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INTRODUCTION



En 1974, le Professeur Christisn de Duve fut récompensé par
un Prix Nobel pour ses recherches, qui débutérent peu sprés 1 seconde guerre mondiale
et qui sllsient permettre de progresser dans la connsissance de 1'orgsnisstion et du
fonctionnement cellulsire.

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 laborstoire de Chimie Physiologique de
1'Université Catholique de Louvain .

La créstion du concept de 1ysosome est fondamentsle dens la compréhension de la
structure, du fonctionnement et de certaines pathologies cellulsires . Grice su modéle que
C. de Duve s construit de cet organite, le mécanisme de digestion intracellulsire -
observée depuis plus d'un siécle - se voysit enfin expliqué sinsi que de nombreuses
affections cellulaires ou tissulsires .

Ce modéle, aussi important qu'il soit, n'est jamsis qu'un modéle : c'est une
représentation de 1a réalité, sans étre 1s réalité . Et sa construction est décidée par un
homme { ou un groupe d'hommes ) qui est influencé par le “contexte” dans lequel il
travsille . '

Dans ce mémoire, je vais tenter de montrer quels facteurs ont influencé ls
recherche qui a mené & 1s “découverte” des lysosomes et quelle importance & eu celle-ci en

biclogie cellulsire .

J'ai divisé ce travsil en cing psrties : 18 premiére est consacrée & 1" historique™ du
déroulement de 1s recherche, depuis 1949 jusqu's 1955 . Dans la seconde partie, je
traite de 1'aspect technique de la recherche : le principe de celle-ci, son évolution su
cours de 1a recherche, 1£s problémes qu'elle pose . Ensuite, je parle de 1" insertion” du
concept de 1ysosome dans 1'histoire de 1s biologie . La partie suivante est consacrée sux
conséquences qu'eut cette découverte ; enfin, une petite analyse de 1'influence du contexte

intellectuel et institutionnel sur le déroulement de la recherche, et de 1a modélisation

cloturera ce mémoire .




LA DECOUYERTE DES LYSOSOMES




INTRODUCTION

Le premier pas du chemin qui allait conduire & 1a découverte des Tysosomes eut lieu
en décembre 1949 su laborstoire de chimie physiologique de 1'université de Louvsin .
Celui-ci étsit dirigé par le Professeur Christian de Duve qui s'intéresssit su rdle de
I'insuline dans 1a synthése du glycogéne . Le Professeur de Duve travaillait avec un jeune
médecin, Géry Hers sinsi qu'svec deux étudiants en médecine, Jscques Berthet et Lucie
Dupret.

Leur recherche, en cette fin d'année 1949, concernsit le systéme
hexophosphatasique . 118 soupgonnaient 1'enzyme hexophosphatase d'agir comme un
antsgoniste de 1'hexokinase (que Coris avsit découvert dans le foie de rat ) et d'sinsi

masquer le role de 1'insuline in vitro . { de DuveC., 1969 )

HEXGRT RESE

Insuline =>Glucose —» Glucose- Phosphate —» Glycogéne

Leur recherche permit de caractériser 1'enzyme hexophosphatase : i1 s'agissait
d'une glucose- 6- phosphatase dont le pH optimum se situait suenviron de 6 et qui sgissait
spécifiquement sur le glucose- 6- phosphate et 18 -glycérophosphate : ceci permit de la

différencier de 1a phosphatase acide . (de Duve, Berthet, Hers et Dupret, 1949 )

Glycogéne —» Glucose- 1-P04 —» Glucose-6-F04
Glucose-6
phospheisse

Glucose




Ce travsil svait été effectué suivant 1'étude enzymologique classique de 1'époque :
dispersion du tissu provensnt de foie de rat par le “high speed waring blender™ en
présence d'eau distillée, sans tenir compte de 1'orgsnisstion cellulsire, et ensuite
purification de 1'enzume réslisée entre autres nar précinitation isoélectrione = Maic
chose étrange, une fois précipitée &8 pH 5, 'enzyme ne pouvait étre remise en solution
quelque soit 1e pH du tsmpon . Cette curieuse propriété rappels su Professeur de Duve
deux articles écrits par Albert Claude : "Fractionnation of mammalian liver cells by
differentisl centrifugstion “aet b, en 1946 dans lesquels i1 montrait qu'a pH 5 il y avait
agglutination de gros et petits granules cellulsires . Immédistemment vint 1'idée que 18
glucose- 6- phosphatase était liée & pareils granules et donc impossible & redissoudre .
Ainsi fut prise 18 décision de déterminer cette structure subcellulsire par la méthode
décrite par Albert Claude : 18 centrifugation fractionnée . Pour cels i1 fallut équiper ls
centrifugeuse du laborstoire d'une téte & grande vitesse de type "MS.E "qui permit
d'stteindre des vitesses de rotation de 18.000 trs/min et sinsi de sépsrer noyaux,

mitochondries et microsomes ( contrairement & 1a téte de type "Cords " qui ne permettait

que 1'isolation des noysux ) . ( de DuveC., 1969 )

LOCALISATION DE LA GLUCOSE- 6- PHOSPHATASE

Le principe de 1a centrifugstion fractionnée est le suivant : 'organe & analyser (
foie de rat en 1'occurence ) est maintenu dans une solution isotonique de 0° C avant d'étre
passé & travers un tamis metallique afin d'éliminer le plus gros de 1a trame conjonctivo-
vasculaire et de permetire une homogénéisation plus facile . Cetie derniére est effectuée
soit au Waring-Blender, soit au mortier sans addition de sable, soit enfin gréce &
I'homogénéisateur de Potter-Elvejhem . L'homogénéisation a pour but d'obtenir un
mélange homogéne des stuctures subcellulaires : il s'agit de rompre les membranes
cellulaires tout en conservant le plus de structures subcellulsires intactes . Le principe
est basé sur les forces de cisaillement qui étirent le tissu dans un sens puis dans 1'autre (

schéma ) jusqu'su déchirement des membranes .




Mouvement rotatif et axisl:

les membranes vont ainsi se déchirer

Le liquide d'homogéréisstion était une solution de saccharose 0,25 M légérement
alcalinisée par 1'sddition de KHCO3 . Pratiquemment on homogénise une premiére fois, on
centrifuge peu de temps { 2 minutes & 2000 g ) et le sédiment obtenu est réhomogénéisé
avec une nouvelle quantité de liquide . Cette opération est répétée une seconde fois .
Ensuite toutes les fractions sont combinées et bortées & un volume correspondant & un
multiple donné du poids du tissu traité { souvent 20 fois ) . On obtient sinsi 1'homogénst
initial . Peut slors commencer 1a centrifugation fractionnée .

Trois séries de centrifugstuion fournissent les quatres fractions . 11 s'agit chaque
fois de centrifuger pendant une période différente, avec un g different . Chaque sédiment
est soigneusement réhomogénéisé et 1avé deux fois ; les liquides de lavage sont sjoutés su
décantst de 1s premiére centrifugstion . Cette technique est basée sur les différences de
vitesse de sédimentstion entre les différentes populstions de particules subcellulsires .
Plus 1a vitesse de sédimentation d'un type de granules cytoplasmiques est grande, moins
grande doit €tre ls vitesse de centrifugation et celle-ci doit €tre appliquée moins

longtemps { cfr. chapitre "TECHNIQUE™ ) .



Homogénat initial
S ¥ 0ming 800¢

v

Décantat + 2 lavages

3 ¥ 108 8500¢

v
Décantat + 2 lavages

5 * Q0 min§ 20000 g

v
Décantat + 2 lavages

v | ‘

Fraction soluble Microsomes Mitochondries Hoysux
d'aprés ( Hers HG. , Berthet.J , Berthet.L, et de DUYEC. , 1951)

Une fois la centrifugstion fractionnée terminée, ls détermination d'activité
enzymatique dans les differentes fractions est effectuée . Pour chaque type d'enzyme, il
existe une méthode spécifique pour 1a déter minstion de 1'activité . { Hers HG., Berthet J.,

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

Les premiéres snalyses ont été faites sur la glucose-6-phosphstase qu'ils
etudisient précisément . Mais 1'équipe de Christian de Duve s'est également intéressée &
1s localisation cellulsire de oute une série de ferments : phosphatsse alcaline, hexose
diphosphatase, phosphoglucomutase, phosphorylase et hexokinsse . Tous les résultats ont
eté publiés dans un méme article en 1951 (Hers, Berthet,J.,Berthet,L., et de Duve,
1951)

Les résultats sur 1la glucose-6-phosphatase, qui les intéressaient plus

spécislement, étaient les suivants :



. TABLEAU 1L

. REPARTITION DE LA GLUCOSE-6-PHOSPHATASE DU FOIE.
Aclivités enzymatiques exprimées en p. 100 de l'aclivité totale.

Expérience ,......... » x 1 x 2 3 . b 6 X1
L] T R—— Rat Rat Rat Cobaye , Cobaye Rat Lapin
Homogéuéisation .,..... Potter Potter Potter Polter Potter Blendor Mortier
Liguide sovureprnnnenas Sacch. . Succh. Sacch. Sacch. Succh. Sacch.4+ABC | KCI4KIICO,4
+ABC +KHCOy “+KHICO, +KHCOg +KIHCO4
‘ ; : @)
Homogénéisat initial , 100 100 100 100 100 100 100
[T - i 25 6 S -
‘ . 5 5 6 24
Mitochondries .,.....| * 17 13 . ¢ : 18
Microsomes (1) ...... 47 67 88 87 77 76 85
Fraction soluble..... 4 6 1 6 10 1 3
Récupération,,...... 93 92. 104% 98 93 101 106

(1) Microsomes lavés 1 fols dans 'expérience n® 1, 2 fols dans l'expérience n® 2, non lavés dans les autres

expdriences.

«(2) L'homogénéisat initial correspond & 1l'c extrait» de CrLaube [5], c’est-A-dire & une suspension préparée
rar broyage de la pulpe tissulaire au inortier (sans addition de¢ sable) et élimination simultanée des cellules in-

actes et des noyaux par une centrifugation préliminaire.

d'aprés ( Hers HG., Berthet J., Berthet L, et de Duve C., 1951 )

Les résultats indiquent clasirement que 18 majeure partie de la qlucose-6-

phosphatase est associée & des granules cytoplasmiques, ce qui explique ce qu'ils

cherchsient: 'insolubilisstion irréversible 8 pH 5.

Dans S expériences sur 7, la fraction "microsomes” contient plus de 75 ® de

I'activité de 1'homogénat initisl { considérée comme V'sctivitée totale ). Ce chiffre est
minimum car il se produit une inactivation au cours de longues centrifugations et de
lavages des microsomes  ce qui explique une plus faible activité dans les expériences 1 et
2)

Ce qui est moing clair c'est 1a présence de glucose- 6- phosphatase dans les autres

fractions : deux é1éments permettent de supposer qu'il s'sgit entiérement de contamination

1° si 1'sctivité glucose- 6- phosphatasique du noyau et des mitochondries était due &
la présence de qros granules porteurs de 1'enzyme, on devrait admettre qu'il s'agit de
granules trés fragiles puisque dans certaines expériences on ne les retrouve qu'en trés
faible quantité { expériences 3, 4 et 5 ) . Or ni 1'utilisation du Waring- Blender ¢
expérience 6 ) , cependant trés mutilant pour les noyaux et les mitochondries, ni un plus
grand nombre de lavages ne réussissent & appasuvrir en ferments les grosses fractions

particulaires . Aucontraire les facteurs qui semblent influencer 1'activité de 1a fraction




"mitochondries” et "noyaux” sont le mode de séparation et la force ionique du milieu
d’homogénéisation . Eneffet 1'sctivité est trés faible dans les expériences ou les fractions
ont été séparées en bloc { expériences 3, 4 et 5 ) et plus élevée dans les expériences ol
elles ont ét€ isolées séparemment  expériences 1 et 2 ) . De mEme , dans un milieu de
force ionique peu élevée ( expériences 3, det S ) 1a contaminstion est faible ; par contre
elle est plus forte dans un milieu de force ionique plus élevée  expériences 1, 6et 7)) .
Or ces deux facteurs sont responsables de 1'agqlutination des microsomes entre eux et avec
les plus grosses particules . Ceci semble donc montrer que 1'activité des fractions
mitochondriale et nuclésire est due & une contamination de ces fractions par des
microsomes agglutinés .

2° L'activité de 18 fraction soluble est probablement due & 1a présence de
microsomes minuscules non sédimentables dans les con ditions utilisées. L'existence de
tels microsomes a d'ailleurs été montrée par Chantrenne, Barnum et Huseby .

En conclusion de Duve supposs que la qlucose-6-phosphatase se trouve
intégralement liée aux microsomes dans 1a cellule intacte . Ici 11 s'opposa & Swanson qui,
elle, préconisait que 1a qlucose- 6- phosphatase était en partie liée aux mitochondries, en

partie libre dans 1a fraction soluble .




LOCALISATION D'AUTRES FERMENTS ET COMLUSIONS

Ls méme étude fut effectuée pour les sutres enzymes et 1'équipe du Professeur de
Duve conclusit & 1'associstion des enzymes avec les diverses fractions comme mentionné

ci-dessous :

phosphstase slcaline d'intestin dans microsomes
de rein dans microsomes

glucose- 6-phosphstase de rein dans microsomes

d'intestin dans microsomes
phosphoglucomutase de foie dans 1a fraction soluble
hexodi phosphatase de foie dsns 1a fraction soluble
phosphorylase de foie en partie dans 1s fraction soluble
hexokinase de foie en partie dans 1a fraction soluble

de rein en partie dsns 1 fraction soluble

De cette premiére étude sur 1a localisstion intracellulsire des enzymes réslisée par
le 1aboratoire de chimie physiologique de Louvain, le Professeur de Duve a pu tirer trois

conclusions essentielles .

Ls premiére concerne le but méme du travsil : une partie su moins de ls
phosphorylase , de 1'hexokinase et de la phosphohexokinsse et ls totalité de la
phosphoglucomutase, de 1s glucose- 6- phosphatase et de 1'hexose di phosphatase se situent &
I'extérieur des mitochondries .

Deuxiémement, une série de conclusions peut étre faite sur le principe de cette
étude, 18 centrifugstion fractionnée . D'sbord, si la méthode de séparation en trois
fractivons parsit 1égitime, i1 faut remarquer que celle-ci est imparfaite : i1 y a de trop
gros microsomes et de trop petites mitochondries pour pouvoir les séparer complétement
par une technique basée sur les différences de vitesses de sédimentstion . Ensuite il y o
lésion des stuctures subcellulsires due principalement & 1'homogénéisation
L'sgglutination de granules semble inévitsble dsns cette technique et sersit due &

1'acidification et 1a force ionique élevée du milieu .
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Enfin la troisiéme conclusion - et siirement 1a plus fondamentale pour la suite de 1a
recherche - est 1a mise en place de deux postulats de travail . Le premier est le postulat

de 1'homogénéité binchimique des fractions . 11 suppose que tous les membres d'une

population subcellulaire donnée contiennent le méme bagage enzymatique . Le second est le

postulat de 1s localisation unique selon lequel un enzyme donné appartient & un seul site de

la cellule .

Ces deux postulsts sont le fruit de 1'étude de 1a localisation intracellulsire des
enzymes qui vient d'€tre faite : une fois les contarninations et erreurs expliquées, on peut
admettre qu'un enzyme 8 une localisation unique dans 1a cellule et que les organites d'une
mérme famille contiennent les mémes enzyrmes .

Mais une réflexion plus fondamentale 8 poussé de Duve & créer ces deux postulats:
"... plus 1a complexité et 1a taille d'sqqrégats moléculaires d'une cellule vivante augmente,
plus la variabilité individuelle augrmente également . Des molécules individuelles d'une
protéine donnée ont plus de possibilités de différer 1'une de 1'autre que des molécules de
glucose . De méme, nous pouvons nous attendre & trouver plus de degrés de liberté et donc
une plus grande dispersion dans 1s population chez des ribosomes que chez des protéines et
plus encore chez des mitochondries . Heureusement, cette varisbilité, qui sursit pu
rendre notre tache impossible, est en fait restreinte par les contraintes moléculaires de
structure et de fonction . Les structures moléculaires ne sont pas des aggrégats fortuits de
macromolécules . Leur assemblage est dirigé par une combinsison du déterminigme
génétique et de 1a simple stoechiométrie chimique {...) Les différences morphologiques par
lesquelles nous reconnaissons les membres de populstions distinctes proviennent de
différences chimiques correspondantes . Nous pouvons prolonger ce raisonnement jusqu'su
niveau fonctionnel, et ce n'est pas sans rsison que l'on peut penser que des entités
subcellulaires qui sont morphologiquement et chimiquement differentes aient des
fonctions différentes, en d'sutres termes contiennent des enzymes différents . Bien sir
maintenant nous savons que cels est vrai dans un certain nombre de cas mais ce que je
voudrais faire remarquer ¢'est qu'on aurait pule prédireil ya 15ans. L'ordre que nous
voyons dans 1'arrangement interne des cellules, 1'harmonie que nous constatons dans leur

comportement, ne peut pas provenir d'un chaos bischimique .
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Ces considérations forment 1a base de ce que j'ai appelé le postulst de 1'homogénéité
biochimique ¢...)

Un second postulat qui & été sussi trés utile, bien que moins essentiel que le
précédent |, est celui de 1a localisation biochimique. Ici aussi nous devons nous attendre &
des exceptions, mais 1'avantage de prendre 1a localisation unique comme hypothése de
travail est que nous pouvons accepter la localisation multiple seulement quand nous
sommes forcés par une évidence expérimentale . Le contraire ne peut €tre vrai . ( de
DuveC., 1965)

A ces trois conlusions de recherche on peut ajouter des "trucs”™ concernant la
technique découverts au cours des recherches . 11 s'agit, par exemple de différences de
molarité d'un tampon pour mesurer 1'sctivité d’une enzyme suivant les cas ; de procéder &
un lavage ou non de la fraction microsome ; ou encore 1'utilisation préférentielle de
1'hornogéréisateur de Potter et Elvehjem au mortier sans sddition de sable ( qui ne détruit
pas plus de 1 moitié des cellules ) et su Waring- Blender { qui détruit la plupart des
organites subcellulaires ) .

Bref aprés cette premiére approche avec s technique toute récente de Albert
Claude, le laborstoire de Louvain commencait & dominer le domaine et était prét &

poursuivre leur étude sur 1s localisation cellulaire d'enzymes .

12



LA PHOSPHATASE ACIDE

Les résultats qu'sllaient obtenir les chercheurs avec 1'scide phosphstase étaient
beaucoup moins convaincants, du moins & premiére vue ...

Ls marche opérstionnelle suivie était , & quelques détails pres, la méme que pour 1s
glucose-e-prhsphetase . Pour mesurer 1" sctivité de 1'enzyme, ils déterminsient le
phosphore inorganique 1ibéré dans une solution contenant un méme volume de préparation
enzymatique { dans un tempon 0,25 M sucrose ) et de solution substrat, laquelle se
composait d'un tampon 0,16 M ABC et d'une solution de glycérophosphate de sodium 0,1 M
ajusté & pH 5 . Les premiers résultsts obtenus ne furent pas du tout concordant avec ce
qui était sttendu . En effet V'sctivité de 1'homogénat préparé avec le Potter dans une
solution 0,25 M sucrose était seulement un dixiéme de 1'sctivité mesurée avec un
homogénat di su Waring- Blender dans une solution d'esu distillée . Et en plus, la somme
des activités des différentes fractions étaient le double de 1'activité de 1'homagénat soit 20
% de V'activité avec le Waring-Blender . 11 étsit trop tard ce jour-18 pour que Jacques
Berthet et Lucie Dupret ne recommencent ces expériences dont les résultasts semblaient
étre dus & des erreurs de manipulstion .

s décidérent de garder les fractions au réfrigérstreur et de recommencer les
mesures plus tard svec du substrat frais . Ceci fut fait cing jours plus tard et les
résultats furent bien plus sstisfaisants : V'activité de 1'homogénst prépsré su Potter-
Elvehjem correspondsit & plus de 80 % de 1'sctivité aprés homogénéisation su Waring-
Bleﬁder et dans de 1'esu distiliée, et 1'sctivité des fractions recouvrsit 85 % de celle de
1'homogénst  Le grand mérite des chercheurs fut de ne pas considérer les premiers
résultsts comme faux et dus & des erreurs de manipulstion . { Berthet J. et de Duve C.,

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

(Fractionation of a 0-25M-sucrose homogenate of rat

liver.
oy Acid phosphatase activity*
(mg. P/g. original
tissue/10 min.)

| Fresh After )

Fraction preparations b days at 2°

Initial homogenate "~ 0-16 (100) 1-34 (100)
Nuclei, washed twice 0-04 (25) 0-16 (12)
Mitochondria, washed twice  0-10 (63) 070 (52)
Microsomes, washed once 0:09 (56) 015 (11)
Final supernatant 0-09 (56) 0-14 (10)
Recovery 0-32 (200) 115 (85)

* Figures in brackets show activity distribution as
percentage.

