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1 &FJBALITEI 

Ce travail fait partie d'un projet de recherche ê long terme, envisagé par 

l'ESA (European Space Agency) et la NASA, ayant comme objectif 

d'observer les modifications du matériel biologique en apesanteur donc 

dans un environnement spatial . 

L'étude du métabolisme cellulaire dans un environnement de microgravité 

lors d'une mission de spacelab {laboratoire spatial), requiert deux 

facteurs : 

-Le matériel biologique doit posséder des voies métaboliques 

caractéri sables et diversifiées. 

-Le matériel biologique doit être compatible avec des protocoles 

expérimentaux qui s'adaptent aux contraintes imposées par les 

instruments du spacelab et du ·biorack· (élément multif onctionnel 

procurant l'environnement expérimental nécessaire aux recherches dans le 

domaine cellulaire et physiologique). 

Le foie est un organe doté d'une grande variété de voies métaboliques. Il 

joue un rôle central dans la régulation de rhoméostasie chez les 

mammifères. 

Le modèle expérimental proposé dans le spacelab est la suspension 

d'hépatocytes i so 1 és. La pri nci pale rai son qui suggère l'emp 1 oi du modè 1 e 

des hépatocytes i so 1 és est sa po 1 yva 1 ence. Ces hépatocytes peuvent être 

préparés à l'avance, manipulés quantitativement et facilement séparés du 

milieu d'incubation. Le processus d'incubation impliquant des 

radioisotopes, est facilement adaptable aux exigences du spacelab. 

L'objectif de la recherche en microgravité est de localiser des 

modifications éYentuelles pour des fonctions cellulaires choisies. 

Les fonctions cellulaires sont: 
1 ntroduction 
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1) Le tronsport membronoire: le tourocholote est un ocide bilioire, qui 

possède lo propriété intéressonte de ne pos être métobolisé por lo cellule. 

L'octivité des enzymes régulont le tronsport du tourocholote est très 

sensible oux chongements des propriétés physicochimiques de son 

mi croenvi ronnement. 

2) Lo synthèse protéique: c·est une fonction essentielle des hépotocytes. Lo 

synthèse de protéines por incorporotion d'ocides eiminés rodiooctif s peut 

être mesurée. 

3) Lo gluconéogenèse: ce procédé onobolique est" souvent utilisé comme 

critère de viobihté pour les cellules isolées, cor il f oit intervenir des 

réoctions enzymotiques complexes, les mitochondries et le cytosol. 

3) Le métobolisme lipidique: Les lipides intervi ennent dons lo fonction 

bi ologique de stockoge et comme composonts structurels des membr~nes. 

4) Lo biotronsformotion: cet ospect du métobolisme du foie concerne un 

nombre de réoctions incorporont les enzymes du réticulum endoplosmique 

rugueux. Lo conjugoison des ocides chohques ovec lo glycine et lo tourine 

est connue. 

5) Lo synthèse de RNA: e 11 e se situe es sentie 11 ement dons le noyou. Elle est 

un indicoteur de lo compétence métobolique. 

6) Outre lo gluconéogenèse, lo consommotion du glucose peut oussi être 

étudiée. 

Dons ce trovoil nous étudirons principolement lo synthèse protéique : 

C'est un critère d'intégrité métobolique lorgement utilisé. Le toux de 

synthèse protéique peut être oisément mesuré por l'incorporotion d'ocides 

ominés rodiooctif s dons les protéines (ESA Bulletin 47, 1986). 

Dons le codre d'une mission spocelob, l'isolement des cellu l es en orbite 

n·,est pas possible, les hépatocytes doiYent donc être isolés aYant le départ 

de lo mission et conservés jusqu·o l'emploi en orbite. De plus _. les 

échontillons celluloires doivent être conservés dons des récipients sons 
Introduction 
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opport d'énergie quelques heures ovont d'être employés. Comme les 

cellules isolées ont une vie limitée de 4 heures o 0°C, se pose le problème 

de conserver des cellules vivontes pendont une durée suffisoment longue 

(quelques jours) ? 

Dons un outre domoine, tel que l'embryologie, lo cryopréservotion est 

eff iciente et des résultots concluonts ont été obtenus. Dons le domoine du 

f oi e, por contre, peu de résultots sont obtenus. 

Les hépotocytes sont des cellules très spéciolisées. Des essois pour 

refroidir ces hépotocytes o -190°C, ne donnent pos plus de 1 O i de 

cellules vivontes oprès un réchouffement o 37°C (Fuller, 1982). 

Ce f oible rendement est proboblement dû o lof ormotion d'une phose solide 

pendont le refroidissement. Comme lo durée de conservotion des cellules 

nécessoires pour une mission spocelob n'est que de l'ordre de quelques 

jours, on peut envisoger de conserver les cellules odes tempérotures 

moins bosses. Pour éviter lo perte d'intégrité celluloire due o lof ormotion 

d'une phose solide, nous évoluerons lo possibilité de conserver les cellules 

isolées en phose liquide. Dons cette opproche, les cellules sont refroidies 

o des tempérotures de l'ordre de - l 3°C, en présence de cryoprotecteur 

(DMSO) (Decot, 1987) . .De cette monière, les suspensions celluloires restent 

en ph ose 1 i qui de, et on peut espérer que 1 o perte de vi obi 1 i té due ou 

refroidissement sero réduite (F eytmons, 1987). 

Dons ce chopitre introductif , nous ollons tout d'obord décrire les 

coroctéristlques du foie et le modèle expérimentol choisi pour cette étude. 

Ensuite, nous posserons en revue les différents critères de vi obilité ovont 

d'en orriver o une description de lô synthèse protéique et de l o 

conservotion hépotocytoire o bosses tempérotures. 

1 ntroduction 
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1 U fflll~ ln" L 1DATILf 1 ~ 

2.1. LE FOIE 

Le foie se situe dans rhypochondre droit de rabdomen (Klaas sen & 

al , 1984). Il est constitué de quatres lobes, Qui sont entourés d'une 

enYeloppe flbreuse appelée capsule de Glisson. Le foie se diYise en lobules 

hexagonaux qui possèdent p 1 usi eurs types de cellules: 1 es hépatocytes, 1 es 

cellules endothéliales, les cellules de Küpffer, les cellules de stockage 

des graisses (fat storing cells), et les -pits cens-. Le foie est en relation 

étroite aYec le système sanguin. 11 reçoit le sang de deux sources 

différentes. L'artère hépatique et les artérioles terminales hépatiques 

transportent le sang hautement oxygéné tandis que la Yeine porte Yéhicule 

du sang chargé de nutriments (mo 1 écules organiques, acides ami nés, 

molécules glucidiques et ac1<les gras) en proYenance de rtntestin. ces deux 

systèmes Yasculaires se ramif1ent à traYers le foie, et sont accompagnés 

de faisceaux ner..eux, de Ya1sseaux lymphatiques et b111aires, et de tissus 

fibreux, le tout formant -1a triade porte-. Le foie est un centre stratégique 

au niYeau de rorganisme. 11 régule la composition de nombreuses 

substances organiques dans le sang, et il est aussi le siège de la formation 

de la bile: solution aqueuse contenant des acides biliaires, des pigments, 

du cholestérol, des phospholipides, des protéines, et des enzymes (Fig 1). 

2.2. L "HEPATOCYTE 

Les hépatocytes constituent 90 à 95% du poids total de l'organe 

(Klaassen, 1984). Les hépatocytes sont des cellules polarisées, en ce sens 

que chaque hépatocyte est en relation aYec les capillaires sinusoïdes, par 

son pôle sinusoïdal, et avec le canal biliaire, par son pôle canaliculaire. Le 

1 ntroduction 
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Hepotic .,,.,, 

Figure n° 1 : Agencement des hépotocytes en trovées. 
(Extroit de Bl oom ond F owcett, 1975) 

g 

8 
Figure n°2 : Orgonisotion des hépotocytes en trovées. 

Le plosmo songuin est en relotion ovec 
l'espoce de Disse por des f enstrotions 
des cellules endothélioles. 
(Kloossen, t 964) Q 

-,, 
' t,ol~ 

ein j 

--· -· 
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song orrivont de l'espoce porte est droiné por les sinusoïdes. Ces 

sinusoïdes oyont un endothélium fenestré, certoines substonces du plosmo 

possent dons l'espoce de Disse, puis sont coptées por l'hépotocyte (Fig 2). 

L 'hépotocyte est 1 e siège de nombreuses f onct i ans métobo 1 i ques, comme 1 o 

synthèse et lo sécrétion de protéines pl osmotiques_. lo synthèse de RNA, le 

métobolisme lipidique, et lo gluconéogenèse. Mois lo fonctlon lo plus 

spécifique des hépotocytes est 1 o sécrétl on des oci des bi li oi res. 

1 ntroduction 
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Pour étudier différents paramètres métaboliques du foie, plusieurs 

modèles expérimentaux peuvent être proposés. 

3_ l _ LE FOIE IN VIVO 

6 

Le modèle le plus proche de la réalité physiologique, est le foie étudié in 

vivo. Mais les contraintes matérielles du laboratoire spatial excluent à ce 

stade, rutilisation d·animaux. En effet, les manipulations nécessaires à 

rétude des fonctions du foie sur des animaux entiers semblent 

irréalisables dans le spacelab. 

3_2_ LE FOIE ISOLE 

Cette méthode présente ravantage d'être proche de la réalité physiologique 

mais présente aussi des inconvénients: 

1 ° Difficultés d'étudier les propriétés du transport cellulaire. 

2° Chaque animal présente un ou deux organes et comme on doit tenir 

compte de la variabilité biologique, plusieurs animaux doivent donc être 

util isés pour obtenir un paramètre de contrôle valable. 

3° Il est difficile d'évaluer la répercussion de facteurs tels que 

l'hétérogêné1té cellulaire, l'influence hormonale et nerveuse , sur les 

résultats expérimentaux (Elliot K, 1979). 

