientée; 

c'est l'arrière- fond général de la recherche. 

Les procédures formatives csractérisent l'élaboration de questions précises donnant 

lieu, â partir de l'arrière-fond général, à la formulation d'une recherche ponctuelle 

spécifique . 

Les techniques déterminent 1 'er~~emble des procédures utilisées . 

Enfin, les procédures interprétatives se réfèrent 8 1& manière d'interpréter les 

résultats et 8 leur signification pour la suite de la recherche . 

Whitley parle aussi du degré de formalisation de ces composants - c'est-8-di re le 

degré de précision et de clarté avec lesquels ils sont définis - et de degré d'intégration qlii 

traduit 1 'effet d'un des composants sur les autres . Pl us les composants sont liés, 

s'impliquent mutuellement, plus le degré d'intégration est grand . L'auteur constate et 

pose l'hypothèse que, pl us le degré de formalisation est élevé, pl us le degré d'intégration 

l'est également . 
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2/ Le contexte institutionnel 

·R.Whitley considère que l'institutionnalisation des normes et procédures 

intellectuelles s'effectue es~=entiellement sous la forme d'engagement intellectuel dans un 

champ donné de recherche et l'acquisition de compétences dans ce do mai ne . Le 

développement et la reproduction de ces en9agements intellectuels sont le résultat de trois 

types différents d'institutions : "le système d'éducation et de formatior1 scientifique, la 

structure des occasions d'emploi et de carrière, le s1Jstème de publication et de 

reconnaissance.u" ( B.Feltz, 1986) 

Le rôle du "~ystème d'éducation et de formation" est clair : pour entreprendre une 

recherche , il faut avoir les compétences dans le do~i ne de cette recherche ; ainsi ces 

compétences ,qui sont fonctions du t1Jpe de formation reçue , vont déterminer le do mai ne et 

le mode de recherche. "La stucture de~= occasions d'emploi et de carrière" va influencer la 

rect,erche dans la mesure où le chercheur oriente sa recherche en fonction du financement 

et des occasions d'emploi disponibles . Enfin," 1.t..1.ystème de RUblication et de 

ree:onnaissance",_de par sa procédure de sélection des articles par le "referee system", 

uoriente l'attention des scientifiques sur des matières et approches particulières et 

structure ainsi les formes de la recherche scientifique".( Feltz, B. 1986) 
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B. ANAL VSE DE LA RECHERCHE 

81 AVANT 1949. 

Le contexte institutionnel 

Une des composantes du contexte institutionnel de la grille de Whitley - la 

structure des offres d'emploi et de carrières - englobe le problème du financement de la 

recherche . 

Or il existe dans toute recherche scientifique une contrainte financière: il faut de 

l'argent pour subsidier une recherche et cet argent i1 faut le trouver, soit à 1 'intérieur de 

l'organisme où la recherche se fait ( l'université dans ce cas ) , soit à l'extérieur : que ce 

soient des firmes privées ( exemple : Lilly Research Laboratories ) , de~; organismes 

nationatr...: (ex . : FNRS) ou internationnaux ( ex . : Rockfe11er Found8tion ) , c'est dans 

pareilles institutions qu'il faut aller chercher l'argent . Le projet de recherche, la 

technique utilisée, le personnel employé et le déroulement de la recherche sont des 

facteurs dépendants de ces contrai rites financières . 

Au laboratoire de Chi mie Physiologique de Louvain, une partie des subsides - une 

somme dé ri soi re - provenait de l'UnivenMé de Louvain et une autre, pl us importante, 

d'une firme pharmaceutique américaine : Lill y Research Laboratories . 

Un des premiers travaux de C. de Duve fut de comparer l'insuline produite par 

"Lill y" à de l'insuline suédoise . La conclusion fut que l'insuline "Lill y" n'était ~•as pure et 

contenait du glucagon . Ces recherches furent - 5emble-t-il - appréciée par la firme 

américaine qui décida de verser chaque année ( pendant 10 ans ) la somme de 5000 

dollards et ce, sans aucune condition. Ceci signifie qu'aucun projet de recherche ne devait 

être fourni à Lill y pour obtenir cet argent . Ce fut évidemment un gros av8ntage pour le 

Professeur de Dwe qui de ce fait gérait cette somme à son gré et orientait la recherche 

comme il le désirait . 

Le contexte institutionnel de Whitley, du moins dans sa composante de structure 

d'emploi, joue ki le rôle mi ni mum qu'il puisse jouer : seule la somme d'argent peut 

influencer la recherche ; elle l'influence en li mitant financièrement le personnel ( C. de 
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Duve était aidé dans son laboratoire par de~; étudiants en mé,jecine qui ne lui coûtaient rien 

) et les moyens tect,niques Mais cette somme est livrée d'office, la dém&rct,e 

d'acquisition est inexistante . 

Ainsi , il y a très peu de lien entre contexte institutionnel et intellectuel de par cette 

situat.ion . 

Ce facteur mi ni mum jouera un rôle capital dans la suite . 

N.B. Un mécénat pur - comme le faisait Ully pour Louvain - est devenu quelque 

chose de très rare sinon d'inexistant, du moiM en Europe. L'influence des stuctures des 

occasions d'emplois et de carrières est dès lors d'un autre ordre et devient trè$ importante 

.Pour 1 ·m ustrer, j'ai ct,oisi de parler d'un cas pl us actuel. 

Au laboratoire de Biochimie Cellulaire des facultés Universitaires Notre-Dame de 

la Paix à Namur, il faut distinguer le coût du personnel du coût de fonctionnement . 