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

L'équipe de de Duve conclut deux choses de ces expériences . Dsns un homogénat
frais préparé dans une solution isotonique de sucrose par 1a méthode de Potter - Elvehjem,
V'activité de 1a phosphstase est faible et 1'enzyme semble associée & grande partie & ls
fraction mitochondrisle . Dans un homogénst 8gé, 1'activité est grande et ne semble plus
besucoup liée & 1a fraction mitochondrisle ( tablesu 2 ) puisque 85 ® de 1'sctivité se
retrouve dans le surnageant aprés une premiére centrifugationet 11 ® des 15 ® restant
s¢ retrouve également dans le surnagesnt sprés resuspension du précipité et
recentrifugstion .

I1s déduisirent slors wue e faible taux d'activité dans 1a prépsration fraiche était du
8 une lisison de 1'enzyme avec les mitochondries et que 1'sugmentation de 1'sctivité et la
libération de 1'enzyme reflétaient deux aspects d'un méme phénoméne . Cette conclusion
fut établie grace & 1s réslisation de nombreuses expériences dont je vsis en décrire une

partieici . ( Berthet.Jetde DuveC., 1951 )

L'effet de 1" homogénéisstion

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

activitt . Dans ces préparstions, 1'sctivité est surtout importante dans le surnsgesnt
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aprés une centrifugation de 10 minutes 8 8500 g . Ceci est du su fait que le Waring-
Blender abime beaucoup les particules subcellulsires et donc permet la libération de
V'enzyme des mitochondries . Par contre 1'utilisation de 1'homogénéissteur Potter-
Elvehjem réduit trés fort cet effet bien qu'une faible activité est présente dans le

surnageant . & chaque homogénéisation, une quantité d'enzyme est libérée .

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

(Suspension of washed mitochondria submitted to three
successive homogenizations, each of 2 min. duration.
Before the experiment and after each run, a sample of the
suspension is taken and centrifuged 10 min. at 20,000 g.
Enzyme tests performed on the supernatants. The total
activity, determined aftor exposuro to tho Waring blender,
was 0-03 mg. P/g. original tissue/10 min.)

Soluble acid phosphatase activity
A

Number of mg. P/g. original Percentage
homogenizations tissue/10 min. of total
0 0-038 4
1 0-003 7
2 0-10 11
3 0-20 216

d'aprés ¢ Berthet.Jet de DuveC., 1951 )

L'effet du milieu d hormageneisation

le milieu d*homogénéisation joue un role dans & vitesse de libération de 1'enzyrme .
Les mémes échantillons sont homogénéisés dans différents milieux ; ensuite on y mesure
I'activité enzymatique . La plus basse correspond & une préparation ol ls quantité

d'enzymes liées aux mitochondries est 1a plus grande . Les résultats furent les suivants
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Total activity present (Waring blender)

10

015 m-KClI
0S|

0-25 M-Sucrose _
5 %

| 1
0 1 2

Time at 0° (hr.)

Fig. 1. Influence of KCl on spontaneous activation. Rat-
liver pulp divided in two parts. Part 1 homogenized with
0-26M-sucrose; part-2 with 0-16 M-KCl. The two homo-
genates kept at 0° and assayed regularly for acid phos-
phatase activity.

Acid phosphatase activity (mg. P/g. tissue/10 min.)

W~

d'aprés { Berthet.Jet de DuveC., 1951)

s conlurent donc que le meilleur milieu pour avoir une stabilité de la ligison
mitochondrie - phosphatase acide est une solution de sucrose 0,25 M.

Difference de mesure entre 1'activité enzymstique “libre” et "liée”

La quantité totale de phosphatase acide dans 18 préparation est donnée par 1a mesure
du phosphate inorganique libéré aprés homogénéisation su Waring-Blender . Pour
mesurer 1'activité liée ( la quantité d'enzymes liées ) il faut faire la différence entre
1'activité totale et 1'activité libre d'une préparation homogéréisée au Potter, en prenant 1a
précaution qu' il n'y ait pas d'activation au cours des mesures . Pour éviter cette
activation, 1'équipe de de Duve a étudié le taux de libératisn dans différentes conditions de
dosage schéma

Les expériences montrent que V'sctivité initisle des préparations contenant une
partie d'enzymes liées peut €tre mesurée dans les conditions standards ( 38° C ) pour
autant que le temps d'incubation n'excéde pas 10 & 20 minutes ; on peut par contre la
mesurer sans probléme & 0°C .

La distribution quantitative de 1a phesphatase acide dens le foie .

Le tableau 6 ( ci-dessous ) donne les quantités d'enzymes totales, libres et liées

dans chaque fraction . Les surnageants des centrifugations de 1a fraction "mitochordries”
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ont été décantés et ressoumis & une centrifugstion de 10 minutes & 8500 g donna une
nouvelle fraction : "la fraction intermédiaire” qui servira pour ls séparation de la
fraction “microsomes” { centrifugation 90 minutes & 200004 ) .

Les résultats montrent que 1"homogénat initial contient 83 % d'enzymes liées contre
17 % de libre . La plus grande partie de la phosphatase acide est liée & la fraction

mitochandriale {(surtout ) ainsi qu'a 1a fraction inter médisire et microsomiale .

Table 8. T'he quantitative cytological distribution of acid phosphatase
Acid phosphatase activity

17

Fresh preparations Frozen rrepurations Difference

(free eﬁyme) (total enzyme) (bound enzyme)

Fraction ) p* %’ﬁ d P* % by ﬁpo % B

Initial homogenate 205 17-1 1660 100 1285 820
Nuclei, washed twico 31 2 05 6-1 04 41

Mitochondria, washed once 87 66 950 613 863 657 (

Intermediary fraction, unwashed 33 2:1 100 12:2 167 10-1
M_icrosomea, washed twice 45 20 160 97 105 68
Final supernatant 134 86 163 10-6 29 19

330 21-2 1548 00-8 1218 786 a

d'aprés { Berthet.Jet de Duve C., 1951 )

Ces chiffres doivent tre considérés en tenant compte des effets de dornage du &
I'homogénéisation et au fractionnement et suggérent que dans une cellule intacte
'ensemble de 1a phosphatase scide est liée sux fractions mitochondrisle et microsomsle .
La présence d'enzymes dans les autres fractions s'explique par une contamination due &
une rupture de mitochondries et de microsomes et & 1'sbsoption de 1" enzyrme par les sutres
fractions .

A 18 suite de ces expériences, J.Berthet et C.de Duve conclurent qu'une grande part
- ¢t dans 18 cellule intacte probablement 1a totalité - de 1a phosphatase acide est liée & un
granule cytoplasmique .

Trois questions se posérent alors sux chercheurs :

12 quelle est 1a nature du lien entre 1'enzyme et le granule

2° quelle est 1a reison du manque d'activité de 1'enzyme sous forme liée

3° quelle est 1a nature des granules contenant 1a phosphatase acide

* pg. P/g. original tissue/10 min. All percentages caloulated on the total aotivity, 1650 ug. P/;z. tissue/10 min.

<
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Ce qui était nouvesu dans 1'étude de la phosphatase acide, c'était cette latence
enzymatique, le fait qu'il semblait qu'il faille un endommagement des qranules

cytoplasmiques soit par 178ge, soit par 1a congélation pour que 1'enzyme soit active .

LA NATURE DES GRANULES CYTOPLASMIQUES

D'aprés les résultats obtenus { tablesu 6) |, i1 apparaissait que les granules portant
I'enzyme faisaient partie de 1a fraction mitochondrisle . Mais une importante partie des
enzymes semblait 1iée & 1a fraction microsomisle . Plusieurs explications de ces résultats
furent avancées : 1a plus simple était que lors de 1s décantation du surnagesnt aprés la
deuxiéme série de centrifugation { donnant la fraction mitochondrisle ) , des
mitochondries étaient resolubilisées et venaient donc contaminer 1s fraction microsomiale
. Une sutre explication était qu'une partie des mitochondries pouvait se casser en plus
petits granules, contenant toujours la phosphatase acide mais ne sédimentant plus & 8500
g pendant 20 minutes . Enfin on peut 1'expliquer par le fait qu'une population de
mitochondries peut contenir de petits granules qui ne peuvent sédimenter avec ls fraction
mitochondriale . Cette troisiéme hypothése rejoignait celle avancée par Chsntrenne (
1947), pour qui 1a distinction entre fraction mitochondriale et microsomiale n'était que
virtuelle et qu'il existait un spectre continu de granules .

Bref, ils conclurent que ls phosphatase scide était liée & des qranules
cytoplasmiques dont 1a taille est fort varisble { des mitochondries aux microsomes ) ,
retenant ainsi 1a troisiéme explication comme la plus probable .( Berthet J., de Duve C.,

1951)

LA RAISON DU MANQUE D'ACTIVITE DE L'ENZYME

Les expériences précédentes montrérent que 1a fraction mitochondrisle gardée dans
une solution & basse température { 0° )de sucrose 0,25 M retensait 1a phosphatase acide
sous forme liée et de maniére stable . Le détachement de 1'enzyme pouvsit étre provoqué
par une homogénéisation au Waring- Blender, par une incubation prolongée & 38°, par des

congélations et décongélations répétées, ou encore par la nature de 1a solution utilisée . Et
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c¢'est ce phénomeéne qui Tut alors étudié par C.de Duve, J Berthet, L Berthet et F Appelmans
(1951 ) . Les résultats { cfr. graphique ci-dessous ) donnaient le taux de libération de P

inorganique dans différentes solutions .

o
o
T

0-44 m-NaCl

Soluble acid phosphatase (9 of total)

20 .
0-25 M-Sucrose + 0'424-N3Cl
........ B e e
025 M-Glycerophosphate
1 A .
0 1 2 3 4
Time (hr.)

d'aprés ( Appelmans F., Berthet J., Berthet L, de Duve C., 1951)

Ce graphique montre la gqrande stabilité du complexe phosphatase acide -
mitochondrie {forme inactive de 'enzyme ) dans une solution de sucrose 0,25 Met le
relachement brutsl de 1'enzyme dans 1'esu distillée . 11 montre également que 1'enzyme est
rapidement relachée en présence de solution saline bien qu'elle ne soit pas responsable de
1'insolubilité du complexe : en effet, i1 semble que ce soit 1'sbsence de sucrose qui
provoque 1a libération de 1'enzyme ¢ courbe sucrose 0,25 m + NaCl 0,44 M comparée sux
cour bes de solution saline seule ) .

L'équipe de c‘hercheurs conclua que la libération de 1'enzyme était 1a conséquence
d'une différence de pression osmotique et de 1a désintégration de 1a mitochondrie et que la
grande différence des effets des solutions salines en présence ou absence de sucrose étaient
due su fait que le sucrose permet de maintenir une pression osmotique dans e milieu slors

que le NaCl ne 1e peut pas .



1 & déja été mentionné que dans un homogénat, 1a phosphatase acide & peu ou méme
pas du tout d'activité envers son substrat { glycérophosphate ) & pH 5 et dans les
conditions de stabilité . Ce fait n'implique pas nécessairement que 'enzyme liée est inactif
par lui-méme . 11 se pourrait que la phosphatase acide soit empéchée d'sgir sur son
substrat parce que celui-ci ne peut pénétrer dans 18 mitochondrie . Si cette hypothése
était vraie elle devait €tre vérifiée par le remplacement du sucrose par du
alycérophosphate 0,25 M qui, s'il ne pouvsit pénétrer dans la mitochondrie, pouvait

maintenir 1a pression osmotique de 1a solution . Ce fut vérifié et 1'hypothése acceptée .

NATURE DU LIEN ENTRE LA PHOSPHATASE ACIDE ET LA MITOCHONDRIE

Pour étudier ce point J.Berthet, L Berthet, F Appelmans et Cde Duve ( 1951 )
appliquérent différents facteurs chimiques et physiques & des fractions mitochondriales :
effet de 1a température, du pH, de 1a solution utilisée . 11 en résults que 1a stabilité 1a plus
grande était obtenue & faible température, dans une solution de sucrose ou de
glycérophosphate 0,25 M & pH compris entre 5,5 et 6,5 . Par contre une addition de
saponine ou de déoxycholate { détergents ), une solution d'esu diztillée ou de sels,
augrnente 1a libération de 1'enzyrme .

Le fait que 1'homogénéisstion au Waring-Blender et des congélations suivies de
décongélations causent la libération de 18 phosphatsse acide montra que la liaison de
I'enzyme recquiert une certaine intégrité structurelle du granule cytoplasmique, mais ne
permit pas de définir 1a structure de ce granule .

Comme déjé montré dans le paragraphe précédent, ces qranules se comportent
comme des systémes osmotiques . Dés lors on pouvsit supposer que ces granules
possédaient les principales caractéristiques d'un systéme osmotique, & savoir une
barriére capable de réquler la concentration de solutés & 1'intérieur et & 'extérieur et la
présence d'une solution intérieure contenant des composants osmotiquement actifs pour
lesquels 1a barriére est impermésble . Et le plus simple modéle correspondant & cette
description est celui d'un sac entouré d'une membrane semi- per mésble .

Par ce modéle, i1s purent expliquer 1'effet des différents agents déstabilisateurs du

complexe enzyrme - mitechondrie .
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—le Waring- Blender blesse 1a membrane

_l'absence de substances osmotiquement efficaces { sucrose, glycérophosphate )
dans le milieu induit un éclatement des granules du & une différence de pression osmotique
trop élevée

_les détergents dissocient 1es complexes 1ipo- protéiniques de 1a membrane

_les congélations et décongélations répétées agissent de différentes maniéres - soit
en dénaturant 1'architecture de 1a membrane, soit en déchirant 18 membrane & cause de la
formation de cristaux de glace

11 est & noter que si jusqu's présent j'ai utilisé le terme “mitochondrie™ pour
désigner les granules portant 1s phosphatase acide, c'est que cette enzyme se retrouve en

majeure partie dans la fraction mitochondrisle .

ETUDE COMPARATIVE DE LA LIAISON A DES GRANULES CYTOPLASMIQUES DE LA
PHOSPHATASE ACIDE, DE LA GLUCORONIDASE ET DE LA CATHEPSIN

Dans cette étude le laboratoire de Louvain allait montrer le pgrallélisme des
propriétés des trois enzymes . { R.Gisnetto et C.de Duve, 1955 )

Les expériences furent réalisées sur des fractions mitochondrisles lavées deux fois
et maintenues dans une solution de sucrose 0,25 M. L'activité de 1a phosphatase acide fut
détermind par 1la libération de phosphate inorganique en 1ls présence de
glycérophosphate . La  glucoronidase fut étudiée par la méthode de Talalay, Fishman et
Huggins { 1946 ) modifiée par Kerr et Levy { 1951 ) . Le volume totsl d'incubstion { 2
ml ) contenait du phénolphthalein glucoronide 0,00125 M { substrst ) ot un tampon
acétate 0,075 M & pH 5,2 . La réaction était stoppée par 1'addition d'une solution de
glycine, NaCl et NapCOz , pH 10,7 . La solution finale était clarifiée par une filtration ou
centrifugation & grande vitesse et la quantité de phénclphthalein déterminée au
colorimétre. Enfin 1'activité de 1a cathepsin fut mesurée dans une solution contenant,
pour un volume total de 3 ml, 0,00026 M d'hémoglobine et un tampon acétate 0,17 M 3
pH 5, dusucrose 0,25 Met 1'enzyme . La réaction était stoppée en ajoutant 5 ml d'acide
trichloroacétique glacé . Les produits de la déqradation 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 mécanique des fractions au Waring- Blender , activation des enzymes
par gels et dégels successifs, activation osmatique, par les sels, par 1a chaleur, ...

De pareilles expériences avaient déja été faites pour étudier le lien phosphatase
acide - granule cytoplasmique .Les résultsts montrérent 1a 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 plus les conditions pour obtenir
cette activité sont les mémes pour les trois enzymes : homogénéisation au Waring-
Blender, gels et déqels, incubstion dans une solution hypotonique . Bref i1 semblait que

ces trois enzymes appartensient au méme granule cytoplasmique .
DE NOUYEAUX GRANULES CYTOPLASMIQUES

Jusqu'a ce stade de 1a recherche , 1'équipe de Professeur de Duve avait montré que ls
phosphatase acide était liée & des granules cutoplasmiques que Von retrouvait dans ls
fraction mitochondriale mais sussi, en moindre partie, dans la fraction microsomiale . De
plug, cette enzyme avait 1a particularité d'8tre inactive vis-8-vis de son substrat tant que
les granules 1a portant étaient intacts . Ces derniers se comportaient comme des systémes
osmotiques, entourés d'une membrane semi-perméable . Mais jusqu'slors rien ne
prouvait qu'ils avaient affsire & des granules différents des mitochondries ou des
microsomes . Ce fut dans les recherches qui suivirent que la clef de 1a découverte des
Tysosomes se trouvait .

C'était en 1954 et F Appelmans, R.Wal\ttiaux et C.de Duve (1955 ) chechsient
pourquoi la phosphstase acide se trouvait dans les fractions mitochondrisles et
microsorisles alors que la cytochrome oxydase était typiquement mitochondriale . Pour
clarifier ce point ils firent une série d'expériences, comparant phosphstase scide et
cytochrome oxydase .La mesure de 1'sctivité de la phosphatase acide se faissit au
spectrophotométre : 1'enzyme préparée dans un tampon phosphste 0,005 M & pH 7,4
réagissait avec une solution 1,7 10-5 M e cytochrome réduit dans un tampon phosphate
0,03 M& pH 7,4 . La baisse de densité optique était mesurée &8 550 m . L' activité

respiratoire - typiquement mitochondrisle elle aussi et permettant de localiser les
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mitochondries dans les différentes fractions - correspondait & 1a consommation d'02 d'une

solution contenant du glutamate de sodium 0,008 M, de de fumarate de sodium 0,008 M,
de 1'adénosine triphosphate 0,001 M, de MgCly 0,001 M, un tampon de phosphate de
potassium 0,02 M & pH 7,4 et du sucrose 0,25 M & lsquelle était ajoutée 1'enzyme . La
mesure était réalisée dans 1'sppareil de Warburg .

Le comportement de sédimentation de 1 phosphatase scide fut comparé & celui de
'sctivité respirstoire ou de la cytochrome oxudase . Pour ce faire, des fractions
mitechondriales furent soumises & différentes forces de centrifugation dsns 1a MS.E. Les
sédiments étaient alors analysés pour leur activité respiratoire, 1a cytochrome oxydase et

la phosphatase acide libre et lige:

Respliratory activity
100 |- —0 »
8 T m
- - /},v" Nltrogen}
] Bound acid
g SO phosphatase
]
a.
ek i Crlebs,. -
] ] ]
0 5 10 15

Time-integral of average field (g-mfn. X 107)

Fig. 1. Sedimontation curves of nitrogen, respiratory
activity and bound acid phosphatase of a mitochondrial
suspension. Original preparation: unwashed mito-
chondria, isolated in the M.S.E. superspeed attachment
by 200000 g-min. (8, =3600S) and diluted 1:10 in
0-25» sucrose. From this suspension, 7-5 ml. portions
were centrifuged at increasing average field-time values
(see abscissa) in the M.S.E. centrifuge. The sediments were
collected and analysed. The results are expressed as
percentage of the total amounts present in the same
volume of the original suspension.

d'apres ( Appelmans F., Wattiaux R., de Duve C., 1955 )
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Les résultsts indiqusient que 1'sctivité respirstoire se trouvsit totslemsnt dans le
culot aprés une centrifugstion de S0000 g slors qu's cette méme force 1a moitié de la
phosphatase scide 1iée n'svait pas encore sédimenté .

A ceci s'sjoutérent d'sutres observations dues su hssard . En effet, F Appelmans
devait préparer des fractions mitochondriales mais ls téte & haute vitesse MSE. de la
centrifugeuse était cassée . Dés lors C.de Duve lui conseills d'utiliser 1a centrifugeuse
Cords, qui tourne moins vite et dans lsquelle les tubes sont placés tangentiellement et non
radislement par rapport au cercle de centrifugation . 11 fallsit centrifuger plus longternps
vu que 1 vitesse étsit besucoup moins grande : ceci aurait du lui permettre d'obtenir une
bonne fraction mitochondrisle . Msis les fractions obtenues de 1a sorte étsient exemptes
de phosphstase scide, bien que mitochondrisles . Dés lors un schéms nouvesu de
centrifugation fut mis au point pour sépsrer ls fraction contenant les enzymes de ls
respirstion et 1 phosphatase scide .( de Duve C., 1969 )

Le noyau étsit sépsré du reste de ls méme maniére quavsnt . Ensuite la
centrifugeuse utilisée pour le reste de 1s centrifugation fractionnée était 1s "Spinco n®
40" . Une fraction de mitochondries lourdes est isolée en centrifugeant 8 33000 g/min. et
est lavée deux fois sous les mémes conditions . Les trois surnageants obtenus sont réunis
et centrifugés & 250000 g/min. pour séparer la fraction des mitochondries 1égéres |, qui
est sussi 1avée deux fois . Les microsomes sont obtenus en centrifugeant les surnsgesnts
restant § 300000 g/min.