4° La mise en oeuvre d'un tel système dans le laboratoire spatial pose des 

problèmes techniques importants. 

3_3 LES HEPATOCYTES ISOLES 

Il est nécessaire de distinguer la mise en culture d'hépatocytes et la 

1 ntroduction 



7 

suspension hépotocytoi re. Lo suspension est souvent utilisée pour 

l'observotion de courte durée, tondis que lo mise en culture permet le 

mointien de cellules viobles plus longtemps et lo réorgonisotion en 

trovées celluloires. 

Le modèle des hépotocytes isolés en suspension se prête mieux odes 

expériences en microgrovité. En outre, il permet d'étudier plus f ocilement 

les fonctions métoboliques ou niveou celluloire (respirotion, métobolisme 

des socchorides, des lipides et des ocides nucléiques) (Schreiber, 1973). 

Dons le codre d'une mission spocelob, les suspensions de cellules offrent 

de nombreux ovontoges d'un point de vue expérimentol: 

1 ° 11 offre o l'expérimentoteur une simplicité de monipulotion d'un 

système homogène tout en conservont oussi bien l'intégrité biochimique et 

physiologique de l'orgone entier (ESA,Bulletin47, 1986). 

2° Plusieurs i ncubot ions peuvent être réo 1 i sées o port i r d'une même 

suspension de cellules, ce qui réduit le coût, et élimine lo voriobilité 

inter-onimole. 

3° C'est un système idéol pour étudier les propriétés d'un tronsport 

celluloire, cor l'occès oux cellules est plus oisé que pour l'orgone entier. 

4° Les cellules semblent conserver leurs structures membronoires et leur 

orgonisotion introcelluloire, intoctes, mois celles-ci sont perdues si on 

t rovoille sur des homogénots et des tronches de tissus (Elliot, 1979). De 

plus, les suspensions de cellules froîchement isolées semblent conserver 

les fonctions spécifiques que l'orgone, por exemple: lo synthèse de sérum 

olbumine dons les hépotocytes de rot. 

5° Le système biologique est simplifié et les problèmes liés o lo diffusion 

de substrots vers, et o portir des cellules_. sont minimisés. 

6° Les hépotocytes isolés f oumissent un système simplifié en respect ont 

lo comportimentotion des ocides ominés, porce que l'espoce 

extroce 11 ul oi re est réduit o un comport i ment f oci 1 ement contro 1 ob 1 e 

(Seglen, 1976). 
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L'i so 1 ement des hépotocytes présente p 1 usi eurs i nconYéni ents: 

1 ° Pour lo suspension, on observe des oltérotions ou niYeou de lo polorité 

membronoire, de l'ultrostructure oinsi que des diYisions celluloires 

omitotiques (Elliot, 1979). 

2° Pour lo culture celluloire, il est nécessoire de trnYoiller en milieu 

stérile pour éYiter les problèmes de contominotions. De plus une 

dédifférenciotion celluloire progressiYe survient., ce qui entroîne une perte 

de forme physique, de polorité, et une oltérntion de certoines Yoies 

métoboliques, comme le tronsport de différentes substonces (Elliot, 1979). 

1 ntroduction 



Trois méthodes de base ont été employées pour la dissociation du tissus 

hépatique: la force mécanique, le traitement chimique et la digestion 

enzymatique. Nous ne retiendrons que la méthode enzymatique, les deux 

autres méthodes ne sont plus employées actuellement. 

9 

Plusieurs types de traitement enzymatique sont devenus des méthodes de 

choix pour la désagrégation des tissus (Seglen, 1973). La collagénose est 

une enzyme hydrolytique qui est utilisé avec succès pour dissoudre le 

co 11 a gène de 1 a mat ri ce t i ssul aire. souvent (Zah 1 ten, 197 4) cette enzyme 

est employée en présence d·agents chélateurs permettant le retrait des 

ions ca••, ce qui facilite le détachement des desmosomes. L"isolement des 

cellules est réalisé avec seulement une légère act1on mécantque. 

Actuellement, cette méthode enzymatique est la plus répandue et elle est 

utilisée au 1 a bora toi re (Berry, 1969). Elle permet d·obteni r des hépatocytes 

isol és dont la v1abi11té est de 90~. Cette viabi11té sera déterminée selon 

différent critères dans le point suivant. 

1 ntroduction 
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il Cllnœ.11 i»: VIMH.m B IWA'f0Ct1R.11 llllln 

Le problème de la viabilité cellulaire a apparemment été ignoré dans le 

passé, par de nombreux chercheurs (Elliot K, 1979). Les cellules préparées 

selon les protocoles publiés ne sont pas systématiquement viables. On peut 

remarquer que de légères différences au niveau des animaux, des enzymes, 

et des condttions d1solement, peuvent induire des altérations dramatiques 

de v1ab111tê ce11u1a1re. Pendant la procêdure d1so1ement, les cellules 

peuvent subir des dommages, par le stress mêcanique, par raction des 

enzymes lytiques, qui contaminent 1 es préparations de co 11 agénase, et 1 e 

retrait des ions Ca++ (Baur, 1975). 

Il existe deux classes principales de tests de viab11ité: 

a) ceux qui reflètent rtntégntê structurelle. Par exemple: rexcluston crun 

colorant vttal, la microscopie optique et électronique et la rétention des 

organttes cellulaires. 

b) ceux qui reflètent nntégrité métabolique. Par exemple: gluconéogenèse, 

respiration cellulaire, synthèse protéique ... 

S. 1 . 1 NTEGR ITE STRUCTURELLE 

5. 1.1. Exclusion du colorant vital (érythrosine) 

Les cellules vivantes excluent un colorant vttal. 

Cette méthode est la plus souvent utilisée et quelquefois même à rexcès. 

Comme colorant, on emploie principalement le trypan bleu et rérytrosine. 

C'est un système simple dïndication de viabilité cellulaire, il est rapide 

et son coût est faible . 

Mais il existe des controverses considérables au niveau des résultats 

obtenus avec le trypan bleu et d'autres méthodes, car des cellules qui sont 
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non viobles selon un outre test semble exclure le trypon bleu. Le trypon 

bleu donne seulement une mesure de l'intégrité des membrones celluloires 

et pos strictement lo viobilité. 

5. 1.2. Morphologie 

Les cellules isolées en suspension peu•,1ent être rapidement exominées por 

diverses techniques microscopiques (fond cloir, controste de phose). Les 

observot ions microscopiques sont souvent réo li sées en conjonction ovec 1 o 

méthode d'exclusion du coloront vitol. Avec un peu d'expérience, il est 

f ocile d'estimer lo quo lité d'une préporotion celluloire, mois ce critère 

reste fort subjectif . Si les cellules sont endommogées, elles opporoissent 

t ernes et plotes, por ropport oux cellules vivontes qui sont brillontes. Pour 

une exomen de routine on n'emploie pos le microscope électronique, mois 

celui-ci peut opporter des inf ormotions supplémentoires : 

-les cellules isolées présentent des orgonites subcelluloires comporobles 

o ceux d'un tissus intoct. 

-Lo membrone celluloire intocte doit présenter beoucoup de 

mi crovi 11 osi tés. 

-Le noyou doit montrer des proportions identiques ocelles d'un tissu 

intoct, ovec lo même densité oux électrons (ME o tronsmission) pour le 

nucléoplosme et lo motériel nucléaire. 

-Le cytoplosme ne doit pos être vésiculé. 

-Les mitochondries ne doivent pos être rondes (découplées) mois plutôt de 

forme et de toille irrégulière. 

-Le réticulum endop 1 osmique ne peut pos être dispersé en vésicules. 

5.1.3. Rétention des substonces celluloires 

Les cellules intoctes retiennent des molécules comme les enzymes, les 

métobolites et les petits ions inorgoniques. Lo mesure du contenu 

celluloire totol d'une enzyme cytoplosmique, comme lo loctote 
1 nt roduction 
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déshydrogénose, por ropport oux voleurs observées dons l'orgone entier 

permet donc d'opprécier ·10 viobilité. de lo suspension globole. Lo 

comporoison du contenu celluloire ovec lo quontité d'enzymes dons le 

milieu permet d'évoluer lo perte d'enzymes suite o une perte d'intégrité de 

lo membrone plosmique. Une outre monière d'ut i1 iser l'octivité des 

enzymes, est de mesurer lo perte d'un enzyme de1ns le milieu duront lo 

préporotion _. les lovoges et l'incubotion des cellules (Bour, 1975). En 

conclusion, le dosoge d'un enzyme cytoplosmique est une technique 

intéressonte : elle semble être plus objective que les techniques 

microscopiques et elle permet de suivre l'intégrité des cellules en 

fonction du temps. Elle permet oussi de juger si lo perte de viobilité est un 

phénomène groduel , ou si elle se produit soudoinement suite o une 

monipulotion porticulière. 

5.2. INTEGRITE HETABOLIQUE 

5.2. 1. Lo respirotion celluloire 

Lo mesure du toux de respirotion (consommotion d'oxygène ou cours du 

temps) est un test qui est foc ile o effectuer ovec des suspensions 

celluloires. Des expériences de stimulotion de lo respirotion (Bour_. 1975) 

ont été f oit es sur des cellules froîches en ojoutont divers substrots 

comme del'ADP, du colcium, et 1 mM de succim1te. En porticulier_. on ne 

constote pos de stimulotion pour une concentrotion de succinote inférieure 

o 20mM chez les cellules "viobles". Les cellules endommogées_. ou 

controire, montrent une stimulotion de respirotion o portir de lmM de 

succinote. A l'instor de lo technique d'exclusion du coloront vitol_. les 

résultots de cette méthode doivent être considérés ovec prudence: le toux 

de respirotion peut vorier suivont l'e1ctivité de lo cellule et n'est donc pos 

directement dépendont de l'intéQrité métobolique. 
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5.2.2. L'incorporotion de métobolites rodiooctlf s 

Des métobolites rodiooctlf s sont coptés et employés por les cellules, pour 

olimenter leurs voies métoboliques. 