Sur 17 personnes y travaillant, 5 sont payées par 1 ·université, 12 par des 

organismes extérieurs: I.R.S.IA, f .N.R .S., Politique Scientifique, S.P.P.S. et enfin des 

firmes pharmaceutiques . Soit des concours sont organisés ou des projets sont à remettre 

qui permettent de "sélectionner" les chercheurs qui seront sut,sidiés . 

Pour ce qui est du fonctionnement, il faut compter qu'un tiers à une meritié du 

budget est fourni par l'université, et un demi à deux tiers par les firmes pharmaceutiques 

et la Politique Scientifique . Par fonctionnement, on entend le coût du matériel technique, 

des produit~. utilisés et du matériel d'expérimentation ( culture de cellules, ani rnalerie ) 

11 est clair qu'ici le degré de liberté pour le choix de recherche et la procédure de 

recherche est infiniment plus petit . José Remacle, qui dirige ce laboratoire, doit 

c-oncilier recherct,e fondamentale et rectierche appliquée, exigée par les firmes 

pt1armaceutiques et le S.P.P.S., dans une proportion de moitié-moitié. 

Ce do mai rie du contexte institutionnel va influencer fortement le choix et 

l'organisation de recherche, non seulement à cause de la somme d'argent disponible, mais 

par décision des institutions qui finance la recherche et ac.-cepte ou non le projet et le 

déroulement du travail . 

Dans un tel laboratoire, le chercheur est également pl us dépendant du "système de 

publication et de reconnaissance- qui intervient à deux niveaux différents : d'abord au 
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niveau de l '1 nstitution qu1 f1 nance qui ex1ge des projets de rect,erct,e ( soœ forme de 

publication avec sélection per le ·referee system") ai risi que des publications des 

résultats qui, par le même Mreferee system", seront uj ugésu valables ou non et seront 

déterminants pour la suite du financement; ensuite au niveau de la reconnaissance et de la 

divulgation des résultats dans le urnw,de des scienceÇ ( putilication dans une revue 

scientifique ) où le même système de sélection joue . 

Cette situation implique une politique de travail qui permet, dans le même 

laboratoire , d'entreprendre une recherche fondamentale avec une recherche appliquée . 

Pour J. Re macle, c·est le ct,oix du "do mai ne de rect,erct,e" qui est i mportar,t pour 

concilier ces deux t IJ pes de rec t,e rc t,e : il fa ut essa 'Jer de c t1oi sir un do mai ne de rec herche 

fondamental qui a un avenir appliqué potentiel ; ainsi , si certaines applicatiorie 

apparaissent au cours d'une recherche fondamentale , le laboratoire pour ra se t,aser sur 

celles-ci pour le financement ultérieur . 

Ici, en se réferrant à Wt1itle1J, on di ra qu'il y a un t1aut degré d'intégration entre 

contexte institutionnel et , à la fois, postulats du domaine et techniques. 

Le contexte i nte 11 ect ue l 

Le postulat du do mai ne est très peu formalisé : à cette époque, on ne connaît rien ou 

presque rien du fonctionnement de l'insuline sur la s•Jnthèse du gl tJcogène . De la cellule 

on en connaissait la stucture générale ( la plupart des organites , le noyau centralisant 

l'information) sans toutefois en connaitre beaucoup de son fonctionnement . 

82 LE CHANGEMENT DE DOMAi NE EN 1949 

En décembre 1949, le groupe de Louvain va se tourner vers un tout autre centre 

d'intérêt : la localisation i ntracell ulai re d'enzymes par la centrifugation fractionnée . Au 

départ il étudie la gl ucose-6- phosphatase, qui est impliquée dans la syntt,èse du gl yci:igène 

:celle-ci ne peut plus être rewlubilisée après précipitation à pH acide . Cette curieuse 

propriété ra pelle à C. de Duve deux articles d'Albert Claude qui y décri vait l 'agglutination 

de petits et de gros granule$, empêchant ainsi leur solubilisation . 
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Ici, on peut parler d'Q_pportunisme mentionné par Karin D. Knorr-Cetina. Celle­

ci, pour expliciter ce qu'elle appelle "opportunisme", uévoque l'attitude des bricoleurs qui 

sor,t "attentifs aux opportunités matérielles qu'ils rencontrent à un endroit donné et les 

exploitent ~,our réaliser leurs projets ." Cet opportunisme porte tant sur le choix du 

matériel que sur les idées de rec:herche ..... ( Feltz B., 1986) l'opportunisme se réfère à 

un phénomène aléatoire uniquement : "j'ai besoin de matériel d'expérimentation ; un 

ct,ercheur du laboratoire emploie le matériel A et il a mis la tect1nique d'utilisation au 

point ; je suis "opportun" et j'emploi ce matériel A, sans que celui-ci convienne 

néc:eS$ai re me nt mieux que 1 e maté rie 1 B :· 

Or dans le cas qui riou~: occupe ici, il y a pl us que de l'opportunisme : il y a analogie 

entre les propriétb qu'Albert Clau,je décrit et celles que C. de Duve observe . On peut 

parler de rapprochement opportuniste entre ses expériences et les articles de Claude . 

A partir de ce rapproc:t,ement opportuniste, de Duve va émettre une t11Jpott1èse : 

"la glucose- 6- pt,osphatase est liée à des granules semblatiles à ceux décri rs par A. 

Claude" . Et la suite est l'ensemble des expériences qui vont permettre d'évaluer cette 

hypothèse ( voir pl us loin ) . 