Une sutre méthode fut également testée, méthode déjs utilisée par Hogeboorm,
Schneider et Pslade ( 1948 ) :1s “lsyering technique”. Ls centrifugeuse est une "Spinco
n® 20" . Jix ml d'extrait cytoplassmique dans du sucrose 0,25 M sont placés dans le tube
de 1s centrifugeuse . Ensuite 90 ml de sucrose 0,3 M sont introduits dans le fond du tube
sous la couche de 1'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. Subfractionation by layering procedure
For details of experimental procedure, see toxt.

Percentage of activity of extract Ratio, bound
— —t N phosphatase:
Cytochrome  Total acid Bound acid cytochrome
Fraction oxidase phosphatase  phosphatasc* oxidase

Cytoplasmio extract 100 100 100 (73) 1
Heavy sediment 88 30 ° 34 (25) 0-39
Light sediment 14 41 61 (37) 36
Final supernatant 16 26 16 (12) 10-7
Recovery 1035 97 101 (74) 088

* Figures in brackets show bound activity as percentage of total activity of extract.

d'aprés ( Appelmans F., Wsttisux R., de Duve C., 1955 )

Les résultsts de ces expériences étsient en parfait sccord avec ceux de Movikoff,
Podber, Rusn et Noe { 1953 ) qui svaient décrit ls dissocistion partielle entre la
phosphatase acide et s succinoxidase . Toutefois i1 y avait le probléme de 1'hétérogéneité
des deux fractions obtenues . Pour 1" expliquer il y svait 1a possibilité d'sriéfacts : la
cytochrome oxydase et 1s succinoxidase sont fermement sttachées sux mitochondries, i1 y
avait donc peu de chance quelles soient responssbles d'artéfacts .  Par contre la
phosphstase scide peut facilement ce détacher et donc contsminer une autre fraction ; mais
les mesures furent faites sur 1s phosphatase acide liée { différence entre forme libre et
activité totale ) . Dés lors 1'hétérogénéité sermblait étre due non pas & une contsminstion
d'enzymes mais sux granules eux-mémes Novikoff 1'expliqusit par le fait que les granules
portent les deux enzymes mais en proportion variable . de Duve, 1ui, proposs 1'hypothése
selon laquelle i1 y s deux tyoes de cranules : les uns contenant 1a phophatase scide, les
autres 1a cytochrome oxydase ; 1'hétérogénéité observée étant dés lors due & une séparstion
incompléte des deux types de granules .

Cette hypothése suivait son postulat de trsvsil : 1'homogénéité biochimique des
constitusnts cellulaires ( cfr. précédemment ) et sllsit s’avérer &tre 1a bonne . Ls
technique des lavages et la "lsyering technique™ permettaient de purifier les deux
fractions mitochondrisles . Ainsi dans les meilleures conditions i1s obtinrent une fraction

lourde contenant 1/3 de 1'activité respirstoire sans phosphatase acide ou encore une
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fraction lourde contenant 70 % de cytochrome oxydase et moins de 10 ® de phophstase
gcide .

De tels résultats suggéraient que 1s fraction mitochondriale classique ( les “vraies”
mitochondries ) contenait des enzymes oxydatives mais pas de phosphatase acide et était
représentée par la fraction mitochondrisle lourde , contaminée par des granules
différents des vraies mitochondries et contenant 1a phosphatase acide . De plus d'apreés les
résultats de sédimentation, on put calculer 1a taille de ces nouveaux qranules - 0,25 4 0,8
s'ils ont ure densité basse ( 1.10)et 0,134 0,4  si leur densité est Blevée ( 1.20 )

Il semblait ainsi que ces granules étaient plus proches des mitochondries que des
microsomes de par leurs propriétés de sédimentation et le fait qu'on pouvait sisément
séparer phosphatase acide et glucose- 6- phosphatase, typiquement microsornioale . 1
restait & savoir si ces granules correspondsient & une forme spécialisée de mitochondries
ou & une entité cytologique nouvelle . Les corps cellulaires qui s'en rapprochaient le plus
étaient les "qouttes” isolées par Strauss ( 1954 ) dans le rein, dans lesquelles se trouvent
un peu de succinoxydase et besucoup de phosphatase scide . Ces qouttes furent étudiées
histologiquement par Olivier { 194& ) qui remarqus leur sugmentation de taille lors
d'injection de blanc d'oeuf et en conclua qu'elles étaient impliquées dans 1a résorption de
protéines .

Enfin ces résultats furent aussi d'un intérét théorique pour la centrifugation
fractionnée : deux enzymes différents peuvent €tre présents dans une méme fraction et
appartenir 8 deux structures cytologiques entiérement différentes .

Le nouveauy schéma de centrifugation fractionnée qréce suquel 1la fraction
mitochondriale classique est divisée en deyx sous-fractions permit V'étude de la
répartition cellulaire de toute une série denzymes . Ceci fut fait en comparant ls
distribution d'un enzyme dans différentes fractions & celle d'enzymes de référence : 1a
cytochrome oxydase pour la mitochondrie, 1a phosphatase scide pour les nouveaux
granules et 1a glucose- 6- phosphatase pour 1es microsomes . Les résultats sont donnés
dans le tableau ci-dessous { d'aprés { de Duve C., Pressman B.C., Gianetto R., Wattisux R.,
Appelmans F., 1955 )) :
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Fig. S. Distribution patterns of enzymes in rat liver {ractions separated by five-fraction procedure
shown in Fig. 4. Pattern |, shared by three enzymes, represents the distribution of mitochondria; pat-
tern M (glucose 6-phosphatase), that of microsomes. In between, in the left column, are complex
combinations of patterns | and 11, Pattern 11 is shared by live lysosomal acid hydrolases, except for
g-glucuronidase which has an additional microsomal component. Pattern 1V belongs to the per-
oxisomal urate oxiduse. The numbers of determinations are given in parentheses. Details are given in
the onginal report. [Source: (7))
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L'urate oxydsse avsit 1s méme répartition que 1s phosphstase scide mais n'en svait
pas les mémes propriétés : latence, activité élevée lorsque solubilisée ..Dés lors, peut-
gtre appartensit-elle & un quatriéme groupe de granules, de la méme taille que les

granules & phosphatase acide 7

LES LYSOSOMES

Le fait que tous les enzymes sppartenant & ces nouvesux granules étaient des
enzymes hydrolytiques avec un pH optimum acide, agissant chacun sur un substrat
différent donnsit & ces granules une fonction purement 1ytique . C' est pourquoi le nom de
“lysosome” leur fut donné, qui signifie : corps lytique .( de Duve C., 1969 )

Ainsi un nouvel organite cellulsire était mis & jour : le lysosome . Mais chose des

plus curieuses, on savsit qu'ils renfermsient des enzymes hydrolytiques, on connaissait
leur taille et leur propriétés osmotiques mais on ne les svait jamais vu ! - du moins en
sachant que c'était des lysosomes - . A ce moment, le lysosome était un concept

biochimique .
LA CENTRIFUGATIOM EN GRADIENT DE DENSITE

Malgré 1s découverte primordiale de 1'existence d'organites cellulsires distincts des
mitochondries, les 1ysosomes, deux grands problémes subsistaient : d'une part 1a fraction
L { L pour lysosome) montrait encors un'e. i‘mportante activité de 1a sytochrome oxydsse et
laisssit donc supposer qu'elle était largement contaminée par des mitochondries . D'autre
part, rien ne permettait d'sffirmer que 1'urate oxydase étsit bien une enzyme lysosomiale
. Dans les deux cas, e recours & une technique de séparation plus fine des organites allsit
résoudre le probléme .

Jusqu'slors seule la centrifugation en milieu homogéne était utilisée pour ls
localisation subcellulsire des enzymes, mais elle semblait ici incapable de surmonter ces
problémes . C'est alors que le Professeur de Duve et son équipe se tournérent vers ls

centrifugstion en gradient de densité { cfr. chapitre technique ) . Cette nouvelle méthode
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fut d'abord utilisée pour calculer de maniére plus précise des coéfficients de

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

1a limite de cette techrique - ce n'était pas avec une méthode se basant sur les différences

de vitesses de sédimentation, aussi raffinée qu'elle soit, que les deux problémes allaient

etre solutionnés . 11s se tournérent alors vers la centrifugation isopycnique en espérant

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

maniére propre & chacun d'eux et qu'singi leur séparation serait possible .
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d'aprés { Beaufays H., 1966 )

), ou celle

FREQUENCE (0/8p.I0)
ID. Les résultats de chaque expérience sont indiqués par deux graphiques placés

cote A cote. Chaque série oblique a sa propre échelle de densité, reproduite en
haut et en bas de la figure. La série gauche donne la distribution de I'urate-
oxydase (--—- ) et, sans distinction, celles de la catalase et de la D-amino-

acide-oxydase (hachures entre traits fins). La série droite donne, sans distinction,
les distributions de la phosphatase et de la désoxyribonucléase acides (hachures

établies par analyse de la distribution des ferments de la fraction mitochondriale
entre traits fins). La distribution de la cytochrome-oxydase (

du foiede rat, aprés centrifugzaiion isopycnique dansdivers gradients(voir Tableau
des protéines (—+—-—-), est reproduite dans les deux séries. (Résultats de

Fig. 6 — Histogrammes de distribution de densité dans divers milieux. Distributions
BeAUFAY et coll., 1964.)




Les résultsts montrérent que le milieu influence le comporternent des particules .
Les oxydases et catalases se stabilisent & des densités soit 1égérement plus faibles, soit
légérement plus élevées que les mitochondries ( série de gsuche ), dans des milieux
differents ; chose beaucoup moins évidente pour les 1ysosomes ( série de droite ) vu leur
grande diversité et dispersion de densité . Les hydrolases acides se dissocient nettement
des oxydases et catalases tant psr leur comportement différent suivant le milieu que par
leur séparation dsns différents gradients .( Besufsys H., 1966 )

On sppels peroxysomes le troisiéme organite "mitochondrisle” contenant les

oxydases et catalases .
IDENTIFICATION MORPHOLOGIQUE DES LYSOSOMES

Ce travail fut réslisé grace & 1'side de Alex Novikoff ( A.E Movikoff, H.Besufay, et
C.de Duve , 1956 ) qui avait déja travaillé sur ls phosphatase acide et 18 suctinoxidase,
entre sutres . Ici, il s'sgissait de réaliser des fractions assez riches en lysosomes et
ensuite de les observer su microscope électronique .

Les méthodes pour purifier la fraction lysosomisle furent vsriées . Dang deux
expériences 1a méthode mise au point par le 1sboratoire de Louvain fut utilisée . Dans une
troisieme, 1s fraction L fut resuspendue et recentrifugée plusieurs fois 8 30000 g/min.
par le "Spinco n® 40" en syant soin chaque fois d'enlever les psrticules les plus Tourdes .
Le surnageant final fut précipité en centrifugeant 8 250000 g/min. C'est ce culet qui fut
utilisé .

Dans une quatriéme expé‘?ience, 1a méthode déja utilisée par Pressmsn fut choisie :
les ysosomes syant une densité plus grande que les mitochondries et les microsomes, c'est
cette proprité qui est utilisée por 1s purification . |1 s'avéra que les résultsts étaient
moins bons que dans les autres expériences .

Enfin, dans une cinquieme expérience était rajouté & 1a solution de 1'homogénsat du
polyvinylpyrollydone 7.3 ® qui stabilise 1a structure des organites . Mais les résultsts

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 dtre
enrobées dans du n-butylméthacrylate . Enfin, les coupes ont été réalisées .

Apreés les observations, les lysosomes furent identifiés comme étant les “corps
denses” observés sur les préparations . Eneffet :

1° les fractions riches en 1ysosomes sont également riches en “corps denses”

2° les dimensions des “corps denses” sont du méme ordre que celles calculées pour
1es 1ysosormes

3° les “corps denses” sont formés d'une cavité entourée d'une membrane ,modéle

proposée pour les 1ysosomes
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La découverte des lysosomes est un bel exemple pour juger de 1'importance d'une
technique et d'une méthode de travail dans 1s recherche scientifique . D'sbord parce que 1a
technique - la centrifugation fracticnnée - & été presque 1'unique outil de travsil du
Professeur de Duve : c'est gréce & cette technique que les lysosomes furent découverts .
Ensuite parce que 1'étude de 1s cellule par 1s centrifugation fractionnée étsit relativement
récente et était encore, & 1’'époque ol e laboratoire de Louvsin commengs & 1'étudier, en
pleine évolution ; et plus précisément, c'est en trouvant un nouvesu schéms d'spplication
de cette technique ( 1a cinquiéme fraction, 1a fraction L ) que C.de Duve put isoler les
nouvesux granules cytoplasmiques dont on soupgonnait l'existence . Clest donc en
modifiant un élément purement technique que 1'isolement des 1ysosomes a été fait .

Mais avant de parler plus en détail de 1a centrifugation fractionnée, i1 serait bon de
la situer parmi les sutres moyens d'spproche de 1s cellule et d'en connaitre ses avanisges

et ses limites .

Jusqu'sux snnées 30-40, 1a connaissance de ls cellule vivante était limitée par
deux frontieres, entre lesquelles se trouvsit un domsine tout & fait inexploré : 1s frontiére
supérieure correspondsnt su pouvoir de résolution du microscope optique, la limite
inférieure sux techniques chimiques d'anslyse des constituants cellulaires . La découverte
de nouvelles techniques d'étude sllait permettre & cette époque d'explorer ce domsine
inconnu . Ces techniques étaient de deux types : les unes permettant une visuslisation de
constitusnts se rapprochant de a taille des macromolécules, tandis qu'svec les sutres la
séparstion et 1'snalyse chimique d'entités microscopiques ( organites cellulsires )
devenaient possible . Ainsi s'ouvrait un large champ d'explorstion de 18 cellule sux

scientifiques de 1'époque .

TISSUS——» CELLULES———» ORGANITES——> MACROMOLECULE

Microscopie optique _.._,l.7 Nouvelles techniques |« Anslyse chimique
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Ls principale méthode pour visusliser des constitusnis de tsille voisine des
macromolécules était 1a cytochimie |, alors que 1s centrifugstion fractionnée permettsit 1a
séparation et 1'anslyse des organites cellulaires .

Ls visuslisation cytochimique, dont le principe est de marquer des composants
cellulaires { lipopolysscchsride, DNA, enzymes...) & 1'side d'un colorsnt, d'un sgent
fluorescent ou d'un sutre marqueur et d'ensuite observer s locslisstion cellulsire au
microscope, s'sdresse plutot su morphologiste puisqu'elle rend visible des enzymes ou
sutres composants biochimiques dans une coupe de tissu. La préservstion de la
mor phologie du tissu et des cellules est primordisle et implique une moindre précision
biochimique . La principale limite de cette technique concerne les enzymes elles- mémes
qui n'ont pas toutes ls propriété d'eétre marquées . Ainsi cels demande énormément de
travail pour trouver un marqueur spproprié, spécifique, et syant un deqré de résolution
assez élevé pour marquer telle enzyme . Dés lors 1s visuslisation cytochimique permet
1'étude de peu d’enzymes mais dans un grand nombre de tissus différents .

Par contre 1a centrifugstion fractionnée est une spproche chimique . Elle sacrifie
ls morphologie des cellules et des tissus su profit d'une étude chimique et snslytique des
organites cellulsires plus précise . Cette technique s'spplique & 18 plupsrt des enzymes ou
autres constituants biochimiques mais est restreinte quant su nombre de tissus différents
pouvant étre étudiés . En effet, alors que 1a préparation du matériel pour le microscope
est quelque chose de bien connu quel que soit le tissu étudié, le fractionnement & 1'époque
ne se fait que sur quelques rare tissus : foie, rein, cervesu, ... Masis il semble bien plus
intéressant de connaitre besucoup sur peu de tissus différents que 1'inverse : savoir que
les lysosomes de tous les tissus contiennent des hydrolsses acides est de moindre
importance que de savoir qu'elles sont ces hydrolases scides, dans quelles conditions elles
sont sctives, ... pour la compréhension du vivant . Ceci est un des avantages de ls
centrifugation fractionnée qui permet une anslyse biochimique plus poussée des

composants cellulaires .

En fait ces deux approches ont des buts différents : celui de la cytochimie est de

visusliser dans un tissu ou une cellule un constituant connu et déter miné slors que dans ls
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centrifugation fractionnée i1 s'agit de préciser les caractéristiques biochimiques
d'organites déterminés - comme nous 1'svons vu, la recherche de de Duve est ure
exception & cette réqle puisque la centrifugation fractionnée a permis de mettre en
évidence deux organites cellulaires jusqu'alors inconnus : 1ysosomes et peroxysomes .

Il est & noter que parallélement & 1s centrifugation se développaient & 1'époque
d'sutres techniques biochimiques telles 1'électrophorése et 18 chromastographie .

Maintenant on peut se demander pourquoi le Professeur de Duve a choisi, parmi ces
différentes techniques toutes récentes et syant chacune ses avantages et ses défauts, la
centrifugation :

“si j'ai préféré la centrifugation fractionnée & 18 cytochimie, c'est dd en premier
lieu & ma formation : je suis un biochimiste et non un mor phologiste, et la cytochimie est
typiquement une technique de morphologiste . Ensuite le cytochimie nécessite une
méthodohgie extrémement rigoureuse pour que le marquage soit spécifique . Or & 1'époque
de mon choix, les techniques de marquage cellulaire étaient loin d'€tre convaincantes et les
résultats les plus fantaisistes pouvaient €tre obtenws . Enfin, 18 troisiéme raison de mon
choix est tout simplement 1a curiosité : 1a lecture de deux articles d'Albert Claude sur
1'sgglutination d'enzymes sur des particules, aprés centrifugation, m'intriqus et me fit
définitivement opter pour la centrifugation fractionnée .* { de Duve, C., 1965 ), ( de

Duve,C., 1971 ) et { de Duve,C., 1964)

Dans ce chapitre, je vais d'sbord exposer le principe et 1'évolution de la .

centrifugation en rilieu homogéne . Ensuite je parlerai de 1a centrifugation en gradient de
densité,son principe, les problémes de préparstions et ses avantages . Aprés je discuterai

de 1'analyse des différentes fractions et de leur composition ; enfin j'expliquerai les

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

1¢ PRINCIPE

Un homogénat de tissu est soumis & une centrifugation : les différentes particules de
cet homogénat migrent suivant le champ centrifuge 8 une vitesse donnée par la formule de

Svedberg :

. ﬁ’ i 4>(cf;; tn)

oluv estla vitesse radisle de 1s particule en cm/sec

W estlavitesse angulsire en rad/sec
x est 18 distance radisle de la particule encm
? son volume en cm>

Qp sa densité en g/cm’

§ 18 densité du milieu en g/cm?

f le coéfficient de friction en g/sec

AN Sedimentation velocity
w
/ dx/dt = s w? x
3 _'/\\ x = Radial distance (cm)
/ \
4 \
M X \ _
/ ‘\ w = Angular velocity (rad x sec™))
’
’ \\
/ \
z X s = Sedimentation coefficient of

\_—/ particle (sec)

For spherical particle of radius r (cm) and of density pp (g x cm™3)

In medium of density pm (g * cm=3) and of viscosity 1) (poises)

s = 2r2(py = ppy)/9M

d'aprés ( de Duve C., 1975)

La vitesse de migration de la particule dépend du milieu (f,p, ), de 1s particule (? ; QP

, %, T) et de 18 vitesse de rotation (L) .Dés lors en connaissant les paramétres du milieu




et 1a vitesse de rotation, on pourra déduire les caractéristiques des particules et les
différencier les unes des autres .

Toutefois dans ce type de centrifugation, on s'arrange pour que certaines particules
sedimentent au fond du tube . Dés lors, ce n'est pas la vitesse de migration qui sera le
paramétre le plus usité mais le coéfficient de sédimentation :

. fé—/w"x _ 4’((_&?’%)

Ce coéfficient est une grandeur de ternps - i1 s'exprime donc en secondes . 11 est &
noter que contrairement & 1a vitesse de migration, ce coéfficient de sédimentstion ne
dépend plus que du milieu et de 1a particule et non plus de la vitesse de rotation de la
centrifugeuse. Le Svedberq est une unité conventionnelle qui correspond & 10~ 13 e .

Le principe consiste & centrifuger un hormogénat de tissu & vitesse choisie et dans un
milieu donné . Ces deux paramétres étant fixes, les différences de vitesses de migration
entre différentes particules exprimeront des différences de volume et de densité entre ces
différentes particules .

Sachant, pour e cas d'une particule sphérique, que :
‘P =4/3r35C

et f=6r 7t!r|
avec r = rayon de la particule
(\r) = viscosité du milieu

dés lors :

.L'n"‘(QP'e"'”) wh
in

on remarque que les particules les plus volumineuse ( r > ) et les plus denses (€F>
) migreront plus vite que les plus petites et moins denses . On peut voir que le rayon des

particules { volume ) & plus d'impact sur 1a vitesse que 1a densité de 1s particule . Ainsi
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en modifiant 1€ temps ou 1 vitesse de centrifugation, on peut sédimenter telles particules
plus "grosses” que d'autres .
La forme de 1a particule intervient également dans le coéfficient de sédimentation .