1) L'incorporotion d'ocides ominés morqués comrne lo leucine .. l'uridine et 

lo phénylolonine dons des cellules précipitobles 6 l'ocide trichloroocétique 

est un phénomène complexe, dons lequel porticipent lo membrone 

celluloire, le noyou, les mitochondries et le cytoplosme. Leur oction 

concertée est un critère importont de Yiobilité et d'intégrité fonctionnelle . 

2) Le tronsport du tourocholote rodiooctif chez les hépotocytes isolés foit 

interYenir différentes composontes de lo cellule. Ce tronsport est bien 

coroctérisé o l'heure octuelle (Coche, 1988). On peut enYisoger d'utiliser le 

critère de tronsport du tourocholote pour éYoluer lo Yiobilité des 

suspensions celluloires. 

5.2.3. Le potentiel de membrone et lo concentrotion introcelluloire en ions 

No+ et K+ 

Le potentiel de membrane et les concentrations en ions intracellulaires K4 

et Nti4, sont des critères de viabilité cellulaire très sensibles (Baur, 1975). 

Le potentiel de membrane est évalué en mesurant la distribution passive 

d'i ans Cl- de part et d'autre de 1 a membrane. 

1 ntroduction 

-Le potentiel de membrane ECl est calculé comme suit : 

ECl = RT ln [C]h 
F [Cl }o 

ou 

R = Constante des gaz parfaits 

T = Température en Kelvin 

F = Const.imte de Faraday 

[Clh = Concentration intracellulaire en ions Cl­

[Cl]o = Concentrotion ext.racelluloire en ions Cl-



-Les concentroti ons en ions i ntroce 11 u loi res K+ et No+ sont 

déterminées por un spectrophotomètre de flamme. 

Cette mesure permet d'observer l'influence d'un stockage il 0°C et d'une 

i ncubation i, 37°C, sur les poromètres de lo viobillté cellulaire. Bour 

( 1975) o, por exemple, montré qu'après 3 heures d'incubation o 37°C, le 

potentiel de membrane et lo concentration en ions K+ introcelluloire ont 

diminué, tondis que lo concentration en ions No+ o ougmenté. 

Ce qui indique une croissance des oltérotions due o l'influence de 

l 'incubation sur les poromètres cellulaires. 

1 ntroduction 

14 



TERTIARY [ 

IU.JQfflCIQt0UC ACI) ..,._MIOGJCACID 

Figure n°3 : Sels bilioires primoires, secondoires et tertioires. 
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Tronsformotions por des choînes enzymotiques et 
des boctéries. (Erlinger, 1982) 
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Figure n°4 : Les trois tronsports des ocides bilioires ou cours du cycl i 
entérohépotique: 1 ° Sécrétion dons lo bile. 

2° Réobsorption iléole. 
3° Coptotion sinusoïdole 

(Coche, 1982) 
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6.1. LE CYCLE ENTEROHEPATIOUE 

6.1. 1. synthèse 

Les acides biliaires sont des molécules dérivées du cholestérol, à partir du 

catabolisme hépatique (Fig 3). La synthèse des acides ll11iaires à partir du 

cholestérol est catalisée par des chaînes enzymatiques, donnant les acides 

choliques et chénodéoxycholiques (Erlinger, 1962). Ensuite ces acides 

bil iaires primaires sont transformés par raction de bactéries intestinales 

en acides secondai res (par exemple : l'acide déoxycholique). Les acides 

tertiaires sont dérivés des acldes secondaires par raction de bactéries 

intestinales (par exemple: racide sulfolithocholique). Les réactions 

intervenant dans cette synthèse d'acides biliaires sont les sulfatations 

hépatiques et les réductions hépatiques et bactériennes. 

6.1.2. Rôle physiologigue des acides biliaires 

Ils exercent une action détergente sur les lipides alimentaires dans 

l'intestin. Ils contribuent à la stabilisation du pH acide du chyme stomacal 

et à l'action de digestion et d'absorption intestinale des graisses (en 

soluOilisant le cholestérol et formant des micelles, par leur structure 

amphiphile). une des fonctions du cycle entérohépatique, est de détruire 

l'excès de cholestérol corporel. 

6.1.3. Formation de la bile 

Dans son rôle de glande exocrine, le foie sécrète de la Oile (Carey, 1982). La 

bile contient, outre le cholestérol, des sels de sodium et de potassium, des 
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Figure n°5 : Tourocholote onion 
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Figure n°6 : Tronsport des ocides bllioires por l'hépotocyte. 
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phospholipides (lécithine), des ocides choloniques hydroxilés, des 

protéines et 97:g d'eou. Lo f ormotion de lo bile est un processus complexe, 

qui comprend l'obsorption des groisses dons les cellules du foie, lo 

séquestrotion introcelluloire, lo biotronsformotion et le tronsport dons lo 

bile. Avont leur sécrétion dons lo bile, les ocides bilioires sont conjugués 

o lo tourine ou o lo glycine. Chez le rot_. lo conjugoison de l'ocide cholique 

et de lo tourine forme l'ocide le plus obondont: le tourocholote. Chez 

l'homme, l'ocide le plus obondont est le glycocholote (ocide cholique 

+glycine). Les ocides bilioires sont excrétés dons le conol bilioire, ils 

possent dons le conol interlobuloire, et ensuite ils orrivent dons le 

duodénum por le conol cholédoque. Après ovoir été réobsorbés octivement 

ou niveou de l'iléon, les oc ides bilioires regognent le foie por lo veine 

porte, et ils sont coptés ou niveou du pôle sinusoïdol de l'hépotocyte (Fig 

4). Le recycloge des ocides bilioires permet de récupérer environ 90:g de 

ceux-ci, les 1 o:g restonts sont perdus, por lo dégrodotion boctérienne et 

l'éliminotion f école. 

6.2. TRANSPORT OU T AUROCHOLATE 

Les ocides bilioires sont fortement chorgés ou niveou de leurs 

groupements ocides sulfoniques ( Erlinger, 1982)(Fig 5), ce qui loisse 

supposer l'intervention de tronsporteurs spécifique dons lo membrone 

celluloire (Fig 6). 

6.2.1. Coptotion 

Lo coptotion du tourocholote est un processus dépendont de l'énergie 

métobolique, soturoble et Ntt-dépendont (lnoue, 1984) (Kloossen, 1984). Ce 

méconisme tronsport porte le nom de: ·s4mport· Nit/ ocide bilioire 

(Erl i nger, 1982). Lo coptotion du tourocholote est fonction du potentiel de 

membrone, surtout pour les ocides bilioires conjugués. Quond le potentiel 

de membrone est rendu plus négotif por remplocement d'un onion (Cl- ou 
Introduction 
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Hc□3-), 1 a captal 1 on du taurocho 1 ate Na+ -dépendant est st1 mul ée 

(Erlinger, 1982). De plus, la captation est effectuée contre un gradient 

chimique (Fig7) (Schwarz, 1975). Cette captation est inhibée par l'ouabaïne. 

L'étude de la fonction de transport des acides biliaires est généralement 

effectuée au niYeau cellulaire, en suiYant la cinétique de transport du 

taurocholate radioactif par des cellules isolées. La captation du 

taurocholate radioactif peut se décomposer en trois parties: 

1 ° Une captation è Yitesse constante en absence d'excrétion simultanée. 11 

en résulte d'une augmentation linéaire de la quantité intracellulaire en 

sels biliaires. Cette portion initiale de la cinétique est courte(< 1 

minute). 

2° La Yitesse de captation décroît, car la concentration en taurocholate 

dans le milieu diminue. La Yitesse d'excrétion augmente car la 

concentration intracellulaire augmente. 

3° La cinétique atteint un équilibre dynamique: le système est è l'état 

stationnaire, lorsque la Yitesse de captation est égale è la Yitesse 

d'excrétion. 

6.2.2. Excrétion 

L'excrétion (Schwarz, 1976) serait un processus saturable dont l'énergie 

d'actiYation est faible. Elle implique probablement la participation de 

t ransporteurs spécifiques. Les caractéristiques du phénomène d'excrétion 

seraient compatibles aYec un mécanisme par diffusion fac il itée, ~rêce è un 

transporteur de la membrane canaliculaire (Erlinger, 1982)(Coche, 1987). En 

fait, on ne sait pas si ce système est purement passif ou s'i 1 utilise une 

source supplémentaire d'énergie (Erlinger, 1982). 

6.2.3. Transport intracellulaire 

Les acides bi1iaires étant captés par l'hépatocyte, transportés è l'intérieur 
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de lo cellule vers le canahcule billoire puis sécrétés dons lo bile_. leur 

tronsport est nécessoirement tronscellulaire. 11 semble que cette 

migrotion celluloire soit réalisée por des protéines spécifiques 

(Erlinger, 1982). 
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Lô fonction de tronsport du tourocholote por les hépotocytes isolés o l'étot 

stotionnoire o été modélisée ou loborotoire (3.2.3.2) (Coche, 1988) 

3". 2 J. /. Mt1rqt1ttge rtJdiotJCt if 

Pour visuoliser toute cinétique de tronsport ou d'incorporation d'une 

substance, il est nécessoire d'employer lo technique du marquoge 

rodiooctif 

L'opplicotion de radioisotopes comme troceurs est une technique 

onolytique lorgement répondue en biologie. Le troceur doit réogir de lo 

même f oçon oux phénomènes métaboliques que lo substonce mère dons lo 

suspension hépotocytaire. Le système ne doit pos incorporer différemment 

une molécule marquée et une molécule non-morquée. Au déport, on 

considère un étot stotionnoire (Coche, 1988): lo concentration 

extrocelluloire est en équilibre ovec lo concentrotion introcelluloire. Le 

t roceur doit être ojouté en petite quantité pour ne pos perturber cet étot 

stotionnoire du système. Si on ojoute une foible quontité de troceur, il 

n'est pos en équi 1 i bre et on peut suivre so vori ot ion ou cours du temps. Le 

t ri t iu~ 3H est l'isotope le plus souvent utilisé. Lo mesure de lo 

rodiooctivité 13 est détectée por scintillotion liquide. Le comptoge 

rodiooctif est décrit por lo suite dons -Motériel et Méthodes". 