Puis ils poursuivent avec d'autres enzymes, qui eux - et de Duve le savait - ne 

joui:iient aucun rôle dans cette syntttèse . Et c'est le comportement i nt,atiituel d'un de ces 

ferments qui va entraîner les ct,erct,eurs dans ce nouveau domaine . 

Le contexte i nsti t uti on ne 1 

Comme je l'ai déjà mentionné plus haut, la "structure des offres d'emploi et de 

carrière" intervient peu au laboratoire de Louvain: si des raisons poussent le Professeur 

de Duve à ct,anger d'orientation de recherctie, il ne doit pas se "justifier" à la Lilly 

Research Laboratories . C'est bien le cas ici : C. de Duve va opter pour la centrifugation 

fractionnée sans qu'il n'y ait d'influence financière venant d'une institution . Seule la 

technique le pousse à c.e changement . 

La première composante citée par Whitley dtJ contexte institutionnel - le système 

d'éducation - va influencer le choix de la méttlOde de travail et de la technique . C. de Duve 

a une format.ion d'enzymologiste ; il va donc continuer d'utiliser les enzymes c-omme base 

de son travail mais en introduisant une nouvelle technique qui est la centrifugation 

fractionnée . 
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Précisons que ce ct1angement de programme est beaucoup plus diffic:ile dans le~; 

conditions d'un lat,oratoi re fonctionnant comme celui de Bioc:tii mie Cellulaire à N-:imur, où 

pl us de la moitié du financement est fait p1:1r des institutions exigeant des projets précis 

ainsi que des résultats concluants . 

Le contexte intellectuel 

Pour déterminer la localisation cel1ul1:1ire, il n'existe pas des tas de moyens 
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différents : la centrifugation fractionnée et la c1Jtoctii mie sont les deux techniques de 

poi nte de l 'époque pour ce do mai ne de rec tœ rc he . \V 
La tect,nique n'est pas rès formalisée ( "jeune" techniq1.1t >(~t bie~ntégrée aux J 

postulats du do mai ne ( la locafüiation i ntracell ulai re d'enz1Jmes ) et eux procédures 

formatives ( Glucose- 6- p t1os p hatase ) . 

La tect1nique joue un rôle décisif dans ce ct,ar,gement de do mai ne : c'est elle qui 

"attire C. de Duve à prolonger la localisation intracellulaire d'enzymes par celle-ci plus 

loin que le domaine du gl1Jcogène . 

Ainsi la rect,erche a été assez fortement influencée par le contexte intellectuel de 

l'époque . 

L'arrière-fond théorique n'était pas très importar,t : Claude avait défini quatre 

catégories d'organites cellulaires, sans que ceux-ci soient clairement définis . Ceci est en 

relation avec la connaissance générale de la cellule, dont la stucture générale n'est pas 

encore clairement établie ( j ·entends par structure générale l'ensemble des organites et 

les rapports qu'il peut exister entre eux ) . La mise en évidence d'enzymes dans les 

<iffé:-tntes fractior-s était au point pour quelques enzymes . C'est plus ou moins avec ces 

seuls éléments tt1éoriques que C. de Duve a commencé ses recherches . Les postulats du 

do mai ne étaient donc peu formalisés . 

Malgré ces diverses influences, le choix du changement est assez hautement 

contextuel : c'est par curiosité - comme il le dit 1 ui-même - que C. de Duve a décidé de 

localiser l'enzyme qu'il verrait de déterminer ( la gl ucose-6-pt,osr,t,atase ) et s'il a 

poursuivi dans ce domaine, c'est parc.-e que, dit-il : 

1 
(1::,. 
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" ... une enzyme ( la phos~•t1atase acide } qui se cache ainsi c'est tellement 

passionni:int que j'ai mis "au frigo " l'insuline ..... 

c·est peut-être par curiosité que C. de Duve a changé de domaine, mais il est clair 

que cette c1Jriosité a été "allumée" par la technique nouvelle . La phospt,atase acide qui se 

e&ct,e, c·est pa%ionnant, mais c'est la tect,nique qui a permis de mettre en évidence ce 

pt,énomène . 

La composante "technique" du contexte intellectuel est décisive dans ce tournant de 

la rectterct,e . 

B3 LE DEVELOPPEMENT DE LA RECHERCHE 

Les expériences upour voir", C. de Duve il n·y croit ç,as . 

''Le première étape d'une rect,erche scientifique, c'est de se mettre à son bureau et 

de fei re le plan des expériences à fei re pour mettre en évidence ce que 1 ·on cherct,e . 11 

faut émettre des hypott,èses _ .. 

Dès lors ses travaux seront une suite d't1yçt0tt1èses et d'évaluation de celles-ci. 

La formulation des t,ypotttèses 

La première hypott,èse faite par le 1aboratoi re de Louvain fut que 1a g1 ucose-6-

pt,osphatase est liée à des granules cytoplasmiques . Dans 1a suite de 1a rect,erct,e toute 

une série d'hypothèses du même type concernant d'autres enzymes seront feites . 