Exemple : cas d'une particule é1lipsoide

ona:
f=(tray ) +© ‘
aver 8=1% (24
2
a
A - w X
déslors, v = L% (Q‘P )

In 6

B est donc un facteur de freinage de 1s particule . { de Duve C., 1963 ), ( de Duve
C., 1965 ), { Beanfays H., 1966 ), {( de Duve C., 1971 ) et ( de DuveC., 1975)

2° EYOLUTION DE LA TECHNIQUE

La centrifugation fractionnée date du 19° siécle : en 1871, Friedriesch Miescher
utilisait déja cette technique pour isoler les noysux de cellules qu'il avait hornogénéisées .
Plus tard Svedberg utilisait 1a centrifugation pour déterminer les poids moléculsires de
grosses molécules .

Pourtant le nom de centrifugation fractionnée est assccié & celui d'Albert Claude
alors que celui-ci ne 1'utilisa qu'une septantaine d'années aprés Miescher . Tout le mérite
d'Albert Claude fut de modifier le moyen d'utilisation de cette technique .

Avant A Claude, le but de 1a centrifugation fractionnée était d'obtenir des fractions
les plus pures possibles & partir de 1'trmocénat initisl : le rendement du fractionnement
nimportsit pas, seule 1a pureté d'une fraction intéressait les chercheurs, fractions plus
ou moins pures dont ils cherchaient les caractéristiques physiques, chimiques, dont ils
déterminaient 1'appareil enzymatique, le métabolisme ... Leur étude avsit pour but la
connaissance approfondie d'un organite déterminé . Ce type d'approche est appelé

fractionnerment préparatif

Albert Claude apporta un renouvesu en biologie cellulaire grace sux modifications
quil fit & cette technique . 11 proposs un nouvesu schéma d'étude des composants

cellulaires partir du fractionnement par centrifugation d'un tissu : i1 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'approche : le fractionnement analytique .

Dans cette méthode c'est 1'aspect quantitatif des résultats qui est prépondérant . Si, par
exemple, on travaille sur 1'activité d'une enzyme, on s'efforce d'exprimer 1'activité
enzymatique d'une fraction donnée en fonction de 1'activité de 1'homogénst entier qui
correspond & 1'activité totale { du moins dans a plupart des cas ) . Ce n'est plus 1'étude
des propriétés d'une fraction qui est le plus important mais la répartition de ces
propriétés dans les différentes fractions .

Albert Claude va tenter d'associer le fractionnement quantitatif au fractionnement
préparatif : cels aboutira au schéma maintenant classique des quatre fractions : noyaux,

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

pseudo-préparatif . En effet, ce n'est pas purement snalytique car il cherche & avoir
quatre fractions les plus 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 chimie physiologique de Louvain, avait méme donné quelques
conseils et “trucs” de manipulation . Pourtant, i1 sura fallu & C.de Duve apporter des
modifications au schéma classique des quatre fractions pour isoler les Tusosomes . Ces
changements ont été faits plugs ou moins par hesard, en changeant 1a téte du rotor { cfr. “La
découverte des lysosomes™ ) . Ainsi en ayant modifié la vitesse de rotation, le teraps de
centrifugation, le placement des tubes de centrifugation par rapport & 1'axe du rotor, une
fraction contenant peu de cytochrome oxydase mais besucoup de phosphatase acide fut

isolée : 1s séparation entre mitochondries et 1ysosomes était faite .
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Fig. 4. Enzyme distributions represented in histogram form. The relative specific enzyme content (percentage of activity divided by percentage of pro-
tein) of the fractions is plotted against their relative protein content, inscribed cumulatively from left to right in their order of isolation (decreasing
sedimentation coeflicient): nuclear (N), mitochondrial (Af), microsomal (P), and supernatant (S), in classical four-fraction scheme: and nuclear (N),
heavy mitochondrial (Af), light mitochondrial (L), microsomal (P), and supernatant (S), in modified five-fraction scheme (6). Although very crude, the
similarity with frequency distribution curves of polydisperse populations can be recognized. Distinction between three populations, now known to con-
sist of mitochondria (cytochrome oxidase), lysosomes (acid phosphatase), and endoplasmic reticulur. fragments (glucose 6-phosphatase), is enhanced

by use of five-fraction scheme. [Source: (44))

D'aprés ( de Duve 1975 )

Pourtant les résultats n'étsient pas encore sstisfasisants : 1a fraction lysosomisle
contensit encore beaucoup de cytochrome oxydsse et une enzyme n'syant pss s propriété
de atence : V'urate oxydase { cfr. "Ls découverte des Tysosomes™ ) .
probléme posé par la présence de ces enzymes, 1 centrifugation en milieu homogéne se

montra limitée, 1 fallut recourir & 1a centrifugstion sur gradient de densité .{ de Duve C.,

1969 ) et { Beaufays H., 1966 )

Pour résoudre le
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LA CENTRIFUGATION SUR GRADIENT DE DENSITE

12 HISTORIOUE

La premiére équilibrstion de densité fut réslisée - semble-t-il - par Gsllilé
Celui-ci plonges une boule de cire de densité sjustée su moyen de cailloux dans une colonne
de liquide formée d'esu douce superposée & de 1'esu salée . La boule s'immobilisait &
'interface de ces deux couches . L'explication de ce phénoméne, qui est d'ailleurs celle de
toute équilibration sur gradient de densité, est donnée par le principe d'Archimeéde . La
difference entre s masse de ls boul-e de cire et 1a masse du liquide qu'elle déplace -
différence positive ou négative - est appelée masse d'Archiméde . L'attraction terrestre
sgissant sur cette masse engendre 1s montée ou 18 descente de cette boule de cire jusqu's
arriver & un endroit ol 18 masse du liquide égale 1s masse de la boule, c'est-&-dire ou la
densité du liquide déplace égale 1a densité du corps : & ce moment, plus sucune force n'agit
sur 1a boule, elle s'immobilise .

En, 1937, un dsnois, Linderstrom-Lang, va utiliser la méme technique pour
déterminer 1s densité de goutelettes d'esu ; cependant i1 utilisa un gradient continu de
solvants organiques non miscibles & 1'esu .

Msis c'est Behrens qui permit d'ouvrir un champs d'spplication plus étendu & cette
technique qui souffrait d'un gros défaut : les corps placés dsns cette colonne devsient étre
assez lourd pour pouvoir vaincre les forces de viscosité qui ralentissent trés fort la
progression du corps . Ls solution fut la centrifugstion qui accélérait 1s vitesse de
progression des particules . C'est également Behrens qui fractionna ure cellule ps~ ce'le
technique . La centrifugstion fractionnée sur gradient de densité vensit ainsi rejoindre 1s
centrifugstion sur milieu homogéne, déja bien développée alors depuis Svedberg en 1926

.( Besufsys H., 1966 )

2° PRINCIPE
Il existe deux grandes variétés de centrifugation sur gradient de densité : la

centrfugation isopycnique et s centrifugstion differentielle .




En centrifugation isopycnique, le gradient couvre un large intervalle de densité dont

les limites se situent en dessous et au dessus des densités d'équilibre des particules . La
centrifugation est effectuée pendant une lonque période jusqu's ce que les particules soient
arrivées & un équilibre . Une fois 1a centrifugation terminée, les particules sont

réparties selon leur densité dans le qradient . Une série d'snalyses peut €tre faite et on

peut construire un qraphe de fréquence en fonction de 1a densité .

En centrifugation différentielle, le facteur permettant 1a séparstion des particules

n'est plus la densité { centrifugation isopycnique ) mais la vitesse de sédimentation (
comrne 1a centrifugation en milieu hornogéne ) . Pour cela, le gradient couvre un petit
intervalle, les particules étant toujours plus denses que le miliew . Celles-ci migrent
donc toutes en direction centrifuge et on s'srrange pour avoir une sédimentation
incompléte .

1¢  Soit 1a disposition des particules est uniforme dans le qradient et 1
sédimentation progresse comme une centrifugation en milieu homogéne . Toutefois le
gradient introduit des complications implicant une sédimentation varisble pour des
particules identiques mais présentes 3 des distances radiales différentes . Cette technique
st analytique mais ne permet guére 1a séparation de populations de particules .

2° Soit 'homogénat est placé en une couche mince su dessus du gradient et la
progression des particules d'une méme populstion est homogéne : le résultat est une
distribution zonale de celles-ci . C'est 1s technique de choix pour séparer les différentes
populstions. ( de Duve C., 1963 ), { de Duve C., 1965 ), { de Duve C., 1975 ) et (
Beaufays H., 1966 ) .
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Centrifugation —= /ncomplete sedimentation
Abscisso of frequency distribution: Sedimentation coefficient

2. Density equilibration
Gradient: Sreep, A, > p
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Abscissa of frequency distribution: Equilibrium density

Fig. 8. Schemutic representation of density gradient centrifugation, with initial top layering of the
sample. Two forms, baused on differences in sedimentation coctlicient and density, respectively, are
shown. Diagram at the right pictures frequency distribution of particles or markers as a function of
tube height. Conversion to frequency distributions of scdimentation coefficients or densities gener-
ally requires readjustment of ordinate and abscissa values, leaving surface area of each block (per-
centage of content in fraction) unchaneed. For details of calculations, see (10). [Source: (59)]

d'spres ( de Duve C., 1975)
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3% LA PREPARATION DU GRADIENT

Cette préparation est utilisée pour les centrifugeuses & rotor & godets

basculants .

Pour une utilisstion analytique, i1 est préférable d'avoir une relstion linésire entre
18 densité et 1e volume cumulatif correspondant :
‘ = 31""\‘/\/1((«4,“60\)
ol :

e 4 est 1a densité minimale
18 densité maximale

G
¥2 le volume final

¥ levelume cumulatif correspondsnt & 1a densité

Ona: d.(, A Ll’e"‘
& TV,

qui est un gradient constant .

I existe deux méthode pour créer de tels gradients .

A B ‘
- - :
% %
1 2

MK

v A

V-3 Eslwa £af S Yea

Fig. 1 — Principes des machines servant a la préparation des gradients de densité.

0

d'apres { Beaufays H., 1966)

Dans le systéme A 1'sppareil est composé d'un réservoir et d'une chambre de

mélange . Le gradient crée a la sortie, sera constant si Eg= Eg/2 . Pour cela il existe des

appareils & trois canaux au débit identique : un entre le réservoir et la chambre de




mélange et deux qui évacuent cette chambre & mélange . Malheureusement cet appareillage
se préte mal & la préparstion de petits volumes , chose nécessaire dans le cas de
centrifugation fractionnée .

Le systéme B comprend deux réservoirs, chacun rempli d'un liquide de densité
différente, et d'une chambre & mélange trés petite . Les débits de liquide de densité et
vers la chambre de mélange décélérent et accélérent respectivement . Pour obtenir un
gradient constant, le débit total doit €tre maintenu constant alors que 1'accélération et 1a
décélération doivent tre uniformes .

Ces deux principes sont 1e plus coursmment utilisés pour la construction de
machines & gradients . La construction de telles appareillages comportent des problémes
techniques dont je ne parlerai pas ici mais qui sont en partie repris par H.Beaufays

(1966).

4% LES CENTRIFUGEUSES

A. Les rotors & godets basculants

C'est ce systéme de centrifugation qui fut utilisé par C.de Duve et son équipe pour
séparer les trois sous-fractions de 1s fraction mitochondriale : mitochondries, 1ysosomes
et peroxysomes . Malheureusement, ce type de centrifugation comporte de nombreux
défauts inhérents & 'appareillage . Le plus important de ces défauts est 1'existence de
courants de convection dont 1'origine est soit 1a for me des tubes dont les parois ne sont pas
paralléles au champ de force centrifuge qui détermine la trajectoire des particules - ce
qui irnplique une plus grande concentration des particules prés des faces latérales qu'au
centre et 1a chute du liquide vers une zone plus dense - soit 1'inertie du liquide lors du
basculement des godets - cette inertie du liquide s’oppose & 1'accélération ou 1la
décélération et peut provoquer des tourbillons par des forces appelées forces de Coriolis -

De plus la longueur des tubes imposent de longues durées de centrifugation pour
1'équilibration isopycnique . Enfin les différentes opérations de préparation de gradients,

de démarrage, d'arrét, de séparation des fractions sont complexes .

45




Ces différents inconvénients ont poussé Beaufays et Anderson - entre autres - |

chacun de leur cGté, & créer un nouvesu type de rotor .

B. Centrifugation en cellule annulaire

Ce rotor, pour éviter les défsuts cités ci-dessus, est consistué d'une cellule
annulaire dont les parois latérales ne s'opposent en rien & la trajectoire des particules et
qui peut étre remplie et vidée pendant 1a rotation . La cellule du rotor de Besufays ne
comprend qu'une paroi radiaire . La profondeur radiale est de 1 cm, la capacité de 1a
cellule de 50 cm3, 1s vitesse de rotation dépasse 35000 tours/min . Le remplissage et la
vidange se font & moins de 10000 tours/min & 1'side d'un dispositif amovible . Ceci se fait
par un conduit unique qui, arrivant dans 'arbre du rotor puis faisant angle droit s'ouvre
au niveau du rayon minimurm de la cellule. Le remplissage et 1'étalement en couche
isopycnique sont favorisés par 1a force centrifuge : 1a vidange est possible en introduissnt
dans 1a cellule, lors de 1s décélération, une solution dense sous pression qui contrecarre la
pression centrifuge du systéme . Cette vidange est contrdlée par un régulateur qui

synchronise 1a récolte des différentes fractions ( Beaufays H., 1966 )
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S° AVANTAGES DE LA CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE

Ls centrifugstion différentielle en gradient de densité est une méthode plus “fine”
que 1a centrifugation en milieu homogéne : se basant sur 1a méme carsctéristique, s
vitesse de sédimentation, elle permet toutefois une meilleure séparstion des particules .

Quant & 1a centrifugation isopycnique, son intérét vient du fait qu'elle se base sur s
densité des particules pour s sépsration de celles-ci . De plus, le milieu de suspension
influence 1a densité des particules, d'une maniére propre & chscune d'elles, phénoméne 1ié
& leurs propriétés physico-chimiques, augmentsnt ainsi 1a difference de leur
comportement lors de la centrifugstion et une meilleure séparstion des différentes
populations .

Les centrifugstions en gradient de densité peuvent &tre réslisées soit dans un rotor
anslytique, soit dans un rotor préparstif . Chacune de ces méthodes offre des possibilités

différentes reprises dans le tablesu ci-dessous .

TABLEAU 1
Modalités de la centrifugation en gradient de densité
Rotor Analytique Préparatif
Formation du Par le champ Par le champ Préétabli
gradient centrifuge centrifuge
Mode de Densité Densité Densité | Vitesse
séparation de sédi-
‘ mentation
Distribution Uniforme Uniforme Uniforme
initiale de la Couchg mince
préparation
Analyses Indice de
réfraction
Absorption de Quelconques
lumiére
(Autoradio-
graphie)
Avantages Haute précision Variété des analyses
Facilité i Usage préparatif,
ou analytique "~

d'apres ( Beaufay, H., 1966 )
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La techinique appliquée au rotor anslytique permet d'obtenir des conditions de
sedimentation presqu'idéales mais le qradient doit se former au cours de 1a centrifugation
et cela prend plusieurs heures . La centrifugation zonale y est impossible, 1a préparstion
devant €tre incorporée su milieu . Enfin, les seules méthodes d'snalyse sont les méthodes
optiques et, & 1a rigueur, sutoradiographiques .

Par contre, 1e rotor préparstif évite ces inconvénients : qradients préétablis qui
peuvent €tre quelconques, disposition zonale de la préparation et surtout multitudes

d'analyses physico-chimiques .
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L'ANALYSE DES DIFFERENTES FRACTIONS

Au début 1e principal outil d'snslyse des différentes fractions étsit le microscope .
Le fractionnement { préparatif ) était dés lors une spproche morphologique et cytologique
de 1a cellule . & 1'epoque, les résultets obtenus étaient plus que douteux en raison du
pouvoir de résolution des instruments disponibles slors : comment discriminer des
particules proches du pouvoir de résolution du microscope ?

Avec Albert Claude, V'analyse chimique des fractions & pris le pas sur cette analyse
morphelogique . 11 fut en effet conststé que certaines enzymes étsient largement
concentrées dsns une fraction spécifique . A 1'side de deux postulsts, créés par C.de Duve,
V'anslyse biochimique allsit devenir un outil trés fisble et pratique : le postulst de
localisstion simple et celui d'homogénéité bischimique |, dont j'si d&js parle .

Grace & ces hypothéses de travail, i1 suffit de trouver une enzyme marqueur pour
chaque populstion de particules pour repérer ces derniéres . C'est cette méthode qui &
permis de déceler les 1ysosomes et les peroxysomes, su sein des fractions mitochondrisles
et microsomisles : ces deux populstions de particules portent des enzymes spécifiques,
dont respectivement 1s phosphatase acide et 1'urate oxydase .

Ces deux postulats ne sont toutefois pas entiérement vrais : pour celui de 1a simple
localisation, un contrexemple est celui des enzymes synthétisées par les ribosomes
attachés su réticulum endoplasmique qui vont migrer jusqu'a la membrane plasrmique, en
passant par différentes vésicules ; ou encore le contrexemple d'enzymes présentes dans
differents organites sou: ditférents iéoenzgmes . Quant au postulat de 1'homogénéité
biochimique i1 n'est pas vérifié quand i1 s'agit d'enzymes membranaires dont la quantité
présente varie avec 1a taille de 1a particule . Malgré ces quelques contrexemples, ces deux
hypotheses furent un outil de travail extraordingirement performant .

Le principe de 1'anslyse chimique est d'sjouter sux fractions le substrat de 1'enzyme
considérée, de laisser résgir pendsnt un certain temps et de mesurer ls quantité de
produit final { ou secondaire ) au spectrophotométre - le plus souvent -. Cette quantité

de produit est proportionnelle & 1a concentrstion d'enzymes dans certsines conditions .
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Des méthodes utilisant des substrats libérant un produit fluorescent { exemple :
dérivés de 4-méthyl unbelliferone ) permettent des mesures plus sensibles et nécessitent
donc une moins grande quantité de la fraction por la réaction . Ces méthodes sont trés
intéressantes du fait que le fractionnement du tissu a permis d'ouvrir la cellule & toutes
les analyses chimiques et biochimiques connues . Le plus qros probléme pour ces analyses
est d'ordre purement technique puisqu'il réside dans le fait que la quantité de matériel
préparé est souvent petite et ne suffit pas aux différentes analyses que 1'on peut faire : les
analyses utilisant des méthodes sensibles de détection comme 1a fluorométrie, 1'utilisation
de marqueurs radioactifs se sonq développées pour répondre & ce besoin .( de Duve C.,

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

Depuis les premiers fractionnements réslisés psr Albert Clsude, de nombreux
renseignements ont été spportés sur ls composition précise des quatres fractions du
schéms classique qui & 1'époque de Claude se résumait, 8 peu de chose prés, 8 noysux,

réticulum endoplasmique, mitochondries et surnageant cytoplasmique .

12 LA FRACTION NUCLEAIRE

Cette fraction renferme principalement deux composants : les noysux et les
mermbranes cytoplasrniques, mais aussi quelques mitochondries et d'sutres composants
cytoplasmiques .

I existe une série de méthode pour isoler les noysux : celle de Behrens ( 1932 )
utilissnt des solvants hydrophobes, l& méthode du sucrose - calcium de Hogeboom,
Schneider et Striebich { 1952 ), celle de Chauvesu ( 1956 ) qui permit grace & une
solution dense en sucrose, d'empécher raisonnablerment 1a contamination des composants
cytoplasmiques et 1a méthode 1s plus employée msintenant utilisant des solvants squeux .
Le principal probléme est 1s diffusion des enzymes nuclésires & travers les enveloppes du
noyau .

L'étude des membranes cytoplasmiques, isolées psr centrifugation fractionnée, &

montré leur grande richesse en protéines, sphingomuyéline et cholestérol .

2° LA FRACTION MITOCHONDRIALE

Elle est composée des mitochondries, des Tysosomes et des peroxysomes . Albert
Claude penss d'abord & des granules de sécrétion puis & un mélange de tels granules et de
mitochondries . Par aprés Hogeboom ( 1948) les identifia comme étant des mitochondries
et enfin, par aprés, on reconnut leur rdle dans les oxydations . Pour obienir des fractions

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

On peut méme, aprés choc ostnotique, isoler la membrane externe du reste de la
mitochondrie et étudier ainsi 18 répartition des enzymes dans 18 mitochondrie Beaucoup

d'intérét fut sussi aussi sccordé su DNA et ribosomes mitochondrisux .

La purification des 1ysosomes est compliquée étant donnée leur grande variabilité de
taille et de forme . Les plus besu résultsts furent obtenus par Tappel { 1968, 1968 et
1969 ) . Rwattiaux 1956 ) & étudié 1'effet du Triton sur la densité des Tysosomes, ce
qui fut utilisé par Trouet { 1964) pour les isoler . Les désavantages d'une telle méthode
est qu'elle introduit des produits extérieurs dans les lysosomes qui peuvent altérer ses

\

| propriétés . La séparation de 1a membrane lysosomiale , aprés 1'sveir déchirée et libérée

de son contenu, 8 permis de localiser quelques enzymes sur celle-ci .
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Par contre 1'isolation des peroxysomes est plus sisée et peut atteindre 95 ¥ grace &
1'€liminstion des Tysosomes au Triton WR- 1339 . La sépsration du corps cristallide de la
fraction soluble & égslement été réslisée .