62 3".2 Ant1lyse compt1rt iment t1le 

L'onolyse comportimentole est un modèle mothémotique qui o été 

développé ou laboratoire, pour décrire lo cinétique du tronsport du 

taurocholote 3H, o l'état stotionnaire por les hépotocytes isolés en 
1 ntroduction 
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suspension. 

Les cellules sont pré-incubées ovec du tourocholote non morqué. Au terme 

de cette pré-incubotion, lo concentrotion extrocelluloire en tourocholote 

est en équilibre ovec lo concentrotion introcelluloire. L'étot est considéré 

stotionnoire. Une foible quontité de tourocholote rodiooctif est ojoutée. On 

considère que le tourocholote morqué est un troceur porf oit, c·est-o-dire 

qu'il se mélonge de monière instontonée dons le milieu extrocelluloire et 

que les cellules ne distinguent pos le tourocholote rodiooctif du non 

rodiooctif . Le troceur étont introduit dons le mileu, il n'est pos o l'étot 

stotionnoire. Son octivité spécifique étont élevée, lo quontité nécessoire o 

so détection ne perturbe pos l'étot stotionnoire. 

Lo cinétique d'échonge du tourocholote morqué entre le milieu et les 

cellules est suivie ou cours du temps. Cette cinétique est onolysée por un 

modèle comport i mento 1 li néoi re qui est décrit dons le chopitre ·Motéri el 

et Méthodes·. 
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7. 1. SYSTEt1E DE TRANSPORT DES ACIDES At11 NES 

11 existe différent systèmes de transport pour 1 es acides ami nés 

(Handlogten, 1982): 

1.Transport Na+ -dépendant: Système Gl y(glycine), ASC(alanine, sérine, 

cystéine). 
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2.Transport Na+ -indépendant: Système L(leucine, Yaline), BCH (2 

aminobicyclo(2,2, 1 )-heptane-2-carboxil ic acid) ou pour des acides aminés 

neutres. 

3.Transport des acides aminés aromatiques: Système T( thyrosine, 

tryptophane). 

7 .2. TRANSPORT DE LA LEUCINE 

C'est un acide aminé très hydrophobe, trouyé essentiellement à l'intérieur 

des chaînes globulaires. La leucine a une chaine latérale (R) non polaire et 

une chaîne aliphatique (Lehninger, 1986) (Fig 8 et 9). Les protéines du foie 

contiennent 12% en poids de leucine (Schreiber, 1971 ). 

Le transport de la leucine (système Na+ -indépendant), est caractérisé par 

deux composantes d'affinités différentes (Wei ssbach 1982). 

- a) Système L 1 dont la constante d'affinité (Km) est de l'ordre du uMolaire 

(44uM). 

-b) Système L2 dont l'affinité (Km) est de l'ordre du mMolai re (ômM). 

Le système L 1 est inhibé partie 11 ement par 1 a cystéine, 1 a Ya 1 i ne, 

l 'i soleucine, la leucine, le méthi onine, l'histidine, le tryptophane, la 

thyrosine, la phénylanaline et le BCH. Ce transport est aussi bloqué par la 

cycloheximide et l'actinomycine-D. 
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relot ivement inchongé. (Hondlogten, 1982) 
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Le second système L2 est inhibé complètement por l'isoleucine, lo leucine, 

l o phénylonoline et le BCH. Le système L 1 opporoît ou niveau foetal (dont 

l'activité est plus gronde que chez lo mère). Lo différence est due o une 

série de modifications qui ont lieu durant lo moturotion des cellules. Le 

système L 1 n'est pos encore élucidé en ce qui concerne les facteurs de 

régulotion. L'odulte possède les deux systèmes. 

Le transport de lo leucine présente en outre d'outres coroctéristiques: il 

est dépendant d'un grodi ent de patent i e 1 é 1 ectrochi mi que, cor Horhi ( 1983) 

o constaté, por des expériences sur les cellules de foie de singes Chong, 

que le potentiel électrochimique du proton peut servir de force motrice 

pour le transport de lo leucine o travers lo membrane cellulaire. 

Lo mise en évidence des diff érente·s composontes du système L et des 

coroctéristiques de ce transport o été réohsée por trois approches: 

-Une première opproche est l'onolyse cinétique de ce tronsport dons les 

hépotocytes isolés de rot (Hondlogten, 1982). 

Ymex * S + Kds 

Km+ S 

La composante : Vmax / Km + S correspond à un transport saturable 

Kds correspond à un transport non-saturable 

Pour une concentration de 1 OuM (Fig 10), l'absorption de leucine croît 

pendant 48 heures, mais pour une concentration de 1 mM (Fig 11) de leucine, 

la Yitesse d'absorption diminue. Ces résultats suggèrent l'hétérogénéité du 

transport Na+ -indépendant. 

-Une seconde approche est l'étude par T akadera ( 1983) de l'effet des 

réactifs SH, comme le N-éthylmaléimide, sur le transport actif de la 

leucine (Fig 12). Celui-ci stimule l'absorption de la leucine par le système 

Na+ -indépendant, en augmentant la Yaleur de son V max. Cependant, l'effet 

du N-éthylmaléimide est dépendant de la concentration de leucine, et 

Yariable a une concentration éleYée. L'effet stimulateur du 

N-éthylmaléimide sur le transport de la leucine peut être réduit par un 

traitement comprenant du 2-4 dinitrophénol, cependant le 2-4 
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le milieu. (Mohri , 1983) 



22 

dinitrophénol n·ogit pos sur l'inhibition même du système de coptoge (No+ 

indépendont) ni ou niveau énergétique de lo cellule. En f oit l'effet 

dépresseur du N-éthylmoléimide sur le coptoge de lo leucine serait du o un 

effet sur lo structure lipidique, et por modificotion de lo fluidité des 

membron es. 

- Une troisième opproche est proposée por Morhi ( 1983), por des 

expériences sur les cellules de foie de singes Chong. 11 o observé que le 

t ronsport de lo glycine ne se déroule qu'en présence de No+, tondis que pour 

l o leucine, une foible stimulation du transport est constatée en présence 

de No+ (Fig 13). 

Ces différentes observations laissent supposer que le transport de leucine 

dons les cellules, est lo résultonte de deux systèmes No+ -indépendants et 

d'un système f oiblement No+ -dépendant (Hondlogten, 1962). 

1 ntroduction 
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En fonction du contexte expérimental de la recherche menée par l'ESA et la 

NASA, nous nous sommes intéressés à l'incorporation de la leucine 

radioactive dans les protéines, comme paramètre métabolique essentiel. 

Le modèle des hépatocytes isolés en suspension a l'avantage de fournir un 

système simple pour l'incorporation d'acides aminés dans les protéines, 

car il réduit l'espace extracellulaire à un compartiment uni que et 

contrôlable. 

8. L HEPATOCYTES ISOLES ET SYNTHESE PROTEIQUE 

Dans un contexte plus général, le processus de synthése protéique a une 

très grande importance pour la maintenance et le fonctionnement des 

cellules et des tissus (Van BezooiJen, 1978). Une des fonctions 

spécialisées du foie est la synthèse et la sécrétion de protéines 

plasmatiques. Les protéines intracellulaires sont synthétisées et 

dégradées à des taux spéc1fiques, et les protéines le plus rapidement 

synthétisées doivent être aussi le plus rapidement dégradées. Le 

fibrinogène est une protétne stable. Elle Joue un rôle important dans le 

système de coagulation sanguine(Crane, 1977). La synthèse d'albumine est 

réalisée exclusivement par le foie (Chen, 1973). La synthèse d'albumine 

dans les hépatocytes en suspenston est semblable à celle du foie de rat 

intact in vivo (Weigand, 1978). 

8.2. INCORPORATION DE LA LEUCINE DANS LES PROTEINES DES 

HEPATOCYTES ISOLES. 

L'incorporation de la leucine radioactive dans les protéines a été étudiées : 

-Le taux d'incorporation de leucine totale dans les protéines semble être 
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presque constont pendont 24 heures (Fig 14) (Crone, 1977). Cette vitesse 

dincorporotion presque constonte duront 24 heures indique que lo leucine 

incorporée dons les protéines est en équihbre ovec lo leucine du milieu. 

Dons les protéines introcelluloires, elle est moximole pendont lo première 

heure, et diminue ensuite duront les 24 heures restontes de l'incubotion 

(Fig 15)(Crone, 1977). Ceci loisse supposer l'intervention de différents 

processus. 

De même que \/on Bezooijen (1978) o constoté une incorporotion hnéoire 

de leucine dons les protéines totoles, pour une incubotion d'hépotocytes 

isolés de 4 heures (Fig 16). 

0.3. t1ET A80LISt1E DES ACIDES AMINES CHEZ LES HEPATOCVTES 

ISOLES 

Les cellules du foie épuisent le mi heu d'une lorge froction d'oc ides 

omi nés, initio 1 ement di sponi b 1 es pendont 24 heures d'i ncubot ion. Lo 

leucine, l'isoleucine et lo voline font exception 0 ce schémo générol, et 

leurs concentrotions ougmentent dons le milieu, tout ou long de 

l'incubotion (Fig 17) (Crone, 1977). 

Ce comportement indique que les protéines sont dégrodées plus vite 

qu'elles ne sont synthétisées. 

Cependont, l'existence d'une dégrodotion considéroble des protéines en 

ocides ominés por les cellules du foie, ou cours d'une incubotion de 20 

heures, mosqueroit le cotobohsme lent de lo leucine (Crone, 1977). 