D'i1 ~• rès · Vat;. Pabé ( 1969 ) , qui a développé la logique de 1 'induction dans 

.. Deduction _,nd induction· ,l'activité scientifiq1Je peut-être comparée à un mouvement 

hélico1·dal : la première moitié d'un tour de sçiire représente l'inférence i nduc:tive, où, 

partant de propo.,itions expérimentales particulières, on arrive à une proposition 

théorique générale ou hypothèse ; l'autre moitié représente une inférence déd1Jctive qui, 

partant de 1 'hypothèse mène à ur,e proposition ex péri mentale particulière . La 

représentation hélicoïdale est préférée à l'i mage du cercle pour rendre compte d1J décalage 

temporel . 
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"L& règle générale est la plupart du temps extraite de faits ex péri mentaux passb et 

appliquée à un c:as futur, non encore testé, dans le but de prédire les résultats 

ex péri mentaux qui seront obtenus ." ( f eltz B., 1986 ) 

Pour Watanatié, il y a deux processus dans l'inférence inductive : l'abduction, qui 

est la création on production de r,ouvelles t11Jpothèses d'après des faits expérimentaux, et 

l'i r,duc:tion ou évaluation des t11Jpottèes . 

L'étude de l'abduction est, d'après Watar,abé, irnpo~;sible : certains pen~.ent à une 

"conc:eption mystique" de celle-ci, réservée à certains génies, pour d'autres des critères 

purement estt,étiques en sont à la base . Bref, une analyse logique de ce processlJ.$ n'est 

Dans le cas présent, la création de l't11Jpott,èse est faite en rapport à des expériences 

déjà décrites avirnt ( les articles d'Albert Claude ) 

Dar,s 1 'induction, il y a deux types d'évaluation : 

"Une ti1Jpott1èse_. seule ou en conjonction avec un fait connu, donne lieu par déduction 

à une prédiction ( propo~:ition expérentielle ) sur le résultat d'une expérience bien 

définie. Le résultat de cette exç,érience fournit la base pour une évaluation "évidentielle". 

Toutes autre.s consi,jérations en det1ors de, ou antérieures à, ces données expérentielles 

directes obtenue~; dans de telles expériences, sont appelées "extra-évidentielles" ." ( feltz 

B., 1986 ) 

l11J a cinq types de facte 1rs ~!xtra-évidentiels: 

1 / la présence d't,ypothèses compétitives . Le ct,oix d'une hypott,è~.e par rapport à 

d'autres influence l'évaluation qu'on en fait, qui ne dépend plus dès lors 

l'expérience . ~ \ 
--- --

- 2/ le fait d'introduire une hypothèse dans une théorie implique qu'elle doit 

respecter la cottérence de la tt,éorie et influence la valeur qu'on 1 ui donne . 

3/ ·1a préférence pour certains prédicats est manifeste . Il est universellement 

reconnu qu'une hypcithèse utilisant de$ prédicats pl us simple~ e~.t préférée" 



4/ La valeur accordée à une t1ypott1èse dépend de facteurs ci rconstantiels telle, par 

exemple, la notoriété de la personne défendant cette t,ypothèse . 

5/ les exr•ériences parallèles influencent également l'évaluation des t1ypott1èses . 

Quan1j ce~; différents facteurs sont précisés, Watanatié commence 1 'év&l uation même 

de l't1ypothèse qui se base sur la confirmation ou non de celle-ci par une ou plusieurs 

94 

expériences. Elle est dite confirmée quand le fait prédit par l't11Jpothèse a bien lieu . Une ~ )..__ 

-\ •• 1✓ · telle procédure d'analyse d'évaluation des t11wotttèses est appelée "règle de Nicod". < ~ 

Mais la confirmation d'une t,ypothèse n'implique pas qu'elle est vraie . On parler& 

alors de uconfi rmabilité" ou udegré de confirmation" qui traduit le fait que pl us 

d'expériences confirment l'hypothè$e plus il est vraisemblable que celle-ci soit vraie . A 

partir de là, des fonctions exprimant le degré de confirmation sont créées : ( H, B ) 

mesurant le degré de confirmation évidentielle, dértendant uniquement de H ( l'en;;emble 

des hypothèses ) et de B ( les évidences ) , et q( H 1 ) qui exp ri me l'évaluation globale de 

l't11Jpott1èse, appelé "créditiilité", fonction de H, B, X ( les facteurs extra-évidentiels ) et 

A ( les conditions auxiliaires qui interviennent dans le déroulement et l'interprétation de 

l'expérience) . La quantité q( H1 ) doit satisfaire les postulats de probabilités . On 

envisage un ensemble d'hypothèses ( H 1 , Hz , H3 , ... ) portant sur le même phénomène . 

La crédibilité q( H 1 ) est une probabilité de l'hypothèse H 1 et doit dépendre des évidences 

B . 

Pour la première hypothèse ( concernant la localisation de la glucose-6-

phosphatase), l'analyse d'évaluatic-n peut êtr e ceci : 

les t,ypottrèses: 

H 1 la gl ucose-6-phosphatase est liée à des granules cytoplasmiques 

Hz le gl ucose-6-phosphatase n'est pas liée à des granules cytoplasmiques 
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le~ propœitions exp&renhelles: 

e 1 1& gl ucose-6- phosph&tase se retrouve après centrifugation dans une fraction 

"granulaire" 

e2 1& glucose-6-phospt,atase se retrouve après centrifugation dans la fraction 

soluble 

lci,on peut accorder un haut degré de confirmation à H1 : e1 a été confirmée dans 

une grande mesure. 

Pour ce qui est de la crédibi11té, les éléments dont je disposais ne m'ont pas permis 

de l'évaluer : comme seuls facteurs évidentiels, je peux citer des expériences parallèles 

qui ont été effectuées sur d'autres organes, dans des conditions différentes ou encore: 

1 'introduction del 'h1Jpothèse dans un ensemble d'h1Jpothèses - une théorie - y respecte 1& 

co hérence de celle-ci : les organites ( granules cytoplasmiques ) comprennent un appareil 

enzymatique. 