Exceptés queques particules microsomisles et débris de membrane, seuls ces trois

organites sont présents dans cette fraction .

3° LA FRACTION MICROSOMIALE

Le réticulum endoplasmique constitue e principsl composant de cette fraction : ceci
était déja soupgonné par Claude { 1947 ) et a 6té vérifié par Palade et Siekevitz { 1456 )
. Des méthodes furent mises su point pour iscler le réticulum endoplasmique et ensuite
séparer le "lisse” du "rugueux” . A Louvain la séparation fut faite sur gradient de densité

en 15 sousfractions . L'snalyse biochimique fut faite pour huit molécules différentes .
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Ficrre 11 Subfractionation of microsomal fraction by isopycnic centrifugation through
sucrose gradicnt containing 8 mat imidazole, plI 7.4. Centrifugation for 8 hr at 35,000 rpm
in Beaufay rotor. Graphs show density distributions of cholesterol, phospholipids, RNA, and
marker enzymes for different cytological components of microsomal fraction. Shaded area re-
peated on ench graph is density distribution of protein. Arrows show median densities. Results
of Amar-Costesec et al. (4) and unpublished results of M. Wibo.

d'aprés ( de DuveC., 1971)

Ls premiére constatation fut que le RNA { provensnt des ribosomes des RER )
recouvre en grande partie 1s distribution des protéines, ce qui implique une mauvaise
séparstion entre REL et RER . De plus 1'sugmentation de ribosomes des fractions de plus
forte densité ne correspond pas & une sugmentstion des vésicules rugueuses mais bien &
une sugmentation des ribosomes sur les vésicules en portant . Dés lors on peut déduire
qu'il n'y 8 pas de différences nette entre RER et REL mais une continuite dans
1'augmentation du nombre de ribosomes sur les vésicules.

Pour les enzymes, il n'y a quére de différence entre RER et REL . Par contre, le
rapport phospholipide/protéine diminue lorsque 1s densité augmente et on constste qu'il y

a tout un groupe d'enzymes qui suit les phospholipides ( dinucléotide:cytochrome
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réductsse, nicotinamide adenine dinucléotide phosphste, cutochrome ¢ réductase,
cytochrome bS, cytochrome P450, aminopyrine déméthylase ), alors qu'un sutre groupe
suit les protéines ( glucose- 6-phosphatase, nucléoside diphosphatase, estérase,
glucoronyl transférase ).

L& moitié des membranes plasmique sppartient & 1a fraction nuclésire et 1'autre
moitié & celle-ci . Les enzymes marqueurs de 1a membrane plasmique se retrouvent dangs
les fractions & plus haute densité et sédimentent plus vite que les enzymes du réticulum
endoplasmmique .

Un autre constituant de 1a fraction microsomiale est 1'appareil de Golgi . Une
erzyme spécifique de cet organite est 1s N-acétylglucesamine : galactosyl transférase .

Mous avens vu que 1'on peut digsocier 1a mitochondrie de sa membrane externe que
I'on retrouve dans cette fraction-ci ;i1 en est de méme pour les ribosomes et particules de

alycogéne sans cublier les petites mitochondries, Tysosomes et peroxuysomes .

4% LA FRACTION SOLUBLE

Enfinici on retrouve des é1éments des é1émeznts des sutres fractions qui n'ont pas
sédimenté sinsi que le liquide cytoplasmique comprenant des ribosomes et des

macromolécules .
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CENTRIFUGATION FRACTIONNEE : APPLICATIONS

Ls centrifugstion fractionnée fut une révolution en biologie cellulaire . Elle
n'surait méme permis "que” de découvrir, isoler et carsctériser les lysosmes et
peroxysomes - les conséquences d'une telle découverte sont si extraordinaires - qu'elle s
fait progresser d'un grand pas la compréhension de 1a cellule vivante .

Msis comme je 1'si déjs souligné suparavant, elle a ouvert un domsine tout & fait
inexploré sux biologistes { voir les quelques exemples donnés au paraqraphe précédent ) .
Que ce soit en 1'utilisant de mamiére préparstive - ce qui & permis 1'isclstion, ls
visualisation et 1a caractérisation phusico-chimique de nombreux constitusnts cellulaires
- ou de maniére analytique, cette technique 8 éé largement exploitée dans 1'étude de la
cellule :

en immunclogie ou elle 8 contribué & ls carsctérisation immunologique des
membranes microsomisles et plasmiques ( Besufays et Berthet , 1969 ) ou encore & 18
compréhension biochimique du tissu lymphoide ( Bill et Bowers , 1967 )

en microbiclogie , par 1'étude des differents types de lysosomes dsns e protozosire
Telrshymens pyriformis par Muller ( 1968 ) . De méme qu'en mettant en évidence un
nouvesy type de granules cytoplasmiques chez le protozosire 7rickomonss Capsble de
convertir pyruvate en acétate, dioxyde de carbone et hydrogéne : les hydrogénosomes .( de
DuveC. 1975)

Une autre applicstion, réalisée par le laborstoire de C. de Duve, est ls
caractérisation phuysico-chimique des particules subcellulaires, basés sur un modéle
mathématique de celles-ci. Cet exemple & 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
découvertes qu's permises cette technique et ne font que s'sjouter & 1a découverte des
lysosomes, qui & été largement développé, et & 1a répartition intracellulsire de nombreux

enzymes .
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LES TECHNIOUES EN LABORATODIRE

Pour terminer ce chapitre sur ls technique, je voudrais parler du type
d'orgsnisation du lsborstoire qui est décisif quant & 1'efficacité avec laquelle sont réalisées
les expériences et est utilisée ls technique; et parler aussi de 1'utilisation méme de g
technique, depuis le principe reqgu d'Albert Claude jusqu'su travail de laborstoire concret
qui occupait C. de Duve .

Christian de Duve & travaillé besucoup avec des étudiants en médecine, qui & partir
de leur candidstures désiraient faire de 1o recherche en lsborstoire . Du fait du manque
d'expérience et de connaissance, ces jeunes chercheurs étaient pratiquemment incapsbles
de mener & bien toute une recherche et de prendre des initistives . Dés lors C.de Duve 8
passé de longs moments au lsborstoire & msnipuler aver ces étudiants . Mais ls jeunesse
et 'inexpérience de ceux-ci n'étsit pas la principale raison de sa présence fréquente dans
les 1sboratoires . Pour Tui un Professeur doit Etre capable, sutant que ses assistants, de
se servir du mstériel de recherche . “Ce n'est qu'en connsissant les limites et les
possibilites de Vsppareillage utilisé qu'une interprétstion des résultsts et donc
V'acceptation ou 1s réfutstion d'une hypothése sont possibles .

11 semble sinsi indispenssble - du point de vue de C.de Duve du moins - que le
Professeur ne décroche pas de 18 recherche “pratique”, du lsborstoire pour devenir un
chef de recherche presqu'exclusivement théorique, se détachant plus ou moins des
problémes techniques de 1a manipulstion . Cette vue rejoint 18 seconde :

Comment applique-t-on pratiquemment rvie/ méthode, et une technique dont on
conngit le fonctionnement général et le principe de ce fonctionnement ? Une chose m's
frappé en parcourant les publications du Jaborstoire, c'est e mode opératoire explicité en
premiére partie, dans le Biochemical Journal . Cels m's frappé par les nombreux détails
techniques : 1'utilisation de telle solution plutét qu'une autre por 1'homogénéisation d'un
tel organe ; 1a centrifugation & telle vitesse pendant sutant de temps ... J'si cité dans la
premiére partie quelques modes opératoires, de maniére assez exhaustive - chose qui peut
paraitre inutile dans 1'ensemble du travsil -, pour montrer le “pas” qu'il y 8 entre le

principe général d'une technique et son application concréte su laborstoire .
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pour franchir ce "pas”, il n'y & pas de 'recette’ universelle : c'est un mélange de
logique et d'empirisme qui aboutit & un mode opératoire adéquat et qui est dicté par une

bonne connaissance du matériel et de 1a technique utilisés .

11 y s un siécle, le chercheur était un biclogiste pur qui pour mener sa recherche
devait pouvoir manier des pipettes, un microscope ... et ¢a se limite & peu prés1a .

Maintenant, des techniques trés sophistiquées font partie intégrante de 1a recherche
- en biochimie du moins - et impliquent une sutre notion du chercheur .

La recherche théorique sur papier n'est rien sans de bonnes mains pour réaliser
I'expérience . Ceci était déja vrai il y & un siécle mais ce qui est nouvesu c'est d'abord 1a
complexité du matériel & utiliser ; ensuite un biologiste doit pouveir devenir un physicien
{ comme 1'a fait H.Beaufays ) pour répondre sux exigences de la technique & utiliser .

L'évolution de 1a biologie ces derniéres 40 années est en ce sens paradoxale qu'elle
exige une hyperspécialisstion dans un domaine ( les connaissances étant de plus en plus
étendue ) et, & 1s fois, des compétences ( tout & fait extérieures su domsine strict de la
biologie ) de technicien, voire ingénieur, capable de comprendre et de contrdler la

techinique .
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LES LYSOSOMES DANS L'HISTOIRE DE LA BIOLOGIE




Bien que Christian de Duve fut le premier & isoler et définir clsirement les
lysosomes, c'est longtemps avant 1ui que ceux-ci furent observés pour la premiére fois .
De nombreux scientifiques s'étaient déjé penchés sur le probléme des vacuoles digestives et
de 1a 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

Cest vers 1830 que Ehrenberg apergut dans le cytoplasme d'organismes
microscopiques, qu'il allait appeler “infusoires polygastriques”, des “estomacs”, vésicules
qui avsient ingéré les colorants qu'il avait mis dans le milieu . Mais Ehrenberg, disposant
de faibles moyens techniques, 1aissa parler son imagination et crut voir tout un minuscule
systéme digestif de tyupe mammifére dans ces infusoires .

Plus tard, Yon Prowssek en 1898, en étudiant les Psramécies, distingus des
vacuoles digestives et des granulations colorables qu'il appela “FermentkGrnchen™ { paquets
d'enzymes ) dont i1 pensa qu'ils étaient déversés dans les vacuoles digestives ; et il pensait
bien puisque ce phénoméne fut observé en 1905 par Nireinstein . Les mémes observations
furent faites par Yolkonsky 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 intracellulsire, pareille &
celle des Protozosires, chez les organismes pluricellulaires, en étudiant le plansire
GLeagesmus bilinesius. Pus tard, s'intéressant & 'embryologie des organismes primitifs, il
parla d'un stade intermédisire entre blastula et gastrula qu'il appela “phagocytella”,
caractérisé par 1'activité de cellules amiboides . C'est lui qui introduisit la notion de

phagocytose, en parlant de la digestion intracellulaire des snimaux primitifs . Enfin, en
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observant une larve d'étoile de mer oU des cellules se déplacaient, il eut 1'idée géniale que
pareilles cellules étaient impliquées dans les mécanismes de défense de 1'organisme . |1
piqua une larve avec une siguille et vit un tas de cellules amiboides se presser vers
1'endroit de 1a blessure . Metchnikoff venait de découvrir 1'inflammation, réaction contre
1'invasion de corps étrangers . Mais cette théorie fut contestée par Kosh notemment 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 proliférstion . Ce n'est que bien plus tard que Kosh admit son erreur .

Metchnikoff continua son étude sur 1a phagocytose et s'efforga de déterminer les
differentes cellules y étant impliquées : les microphages, contenant des enzymes appelées
microcytases, 1es macrophages contenant les macrocytase et les leucocytes . 11 s'intéressa
egalement au rdle physiologique de la phagocytose dans la régression tissulaire et était
convaincu qu'il s'agissait bien de digestion intracellulaire et que les “cytases™ - les
enzymes digestives - n'étaient libérées dans le milieu que quand les cellules étaient
souffrantes ; il appels ce phénoméne “phagolysis”™ .

Disciple de Darwin, Metchnikoff voyait dens ces cellules phagocytaires les
descendantes directes des protozosires douées de digestion intracellulsire .  Et
contrairement & Krunkenberg, qui crouyait que la digestion intracellulaire était une
propriété typique du protoplasme vivant, complétement différente de la digestion
extracellulaire chimique, Metchnikoff reconnut ces deux phénoménes comme similaires .

11 essaya méme d'isoler les cytases, chose qui fut réslisée plus tard par Mesnil { les
sctino-diastases ) et per Mouton ( les amibo-diastases ).

Les granulations des Iéucocqtes posérent de gros problémes : Metchnikoff n's jamais
observé 1a dégranulstion et pensait qu'il s'sgissait de résidus de la digestion . Ehrlich
pensa, lui, que c'éﬂt/d\es produits du métabolisme des leucocytes qui étaient déversés dans
le milieu extérieur, se basant sur les travaux de Kanthack et Hardy qui avsient décrit la
décharge des leucocytes lors du contact avec des bacilles . Mais personne n'eut 1idée d'une

sécrétion intracellulaire . 1 fallut d'silleurs attendre 1962 pour que Hirsch explique
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correctement le déversement des agents bactéricides et enzymes 1ytiques 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 V'organisme . Ehrlich fut d'ailleurs un
pionnier de 1a technique des colorants vitaux et célébre pour son "rouge neutre”, un des
colorants les plus usités . Cette technique permit & Aschoff de développer son concept de
systéme réticulo-endothélial . Mais pour lui, le fait de pouvoir phagocyter n'était pas un
critére d'appartenance & ce systéme . "I n'y & pas une cellule fixe dans un organisme
animal incapable, dans certsines circonstances, de digérer d'sutres cellules, des corps
étrangers ou des parasites . La fréquence et 1a densité de 1a phagocytose sont les facteurs
décisifs ( d'appartenance & ce systéme )". Aschoff fut donc le premier qui pensa que les
lysosomes { qu'il ne connaissait bien éﬁr pas sous ce nom ) étMne caractéristique, un
o:ginﬁde toute cellule vivante .

La technique des colorants vitaux prit de plus en plus d'importance et fut utilisée
pour déterminer les différents types de cellules phagocytaires .

Plus tard deux systémes furent distingués dans la plupart des cellules : le
chondriome, correspondant sux mitochondries, et le vacuome designant 1'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 DuveC., 1969 ), { de DuveC., 1980 )
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LE CONCEPT DE LYSOSOME

La découverte des 1ysosomes allait permettre de mieux comprendre tout ce systéme
yésiculaire de 1a cellule, observé depuis plus d'un siécle, et de construire un madéle
cohérent de ce qui fut appelé “vacuome” .

Pourtant ce n'allait pas €tre si simple que ¢a : en effet le Tysosome est un concept
bicchimique : i1 représente une particule formée d'une membrane semi-perméable de
b i 4
composition lipoprotéinique et remplie d'enzymes hydrolytiques dont 1'activité optimale se
situe & un pH prochede 5 .

Mais ce concept biochimique peut couvrir plusieurs entités morphologiques
distinctes ; de plus i1 ne représente pas une entité physiologique propre . Ce méme
probléme se présente pour le réticulum endoplasmique, 1'appareil de Golgi et les
microsomes . Seuls lesw;ﬂtb‘chondries et 1es polysomes correspondent & une vraie entité
fonctionnelle .

Le réticulum endoplasmique, 1'sppareil de Golgi, 1es microsomes et les lysosomes
font partie d'un réseau de saccules et de vésicules asyant des rapports entre eux : pour
décrire ce complexe, de Duve et Wattiaux { 1966 ) réintroduisirent le terme “vacuome”
qui rassemble ces différents orgsnites cellulaires . Avant de parler plus précisemment des

lysosomes, je vais décrire ce systéme vésiculaire et y situer les Tysasomes .

Le vacuome représente donc 1'ensemble des “membrane-bounded spaces™ de la
cellule & 'exception des mitochondries . 11 existe un canal de passage entre les différentes
vésicules qui peut se défaire et se refaire continuellement . Ce canal est le résultst de
fusions entre membranes de deux vésicules et il va jusqua 1'extérieur de la cellule via la
membrane plasmique . Du matériel peut donc circuler dans ce systéme, depuis le réticulum
endoplasmique jusqud 1'extérieur de 1a cellule . Le vacuome est le siége dimportantes

transformations biochimiques, que ce soit d’anabolisme ou de catsbolisme .
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L'snabolisme comprend 1a synthése de macromolécules & secréter & partir des
ribosomes attachés au réticulum endoplasmique rugueux puis transferrés au réticulum
lisse puis au Golgi pour terminer dans des grains de sécrétion . La formation des 1ysosomes

Le catabolisme implique la digestion 1ysosomisle dont je parlerai plus loin .

Dans ce systéme, i1 semble y avoir une barriére car si des molécules peuvent &
partir du RER quitter 1s cellule, le contraire n'est pas vrai . Cette propriété divise le
vecuome en deux espaces : un espace endoplasmique correspondant su réticulum
endoplasmique et un espace exoplasmique ; 18 barriére entre les deux etant infranchissable
dans le sens extérieur-intérieur .

La partie du vacuome qui nous intéresse est 1'espace exoplasmique, lequel comprend
les Tysosomes . L'espace exoplasmique & trois fonctions principsles .

Ls premiére est le stocksge de produits soit synthétisés dans ls cellule, soit
endocytés . Les produits endogénes sont stockés dans les grains de zymogénes, les 1ysosomes
primaires et d'sutres grains de sécrétion .

La seconde fonction est 1a sécrétion de ces granules . Quand il s'sqit de matériel
endocyté qui retourne d'ou il venait on parle de “régurgitation” ; si il passe dans un autre
espace que celui d'ou 11 provenait, il y a “discytosis™. 11 est & noter que la sécrétion de
lysosmes primaires est rare : cas des spermatozoides lors de la fécondation ou des
ostéoclastes : ¢'est 18 "lyocytosis™.

Enfin 1a troisiéme fonction est 1'interaction qu'il existe entre les différentes

vésicules . Ce phénoméne explique 1a digestion . { de DuveC., 1969 )

¢
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LA DIGESTION INTRACELLULAIRE

On distingue deux types de digestion intracellulaire : une oU le matériel hydrolysé

est dorigine extérieuyyé ls cellule, 1'hétérophagie, 1'autre ouU i1 est dorigine
intracellulaire, 1 'autophaagie.
De plus, on classifie les lusosomes en plusieurs groupes - les lysasomes primaires,

les prélysosomes, les Tysosomes secondaires et 1es postlysosomes .

Les lysosomes primaires .

Ce sont les plus petits lysosomes ( 20 & 50 nm de diamétre ) qui contiennent des
enzymes hydrolysants mais sucun substrat . [1s proviennent d'un bourgeonnement de
'sppareil de Golgi, du cité "trans™ . Les vésicules ainsi formées sont coiffées de clathrine
qui va s'en dissocier 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 1a Tumiére avant de migrer vers 1'appareil

de Golgi .

Les prélysosomes

On appelle prélysosomes les corps ne contenant que les substrats et qui vont
fusionner avec les lysosomes primaires . Dans le cas d'hétérophagie on les nomme
hétérophagosomes { ou endosomes ) et ils proviennent d'une phagocytose ou pinocytose de 18
membrane plasmique . 113 sont donc entourés d une simple membrane .

Lors d'autophagie, 1es structures & détruire entrent directement dans Te Tysosomes
par bourgeonnement de la membrane lysosomiale vers 1'intérieur ou sont entourées
préalablement par une membrane de 1'appareil de Golgi ( sutophagosomes. ) avant que la

vésicule ainsi formée ne fusionne avec un Tysosome ( autolysosomes ,voir plus loin ).

65




Les Tysosomes secondsires .

Il s'sgit de Tysosomes résultan’g de ls fusion de lysosomes primaires et de
prélysosomes . On distinque deux types dt; Tysosomes secondaires : les hétérolysosomes lors
d’'hétérophagie, et 1es sutolysosomes lors d'autophagie .

Lorsqu'un hétérolysesome est déja formé, i1 peut encore fusionner avec un autre
endosome, ou “sutophager des constituants de 1a cellule . L'activité est en effet maintenue et
de plus ce Tysosome secondaire peut encore recevoir des enzymes “frais”™ par fusion avec un
Tysosome primaire . Les hétérophagosomes se distinguent aisément par la présence dans

ceux-ci d'organites ou de membranes, leur donnant un aspect myéloide .

Les postiyzosomes .

Ces lysosomes sont plus communément appelés corps résiduels . Ce sont les
lysosomes secondaires ayant fini leur digestion et contenant les résidus non-digestibles .
La plupart des produits de digestion ont diffusé dans le cytoplasme et sont ainsi récupérés

par 1a cellule pour son métaholisme .