0.4. SECRETION DES PROTEINES 

Les hépotocytes mointenus dons un milieu essentiel minimum, réduisent lei 

concentrotion de tous les ocides ominés dons le mi heu souf ceux qui sont 

l ent ement cotobolisés comme lo leucine, lo vohne et l'isoleucine dont lo 

concentrotion ougmente constomment, suite ou toux de renouvellement des · 

prot éines. Ce processus seroit le reflet d'une excrétion protéique 
1 ntroduction 
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simultonée o lo synthèse (Crone, 1977). 

Bien que les cellules du foie cotobolisent 10 o 15% de leurs propres 

protéines pendant une incubotion de 20 heures, les cell ules continuent o 
sécréter les protéines de monière linéoire tout ou long de cette période. 

Pour déterminer lo protéolyse introcelluloire qui o lieu sons interruption 

du processus de sécrétion protéique, il est nécessoire de soustroire lo 

quont i té de 1 euci ne dons 1 e milieu de déport de 1 o somme de 1 o 1 euci ne o 1 o 

fin de l'incubotion, de lo leucine cotobolisée et de lo leucine incorporée 

dons les protéines. Celo nous donne lo quontité de leucine libérée por les 

cellules, donc lo protéolyse celluloire (Crone, 1977). 

En conclusion : lo bolonce protéique chez les hépotocytes opporoît 

fortement négotive (Schworze, 1980). 

B.5. EFFETS DE DIFFERENTES SUBSTANCES 

L'effet de différentes substonces sur l'incorporation de lo leucine ont été 

ét udiées : -L' inst1line ougmente lo synthèse d'olbumine et lo synthèse 

protéique en générol mois elle possède un f oible effet ou niveou de lo 

synthèse de fibrinogène {Gordon, 1973). 

-Le rortisol ne stimule ni lo synthèse protéique introcelluloire, 

ni lo sécrétion d'olbumine. Por contre, lo combinoison de cortisol et 

d' é.pinéphrine diminue fortement lo synthèse d'olbumine, donc le cortisol 

combiné o r épinéphrine produit un effet (Crone, 1977). 

-L' ~ctinomycine. f) inhibe lo synthèse protéique (Schreiber, 1973). 

-Le gluctJgOtJ inhibe lo sécretion d'olbumine et l'incorporotion de 

l o leucine rodiooctive dons l'olbumine et dons les protéines totoles de lo 

suspension celluloire (Dich, 1976). 

-Lo puromycine inhibe l'incorporotion de 10%, 50%, 90%, pour 

des concentrotions respectives en puromycine de 0.7uM, 2.57uM .. 22.0uM 

(Schreiber, 1973). 

-Lo cycloheximide est un ont i biotique qui i nhl be 1 o synthèse 
1 ntroduction 
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protéique ou niveou des ribosomes 805 des eucoryotes. Lo cyc/Ctheximide 

diminue llncorporotion de lo leucine ovec une inhibition de 95 o 98~ pour 

une concentrotion de 1 mM (Seglen, 1976). Mois Schreiber ( 1973) prétend 

qu'il n'existe pos d'inhibition de l'incorporotion de lo leucine dons les 

protéines pour une concentrotion de 0.6mM. 

-L' é.thonol inhibe l'incorporotion de leucine rodiooctive dons les 

protéines (Roso, 1985), si les cellules sont incubées ovec del' é.tlttJ!Wl 

pendont 1 heure, 5 heures ou encore 21 heures. 
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Le stockage des cellules à 0°c se fatt régulièrement avant leur utilisation 

à 37°C pour d'autres expériences, mais ce stockage n·est possible Que pour 

3 heures maximum ( suivant les critères de viabilité) (Derême, 1987 et 

Decat, 1987). 

Lors d'une mission spacelab, il n·est matériellement pas possible d'isoler 

1 es hépatocytes en orbtte (utilisation du bi orack), ceux-ci sont isolés 

avant le départ et conservés jusQu'à remploi. Cette conservation est de 

l'ordre de Quelques jours d'où la nécesstté de trouver un système de 

stockage des hépatocytes isolés à plus long terme en diminuant la 

température. 

9.1. CONSERVATION A BASSES TEMPERATURES: GENERALITES 

La cryoprêservat1on présente quelques prolllèmes: 

1) comment les cellules peuvent survivre à un refroidissement à basse 

température et sullir un retour ou réchauffement aux conOitions 

phys1 o 1 ogt ques. 

2) un refroidissement trop rapide ou trop lent peut causer oes oommages 

cellulaires (Mazur, 1963): 

- une Y1tesse oe refrototssement trop lente provoque un accroissement oe 

solutés Qui oeviennent toxiques pour la cellule (Locksley, 1978). 

- Un refroidissement trop rapide entraine la formation oe cristaux 

intracellulaires (Fig 18) (Mazur, 1984). 

Pour résoudre ces proll l èmes Quel Ques so 1 ut ions sont proposées: 

1) 11 faut une Yi tesse suffisamment 1 ente pour éviter 1 a f orrnat ion oe 

cristaux intracellulaires et suffisamment rapide pour évtter les effets 

1 ntroduction 
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d'un ocroissement en solutés qui deviennent toxiques dons lo cellule 

(Foront, 1965). 

2) L'oddition d'ogents cryoprotecteurs (Locksley, 1978): ils ogissent sur lo 

h mitotion de lo formotion de ces cristoux introcelluloires et sur une 

réduction de concentrotion en électrolytes dons lo cellule oltéront 

celle-ci. Générolement, lors de congélotion hépotocytoire, le DMSO 

(diméthylsulf oxide) est employé comme ogent cryoprotecteur 

(T oyl or, 1978, 1982) ,(Decot, 1987). Bi en que 1 es hépotocytes supportent des 

concentrotions en DMSO élevées, ces concentrotions deviennent toxiques 

pour les cellules, quond elles sont trop élevées (concentrotion en DMSO de 

2 et 13i) (Dubisy, 1985), (Decot, 1987). 

9.2. LE STOCKAGE EN HILIEU LIQUIDE 

Selon les controintes temporelles imposées por lo mission spocelob, les 

hépotocytes ne doivent pos être conservés pendont des semoines, mois 

pend ont que 1 ques jours. 

Le stockoge o long terme peut être réolisé pour lo conservotion des 

embryons, o -196°C, en milieu solide (Mc Gonn, 1976). L'hépotocyte est un 

type celluloire plus spéciolisé, dès lors il est plus difficile de le 

conserver o de bosses tempérotures (Feytmons, 1967). Les recherches se 

sont donc orientées vers une congélotion liquide o -13°C, ovec oddition 

d'ogents cryoprotecteurs (Decot, 1967). 

Ce stockoge en phose liquide consiste o ojouter, ovont l'oboissement de 

tempéroture, du DMSO dons le milieu pour éviter l'ougmentotion de 

concentrotion en solutés dons le milieu et éviter l'endommogement des 

cellules por lof ormotion de cri stoux. L'oboissement de tempéroture 

s'effectue de monière groduelle (Novicki , 1982) de même que l'ojout de 

sol ution contenont du DMSO plus concentré. 11 en résulte un échonge d'eou 

ti ssuloire ovec le DMSO. Ainsi lof ormotion de cristoux de gloce et 

l'endommogement dû o ceux-ci n'ont pos lieu duront le refroidissement. 

Introduction 



Après une revue sommoire du codre générol dons lequel s'inscrit ce 

trovoil , les poges suivontes présentent les objectifs principoux de cette 

recherche et lo démorche effectuée pour les otteindre. 
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Ce traYai 1 s'insère dans 1 a cadre de recherches qui Yi sent à étudier 1 es 

modifications éYentuell es des différentes voies métal:lol i ques de 

l'hépatocyte dans un enYironnement spatial. 
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1 ° L'objectif glol:lal de cette étude est de mettre au point un protocole 

d'étude de synthèse des protéines en suiYant l'incorporation de la leucine 

raclioactiYe dans les protéines, chez les hépatocytes isolés en suspension. 

De façon plus particulière, 11 faudra: 

- Détecter une incorporation de leucine chez les hépatocytes fraîchement 

isolés. 

- Justifier par différents arguments expérimentaux, que la relation 

incorporation de leucine, telle qu·ene est énoncée, est l:lien une mesure 

du taux de synthèse protéique. 

- Utiliser comme référence, les différents critères de Yial:lilité 

(érythrosine, LDH, et la fonction du transport du taurocholate radioactif 

à l'état stationnaire). 

- Etudier la cinétique de captation de la leucine par les cellules, et 

l'influence qu'elle pourrait avoir sur le taux d'incorporation de leucine 

dans les protéines. 

2° Le second ol:l j ect if pri nci pal est d'appliquer ce protoco 1 e dï ncorporat ion 

de leucine dans les protéines, à des hépatocytes ayant sul:lit une 

congélation. 

Si 1 e taux de synthèse est moeli fié : 

- 11 permettra de ca 1 culer 1 e rendement de synthèse des hépatocytes 

congelés. 
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- Il sero comporé oux mesures de v1obilité _. selon les dHf érents critères 

(érythrosine, LDH, Tourocholote). 
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1 MIMUI 

Les animaux employés sont des rats femelles de race Sprague Dawley, dont 

le poids Yarie entre 250 gr et 350 gr. Ils reçoiYent ad 11bttum une 

nourriture standard et sont ma1 ntenus en régi me d'i 11 umi nat 1 on d1 ume. 11 s 

sont mis à jeun 24 heures aYtmt les expériences sauf pour l'expérience 

(1'1ncorporat1on de leucine dans les protéines, qui ne nécessite pas 

part1cu11èrement les rat à jeun. 

1 HU JsrAff ID DAT11;t1D 

2.1. REACTIFS 

-Collagénase: -Gibco. Laboratories, Uf e technologies INC. Grand Island, 

New Vork,USA 

-Collagénase: -Sigma Chemical Company. St Louis, USA. 

-Cycloheximide, Janssen Chimica, Beerse Belgium. 

-Folin réactif . E. Merck, Darmstadt, RFA. 