L'intérêt d'ur, modèle d'évaluati on des hypothèses comme celui-ci est de se rendre 

compte des mécanismes qui justifient une évaluation positive ou négative : évaluation 

"évidentielle" et "extra-évidentielle". 

La position de de Duve sur la validation d'une hypothèse est claire : 

"Il ne faut pas faire des expériences pour montrer que notre hypothèse est 
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..... -
vraie,car, dans ce cas-là, on fausse les données, on met to·Js les atouts de son côté . Ce -~ 

;t 
qu'il faut, c'est essayer de montrer qu'elle est fausse et tant qu'on y aura pas réussi, on ~ V 
peut l'sccepter : , 

Cette "philosophie de l'expérimentation" sera le mot d'ordre de C. de Duve dans toute 

sa recherche et lui permettra d'éviter des erreurs d'appréciation de ces hypothèses. 



B4 LES DEU:< POSTULATS DE TRAVAIL 

Les expériences suivantes s'intéressaient à la localisation i ntracell ulai re de 

quelques enzymes, avec le même schéma d'évaluation d'h•Jpothèse que pour la glucose- 6-

phophatase . 11 est à noter que depuis le changemer,t de domaine, le contexte était 

pratiquemment invariant : même influence du contexte i ntelleduel et institutionnel . 

A la suite de ces quelques expériences 1 'équipe du Professeur de Duve allait tirer 

une série de conclusions : la première concernait la localisation des enzymes étudiées; la 

seconde, la légitimatior, de la technique, qui n'était pas parfaite . ( cfr . 1° partie) Enfin la 

troisième conclusion mena à l'élaboration de deux hypothèses, fondamentales dans le fait 

qu'elles ont modifié le contexte intellectuel dans sa composante des "procédures 

interprétatives" . En effet ces deux hypothèses furent décisives dans la manière 

d'interpréter les résultats et la signification qu'elles eurent dans la suite de la recherct,e . 

Je crois qu'ici nous touchons un point absolument crucial de toute la recherche .( cfr . l 0 

partie pg .25: la différence d'interprétation avec Novikoff) 

Evaluation 

C. de Duve acceptera ces hypothèses comme valables et basera la suite de se$ 

interprétations sur celles-ci . Pourtant, comme évaluation "évidentielle" il y a 

seulement les résultats de localisation de quelques enzymes . 

L'évaluation de l'hypothèse ·1ocalisation simple" est un bel exemple du rôle d'une 

hypothèse comme postulat de travail . En formulant celui-ci, C. de Duve ;f attend.~it à des 

exceptions, u mais 1 'avantage de prendre la localisation simple comme hypothèse de travail 

est que nous pouvons accepter la localisation multiple seulement quand nous sommes 

forcés par une évidence ex péri mentale . Le contraire ne peut être vrai : ( de Duve C., 

1965) 

Si on s'en réfère à Popper, des observations discordantes avec des hypothèses sont 

cruciales et falsifient celles-ci . Par contre, Barbour ( 1974 ) , qui réagit à cette 

position d&ns l' "Evaluation des théories·, pense que, pour importantes qu'elles s-oient, les 

observations discordantes n'ont pas le rôle décisif que leur accorde Popper . Cette position 
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est celle prise par C. de Duve, qui malgré les exceptions attendues , n'a pas rejeté ce 

postulat . ( les exceptions ont été citées dans ·Analyse des différentes fractionsn du 

Le statut de 1 ·t,ypott,èse est ici mis en cause : elle ne doit pas être vraie dans 1 'absolu 

; elle doit être acceptatile dan~; le do mai ne étudié et permettre la progression de la théorie 

, quitte à reconnaître par après des exceptions à celle-ci . 

65 ETUDE DE LA PHOSPHATAS[ ACIDE 

La "procédure interprétative" des résultats est ici importante . 

Lorsqu'ils ont reconnu une anomalie ( l'inactivité de l'enzyme dans les jeunes 

préparations), une interprétation trop t,âtive aurait pu être que la manipulation avait été 

mal faite . Mais ici on retrouve la position nette de C. de Duve sur l'évaluation d'urie 

t,ypottrèse : "il faut. essayer de montrer qu'on a tort" . 

Sa première t11Jpott,èse dans le cas de la pt,osphatase acide,-elle n'est pas citée 

explicitement mais on peut le supposer - était que son activité allait apparaître de la 

même manière que pour les autres enzymes. N'étant pas le cas, il conserve les fractions 

au frigo pour recommencer les dosages d'enzymes pl us tard . Ceux-ci refaits et en accorà 

avec S8 "supposée" première t11Jpott1èse, en essayant de valider celle-ci, de Duve aurait 

probablement rejeter les premiers résultats comme dus à des erreurs de manipulation . 

Ce ne fut. pas le cas grâce à sa conception d'évaluation des t,ypott,èses : "ne jamais mettre 

tous les atouts de son côté et essayer de montrer qu'on a tort" . Or ici, si ma supposition de 

ct,oix d'htJpothèse est juste~. 

Cette expérience et son interprétation des résultats montre l'importance de la 

procédure interprétative. 