Le rdle de 18 digestion intrscellulaire

Chez les organismes unicellulaires, le rdle de la digestion intracellulaire est de

nourrir Tacellule . Mais chez les organismes pluricellulaires, ce n'est que rarement le cas

Le role de 1'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 role sert
T'organisme entier plutdt que 1a cellule individuelle : défense immunitaire { macrophages et
leucocytes ), régulation par destruction (des hormones qui viennent de transmettre leur
message & la cellule ), turnover de constitusnts extracellulaires ( ostéoclastes ),

réabsorption { les protéines au niveau du tube rénal qui sont réatsorbées et digérées en
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acides aminés ), ou encore activité de synthése ( production de thyroxin & partir de
thyroglobulin dans les 1ysosomes thyroidien ).

Lorsque 1a cellule manque de nourriture, elle peut pratiquer 1'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 DuveC., 1984 )




LES LYSOSOMES : UNE NOUYEAUTE EN BIOLOGIE



/
soi mais plutdt un moyen ; moyen de connaitre les mécanismes vitaux de 1a cellule mais

INTRODUCTION

(/M La découverte du laboratoire du Professeur de Duve & Louvain n'était pas une finen

sussi d'un organisme entier . Alors que le concept de Tysosome était étsbli, qu'il était
décrit morphologiquement, chimiquement, et plus ou moins fonctionnellement, i1 allait
attirer de nombreux chercheurs qui allsient se servir de cet outil pour comprendre
certains phénoménes vitaux .

De par son role de biodégradeur, le Tysosome était une grande nouvesuté en biclogie :
alors que 1a plupart des recherches de biclogie cellulaire était consacrée aux phénoménes
de synthése { structure de 1'ADN, ADN  ARN  Protéines,..) & 1'étude descriptive de ls
cellule ou au métabolisme, le Tysosome semblait faire tache noire dans ces processus
crésteurs de ls vie : son role est de digérer les macromolécules, les composants
cellulgires, 1a cellule parfois, bref de détruire . Pourtsnt ce role est sussi important que
n‘importe quelle sutre fonction cellulsire . La compréhension de la biodégradation
lysosomigle allait apporter des éléments fondsmentsux en biclogie cellulsire et 's/u@ en

S

Mais en plus, & cGté de 1a découverte fondamentale, les recherches du Professeur de

pathologie .

Duve allasient participer & 1a "Révolution Biologique”, plus par 1a méthode de recherche

que par la découverte .
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LYSOSOME ET BIDDEGRADATION

Ls découverte et 1'étude du role des lysosomes permirent de progresser dsns s
compréhension de 1s digestion intracellulaire, de 18 phagocytose ou de 1a pinocytose . Mais

en plus de ces progrés en biclogie cellulsire, elles ont smené une nouvelle vision des

processus vitaux . Alors que 1s biodégradstion étsit plus considérée comrme un ‘phénomén;)

que comme unm comme une imperfection que comme une qualité, maintensnt on
—_—

comprend mieux le role d'un tel processus qui est une véritable sctivité biologique et non

une fragilité face 8 1'entropie .

"Imaginez, écrit C.de Duve dans une &loge & la biodéqradation { de DuveC, 1973 ),
imaginez un instant ce qui se sersit produit i1 y a quelques quatre millisrds et demi
d'snnées, au moment ol débutérent sur notre globe les synthéses protéiques, si les
dégradstions prébictiques n'étsient appsrues presqu'en méme temps . C'est 1'époque ou,
selon Urey, Miller, Fox et beaucoup d'sutres, les radistions et décharges electriques
faisaient nattre d'une stmosphére riche en protomolécules organiques les premiers acides
aminés, les premiéres purines et pyrimidines, les premiers sucres; ol ces molécules se
condensaient de diverses maniéres pour former notamment les premiers centres
catalytiques et se fermaient les premiéres boucles de rétroaction .

Que serait-il advenu de toute cette frénésie de polymération qui sgitait le monde si
elle ne s'était doublée presqu'en méme temps d'une fievre lytique ? Si sux coté des
premiéres synthétases n'avaient pris naissance les premiéres hydrolases ? Certes pas la
vie, une chappe inerte ol se seraient immobilisées pr goecsivement les réserves de
carbone de 18 planéte . Non pas une biosphére mais une "plastosphére” comparable & celle
que le génie humain commence & élaborer .

Et puis une fois les premiers prébiontes formés, c'est bien par un processus de
biodégradation de macromolécules ou d'sutres organismes vivants que la cellule allait se
nourrir, trouver ses constituants et 1'énergie ; d'sbord en excrétant les hydrolases &
'extérieur, ensuite par hétérophsgie, processus qui allsit conduire & V'évolution des

vacuoles digestives jusqu'aux Tysosomes .
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0On voit que 1a biodégradation & été 1'activité complémentaire et indispensable de la
synthése que ce soit au cours de 1a formation des premiers organismes ou pour leur
procurer 1'énergie, et les constituants nécessaires pour effectuer des travaux, grandir, se

multiplier et ainsi évoluer .

Bien que la synthése apparait comme un caractére besucoup plus noble, 1a vie est
une véritable balance entre synthése et biodégradation . ( d'sprés ( de Duve C., 1973)

et { de Duve C., 1980) )

LYSOSOMES ET PATHOLOGIE

En 1949, lorsque, pour ls premigre fois, le lysosome se manifesta dans le
laboratoire de C. de Duve, celui-ci travaillait svec Géry Hers, Jacques Berthet et Lucie
Dupret sur 1'effet de 1'insuline dans 1a synthése du glycogéne . A partir de cette date, de ce
groupe seul G. Hers continua & temps plein 1a recherche sur le métabolisme du glycogéne,
les autres bifurquant sur 1a centrifugation fractionnée, tout en publiant encore
fréquemment sur 1e rdle de 'insuline .

Quinze années plus tard, Géry Hers { 1964 ) s'intéresse & une maladie due &
1'accumulation de glycogéne dans les cellules : 1a glycogénose. Plus spécialement il étudie
la glycogénose de type Il qu'il reconnsitra €tre une malsdie lysosomisle . Ainsi les
recherches des uns permettent d'expliquer celles des sutres et ce dans le méme
laboratoire .

C'est en raison de cette@ que j'si choisi de parler de la
glycogénose de type Il comme exemple d'application du concept de Tuysosome pour la

compréhension de phénoménes pathologiques .
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Cette maladie fut 1a premiére fois décrite par J.C. Pompe en 1932 qui observs chez
une fillette décédée & sept mois, une surcharge de glycogéne dans tous les tissus observes .
Depuis lors, d'sutres cas ont été observés mais ne faisant pas tous partie de ce type de
glycogénose . Dans ce chapitre, je ne parlersi que du css de 18 maladie de Pompe lsissant
tomber les asutres cas stypiques . Toutes les glycogénoses sont dues & une déficience
enzymatique dans e métabolisme du glycogéne .

L'examen clinique d'un patient stteint de cette maladie met en évidence 18 bouche
entrouverte, le teint pdle et des signes d'insuffisance cardio-respirstoire . On note
également une cardiomégalie ainsi qu'une hépstomégalie toulefois discréte . Des signes
d'stteintes du systéme nerveux central et sympathique peuvent appsraitre : fasusse
déglutition, troubles digestifs . Un caractére marqusant est 1'hypotonie musculaire . Les
altérations des muscles squelettiques, du muscle cardiaque et du systéme nerveux entraine
la mort su cours de 18 premiére snnée par insuffisance cardio-respirstoire .
Contrairement sux sutres glycogénoses, 1'enfant ne fait pss d’hypoglycémie . L'examen

radiographique montre une hypertrophie du coeur . ( de BarsyT., 1976 )

Caractéristiques biochimiques de 1s glycogénose de type Il

La concentration de glycogéne dans les tissus est bien supérieure & 1s normal . Dans
le muscle, elle atteint 8.9 ® 3 2.6 du poids humide contre 0.9 ® ¢ 0.6 chez un individu
normal . Dans 1e foie, elle estde 8.7 ® 1 2.5 slors que 1a normale est inférieure 8 6 %,
dans le coeur 11.4 ® + 2.85 contre 1 % normslement . La structure du glycoge e
accumulé est normale .

Gréce & 1'injection de maltose radioactif { 14C maltose ) chez un homme, G. Hers 8
pu montré que 1a glycogénose de type 11 était caractérisée par un manque totsl de maltase

acide { Fig. 1) ( Hers HG., 1964 )
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FIG. 1 (a) FG. 1 (b)

Fic. 1. Hydrolysis of maltose by human liver (a) and hcfm (I?) homogenates.
Tissue (s 'mg.) was incubated for 4 hours at pH 4 and 37°c with [**C]maltose.
The resulting mixture was analysed by paper chromatography: upper spot,
[“¥C]maltose; lower spot, [*C]glucose. Cases L and F are typical type II glyco-
genosis; case M is a similar case but without carchomcga;y; cases E and C are
other forms of glycogen disease: N, and N, arc normal subjects (from Hers, 1961).

d'aprés ( Hers HG., 1964)

Cette maltase acide & pu étre identifiée comme étant une ok- glucosidase . En effet,
cette exoglucosidase est capable d'hydrol yser un grand nombre de glucosides naturels, dont

le glycogéne et le maltose . 11 s'agit d'une hydrolyse des liaisons oX- 1,4 qlucosidiques .
L'optimum de pH pour 1a réaction d'hydrolyse est de 4.0 . ¢ Fig. 2)
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Fic. 2. Influence of pH on the hydrolysis of maltose
and glycogen by human liver extract. The actvity is
expressed as pmole of maltose hydrolysed or wmole
of glucose formed from glycogen. Substrates: ®, .
maltose; O, glycogen (from Hers, 1963).

d'aprés { Hers HG., 1964)

Outre son activité hydrolytique, 1'enzyme transfert des groupes glucosyls provensnt
de maltose radioactif sur le glycogene .

En plus de cette & -glucosidase acide présente dans les lysosomes, 1'étude de cette
enzyme par la centrifugation fractionnée sur gradient de densité a révélé ls présence dans
les fractions microsomiale et soluble d'une Sk -qlucosidase neutre, non Jéficiente chez les
individus souffrants de glycogénose de type 11 .{ Fig. 3 ) { Hers HG., 1964 ) et ( de
Barsy, Th., 1976)
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Fic. 4. pH dependence of maltose hydrolysis by rat-liver
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@, microsomal fraction; 4, soluble fraction (from Lejeune,
'I'lums-Scmpoux and Hers, 1963).

d'sprés ( Hers HG., 1964 )

Explication de 13 pathogénéité de 1s qlycogénose de type 11 { de Barsy Th., 1976 )

L'action hydrolytique de 1" &X-glucosidase acide n'intervient que partiellement dans
le catabolisme du glycogéne { fig. ci-dessous ) . La plus grande partie de ce catabolisme se
faisant par voie phosphorolytique . Toutefois 1'e-glucosidase acide joue un rdle essentiel
en cas d'hypoylycémie . Pour 1illustrer, plusieurs expériences ont été réalisées et
montrent que 1'autophagie de glycogéne se passe & des moments bien précis de 1& journée
chez le rat normal { Pfeifer, 1970 et 1971 ), juste aprés la naissance de 1a souris (
Jezequel, 1965 ) ou encore lorsqu'il y a insuffisance hormonale { diabéte par exemple ) ¢
Orci, 1970 ).

La déficience en ©X -glucosidase acide entraine 1'accumulstion de glycogéne entré

dans les Tysosomes par asutophagie ; seule 1'autophagie est concernée car il n'y & pas de
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GLYCOGENE
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Gchéma 1 : Représerntation du métabolisme du glycogéne. Les
chiffres romains référent au type de glycogénose et
les chiffres arabes 3 1'enzyme responsable de 1la
réaction. (1) glucokinase, (2) phosphoplucomutase
(3) UDPC-pyrophosphorylase, (4) glycogéne synthétase
(5) enzyme ramifiant, (6) phosphorylase, (7) amylo-
1,6-glucosidase, (8) glucose 6-phosphatase, (9) hexose-
phosphate isomérase, (10) fructose-diphosphatase,
(11) phosphofructokinase, (12) a-glucosidase acide.

D'aprés { de Barsy, Th., 1976 )
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glycogéne circulant dans le plasma sanguin . 11 en résulte un gonflement des Tysosomes qui
va occasionner des perturbations des fonctions cellulaires et créer 1a maladie .

Cette glycogénose de type 11 est bien Tysosomiale car Baudhuin, Hers et Loeb { 1964
) ont montré par des observations su microscope électronique de foie d'enfant atteint de 18
maladie 1a présence d'smas de glycogéne entouré d'une membrane, css unique & la
glycogénose de type 11 ; les autres glycogénoses étant caractérisées par 1'accumulation de

alycogéne libre dans le cytoplasme .

Etude expérimentale de 1a glycogénose de type |1

On ne connait pas d'espéces animales ayant 1a glycogénose de type 11, si ce ne sont de
rares cas . Dés lors il & fallu induire 1a maladie & des cultures de fibroblastes ou & des
animaux . Pour ce qui est des cultures on y introduit soit du tréhalose qui inhibe 1'ek -
glucosidase acide soit des anticorps spécifiques dirigés contre 1'enzyme . Sur les animaux
on & essayé 1'injection intraveineuse de turanose, inhibiteur de 1'enzyme { Lejeune et al.,
1963 ) mais 1'inhibition est insuffisante pour accumuler du glycogéne dans les Tysosomes
. Déslors, on & eu recours & 1'utilisation d'anticorps spécifiques . Lorsque ceux-ci sont
injectés tels quels, 'inhibition est insuffisante . Aprés traitement & la neuraminidase, la
technique des anticorps n'a pas eu un meilleur rendement { 1e rdle de 1s neursminidase est
de démasquer une unité p-galactose aux anticorps ; les hépatocytes ayant des récepteurs
pour ces protéines ainsi modifiées, 1'endocytose est facilitée ) . L'utilisstion de vecteurs
lipidiques { liposomes ) & été également un échec . Bref, il faut s'en tenir aux cultures de
fibroblastes .

Les expériences effectuées sur ces cultures modifiées sont positives : 1'ed -
glucosidase isolée & partir de plasma sanquin peut tre captée par les cellules et corriger
1s déficience enzymatique . On est donc en possession d'un outil thérapeutique .{ de Barsy

Th.,1976)
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-Thérapeutie chez 1'homme

D'aprés les résultats obtenus sur les cultures de cellules, 1'injection de 1'enzyme
deficiente pourrait spporter une solution & 18 maladie . Pour 1a maladie de Porpe, on
utilise un extrait d' dspergiiius niger ( Baudhuin, 1964 ). L'injection intraveineuse est
suivie d'une absorption surtout au nivesu du foie et trés peu dans les régions les plus
stteintes . L'infusion de plasma et de leucocutes, syant pour but d'sugmenter 1'sctivité
enzymatique dans le plasma et d'éliminer des produits en excés, marche dsns certains cas
mais est loin d'étre efficace . Dans 1s maladie de Fabry { sugmentstion du taux de céramide
trihexoside suite & un manque d° eX-glucosidase ), carsctérisée par une insuffisance
rénsle, une greffe de rein & donné de trés bons résultsts ( Phillipart et al., 1972 ) : non
seulement le rein fonctionne normalement mais certsins sympiomes sont atténués .
L'explicstion donnée est soit 1a diffusion de 1'enzyme déficiente & partir du nouvesu rein

dans tout 1'organisme, soit 1a filtration du produit d'excés circulant par le rein .

Autres msladies lysosomisles

La pathologie oU interviennent les Tysosomes est tellement vaste - i1 suffit de s'en
référer au nombre des publications fsites sur ce sujet - que je vais me limiter ici &
reprendre les difféerents mécanismes de pathologie cellulaire et d'en donner 1'un ou 1'sutre

exemple .

1/ Le premier mécanisme est une rupture lysosomisle qui entraine une 1ésion

€llulsire . Lorsqu'une telle rupture se produit, les hydrolases scides sont libérées dans
la cellule et peuvent y provoquer de gros dégdts . La rupture Tysosomisle correspond au
déchirement ou la déstsbilisation de 1a membrane . Ce déchirement peut etre dii & des
produits endocytés par 1a cellule . Allison { 1969 ) a montré que des particules de silice
ingérées par 1s cellule peuvent endommager 1a membrane lysosomisle et provoquer
différentes pneumoconioses . Dans d'sutres css, il a pu €tre montré qu'il s'sgit
d'exotoxines bactériennes libérées lorsque celles-ci se trouvsient & 1'intérieur du
lysosome . De nombreux sgents 1iposolubles sgissent différement : 11 s"incorporent dans la

membrane 1ysosomisle et 1a déstabilisent ; ce sont certsins stéroides, des vitamines et
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d'sutres composés médicamenteux . Un excés de vitemine A induit des altérstions du
cartilage pareilles & celles produites par un traitament & 1a papaine { protéase végétale ).
D'autres expériences similaires, suggérent 1a libération dans le cartilage d'une enzyme
lysosomiale ayant le méme effet que la papaine . Cette libération serait due & une
déstabilisation de 1a membrane Tysosomisle .

Les conséquences de 1s libération des hydrolases acides dans la cellule sont soit la
mort de celle-ci par digestion massive des constituants fonctionnels, soit des 1ésions non
1éthales . La cassure chromosomique par la DNAse lysosomiale ou la dérépression de
certains génes par des protéases pourraient €tre cause de transformation cellulaire et de
cancer .

Le traitement & la cortisone empéche ou diminue 1'effet déstabilisateur de la
vitamine A, du tétrachloride de carbone, de streptolysine ou des UY. Ainsi la cortisone
empéche les altérations cartilagineuses d'individus en état d'hypervitsminose A . La
quantité de vitamine A requise “in vitro” est tellement qrande quon peut mal imaginer que
chaque Tysosome, "in vivo", soit coiffé par ces stéroides . Le mécanisme pourrait étre
différent : 1a protection "in vitro” pourrait concerner des membranes statiques, alors qu’
“in vive”, ce sont des mermbranes dynamiques dont la seule protection des endroits

critiques est nécessaire.

2/ Lésions cellulaires par surcharge des lysosomes : ce cas recouvre les

thésaurimoses congénitales dont Hers & élucidé 1e mécanisme ( cfr. § précédent ) .

Les bactéries de 1a 1épre et de 1a tuberculose résistent & 1'attaque Tysosomisle et
s'sccumulent dans 1es macrophages .

L'accumulation de résidus indigestes dans les lysosomes sersit propre su

vieillissement et jouerait un role dans 18 sénéscence de ces cellules ( ex. lipofuscine )

3/ Un troisiéme type d'sffection est 1a 1ésion tissulsire par décharges d'enzumes

lysosomiaux dans le compartiment extracellulaire . Dans ce type d'affection, se retrouve

1'altération du cartilage suite & une hypervitaminose & . Un tel phénomeéne, cette fois-ci

normal, explique 1a résorption du tissu osseux lors de la croissance .
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Dans les processus d'inflammation , des mécanismes semblables ont un rile

fmportant 4 jouer .

{ de Duve C., 1970 ), ( de DuveC., 1964)

Digestive pathology of cells: the three

great lysosomal syndromes.
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LYSOSOME ET LA REYOLUTION BIOLOGIQUE

Aprés 1a seconde querre mondisle, commenca une période faste pour 1s biologie :
découverte sur découverte, le monde de 1a cellule, en particulier, sllsit se dévoiler & une
vitesse prodigieuse . C'est ce qui est appelé 1a “révolution biologique™ .

Cette révolution n'est certes pas due & la naissance & 1a méme époque d'un plus grand
nombre de super-génies . Elle est due presqu'exclusivement su progrés technique qui eut
lieu 8 ce moment. En effet aprés 1a seconde guerre mondiale, toute une série de techniques
furent mises au point : les radicisotopes, les chromstographies, les électrophoreses, ... ,
et 1a centrifugstion fractionnée .

Le laboratoire de Louvsin particips & cette révolution biologique de par ses
recherches : 1s découverte des lysosomes permit de comprendre un mécanisme étudié

depuis plus d'un siécle : 18 digestion intracellulaire . Mais cette découverte est plutdt le

résultat de 1a <révolution technique™, Et, & cette révolution " technique” qui est 1s base de

la révolution “biologique™, C. de Dux;e et ses collsborsteurs y participérent sctivement.
Comme on 1'a vu leur recherche fut 1'une des premiéres grosses spplications de ls
centrifugstion fractionnée et permit de perfectionner cette technique, toute jeune &
1'époque .

La créstion de 1'ICP ( Institut Internationnal de Pathologie Cellulsire et
Moléculsire ) en 1966 & Bruxelles, entre sutres par de Duve, est le "fruit” de ls

révolution biologique : comme son nom 1'indique, 1'ICP étudie 1s psthologie su nivesu

cellulaire et moléculaire et réunit, pour ce “sire, les techniques et sciences nées de cette

—

& - - - y ’/\./\/\
revoluhon microbiclegig, immunologie, virologie, biochimie .
AN b

!
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LA NAISSANCE D'UN CONCEPT



!
e
INTRODUCTION L* \‘ g
)

Quand on & Tu 1a premitre partie de ce travail, * La découverte des lysosomes

peut-Etre cette découverte parait-elle évidente et 1e mérite des chercheurs petit . En
effet les différentes expériences ne pouvaient aboutir qu'aux lysosomes : ils existaient, ils
& sont “manifestés” lors des premiéres expériences, il ne restsit plus qu'a continuer
logiquerment ces expériences dans ce sens - les 1s0ler, les décrire, chercher leur réle .. et
le concept était créé .