-L-LDH, L lactate: NAD+ Oxydoréductase. Sigma Chemical Company, St 

Louis, USA. 

-Liquide Scintillant Ready-solY EP de Beckman lrYine Calif omia, USA. 
7 

-L-Leucine radioactiYe (3,4,5-->H (N)) , 140.5 Ci/mMole 5.0ml de 0.01 

HCl, NEN Research Products, Boston, USA. 

-L-Leucine, Janssen Chimica. Beerse, Belgium. 

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

-Milieu nutritif MEN (Eagle)sans L-Leucine aYec de la L-Glutamine. Gibco, 

Schotland. 

-Nembutal, Pentobarbital Sodique. Sanofi, Paris, France. 

-Ouabaïne Octahydrate, Janssen Chimica, Beerse, Belgium. 

-Protosol. New England Nuclear, Boston, USA. 

-Serum Albumine Bovine. Sigma Chemical Company, St Louis, USA. 

Matériel & Métooœs 



foie 

rein droit 

I 
1 
I , , 

I 
I 

(3) 

cenule de sortie 

oreillette droite 

~~:ai..---1--- veine splénique 
---- veine porte 

cen81 cnolédoque ~----
veine mésentériQue 

canule d'entrée 

Figure n° 19 : Schérno générol des différentes ligotures o effectuer 
et de lo position des conules. 



-Soluène-100 (0.5N Quotemory Ammodium Hydroxyde in Toluène), United 

Technologies Pockord. Pockord Instrument Compony INC. Worrenville RD. 

-Tourocholic Acid,(3H( ))-99.96Bq/mmol (2.7Ci/mmol), 0.25ml de 

Méthonol:Ethonol, 1 :3, NEN Reseorch Products, Boston USA. 

-Triton XlOO E. Merck, Dormstodt, RFA. 

2.2. SEQUENCE OPERATOIRE 

Selon lo méthode de Berry et Friend (1969), modifiée por Zohlten et 

Strotmon ( 197 4) et odoptée dons notre 1 oborotoi re por Thierry Coche 

( 1982). 

Le nit est onesthésié por une injection intropéritonéole de Nembutol, 

0.1 ml pour 1 OOmgr de poids de rot. Une première ligoture lâche ( 1) est 

plocée outour de lo portion obdominole de lo veine cove et une seconde 

ligoture lâche (2) outour de lo veine porte (Fig 19). Un premier cothéter 

(16G, 21N; 1.7mm et 5.1cm. Angiocoth. Deseret, Medicol, Inc. Utoh, USA.) 

venont du circuit de perfusion* est introduit dons lo veine porte. Lo 

seconde ligoture est serrée pour mointenir le cothéter plocé. 
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Pour mointenir lo pression constonte, le trop plein de liquide de perfusion 

est romené dons le cylindre. Le liquide de perfusion troverse un circuit de 

réchouff ement ( boin thermostotisé o 37°C) de sorte que ce liquide orrive 

o une tempéroture physiologique (Fig20). Ensuite ce liquide otteint le 

cothéter enfoncé dons lo veine porte de l'onimol,puis est récolté, o lo 

sortie du foie, por un second cothéter qui est relié ou cylindre grodué de 

déport. 

On incise lo veine cove postérieure en ovol de lo première ligoture pour 

permettre l'écoulement de lo solution Krebs-Ringer sons Co++_ Ensuite lo 

l igoture est resserrée pour fermer le circuit. 

*Le liquide de perfusion se trouve dans un cylindre gradué de 250ml. 11 est aspiré par une 

pompe péri~taltique ( H.R.Flw I nducer, Wabon Marlw li mited, England), e~uite envoi da~ 

la colonne de vigreux, ce qui permettra une saturation en carbogène ( 95% o2 et 5% co2), une 
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----+-1 

'8in bIIIIDftt1é 

pompe ~œ 

(2) 

Fïg1..:re r: 0 20.: Schéma général de l'appareillage pour l'isolement des 
des hépatocytes 



humidification, une stabilisation de PH à 7.4, et l'apport d'Oz pour les cellules. 

1 . Solt.tion de pré-perfusion sans ca + + 

n1,,1 

MgSO4.7Ht) 1.18 

KH2P04 1.18 

KCI 4.75 

NaCI 118 

Na.HC03 25 

Gluco~ 11 .1 0 

c-~e première solltion sans calcil.ll'l lave le foie œ son sang et enlève les 

ca++œsdesrnosorrles. 
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Une troisième ligature est placée autour de le Yeine ceYe eu niYeeu 

t horacique. Un second cathéter est introduit sous l'oreillette droite jusque 

dans le portion thoracique de le Yeine ceYe. On serre successiYement le 

troisième et le première h~eture de manière è fermer le circuit, et on 

place le tuyau, Yenent de le Yeine ceYe thoracique, eu cylindre gradué. On 

remonte la table d'opération pour éYiter une surpression, celle-ci peut 

survenir quond 1 o pression de perfusion se situe ou de 1 à de 10 à 15 cm H20 .• 

qui est plus ou moins la pression portale in YiYo. Durant cette 

manipulation, la solution de préperfusion KRB sans CA++, s'est écoulée, et 

dès que le cylindre est Yide, on ajoute 90ml de la seconde solution ou 

solution de perfusion KRB ayec Ca++, plus 50 mgr de collagénase. 

2. SolutiOn œ perfusion avec ca++. 

Les cinq premiè-r~ concentrations de la solution précédente r~t~nt 

identiques. 

Glucose 

Matériel & Méthodes 
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Ce liquide circule dons le circuit 10 minutes (si emploi de lo collogénose 

Sigmo) et 20 minutes (si emploi de lo collogénose Gibco), ce qui vo nous 

permettre de recuei 11 i r 1 es hépotocytes. 
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Au préoloble, cette collogénose est dissoute dons lo troisième solution ou 

solution de lovoge KRB ovec Co++, mointenue o 37°C. Cor il o été démontré 

que l'oction de lo collogénose est occrue en présence d'ions Co++_ 

3. Solttion de lavage av€< ca ++ . 

Les cinq premières conceroations œ la solt.t.ïon précédente restent iœrtiqoos. 

rr1v1 

Glucose 

cac12 

5.55 

2.50 

Après 1 O minutes de perfusion, le foie se ramollit et la capsule de Glisson 

devient perméable au liquide de perfusion. Le foie est ensuite excisé et il 

est déposé dans une boite de Pétri contenant 1 O à 15 m 1 de 1 a troisième 

solution KRB (lavage). La capsule de Glisson est enlevée et les hépatocytes 

sont libérés dans la solution. On obtient alors une suspension 

hépatocytaire brute. Cette suspension est filtrée un première fois au 

travers de quatre épaisseurs de gaze (commercialisée en pharmacie) . Le 

filtrat est recueilli dans deux tubes, ces derniers sont mis à niveau par 

ajout de la solution de laYage, et sont centrifugés à 25g, pendant une 

minute (centrifugeuse 4225 ALC). Le surnageant contenant les cellules 

mortes et les impuretés est retiré et le culot contenant normalement les 

hépatocytes vivants est resuspendu dans 1 a so 1 uti on de 1 avage. On répète 1 e 

lavage une seconde fois . Les deux culots sont réunis et ajustés à une 

concentration voulue, suivant les exigences des e:,.:périences ultérieures. 

Les ce 11 ul es sont conservées à 0°C dans 1 a glace f andante (pendant trois 

heures maximum), jusqu'au moment de leur utilisation. 

Maté riel & Méthodes 
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3 1 iüffll • VIMU.fffl 

3. L TESTS A t·ERYTHROSINE 

10µ1 crérythros1ne (3.6mgr/ml de NaCl 0.9%) sont ajoutés à 50 µ1 de 

suspension cellulaire. Après resuspension, les cellules sont comptées dans 

une cellule de Neubauer (lmproved Neubauer. Hausser Scientific, USA). 

Cette cellule est d1Yisée en 9 surfaces carrées, dont un de ces carrés est 

composé de 25 petits carrés. Les hépatocytes contenus dans 5 de ces 

carrés sont comptés. La moyenne calculée est exprimée en nombre de 

cellules / ml (densité cellulaire). 

La viabilité est obtenue en calculant le rapport (en%) 

nombre de cellules excluant le colorant vital 
nombre de cellules total 

3.2. DOSAGE DE LA LACTATE DESHYDROGENASE 

Méthode de Bergmeyer ( 197 4) 

La Lactat_e Déshydrogénase est un enzyme cytoplasmique qui catalise la 

réaction sui Yan te: 

PyruYate+ NADH+H+ LDH Lactate+NAD+ 

Solutions: NADH 1 mM {7.36mgr dissous dtrns 10ml H20) 

Tampon Tris 0.5M à PH 7.4 

Pyruvate 1 OmM ( 1 Omgr d'acide pyruvique avec 10ml de Tampon 

Tris SOM àPH 7.4). 

On introduit 0.8ml de solution Tris-Pyruvate, 0.1 ml d'enzyme dilué de 

manière adéquate et 0.1 ml de NADH. Le tout est mélangé, puis on mesure 

l'activité de la LDH à 340 nm, au spectrophotomètre. 

Activité de la LDH= (abs/min) x dilution x 160.7 

Matériel & Méthodes 



' 
huile de silicone 

KOH 3 M 

paraplaste 

Figure n°21 : Cette figure illustre la préparatton des M1crotests Tuties 
pour 1 es expér1 ences de captation du taurochol ate et rentrée 
de leucine dans les cellules. 