Ensuite pour expliquer la localisation dout,le de 1 ·enzyme ( microsomes et 

mitochondries ) , trois hypott,èses sont envisagées ; on remarque l'effet de l'évaluation 

"extra-évidentielle" des expériences parallèles : celles de Chantrenne reconnaissant un 

spectre de granules et non deux classes distinctes . C'est l 'hy~•ott,èse rejoignant celle de 

Ct,antrenne qui sera retenue . 
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Une fois cette t,ypottrèse retenue ( celle des gr&nules se situant à cheval sur les 

microsomes et les mitochondries ) , les ctrercheurs étudièrent le système enzyme­

granule, étude qui allait les mener à la création du modèle et du concept de l1Jsosome . 
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C. MODELISATION 

D'après Jean- François Mal herbe ( 1985 ) , la démarche scientifique est 

caractérisée par l'interaction entre les opérations théoriques et les opérations 

expérimentales et est constituée par un va-et-vient entre ces deux opérations . Les 

hypothèses avancées par le savant suggèrent une ou des expériences pour les démentir ou 

les confirmer . La formulation des hypothèses doit être telle qu'elle permette d'imaginer 

des plans d'expériences pour évaluer celles-ci : la recherche ne doit pas être un ensemble 

d'expériences faites au hasard ; il est indispensable d'avoir une vue préalable du problème 

. Dans les expériences, l'essentiel n'est pas l'observation faite mais ce qui précède, c'est­

à-dire les conditions dans lesquelles elle est faite, et ce qui suit ou l'interprétation des 

résultats: une observation n'a pas de sens si elle ne se rapporte pas & une question précise 

le stade ultime de la recherche ( d'une recherche donnée car nous verrons que la 

théorie induit une autre recherche), c'est la formulation d'une théorie, dont le rôle est de 

mettre de 1 'ordre dans les faits observés et interprétés . Mais le but d'une théorie est pl us 

que cela : "C'est plutôt la carte d'un territoire partiellement exploré. Sa fonction est 

so1Jvent heuristiq1Je c'est-à-dire qu 'elle guide l'explorateur vers d'autres découvertes . 

Les théories sont donc remarquables en ce qu'elles ( ... ) guident et stimulent une 

recherche intelligente .· ( ? ) 

la théorie va donc servir non seulement à décrire ce qui a été observé mais à 

prédire, à découvrir de nouveaux faits, à aller pl us loin dans la connaissance du jor,rni ne à 

explorer . C'est le guide la recherche future . ./ 

Le rapport entre théorie, modèle et réalité nous est expliquj r par M. Bunge ( 196 7 

) dans the "Scientific Re$e8rch" : .,. 

·un ensemble d'hypothèses scientifiques est une théorie scientifique si et seulement 

si il réfère à une matière f&etuelle donnée sous-jacente et si chaque membre de l'ensemble 

est soit un énoncé initial ( axiome, énoncé subsidiaire ou données) soit une conséquence 

logique d'un ou de plusieurs énoncés initiaux .( ... ) les théories scientifiques portent sur 

des modèles idéaux qui sont supposés représenter, selon un mode pl us ou moins 

99 



symbolique et avec une certaine approximation, certains aspects du système réel - jamais 

tous . ( ... ) C'est porquoi bien que les théories factuelles sont souvent aNtelées modèles, il 

est pl us vrai de dire que les théories factuelles impliquent des modèles et que ces modèles 

pl 1Jtôt que les tt1éories elles- mêmes, sont supposés représenter les référents de la théorie 

. Une ttiéorie comme un tout renvoie è un système ou plutôt à une classe de systèmes, et le 

modèle i m~•liqué dans la théorie représente le système . M "Les théories décrivent donc le 

fonctionnement du modèle qui représente le système.- ( feltz, B., 1986) 

Celui-ci représente le domaine dans lequel se vérifient les propositions de la 

théorie. Le modèle est une idéalisation de la réalité, ne retenant que quelques facteurs de 

la réalité pour expliciter ce qui a été observé . Ainsi un modèle doit répondre à une double 

exigence: représenter le mieux possible ce qui est ou ce qui se passe dans la réalité et être 

clair et pratique, ce qui implique une simplification de la réalité . La création d'un modèle 

engage, par ce fait, la personnalité de son créateur : c·est lui qui décide quels facteurs sont 

à impliqi&ans le modèle . 

Dès lors un modèle n'est pas unique ou absolu : il dépend du modélisateur, des 

facteurs que celui-ci croit être décisifs, de l'approche qu'il a du protilème, du but qu'il 

poursuit en créant son modèle,. .. Prenons un simple exemple : un géographe veut faire 

une carte d'un pays . Cette carte sera un modèle de la géographie du pays . Le modèle sera 

déterminé en partie par la réalité, le pays : c'est le pôle objectif ; et en partie par le tiut 

poursuivi par le géographe : créer une carte pour les automobilistes ou pour des 

promeneurs; ou encore par les facteurs qui 1 ui paraissent importants : la nature du sol, la 

démographie, le relief,. .. : c'est le pôle subjectif. Le géographe devra faire un compromis 

entre une bonne approct,e de la réalité et la facilité d'utilisation de sa carte . 