Dans ce chapitre je vais tenter de montrer quil en est tout autrement, que la
recherche scientifique est sutre chose qu'une collection et une inter prétation de résultats,
qu'elle s'inscrit dans un contexte institutionnel et intellectuel ; que 1a création d'un
concept est quelque chose de décide/ par un horarme  ou un ensernble d'hommes ) et n'est
des lors pas “Evidente” ( qui s'impose & Vesprit avec une telle force qu'il n'est besoin
d'autres preuves pour connaitre 1a réalité ) . Le concept n'est qu'une représentation de 1a
réalité, représentstion dont la créstion est fonction de contraintes institutionnelle,
financiére, technique, théorique ou encore cuiturelle .

Dans ce chapitre je vais d'abord expliquer une grille d'analyse de recherche qui &
été construite par Whitley ; ensuite je reprendrai 1e fil de la recherche de de Duve en
essayant d'appliquer cette grille d'snalyse et de voir quelle contrainte & joué dans la
recherche et quand .

Ensuite, je parlersi des problémes qui entourent la création d'un concept et d'un

modele théorique . A partir de 1, on pourrs ‘maginer une approche du srotléme ¢ les

lysoames ) qui surait pu amener un sutre concept et un autre modéle de 1a réalité |
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A. LA GRILLE D'ANALYSE DE WHITLEY  { Knorr-Cetina, K.D., Krohn, R. et
Vihitley, R., 1980 )

R ¥ hitley distingue deux contextes dans lesquels se situe 1'investigstion scientifique
: 1e contexte institutionnel et le contexte intellectuel . 11 préconise que les differents
¢léments des deux contextes soient utilisés comme grille de lecture : i1 s'sgira de repérer
les moments décisifs de s recherche ou ces éléments interviennent et dans quelle mesure

ils ont de 1'importance .

1/ Le contexte intellectuel
R.Whitley reconnait quatre composantes du contexte intellectuel: Tes postulats du

domaine qui délimitent 1'ensemble des phénoménes sur 1esquels la recherche est orientée ;

c'est 1'srriére- fond général de 1 recherche .

Les procédures for mstives csractérisent 1'élaborstion de questions précises donnant

lieu, & partir de V'srriére-fond général, & la formulstion d'une recherche ponctuelle
specifique .
Les techniques déterminent 1'ensemble des procédures utilisées .

Enfin, les procédures interprétatives se référent 8 1s maniére d'interpréter les

résultats et & leur significstion pour la suite de 1s recherche .

Whitley parle sussi du degré de formalisstion de ces composants - c'est-a-dire le
degré de précision et de clarté avec lesquels ils sont définis - et de degré d'intéqration qui
traduit 1'effet d'un des compossnts sur les sutres . Plus les composants sont liés,
s'impliquent mutuellement, plus le degré d'intégration est grand . L'suteur constate et
pose 1'hypothése que, plus le degré de formalisation est élevé, plus le degré d'intégration

1'est également .
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2/ Le contexte institutionnel

"Rwhitley considére que Vinstitutionnalisstion des normes et procédures
intellectuelles s'effectue essentiellement sous 1a forme d'engagement intellectuel dans un
charnp donné de recherche et 1'scquisition de compétences dans ce domsine . Le
développement et 1a reproduction de ces engagements intellectuels sont 1e résultst de trois
types différents d'institutions : "e systéme d'éducation et de formation scientifique, la
structure des occasions d'emploi et de carriére, le systéme de publication et de
reconngissance.”” ( B.Feltz, 1986 )

Le rdle du "systeme d'éducation et de formation™ est clair : pour entreprendre une

recherche , i1 faut avoir les compétences dans e domaine de cette recherche ; sinsi ces
compétences qui sont fonctions du type de formation recue, vont déterminer le domaine et

le mode de recherche . "La stucture des occasions d'emplol et de carriére” vs influencer la

recherche dans 1s mesure o0 le chercheur oriente sa recherche en fonction du finsncement

et des occasions d'emploi disponibles .  Enfin," le_suystéme de publicstion et de

reconngissance”, de par ss procédure de sélection des articles par le “referee system”,

"oriente V'sttention des scientifiques sur des matiéres et approches particuliéres et

structure ainsi les formes de 1s recherche scientifique ".( Feltz, B. 1986 )
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B. ANALYSE DE LA RECHERCHE

B1 AVANT 1949.

Le contexte institutionnel

Une des composantes du contexte institutionnel de la grille de Whitley - ls
structure des offres d'emploi et de carriéres - englobe le probléme du financement de la
recherche .

Or il existe dans toute recherche scientifique une contrsinte financiére : i1 faut de
V'srgent pour subsidier une recherche et cet argent i1 faut le trouver, soit 8 1'intérieur de
1'organisme ol 1a recherche se fait { 1'université dans ce cas ), soit 3 V'extérieur : que ce
soient des firmes privées ( exemple : Lilly Resesrch Lsborstories ), des organismes
nstionaux { ex. : FNRS ) ou internationnaux { ex. : Rockfeller Foundation }, c'est dans
pareilles institutions qu'il fasut sller chercher V'argent . Le projet de recherche, 1a
technique utilisée, le personnel employé et le déroulement de la recherche sont des
facteurs dépendsnts de ces contraintes financiéres .

Au laboratoire de Chimie Physiologique de Louvain, une partie des subsides - une
somme dérisoire - provenait de 1'Université de Louvain et une autre, plus importante,
d'une firme pharmaceutique américaine : Lilly Research Laborstories .

Un des premiers travaux de C. de Duve fut de compsrer 1'insuline produite psr
“Lilly" & de 1'insuline suédoise . La conclusion fut que 1'insuline "Lilly" n'étsit pas pure et
contenait du glucagon . Ces recherches furent - semble-1-i1 - sppréciée psr la firme
américeine qui décids de verser chaque année ( pendsnt 10 sns ) ls somme de S000
dollards et ce, sans aucune condition . Ceci signifie qu'sucun projet de recherche ne devait
étre fourni & Lilly pour obtenir cet argent . Ce fut évidemment un gros avantage pour le
Professeur de Duve qui de ce fait gérait cette somme & son gré et orientsit 1a recherche
comme i1 Te désirait .

Le contexte institutionnel de Whitley, du moins dsns sa composante de structure
d'emploi, joue ici le réle minimum qu'il puisse jouer : seule la somme d'srgent peut

influencer 1a recherche ; elle 1'influence en limitant financiérement le personnel ( C. de
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Duve était aidé dans son laboratoire par des étudiants en médecine qui ne Tui colitaient rien
) et les mouens techniques . Mais cette somme est livrée d'office, la démarche
d'acquisition est inexistante .

Ainsi, i1 y s trés peu de lien entre contexte institutionnel et intellectuel de par cette
situation .

Ce facteur minimum jouers un rile capital dans la suite .

N.BE. Un mécénat pur - comme le faisait Lilly pour Louvain - est devenu quelque
chose de trés rare sinon d'inexistant, du moing en Europe . L'influence des stuctures des
occasions d'emplois et de carriéres est dés lors d'un sutre ordre et devient trés importante
Pour V'illustrer, j'ai choisi de parler d'un cas plus actuel.

Au laborstoire de Biochimie Cellulaire des Facultés Universitaires Notre-Dame de
18 Paix & Narur, i1 faut distinguer le coft du personnel du colt de fonctionnement |

Sur 17 personnes y travaillant, S sont payées par 1'université, 12 par des
organismes extérieurs : LRSI1A., F.N.RS., Politique Scientifique, S.P.PS. et enfin des
firmes phar maceutiques . Soit des concours sont organisés ou des projets sont & remetire
qui permettent de "sélectionner ™ les chercheurs qui seront subsidiés .

Pour ce qui est du fonctionnement, i1 faut compter qu'un tiers & une moitié du
budget est fourni par 'université, et un demi & deux tiers par les firmes phar maceutiques
et 1a Politique Scientifique . Par fonctionnement, on entend le colit du matériel technique,
des produits utilisés et du matériel d'expérimentation ( culture de cellules, animalerie )

I est clair qu'ici e degré de liberté pour le choix de recherche et 1a procédure de
recherche est infiniment plus petit . José Remacle, qui dirige ce lsborstoire, doit
concilier recherche fondamantsle et recherche appliquée, exigée par les firmes
pharmaceutiques et 1e S.P.P.S., dans une proportion de moitié- moitié.

Ce domaine du contexte institutionnel va influencer fortement le choix et
'organisation de recherche, non seulement & cause de 18 somme d'argent disponible, mais
par décision des institutions qui finance ls recherche et accepte ou non le projet et le
déroulement du travail .

Dans un tel 1aboratoire, le chercheur est également plus dépendsnt du “systéme de

publication et de reconnaissance™ qui intervient & deux nivesux différents: d'abord su
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nivean de 1'institution qui finance qui exige des projets de recherche  sous Torme de
publication avec sélection par le “referee system”™) ainsi que des publications des
résultats qui, par le méme “referee system”, seront “jugés” valables ou non et seront
déterminants pour la suite du financement ; ensuite au niveau de 1a reconnaissance et de 1a
divulgation des résultats dans le “monde des sciences™ { publication dans une revue

scientifique ) ol le méme systéme de sélection joue .

Cette situation implique une politique de travail qui permet, dans le méme
lsboratoire, d'entreprendre une recherche fondamentale avec une recherche appliquée .
Pour J. Remacle, c'est le choix du “dornaine de recherche™ qui est important pour
concilier ces deux types de recherche : il faut essayer de choisir un domaine de recherche
fondarnental qui & un avenir sppliqué potentiel ; sinsi, si certaines spplications
apparaissent au cours d'une recherche fondamentale, 1e laboratoire pourra se bazer sur
celles-ci pour le financement ultérieur.

Ici, en se réferrant & Whitley, on dira qu'il y & un haut degré d'intéqration entre

contexte institutionnel et, & 1s fois, postulats du domaine et techniques .

Le contexte intellectuel

Le postulst du domaine est trés peu formalisé :  cette époque, on ne connatt rien ou
presque rien du fonctionnement de 1'insuline sur 18 synthése du glycogine . De la cellule
on en connaissait 1a stucture générale { la plupart des organites, le noyau centralisant

Vinformation ) sans toutefois en connaitre beaucoup de son fonctionnement .

BZ LE CHANGEMENT DE DOMAINE EN 1949

En décembre 1949, e groupe de Louvain va se tourner vers un tout autre centre
d'intérét : 1a localisation intracellulaire d'enzymes per 1 centrifugation fractionnée . Au
départ i1 étudie 18 glucose- 6- phosphatase, qui est impliquée dans 1s synthése du glycogéne
:celle-ci ne peut plus Etre resolubilisée aprés précipitstion & pH acide . Cette curieuse
propriété rapelle & C. de Duve deux articles d'Albert Claude qui y décrivait 1'agqlutination

de petits et de gros granules, empechant ginsi leur solubilisation .
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Ici, on peut parler d'opportunisme mentionné par Karin D. Knorr-Ceting. Celle-
ci, pour expliciter ce qu'elle appelle “opportunisme”, “évoque 1'attitude des bricoleurs qui
sont "attentifs sux opportunités matérielles qu'ils rencontrent & un endroit donré et les
exploitent pour réaliser leurs projets.” Cet opportunisme porte tant sur le choix du
matériel que sur les idées de recherche " { Feltz B., 1986 ) L'opportunisme se référe &
un phénoméne aléatoire uniquement : “j'ai besoin de matériel dexpérimentation ; un
chercheur du laboratoire emploie le matériel A et i1 & mis 1a technique d'utilisation su
point ; je suis “opportun” et j'emploi ce matériel A, sans que celui-ci convienne
nécessairement mieux que le matériel B .°

Or dans e cas qui nous occupe ici, i1 y & plus que de Vopportunisme : i1 y 8 gnalogie
entre les propriétés qu'aAlbert Claude 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 rapprochement opportuniste, de Duve va émettre une hypothése
"la glucose- 6-phosphatase est liée & des granules semblables & ceux décrirs par A
Claude”™ . Et la suite est V'ensemble des expériences qui vont permetire d'évaluer cette
hypothése ( voir plus loin ).

Fuis ils poursuivent avec d'autres enzymes, qui eux - et de Duve le savait - ne
jousient aucun rdle dans cette synthése . Et c'est le comportement inhabituel d'un de ces
ferments qui va entrainer les chercheurs dans ce nouveau domaine .

Le contexte institutionnel

Comme je 1'ai déjé mentionné plus haut, la “structure des offres d'emploi et de
carriére” intervient peu au laborateire de Louvain: si des raisons poussent le Professeur
de Duve & changer d'orientation de recherche, i1 ne doit pas se “justifier™ & la Lilly
Research Laboratories . C'est bien le cas ici : C. de Duve va opter pour s centrifugation
fractionnée sans qu'il n'y ait d'influence financiére venant d'une institution . Seule la
technique le pousse & ce changement .

La premiére composante citée par Whitley du contexte institutionnel - le systéme
d'éducation - va influencer le choix de 18 méthode de travail et de 1a technique . C. de Duve
a une formation d’enzymologiste ; il va donc continuer d'utiliser les enzymes comme base
de son travail mais en introduisant une nouvelle technique qui est la centrifugation

fractionnée .
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Précisons que ce changement de programme est beaucoup plus difficile dans les
conditions d'un laboratoire fonctionnant comme celui de Biochimie Cellulaire & Narmur, ol
plus de 18 moitié du financement est fait par des institutions exigesnt des projets précis

ainsi que des résultats concluants .

Le contexte intellectuel

Pour déterminer la localisation cellulsire, il n'existe pas des tas de moyens
différents : 1a centrifugation fractionnée et la cytochimie sont les deux techniques de

pointe de 1'époque pour ce domaine de recherche .

La techmquerés formalisée { "jeune” technique )[et bien »’mégrée gux

postulats du domaine  la locslisation intracellulaire d'enzymes ) et sux procédures

formatives ( Glucose- 6- phosphatase ) .

La technique joue un rdle décisif dans ce changement de domaine : c'est elle qui'

“gttire C. de Duve & prolonger 18 localisation intracellulaire d'enzymes par celle-ci plus
loin que le domaine du glucogéne .

Ainsi la recherche a été assez fortement influencée par le contexte intellectuel de
1'époque .

L'arriére-fond théorique n'était pas trés important : Claude avait défini quatre
catégories d'orgsnites cellulaires, sang que ceux-ci soient clairement définis . Ceci est en
relation avec 1a connsissance générale de la cellule, dont 18 stucture générale n'est pas
encore clairement établie { j'entends par structure générale 1'ensemble des organites et
les rapports qu'il peut exister entre eux ) . La mise en évidence d'enzymes dans les
(ifférentes fractiors était au point pour quelques enzymes. C'est plus ou moins avec ces
seuls é1éments théoriques que C. de Duve & commencé ses recherches . Les postulats du

domaine étaient donc peu formalisés .

Malgré ces diverses influences, le choix du changement est assez hautement
contextuel : c'est par curiosité - comme i1 le dit lui-méme - que C. de Duve a décidé de
localiser 1'enzyme qu'il venait de déterminer { 1a glucose- 6-phosphataze ) et s'il &

poursuivi dans ce domaine, c'est parce que, dit-il :
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".une enzyme ( la& phosphatase acide ) qui se cache ainsi c'est tellement
passionnant que j'ai mis "au frigo” 'insuline .."

C'est peut-€tre par curiosité que C. de Duve & changé de domaine, mais i1 est clair
que cette curiosité a été "sllumée” par la technique nouvelle . Ls phosphatase acide qui se
cache, c'est passionnant, mais c'est la technique qui & permis de mettre en évidence ce

phénoméne .

La composante “technique” du contexte intellectuel est décisive dans ce teurnant de

la recherche .

B3I LE DEYELOPPEMENT DE LA RECHERCHE

Les expériences “pour voir”, C. de Duve il n'y croit pas .
“La premiére étape d'une recherche scientifique, c'est de se mettre & son buresu et
de faire le plan des expériences & faire pour mettre en évidence ce que 'on cherche . 11

faut émettre des hypothéses

Dés lors ses travaux seront une suite d’hypothéses et d'évaluation de celles-ci .

La for mulation des hypothéses

La premiére hypothése faite par le laboratoire de Louvsin fut que 1s glucose-6-
phosphatase est liée & des granules cytoplasmiques . Dans ls suite de 1a recherche toute
une série d'hypothéses du méme type concernant d'autres enzymes seront faites .

D'snrés "vatipabé ( 1969 ), qui & développé la logique de 1'induction dans
“Deduction wnd induction™ ,l'activité scientifique peut-€tre comparée & un mouvement
hélicoidal : 1s premiére moitié d'un tour de spire représente 1'inférence inductive, ou,
partant de propositions expérimentsles particuliéres, on arrive & une proposition
théorique générale ou hypothése ; 'autre moitié représente une inférence déductive qui,
partant de 1'hypothése meéne & une proposition expérimentale particuliere . Ls
représentation hélicoidale est préférée & 1'image du cercle pour rendre comnpte du décalage

temporel .
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"La régle gérérale est 1a plupart du temps extraite de faits expérimentaux passés et
appliquée & un cas futur, non encore testé, dans le but de prédire les résultats
expérimentaux qui seront obtenus " ( Feltz B., 1966 )

Pour Watanabé, 11 y & deux processus dans Vinférence inductive : 1'abduction, qui
est 1a création on production de nouvelles hypothéses d'aprés des faits expérimentaux, et
l'induction ou évaluation des hypothéses |

L'étude de 1'abduction est, d'aprés Watanabé, impossible : certains pensent & une
“ronception rystique” de celle-ci, réservée & certains génies, pour d'autres des critéres
purement esthétiques en sont & 1a base . Bref, une analyse logique de ce processus n'est
pas possible .

Dans le cas présent, 1s création de 1'hypothése est faite en rapport & des expériences

4éj4 décrites avant { les articles d'Albert Claude )

L'#valuation des hypothéses

Dang 1'induction, 1 y & deux types d'évaluation :.

"Une hypothése, seule ou en conjonction avec un fait connu, donne lieu par déduction
& une prédiction { proposzition expérentielle ) sur le résultst d'une expérience bien
définie . Le résultat de cette expérience fournit 1a base pour une évaluation "évidentielle”.
Toutes sutres considérations en dehors de, ou antérieures &, ces données expérentielles
directes obtenues dans de telles expériences, sont appelées “extra-évidentielles” " ( Feltz

B., 1986)

11 y & cing types de Tacte rs vxtra-évidentiels :
17 1a présence d'hypothéses compétitives . Le choix d'une hypothése par rapport &

d'autres influence 1'évaluation qu'on en fait, qui ne dépend plus dés lors

T'expérience . %f»\
—/\_

2/ e fait dintroduire une hypothése dans une théorie implique qu'elle doit
respecter la cohérence de 1a théorie et influence 18 valeur qu'on lui donine .

3/ & préférence pour certains prédicats est manifeste . 11 est universellement

reconnu qu'une hypothése utilisant des prédicats plus simples est préférée”

)




4/ Lavaleur accordée & une hypothése dépend de facteurs circonstantiels telle, par
exemple, 1a notoriété de la personne défendant cette hypothése .

5/ les expériences paralléles influencent également 1'évalustion des hypothéses |

Quand ces différents facteurs sont précisés, Watanabé commence 1'évaluation méme
de 1'hypothése qui se base sur 1a confirmation ou non de celle-ci par une ou plusieurs

expériences . Elle est dite confirmée quand le fait prédit par 1'hypothése & bien lieu . Une
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telle procédure d'analyse d'évaluation des hypothéses est appelée “régle de Nicod”. < — \,d :

Mais 1a confirmation d'une hypothése n'implique pas quelle est vraie . On parlers
alors de “confirmabilité” ou “degré de confirmstion™ qui traduit le fait que plus
d'expériences confirment 1"hypothése plus il est vraisemblable que celle-ci soit vraie . A
partir de 1a, des fonctions exprimant le degré de confirmation sont créées .  ( H, B )
mesurant 1e deqré de confirmation évidentielle, dépendant uniquement de H { V'ensemble
des hypothéses ) et de B { les évidences ), et g{ Hq ) qui exprime 1'évaluation globale de
I'hypothése, appelé “crédibilité”, fonction de H, B, X ( les facteurs extra-évidentiels ) et

A ( les conditions auxiliaires qui interviennent dans le déroulement et 'interprétation de

T'expérience). La quantité q{ Hy ) doit satisfaire les postulats de probabilités . On
envisage un ensemble d'hypothéses { Hy , Hz , Hz , ... ) portant sur le méme phénoméne .

La crédibilité q{ Hy ) est une probabilité de 1'hypothése Hy et doit dépendre des évidences

B.

Pour la premiére hypothése ( concernant la localisation de la glucose-6-

phosphatase ), 1'analyse d'évaluaticn peut 11 ¢ cect

les hypothéses:

Hy la glucose- 6- phosphatase est liée & des granules cytoplasmiques

H2 18 glucose- 6-phosphatase n'est pas liée & des granules cytoplasmiques

/ ‘




les propositions expérentislles:

ey la glucose-6-phosphatase se retrouve aprés centrifugation dans une fraction

"granulaire”

ez la glucose- 6-phesphatase se retrouve sprés centrifugation dans la fraction

soluble

Ici, on peut accorder un haut degré de confirmation 8 Hy : ey & €té confirmée dans

une grands mesure.