On peut mesurer une perte de quontHé de LDH por les cellules, ou une 

ougmentotion de LDH dons le milieu. Ce ropport s'exprime en ~-

%= guantlté de LDH dans les cellules 

quantité de LDH dans les cellules et dans le surnageant 

3.3. CINETIQUE DU TAUROCHOLATE 

Dans 2ml de Leibovitz L-15, on incube 100µ.l de suspension cellulaire, 

dans lesquels on ajoute 50Ul d'une solution de taurocholate non marqué 

(concentrations variables comprises entre 20 µ,Met 200 µ,M). Le tout est 

incubé pendant 20 minutes à 37°C (bain thermostatisé), pour établir un 

ét at stationnaire. Au temps o, on injecte 20 µ.1 de taurocholate tritié 

(NEN). Des échantillons de 150ul sont prélevés au cours du temps, et sont 

injectés dans des mi crotubes tests (Fi g21 ). 
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Ces microtubes tests permettent par une technique de 

fil tration-centrifugation de récuperer le culot contenant quelques 

centaines de mill1ers oe cellules grâce au fond de paraplaste qui empêche 

son tassement dans la pointe du cône, et d'éviter des échanges entre le 

culot et le surnageant grâce à l'huile de silicone. 

Après centrifugation à 13000rpm pendant 3 secondes (Mi crofuges B. 

Beckman Instruments), les cellules atteignent le KOH dans lequel elles 

écl atent. Pour séparer le culot contenant les cellules du surnageant, on 

sectionne le microtube au niveau du paraplaste et de l'huile de silicone 

(Fig21). 

- on place le surnageant dans une fiole de comptage, on ajoute 4.5ml de 

liqui de scintillant (Aquasol , NEN). 

-Le culot contenant les cellules est placé dans une fiole de comptage, il 

est chauffé à 70°C pendant 15 minutes, de manière à faire fondre le 

paraplaste et ainsi libérer le KOH et le contenu cellulaire. On ajoute 500 µ,1 

de Benzène (solvant) et 115 µ.1 de HCl, sous hotte aspirante, pour 

neutraliser le KOH et 4.5ml de liquide scintillant. 

Matériel & Méttmes 



Les fioles sont mises à compter dans un compteur à scintillation a 

(Beckman LS 180 1) 

3.3.1. Utilisation du compteur à scintillation .6 

Ce compteur nous donne lo mesure de rodiooctivité en Cpm et en Dpm. 

Cpm: nombre de coups por minute indiqué por l'opporen de comptoge. 

Dpm: nombre de désintégrotion por minute des otomes rodiooctifs ou lo 

désintégrotion réelle dons lo fiole. 

Efficience du comptage (%) : Cpm/Dpm * t oo 

L'écart type est directement calculé et détermine le temps de comptage 

(entre une et deux minutes). 
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L'efficience de comptage diminue quand le ·quenchinf augmente. Le 

compteur à scintillation possède un système automatique de correction du 

comptage en fonction de ce quenching ce qui permet la conversion des Cpm 

en Dpm. A titre indicatif: certains facteurs influencent le comptage , 

comme le solYant utilisé, les impuretés et l'oxygène. 

3.3.2. Modélisation du transport du teurocholete dans les hépetocytes 

Le modélisation compartimentale (Jecquez, 1972) représente un système 

sous forme de transferts de substance entre différents compartiments. 

Un compartiment (ou pool) est une quantité de substance qui se comporte 

cinétiquement d'une manière distincte et homogène. Il est à ,jistinguer d'un 

Yolume physique ou physiologique, blen que la quantité de matière dans un 

tel Yolume puisse être un compartiment. 

Il peut y avoir ·entrée" de matière Yenant de l'enYironnement et "sortie" de 

matière vers cet environnement, le système est ouyert. S'il n·y a pas 

d'échange aYec l'environnement, le système est fermé. 

Le modèle fermé à deux compartiments est utilisé pour caractériser le 

transport du taurocholate. 
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Figure n°22 : L'onolyse comportimentole est décrite por un modèle fermé o 
deux comportiments, o l'étot stotionnoire por les hépotocytes 
isolés en suspension. 

Tc::: quontité de tourocholote non morqué dons le milieu extrocelluloire. 

Tel: quontité de tourocholote non morqué dons le milieu introcelluloire. 

k 12 et k21 sont des constontes de vitesse. 
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1. Les cellules sont en suspension dons le milieu. Lo concentrotion en 

tourocholote introcelluloire est en équilibre ovec lo concentrotion en 

tourocholote extrocelluloire. Le système étont plocé o l'étot stotionnoire .. 

lo vitesse d'entrée est égole o lo vitesse de sortie. 

Por convention .. le milieu extrocelluloire sero le comportiment 1 et 

conttent une quanttté X 1 (moles) de taurocholate non marqué. La cellule 

sera le compartiment 2 et contient une quantité. x2 de tourocholote non 

marqué. L'échange de taurocholate entre le mil ieu et la cellule, est 

coroctéri sé por des constontes de vitesse k21 et k 12 (min - l ). 

La constante de vitesse exprime la fraction du compartiment 1 transférée 

vers un autre compartiment 2 par unité de temps (Fig22). 

A l'état stationnaire et à une concentration en taurocholate déterminée, la 

ci nétique est considérée d'ordre 1 et la vitesse est proportionnelle à la 

quantité de substance présente dans le compartiment: V = k * X. 

A l'état stationnaire, les vitesses d'entrée et de sortie sont égales et par 

conséquent: 

dX 1 /dt= Yitesse d'entrée - Yitesse de sortie=◊ ( 1) 

donc 

et 

dX2/dt= Yitesse de sortie - Yitesse d'entrée=O 

dX 11 dt=k l 2 * X l - k2 l * x2 =0 

dX2/ dt=k21 * X2 - k 12 * X 1 =0 

k21 X2 = K 12X 1 

(2) 

Au temps 0, on ojoute un foible quantité de tourocholote rodiooctif , pour 

mesurer lo vitesse o l'étot stot ionnoire. 

Nous odmettons que le tourocholote est un troceur porf oit , qu'il se mélonge 

instontonément ovec le tourochohüe non marqué, et que lô cell ule ne 

distingue pas le tourocholote rodiooctif et le tourocholote non rodiooctif. 

Le tourocholote vo ropidement pénétrer dons lë cellule. 

Ensuite 1 o vites se d'excrétion du tourocho 1 ote rodi ooct if vo ougmenter 

jusqu·o l'équilibre des vitesses d'entrée et de sortie. 

Matériel & Méthodes 
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La carectêr1satton de l'état stattonnatre est alors poss101e. st k21 et k 12 

sont connues. 

-Déterminotion de 1<21 et k 12 

Les équations explicites du modèle sont ajustées aux données par une 

méthode des moindres carrés non linéaires en utilisant l'algorithme de 

LeYenberg-Maquardt( 1963) et Jacquez( 1972)_. des estimations pour les 

constontes k 12 et 1<21 sont obtenues. 

L'information de cette méthode en Fortran a été réalisée sur Apple 

Macintosh (Coche, 1988). 

Les équations utilisées pour décrirè l'évolution du taurocholate marqué 

dans les cellules et dans le milieu sont: 

milieu 

X1(t) = k12 * X1(0) + k21 * Xl(o) * e-(Kz1+k1zH 

{k21 + k 12) (k21 + k 12) 

cellules 

XiO=k21 *Xl(o) ( 1-e-<k21 +k12H)+X2(0) 

(k21 +k 12) 

(3) 

Xt= quontité de tourocholote non morqué, ojoutée dons 

le milieu de départ (connue). 

)( 1 = quantité de taurocho l ate non marqué dans le mi 1 i eu à 

l'équilibre. 

X2= quantité de taurocholate non marqué dans la cellule à 

réquiliOre. 

X2=Xt - X 1 

on remplace (4) dans (l) 
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La Yi tes se d'i ncorporetl on du teurocho 1 ete est: 

V=k 12 * X 1 

V est exprimé en nmoles de teurocholate transportées par minutes et par 

mgr de protéines. 

En répétant l'expérience à différentes concentrations en taurocholate, on 

peut étudier la relation Yitesse-concentration. Cette relation est décrite 

de manière adéquate par une hyperbo 1 e de Mi chae 1 i s-Menten. 
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A partir de cette équation la constante d'affinité: Km (µM) et la Yitesse 

maximale de transport: Vmax (moles/min) peuyent être déterminées par 

régression linéaire. Les altérations au niYeau des transporteurs 

membranaires se répercuteront sur les Yaleurs de Km (affinité modif ée) ou 

sur la Vmax (nombre de transporteurs modifié). 

Matériel & Méthodes 
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Les protéines ont été dosées par la méthode de Folin modifié, Miller( 1959): 

·protein method·. Anal. Chem.81,964 

Réactifs: *solution A: 7ml de Na2co3 14.3% 

2.5ml NaOH 2N 

0.5ml Tartrate 20% 

= 10ml 

*solution B: 1 ml Cuso4 

*solution C: 10ml de la solution A+ 1 ml de la solution B 

1 ml (ou 0.2ml) d'échontillon o doser (dllué de monière odéquote) est incubé 

ovec 1 ml (ou 0.2ml) de lo solution C, pendont 1 O minutes o tempéroture 

ombionte. Après 1 O minutes, ojouter 3ml (ou 0.6ml) de f olin ( 1 ml porté o 

11 ml, par addition d'H2o) et incuber le tout 1 o minutes à 50°C . Lire à 

660nm. 

Concentret ion inconnue= abs inconnue x concentration éta 1 on 

abs étalon 

Concentration étalon: 0.1 mgr/ml de Serum Albumine Bovine. 

Matériel & Méthodes 
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5. 1 . PREMIER PROTOCOLE o· 1 NCORPORA TI ON 

Ce protocole est inspiré de Ven Bezooijen (1978). 

11 nécessite une densité cellulaire de 1 0 à 20.1 o6(cellules/ml) 

200 µ.1 de suspension cellulaire et 1.5ml de LeiboYitz L-15 ·enrichi. 

(contenant lmgr de Glutamine par ml de milieu), sont incubés à 37°C, 

pendont 20 minutes, sous une otmosphère de 95% o2 et de 5% co2. 

Au temps 0, on ajoute de 20 µ.l de (3H)leucine (diluée 2 fois) . 