N.B. La différence entre modèle et ttiéorie est parfois assez problématique . Si l'on 

veut distinguer les deux dans le cas des 1 ysosomes, on pourrait dire que la ttiéorie est la 

somme de ces trois hypothèses : 

1 / Des enzymes lytiques sont attachés à des granules cytoplasmiques 

2/ ce complexe enzyme-granule a la propriété a~•pelée -1atence enzyrr,atique" 

3/ les granules se comportent comme des systèmes osmotiques 

Et le modèle : 
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NUCL E IC ACIDS 

ACID IIIIO"uCllAS[ -------­
ACID D[OlUl■ ONUCUAS( ------ O[OHlll■ ONUCL[IC HIDS --------) 

ACID ,NoS,HAT.U( -------- ,.HOSPHAT [ [SI[ AS ( INCL. MONONUtl[OTIOf S) 

,.HOVHOl'AOT(tN l'HOSl'HAUS[ -li---- l'HOSPHOPAOl(INS)( ALSO PfOOPHO,PHAI f S 1 

CAIH(P$1N -====lt=====------!PROTE INS l'HO~PHOAAMIOAl(S) 
COLL A'[ MAS[ • 

,,. . ,Lutos,o.uc J. - ,Lutos,ocs -iGLYCOGENl 
f\•N-AC(TYL,LUC0SAMIHI0AS( 1\ •H-AC(fY\.,lVC.0~.t.MU•IIO(~ 

t, · ,LUCUAONIOAS[ ---~--

.,_ _ MANNOSIOOC 

AIIYL-SULl'HAIASf ---<fl'------

MUC 0P0L YS ACCHAR tDE S 

LIPOPROTEIN NENBRANE / 

INTACT 
LYSOSOMES 

INACCESSIBLE 

Fru1ing •nd lto•wing 
Sonlc ribr•tions 

L•cilhin•st, prot••us 
Autotysis ( •cid pH, toigh ,•) 

F•t solrtnls, dtltrg•flls 

d'après (de Duve, C., 1980 ) 

Mais assurément, le différence est peu évidente . 

INJURE □ 

LYSOSOMES 

ENZYNES SOLUBLE 

AND ACCESSIBLE 

propriétés du lien granule-pt,ospt,atase acide . Ces expériences montrèrent que les 

granules porteurs de l'enz1Jme se comportaient comme des systèmes osmotiques ( cfr. 1° 

partie ) . 

A partir de ces données, C. de Duve a créé un modèle de ce nouveau granule : un sac 

entouré d'une membrane semi-perméable et rempli d'enzymes lytiques . 

Le pôle objectif de ce modèle est 1 ·ensemble des caractéristiques observées qui s·y 

retrouvent . Le pôle subjectif est double ( du moins d'après les renseignements dont je 

disposais ) .( par subjectif il faut entendre le fait que le concept et le modèle ne découlent 

pas directement de~ qui_:s.!_observé et ------- ,ais est quelque chose de construit ; 

et la construction implique l'intervention d'un personnage, qui est le scientifique) 

La première composante de ce "pôle" est la si mP.licité . Ce modèle est le pl us simple 

pour représenter un système osmotique tel que ces granules . La littérature pt,ilosopt,ique 

reconnait la simplicité comme un critère d'évaluation positive d'une ttiéorie ou d'un 
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mc,dèle . On constate que de Duve rejoint cette vue : ainsi si or, tient compte de x facteurs 

de la réalité pour la construction de modèles, le pl us simple de ceux-ci sera retenu . 

La seconde composante de ce pôle est l'ar1alogie . La plupart des s1Jstèmes osmotique::; 

connus, dans le monde vivant en tout ces, se prése~us la forme décrite pl œ t1aut ; on 

peut penser que par association d'idée, de Duve ait immédiate me nt i magi n~ l 1Js(1:::o me 

sous cette forme : c'est le principe de métaphore dans l'innovation des tt1éories, qui a été 

développé par Lichnero'w'icz ( 1977 ) qui implique dan~; la rect1erche scientifique la 

personnalité et la uculture" du modélisateur . 

Il est essentiel de se rendre compte ici que 1 es "évidences ex ç•é ri me nta 1 es" 

n'impliquaient absolument pas cette unique représentation du lysoso me : le ct,oix de celle­

ci est en grande partie dû au pôle subjectif, c'est-à-dire au c:t1oix du modéli ~;ateur . 

Ce modèle "collait" tiien à la réalité tiioctiimique des l1Jsosornes; plus tard, lorsqu'on 

le visualisa pour la première fois, il s'avéra qu'il "collait" également à la réalité 

morr,tiologique . ~ 
~ '\..i\. 

r ~-+v'\9, \-

Le l1Jsoso me n'est pas urie entité for1ctionnelle dis · c.te : il fait partie d'un rése&u de 

s::sc:cules et de vésicule~; avec lesquelles il est en perpétuelle interaction, formant des 

canaux entre eux : c'est un système dynamique . Avoir déterminé cet ensemble de 

membranes se modifiant c:onti nuellement par quelques noms désignant des vésicules , est 

un choix déterminé avant tout par le savant, guidé par un désir de si rnplicité, par un sens 

pratique bref par sa personnalité . 

Le lysosome est venu s'insérer dans l'ancien concept de uvacuorne" , avec le Golgi, le 

réticulum endoplasmique et les grains de sécrétion . Dans la cellule qui se dévoillait de 

plus en plus eux scientifiques, le concept ( représentation mentale et &~ raite d'un objet 
C 

) de "vacuome" n'avait plus s& place : trop général et trop flou pour représenter quelque 

chose qui devenait de plus en plus précis dans la connaissance du savant, il a perdu son 

utilité et e été remplacé par des concepts plus précis et plus pratiques : c&r, comme or, l'a 

vu, le but d'une théorie est de permettre de progresser dans l'étude d'un domaine : le côté 

pratique d'un concept est donc essentiel car il est un outil de travail pour la suite de cette 

étude. 
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la création d'un modèle et d'un concept est fortement déterminée par l'approct1e que 

le chercheur a eu du problème étudié . Imaginons qu'un cytologiste ait repéré sur des 

coupes des granules différents des grains des sécrétion, du Golgi et du réticulum . 11 décide 

de les étudier et les répertorie suivant des critères morphologiques : taille et aspect du 

contenu par exemple . A la suite de ses recherches, il & déterminé trois t1Jpes de granules 

: des petits &u contenu homogène, des plus gros au contenu t,étérogène et dense et des plus 

gros encore au contenu t,étérogène mais pl us diffus . On peut imaginer que c:e ct,erct,eur 

ait, après avoir pl us ou moins déterminé leur contenu et leur Ctrigi ne ( les petits du Golgi, 

les moyens des vésicules d'endocytose et les gros probablement de 1& fusion des deux 

précédents ) , créé trois concepts qui sont m&i nten&nt ressemblés sous celui del ysosomes . 