Pour ce qui est de 18 crédibilité, les éléments dont je disposais ne m'ont pas permis
de 1'évaluer : comme seuls facteurs évidentiels, je peux citer des expériences paralléles
qui ont été effectuées sur d'sutres organes, dans des conditions différentes ou encore:
I'introduction de 1'hypothése dans un ensemble d'hypothéses - une théorie - y respecte s
cohérence de celle-ci: les organites { granules cytoplasmiques ) comprennent un appareil

enzymatique.

L'intérét d'un modéle d'évaluation des hypothéses corme celui-ci est de se rendre

compte des mécanismes qui justifient une évaluation positive ou négative : évalustion

“gvidentielle” et "extras-évidentielle” .

La position de de Duve sur 1a validation d'une hypothése est claire :
"Il ne fsut pss faire des expériences pour montrer que notre hypothése est

vraie,car, dans ce cas-18, on fausse les données, on met tous Tes stouts de son coté . Ce
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quil faut, c'est essayer de montrer qu'elle est fausse et tant qu'on y surs pas réussi, on _ \fl

peut 1'sccepter .”
Cette "philosophie de 1'expérimentation” sers le mot d'ordre de C. de Duve dans toute

sg recherche et Tui permetirs d'éviter des erreurs d'apprécistion de ces hypothéses.

N




B4 LES DEUX POSTULATS DE TRAVAIL

Les expériences suivantes s'intéressaient & la localisstion intracellulsire de
quelques enzymes, avec le méme schéms d'évaluation d'hypothése que pour ls glucose- 6-
phophatase . 11 est & noter que depuis le changement de dornsine, le contexte Etait
pratiquemment invariant : méme influence du contexte intellectuel et institutionnel .

A 1a suite de ces quelques expériences 1'équipe du Professeur de Duve allsit tirer
une série de conclusions : 1a premiére concernait la localisstion des enzymes étudiees ; ls
seconde, 18 1égitimation de 1s technique, qui n'était pas parfaite . { cfr. 1° partie ) Enfinla
troisiéme conclusion mena & 1'€laboration de deux hypothéses, fondamentales dans le fait
qu'elles ont modifié le contexte intellectuel dans ss composante des “procédures
interprétstives™ . En effet ces deux hypothéses furent décisives dans la maniére
d'interpréter les résultsts et 1a signification qu'elles eurent dans 1s suite de 1a recherche .
Je crois qu'ici nous touchons un point absolument crucisl de toute 1a recherche .{ cfr. 1°©

partie pg.25 : a difféerence d'inter prétation svec Novikoff)

Evaluation

C. de Duve sccepters ces hypothéses comme valsbles et basers ls suite de ses
interprétations sur celles-ci . Pourtant, comme évalustion "évidentielle” i1 u 8
seulement les résultats de localisation de quelques enzymes .

L'évalustion de 1'hypothése “localisation simple” est un bel exemple du role d'une
hypothése comme postulat de travail . En formulant celui-ci, C. de Duve s'stiendsit & des
exceptions,” mais 1'avantage de prendre 1a locslisation simple comme hypothése de travail
est que nous pouvons accepter la localisstion multiple seulement quand nous sommes
forcés par une évidence expérimentsle . Le contraire ne peut €tre vrai " { de Duve C.,
1965)

Si ons'en référe & Popper, des observations discordantes avec des hypothéses sont
cruciales et falsifient celles-ci . Par contre, Barbour { 1974 ), qui réagit & cette
position dsns 1" "Evsluation des théories”, pense que, pour importantes qu'elles soient, les

observstions discordantes n'ont pas le role décisif que leur sccorde Popper . Cette position
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est celle prise par C. de Duve, qui malgré les exceptions sttendues, n's pas rejeté ce
postulat . ( les exceptions ont été citées dans “Analyse des différentes fractions™ du
chapitre "technique” )

Le statut de 1'hypothése est ici mis en cause : elle ne doit pas €tre vraie dans 1'absolu
; elle doit étre acceptable dans le dornaine étudié et permettre la progression de 1a théorie

, quitte & reconnaitre par aprés des exceptions & celle-ci .
BS ETUDE DE LA PHOSPHATASE ACIDE

La "procédure inter prétative” des résultats est ici importante .

Lorsqu'ils ont reconnu une snomalie { 1'inactivité de V'enzyme dans les jeunes
préparations ), une interprétation trop hative aurait pu €tre que 18 manipulation avait été
mal faite . Mais ici on retrouve la position nette de C. de Duve sur 1'évaluation d'une
hypothése : "i1 faut essayer de montrer qu'on a tort”.

Sa premiére hypothése dans le cas de ls phosphatase acide,-elle n'est pas citée
explicitement mais on peut le supposer - était que son activité allsit apparsitre de la
méme maniére que pour les autres enzymes . N'étant pas le cas, il conserve les fractions
au frigo pour recommencer les dosages d'enzymes plus tard . Ceux-ci refaiis et en sccord
avec 58 “supposée” premiére hypothése, en essayant de valider celle-ci, de Duve aursit
probablement rejeter les premiers résultats comme dus & des erreurs de manipulation .
Ce ne fut pas 1e cas grace & ss conception d'évaluation des hypothéses : “ne jamais mettre
tous les atouts de son coté et essayer de montrer quona tort™. Or ici, si ma supposition de
choix d'hypothése est juste, i ittort .

Cette expérience et/scl:?::r:’étaﬁon des résultats montre V'importance de la

procédure interprétative .

Ensuite pour expliquer la locslisation double de Venzyme ( microsomes et
mitochondries ), trois hypothéses sont envisagées ; on remarque 1'effet de 1'évaluation
“extra-évidentielle™ des expériences parslléles : celles de Chantrenne reconnaissant un
spectre de granules et non deux classes distinctes . C'est 'hypothése rejoignant celle de

Chantrenne qui sera retenue .
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Une fois cette hypothése retenue ( celle des granules se situant & cheval sur les
microsomes et les mitochondries ), les chercheurs étudiérent le systéme enzyme-

granule, étude qui allait les mener & 1a création du modéle et du concept de Tysosome.
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C. MODELISATION

D'sprés Jesn-Frangois Malherbe { 1985 ), la démarche scientifique est
caractérisée psr 1interaction entre les opérations théoriques et les opérstions
expérimentsles et est constituée par un va-et-vient entre ces deux opérstions . Les
hypothéses avancées par le savant suggérent une ou des expériences pour les démentir ou
les confirmer . La formulstion des hypothéses doit tre telle qu'elle permette d'imaginer
des plans d'expériences pour évsluer celles-ci : 1a recherche ne doit pas étre un ensemble
d'expériences faites au hasard ; il est indispensable d'avoir une vue préslable du probléme
. Dans les expériences, 1'essentiel n'est pas 1'observation faite mais ce qui préceéde, c'est-
a-dire les conditions dans lesquelles elle est faite, et ce qui suit ou V'interprétation des

résultsts : une observation n's pas de sens si elle ne se rapporte pas & une question précise

Le stade ultime de 1a recherche { d'une recherche donnée car nous verrons que la
théorie induit une autre recherche ), c'est 1 formulation d'une théorie, dont le role est de
mettre de 1'ordre dans les faits observés et interprétés . Mais le but d'une théorie est plus
que cela : "C'est pluttt 1s carte d'un territoire psrtiellement exploré. Ss fonction est
souvent heuristique c'est-a-dire quelle quide V'explorsteur vers d'sutres découvertes .
Les théories sont donc remarquables en ce qu'elles ( ... ) gquident et stimulent une
recherche intelligente.” { 7)

La théorie va donc servir non seulement & décrire ce qui & été observé mais &
prédire, & découvrir de nouveaux faits, & aller plus loin dans 1s connaissance du Jornaine &
explorer . C'est le quide 1a recherche future .

Le rapport entre théorie, modéle et réalité nous est expliquér par M. Bunge { 1967
) dans the "Scientific Research” :

"un ensemble d'hypothéses scientifiques est une théorie scientifique si et seulement
si il référe & une matiére factuelle donnée sous- jacente et si chaque membre de 'ensemble
est soit un énoncé initial { axiome, énoncé subsidisire ou données ) soit une conséquence
logique d'un ou de plusieurs énoncés initisux .( ... ) Les théories scientifiques portent sur

des modéles idésux qui sont supposés représenter, selon un mode plus ou moins
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symbolique et avec une certaine approximation, certaing aspects du systéme réel - jamais
tous . { ... ) C'est porquoi bien que les théories factuelles sont souvent appelées modéles, il
est plus vrai de dire que les théories factuelles impliquent des modéles et que ces modéles
plutdt que les théories elles- mémes, sont supposés représenter les référents de la théorie
. Une théorie comme un tout renvoie & un systéme ou plutdt & une classe de systémes, et le
modéle impliqué dans s théorie représente le systéme .* “Les théories décrivent donc le
fonctionnement du rmodéle qui représente le systéme . { Feltz, B., 1966 )

Celui-ci représente le domnaine dans lequel se vérifient les propositions de la
théorie . Le modéle est une idéalisation de 1a réalité, ne retenant que quelques facteurs de
la réalité pour expliciter ce qui a été observé . Ainsi un modéle doit répondre & une double
exigence : représenter le mieux possible ce qui est ou ce qui se passe dans la réalité et étre
clair et pratique, ce qui implique une simplification de 1a réalité . La création d'un modéle
engage, par ce fait, 1a personnalité de son créateur : ¢'est 1ui qui décide quels facteurs sont
éimph’q@anz le modéle .

Dés lors un modéle n'est pas unique ou absolu : i1 dépend du modélissteur, des
facteurs que celui-ci croit 8tre décisifs, de 1'spproche qu'il a du probléme, du but qu'il
poursuit en créant son modéle,... Prenons un simple exemple : un géographe veut faire
ure carte d'un pays . Cette carte sera un modéle de la géoqraphie du pays . Le modéle sers
déterminé en partie par 1a réglité, le pays : c'est le pdle objectif ; et en partie par le but
poursuivi par le géographe : créer une carte pour les automobilistes ou pour des
promeneurs; ou encore par les facteurs qui 1ui paraissent importants : 1a nature du sol, 1a
démographie, le relief,... : ¢'est 1e pdle subjectif . Le géographe devra faire un compromis

entre une bonne approche de la réalité et 1a facilité d'utilisstion de sa carte .

N.B. La différence entre modéle et théorie est parfois assez problématique . Si 1'on
veut distinguer les deux dans le cas des 1ysosomes, on pourrait dire que la théorie est 1a
somme de ces trois hypothéses :

1/ Des enzymes 1ytiques sont attachés & des granules cytoplasmiques

2/ ce complexe enzyme-granule a la propriété appelée “latence enzymatique”

3/ les granules se comportent comme des systémes osmotiques

Et 1e modéle -
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NUCLEIC ACIDS

RIBONUCLEIC ACIDS s )

ACID RIBONUCLEASE
ACID DEOXYRIBONUCLEASE
ACID PHOSPHATASE
PHOSPHOPROTEIN PHOSPHATASE
CATHEPSIN
COLLAGENASE
A -GLUCOSIDASE
B =N-ACETYLGLUCOSAMINIDASE
B - GLUCURONIDASE
P -GALACTOSIDASE
,® = MANNOSIDASE
ARYL - SULPHATASE —

DEOXYRIBONUCLEIC ACIDS
PHOSPHATE ESTERS (INCL. MONONUCLEOTIDES )
PHOSPHOPROTEINS (ALSO PYROPHOSPHATES,

PHOSPHORAMIDATES)
PROTEINS )
& - GLucosines «——[GLYCOGEN

A ~-N-ACETYLCLUCOSAMINIDES
A - GLUCURONIDES "\
P -GALACTOSIDES
® - MANNOSIDES
SULPHATE (SYERS‘_L

|MUCOPOLYSACCHARIDES

LIPOPROTEIN MEMBRANE 4

Waring blendor

INTACT Inagequate osmoltic protection INJURED
LYSOSOMES Frovzing ang hawing LYSOSOMES
Sonic vibrations =
ENZYMES BOUND AND L'c“hjn".' proteases ENZYMES SOLUBLE
INACCESSIBLE Autolysis (acid pH, high t°) AND ACCESSIBLE

Fat solvents, detergents

d'aprés (de Duve,C., 1980 )

Mais assurément, le différence est peu évidente .

Le modéle et 1e concept des 1ysosume ont été créés & la suite d'expériences sur les

propriétés du lien qranule-phosphatase acide . Ces expériences montrérent que les
granules porteurs de 1'enzyme se comportaient comme des systémes osmotiques ( cfr. 1°
partie ) .

A partir de ces données, C. de Duve 8 créé un modéle de ce nouvesu granule : un sac
entouré d'une membrane semi- perméable et rempli d'enzymes Tytiques .

Le pdle objectif de ce modéle est 1'ensemble des caractéristiques observées qui s'y
retrouvent . Le pdle subjectif est double { du moins d'sprés les renseignements dont je
disposais ). par subjectif i1 faut entendre le fait que le concept et le modele ne découlent Q(
pas Mﬂt de ce qui ‘es_t\qgservé(@mis est quelque chose de construit ;
et 1a construction implique 1'intervention d'un personnage, qui est le scientifique )

La premiére composante de ce “pdle” est 1a simplicité . Ce modéle est 1e plus simple
pour représenter un systéme osmotique tel que ces granules . La littérature philosophique

reconnait la simplicité comme un critére d'évalustion positive d'une théorie ou d'un




rmodéle . On constate que de Duve rejoint cette vue : ainsi si on tient compte de x facteurs
de 1a réalité pour 1a construction de modéles, le plus simple de ceux-ci sera retenu .

La seconde composante de ce pole est 1'analogie . Ls plupart des systémes osmatiques
connus, dans 1e monde vivant en tout cas, se présen}e{;ﬁus la forme décrite plus haut ; on
peut penser que par sssociation d'idée, de Duve ait immédiaternent imaqi nfy Tysazome
sous cette forme : c'est le principe de métaphore dans 'innovation des théories, qui s été
developpé par Lichnerowicz 1977 ) qui implique dans 1a recherche scientifique s
personnalité et 1a “culture” du modélisateur .

N est essentiel de se rendre compte ici que les “Evidences expérimentales”
n‘impliquaient absolument pas cette unique représentation du lysosome : 1e choix de celle-
¢i est en grande partie di su pdle subjectif, c'est-4-dire au choix du modélissteur .

Ce modéle "collait” bien 8 1a réalité biochirmique des Tysosomes; plus tard, lorsqu'on
le visualisas pour la premiére fois, i1 s'avéra qu'il “collait” également & la réslité

matphologique |
phatagig Al

N
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Le Tysosome n'est pas une entité fonctionnelle distincte i1 fait partie d'un réseau de
saccules et de vésicules avec lesquelles i1 est en perpétuelle intersction, formant des
canaux entre eux : c'est un systéme dynamique . Avoir déterminé cet ensemble de
membranes se modifiant continuellement par quelques noms désignant des vésicules, est
un choix déter miné svant tout par le savant, quidé par un désir de simplicité, par un sens

pratique bref par ss personnalité .

Le 1ysosome est venu s'insérer dans 1'sncien concept de “vacuorne™ , avec le Golgi, le
réticulum endoplasmique et les grains de sécrétion . Dans la cellule qui se dévoillait de

plus en plus aux scientifiques, le concept { représentation mertale et abstraite d'un objet
=

) de "vacuorne™ n'avait plus sa place : trop général et trop flou pour représenter quelque
chose qui devenait de plus en plus précis dans la connsissance du savant, il & perdu son
utilité et & été remplacé par des concepts plus précis et plus pratiques : car, comme on 1'a
vu, le but d'une théorie est de permettre de progresser dans 1'étude d'un domaine : le coté
pratique d'un concept est donc essentiel car il est un outil de travail pour ls suite de cette

étude .




La création d'un modéle et d'un concept est fortement déter minée par 1'spproche que
le chercheur a eu du probléme étudié . Imaginons qu'un cytologiste sit repéré sur des
coupes des granules différents des qrains des sécrétion, du Golgi et du réticulum . 11 décide
de les étudier et les répertorie suivent des critéres morphologiques : taille et aspect du
contenu par exemple . A la suite de ses recherches, i1 a déterminé trois types de qranules
- des petits au contenu hornogéne, des plus gros au contenu hétérogéne et dense et des plus
qQros encore au contenu hétérogéne mais plus diffus . On peut imaginer que ce chercheur
ait, aprés avoir plus ou moins déterminé leur contenu et leur origine { les petits du Golgi,
les moyens des vésicules d'endocytose et les qros probablement de ls fusion des deux
précédents ), créé trois concepts qui sont maintenant rassemblés sous celui de Tysosomes .
C. de Duve avait choisi comme critére principal leurs propriétés biochimiques, ce
cytologiste leur similitude morphologique et lieu d'origine { i1 est & noter que ce cas est

peu probable vu 1a grande diversité morphologique des 1ysosomes )

Le "systéme digestif” de 1a cellule aurait pu nous spparaitre sous une toute autre
forme, si ce n'était pss le biochimiste C. de Duve, en 1955, qui avait découvert les

Tysosomes .
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CONCLUSION




Le concept de Tysosome - comme on peut se 'imaginer en lisant certains livres de
biologie - n'est pas apparu du jour su lendemain, en 1949, & ls suite d'une expérience
révélant 1a latence enzymatique . 11 est e fruit de six snnées de recherche ; mais bien
plus encore, la création de ce concept est inscrite dsns V'histoire de 1a biologie cellulsire :
elle dépend des précédents de cette histoire et eninfluence 18 suite . Et elle se passe & une

époque précise de cette histoire, époque dont le contexte générsl marquers celle-ci .

Depuis plus d'un siécle, le digestion intracellulaire, dans laquelle etait irpliqué le
systéme vésiculaire de s cellule, intrigua bon nombre de scientifiques . Pour essayer de
le décrire et de le comprendre, une multitude de termes et de concepts furent propesés :
vacuoles digestives, gastricle, wvacuome, .. Msis le processus de la digestion
intracellulaire re fut jamais clsirement compris . Le concept de 1ysosome gllait venir &
ls suite de tous ces concepts et permettre enfin de comprendre ce mécanisme de
destruction .

Paraliélement & cette évolution “théorique” ( de s digestion intracellulaire ), se fit
1'évolution d'une technique, dont e principe étsit vieux mais qui avait des applicstions
pratiques en biclogie depuis peu : 1a centrifugstion fractionnée . Ces deux évolutions
allaient se rejoindre su laborstoire de C. de Duve : 18 technique permettant 18 découverte
des lysosomes, et ainsi de progresser dsns ls compréhension de la digestion
intracellulsire, et cette recherche impliquant un développement de la technique .

La technique fut capitale dans cette recherche : non seulement elle était 1a base du
travail mais c'est elle qui attira C. de Duve & s'intéresser & la localisstion intracellulsire
d'enzymes .

Une fois lancé dans ce domsine de recherche, le déroulement de celle-ci fut
determiné d'une part par le” contexte général”™, c'est-g-dire principslement le systéme
institutionnel dans lequel le travail se faisait et le contexte intellectuel : 1" état” de la
theorie cellulaire, qui formait V'arriére-fond théorique surlequel les chercheurs se

bassient, et les techniques d'étude .
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D'sutre part, la recherche, sé sont des personnes qui lentreprennent, qui
l'orientent et en déterminent ainsi partiellement le résultat . Les procédures
interprétatives des résultats et 1'évaluation des hypothéses, 1'organisation du travail en
lsboratoire, le perfectionnement des techniques, faire preuve d'opportunisme, .. sont
gutant de facteurs déterminant 1issue finale de 1a recherche et dépendant des personnes
qui 1a réalisent .

Mais bien plus encore, 18 personnslité du chercheur est impliquée lors de la
construction d’un modéle . Aprés six années de travail, 1'équipe du Professeur de Duve
gvait réuni une série d'hypothéses qui laissaient supposer qu'on étsit en présence d'un
nouveay granule cytoplasmique, et en fit un modéle : 1a création de celui-ci fut dictée
entre autres par une recherche de simplicité et un rapprochement & d'autres systémes

osmatiques connus . C'était un choix de C. de Duve .

Le travail ne fut pas limité par le seul intérét fordamental : une description plus
détaillée de 1a cellule vivante . De par sa fonction, le Tysosome allsit tre un tremplin
pour V'étude de différents mécanismes impliqués, par exemple, dans la pathologie
cellulaire et est, 8 1'heure actuelle, le centre de travaux et de recherches dans le domaine

médical { 8 1I'ICP entre autres, que dirige C. de Duve ).

Le concept de lysosome n'est pas spparu comme une évidence en “observant” la
cellule vivante et n'a pas que 1'intérét “esthétique” de 1a connaissance du vivant : il 8 été
construit par un groupe d'hommes et s'est introduit dans 1a théorie cellulaire qui est la
base théorique permettant de progresser dins la compréhension de ls structure, du

fonctionnement et de 1s pathologie de 1a cellule .
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