C. de Duve avait c:ttoisi comme critère pri nci p&l leurs propriétés biochimiques, ce 

cytologiste leur similitude morphologique et lieu d'origine ( il est à noter que ce c&s est 

peu prob&ble vu la grande diversité morphologique des 1 l}3osomes ) 

le "système digestif" de la cellule aurait pu nous apparaître sous une toute autre 

forme, si ce n'était pas le bioctiimiste C. de Duve, en 1955, qui avait découvert les 

lysosomes. 
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CONCLUSION 



Le concept de 1 ysosome - comme on peut se 1 'imaginer en lfaant certains livres de 

biologie - n'est pas apparu du jour au lendemain, en 1949, à la suite d'une expérience 

révélant la latence enzymatique . Il est le fruit de six années de recherche ; mais bien 

pl us encore, la création de c:e concept est inscrite dans l'hi stoire de la biologie cellulaire : 

elle dépend des précédents de cette tiistoi re et en i r,11 uence la suite . Et elle se passe à une 

époque pnkise de cette histoire, époque dont le contexte gér,éral marquera celle-ci . 

Depuis plus d'un siècle, le digestion infracellulaire, dans laquelle ét&it impliqué le 

système vésiculai re de la cellule, i ntrigu& bon nombre de scientifiques . Pour essa11er de 

le décrire et de le comprendre, une multitude de termes et de concepts furent propo~.és : 

vacuoles digestives, gastriole, vacuome, .. . M&is le processus de la digestion 

i ntracell ulai re ne fut jamais clairement compris . Le concept de 1 ysosome allait venir à 

la suite de tous ces concepts et permettre enfin de comprendre ce mécanisme de 

destruction . 

Parallèlement à cette évolution "théorique" ( de la digestion intracellulaire), se fit 

l'évolution d'une technique, dont le principe était vieux mais qui avait des applications 

pratiques en biologie depuis peu : la centrifugation fractionnée . Ces deux évol utiorlS 

allaient se rejoindre au laboratoire de C. de Duve : la technique permettant la découverte 

des lysosomes, et ainsi de progresser dans la compréhension de la digestion 

intracellulaire, et cette rech~rche impliquant un développement de la technique . 

La technique fut ca pitale dans cette recherche : non seulement elle était la base du 

travail mais c'est elle qui attira C. de Duve à s'intéresser à la localisation i ntracell ulai re 

d'en211mes . 

Une fois lancé dans ce do mai ne de recherche, le déroulement de celle-ci fut 

deterrniné d'une part par lett contexte généralM, c'est-à-dire principalement le s11stème 

institutionnel dans lequel le travail se faisait et le contexte intellectuel : l'Métat" de la 

théorie cellulaire, qui formait l'arrière-fond théorique surlequel les chercheurs se 

basaient, et les techniques d'étude . 
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D'autre part, la recherche, ,~e sont des personnes qui l'entreprennent, Q!Ji 

l'or1entent et en déterm1 nent e1 nsi part1ellement le résultat . Les procédures 

i nterprétetives des résultats et l'éval uetion des hypothèses, l'organisation du travail en 

lat,oratoi re, le perfectionnement des techniques, faire prewe d'opportuni3me, ... sont 

autant de facteurs déterminent 1 'issue finale de la recherche et dépendant des personnes 

Mais bien plus encore, la personnalité du chercheur est impliquée lors de la 

construction d'un modèle . Après six années de travail, l'équipe du Professeur de Duve 

avait réuni une série d't,ypott,èses qui laissaient supposer qu'on était en prbenc:e d'un 

nouveau granule c1Jtoplasmique, et en fit un modèle : la création de celui-ci fut dictée 

entre autres par une rect,erct,e de simplicité et ur, rapç,roc:t,ement à d'autres systèmes 

osmotiques connus . C'était un chûix de C. de Duve . 

Le travail ne fut pas limité par le seul intérêt fondamental : une desc:ription plus 

détaillée de 1& cellule vivante . De par sa fonction, le l 1Jsosome allait être un tremç,li n 

pour 1 'étude de différents mécanismes impliqués, par exemç,le, dans le patt10logie 

cellulaire et est, à l'heure actuelle, le centre de travaux et de recherches dans le domaine 

médical ( à 1 'ICP entre autres, que dirige C. de Duve ) . 

Le concept de lysosome n'est pas apparu comme une évidence en "observant" le 

cellule vivante et n'a pas que l'intérêt "esthétique· de la connaissance du vivent : il a été 

construit par un groupe d'hommes et s-·est i ntrciduit dans la théorie cell ulei re qui est le 

base tt,éorique permettant de progresser d ins lfl comprét,ension de la struct11re, du 

fonctionnement et de la pathologie de le cellule . 
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