Des échent i 11 ons de 100 µ.1 sont pré 1 evés eu cours du temps. On ajoute à ces 

échantillons 1ml de TCA 10%(0°C) pour précipiter les protéines et arrêter 

la réaction. On centrifuge à 300g (centrifugeuse ALC). Le précipité restant 

est levé 3 fois avec du TCA glacé (0°C) 51. Le culot est dissous dans 200 

µ.1 de Soluène. On ajoute 4.5ml de liquide scintillant et la lecture de la 

radioacti11ité est faite au compteur à scintillation (3.3.1). 

Essais de modifications de ce premier protocole par l'emploi d'un appareil 

de filtration sous vide: Millititer H.A, 96 well Filtration Plate, Millipore 

Corporation Bedford, Mass. 

200 µ.l de suspension cellulaire (densité: 1 0 à 20.106 cellules/ml) et 2ml 

de Lei bo11itz L -15 (contenant 1 mgr de gl utami ne par m 1 de milieu et 

1 000mgr de leucine par ml) sont incubés à 37°C pendant 15 minutes. Au 

temps 0, on ajoute 40 µ.1 de leucine radi oact i 't'e. 

1) Des échant i 11 ons de 150 µ.1 sont pré 1 evés au cours du temps et placés 

dans des microtubes tests. Ces tubes sont centrifugés pendant 30 secondes 

à 13000rpm, à la microfuge (Beckman). 100 µ.l du surnageant sont repris et 

placés dans un puits contenant au préalable 200 µ.1 de TCA 201 à 0°C. On 

effectue dans ces puits, 4 lavages au TCA 5% à 0°C. Les filtres sont 

découpés et placés dans des fioles de comptage, dans lesquelles on ajoute 
Matériel & Méthodes 
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1 ml de cellules 

10ml de milieu MEN sons leucine 

incubotion 30 minutes o 37°C. 

Leucine*: 0.5.uCi/ml 

lncubotion (temps: o·,20·_.40' _. 60) 

· . .->\ :..\·: Cel1ules + mi lieu 

l ml d'échontillon·s (ce11uies + 

milieu+ Leucine*) 

+lmldeKCl 

---- lml de K0H O. lN 

1 ml de TCA 2oi 

1ml de KCt 

éliminotion du surnogeont 

0 culot 

fil!~ 1ml d'éthanol 

C:> 1ml d'éther 

500µ.l de protosoi incuboUon 30 minutes o 55°C 

+ 25µ1 d'ocide océtique 

+ 4.5ml de liquide scintillont 

Figure n°23 : Schémo générol du second protocole. 
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200 µl de méthanol pour dissoudre lo membrone, 50 µl d'HCl et 4500 µl de 

liquide scintillont, ensuite lo lecture de lo rodiooctivité est foite ou 

compteur o scintillation. 

2) Des échont i 11 ons de 100 µl sont pré 1 evés ou cours du temps et p 1 océs 

dons des tubes contenant 50 µ1 de Triton (X 100) 1. 1 %. Les cellules 

atteignent le Triton et éclotent. 100µ1 de cette suspension sont repris et 

plocés dons un puits contenant ou préoloble 200 µ,l de TCA 20% (0°C). 4 

lovoges ou TCA 5% (0°C) sont effectués dons ces puits. Les filtres sont 

découpés et plocés dons des fioles de comptage, dons lesquelles on ojoute 

200 µl de méthono 1, 50 µl d'HCl, et 4,5m 1 de li qui de sci nt i 11 ont. On lit 1 o 

rodiooctivité ou compteur o scintillation. 

5.2. SECOND PROTOCOLE D"INCORPORATION 

11 nous est fournit por communications personnelles du loborotoire de 

Monsieur et Modome Wottioux. 11 o été odopté de Sondvig (1976) et Yon 

Deurs ( 1966) (Fig23). 

1 ml de suspension celluloire (20.106 cellules/ml) et 10ml de milieu MEM 

(sons leucine) sont incubés o 37°C, pendont 30 minutes. Au temps O, on 

ojoute 5.5 µl de leucine rodiooctive. Des échantillons de 1 ml sont prélevés 

ou cours du temps. A ceux-ci on ojoute 1 ml de KCl 0.9% (premier lovoge). 

Une première centrifugation est effectuée èi 1000 rpm pendont une minute, 

le surnogeont est enlevé et 1 ml de KCl 0.9~ (o 20°C) est rojouté ou culot 

(second lovoge). On centrifuge une deuxième fois, le surnogeont est 

éliminé. A ce culot, on ojoute 1 ml de KOH 0.1 N pour dissoudre le culot et 

1 ml de TCA 20~ (pour précipiter les protéines) o tempéroture orntrionte . 

Le contenu du tube est versé sur un filtre (Whotmon. Microfibres GF /6, 

di om: 2.5cm. Whotmon I nternot ion. Ldt. Engl ond) dons un opporei 1 de 

filtrotion sous vide (Collecteur d'échantillons 1225. Millipore Corporotion 

Bedford, Moss). Le tube est lové 3 fois ovec 1 ml de TCA 10%, en versont 

choque fois le contenu du tube sur le filtre. 1 ml d'éthanol obsolu et 1 ml 
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d'éther sont versés sur le flltre pour le sécher. Les filtres sont plocés 

dons des fioles de comptoge, dons lesquelles on ojoute 500 µ.l de protosol , 

ensuite ces fioles sont chouff ées o 55°C pendont 30 minutes. Ces fioles 

sont refroidies. 25 µ.l d'ocide océtique sont ojoutés pour neutroliser le K0H. 

Après 4.5ml de liquide scintillont sont ojoutés _. et les fioles sont mises 6 

compter dtrns le compteur o scintillotion. 

5.3. CHROt1AT06RAPHIE 

Afin de vérifier que lo leucine rodiooctive du surnogeont se retrouve bien 

incorporée dons les protéines, le sumogeont o été chromotogrophié 

-Col onne K 15/30 Phormocio Fine Chemicols 

-Gel Sephodex G50 {Phormocio,Uppsolo,Suède): longueur= 24cm 

di omètre= 15mm 

Chromotogrophie sur tomis moléculoire 

-Eluonts: Tris 0.1 M 

NoCl 0.05M 

pH 8 

Leucine non rodiooctive 3mM 

1400 µ.l de cellules {densité: 15. 106 cellules/ml) et 14ml de milieu MEM 

sont i ncubés 30 minutes o 37°C, sous ogitotion. Au temps 0 minute, 7.5 µ.l 

de leucine* sont ojoutés o lo suspension celluloire. Des échontillons de 

3ml sont repris et centrifugés pendont 1 minute o 1 000rpm. 

2000µ.l de sumogeont sont déposés sur lo colonne. Le débit de lo 

chromotogrophie (20cm/heure) est réglé o l'oide d'une pompe péristoltique. 

Lo sortie de lo colonne est roccordée o un opporeil enregistront 

l'obsorption des substonces éluées o 280 nm. Le liquide élué est olors 

recueilli dons les tubes collecteurs de froction et lo rodiooctivité est lue 

ou compteur. 
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Pour séparer la leucine extracellulaire et la leucine cellulaire, des 

microtubes tests (3.3) sont employés. 200 µ1 de suspension cellulaire et 

50 µl de leucine non radioactive sont ajoutés à 2ml de milieu MEM. Ces 

t rois substances sont incubées pendant 20 minutes sous agitation. Au 

t emps 0, on ajoute 50 µl de leucine radioactiYe. Des échantillons de 150 µl 

sont prélevés au cours du temps et sont déposés dans des microtests 

tubes. Ces tubes sont centrifugés p_endant 30 secondes à 13000rpm, à 1 a 

microfuge (Beckman). Le tube est sectionné au niveau de l'huile de silicone 

et du paraplaste. 

- Le surnageant est introduit dans une fiole de comptage. On ajoute 4.5ml 

de liquide scintillant et on lit la radioactivité au compteur. 

- Le culot est .également placé dans une fiole de comptage, qui est 

chauffée à 70°C pendant 15 minutes. Dans cette même fiole, on ajoute 500 

µl de benzène (solvant) et 115 µl d'HCl 2M (pour neutraliser le KOH). 

Finalement on ajoute 4.5 ml de liquide scintillant et on fait la lecture de 

l a radioactivité. 
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ce protocole fut publié par Taylor ( 1962) pour les cellules de muscles 

l isses, et des essais d'adaptation aux hépatocytes furent effectués au 

l aDoratoi re (Decat, 1967). 

Le protocole est actuellement le suivant, son adaptation n'étant pas 

t erminée. 

7_ l _ SOLUTIONS 

1.Solutions de Krebs 20% (poiôsl't'oll.Jl'l'lle) DMSO utilisé€' potr un stockage à OOC 

pendant 1 O mimJtêS. 

NACI 0.1212M 

CACl22Hi) 0.0025M 

NaH2P04 0.0012M 

Glucose 0.011 SM 

+carbogèoo 

KCI 0.0054M 

lv1gCl2 0.0012M 

NaHC03 0.015M 

CMSO 2.S6M 
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Le pH est maintenu ê ô.6 pour des conditions optimales de refroidissement 

(Taylor, 1952) 

2. La seconde solution est un tampon 30% (poidsJ·T'olurne) DMSO K+-Tricine, utilisé à 

des températt.res négatives. 

Na.Cl 0.0072M KCI 0.0423M 

GaCl2 0.0025M MgCl2 0.0137M 

t-,aH2PO4 0.0012M KHC-03 0.0155M PH=9.3 à -13°C 

Glucose 0.0155fv1 KOH 0.0777M (Taylor, 1982) 

Dfv1SO 3.9fv1 Tricine 0.1 0OM 

+ carbogè ne. 

1 _2_ CONGELATION 

La suspension contenant 1 es hépatocytes, dont 1 a densité est de 1 O* 1 06 

ce 11 ul es/m 1 de solution Krebs-Ri nger ayec Ca++, est gardée à 0°c. 500ul de 

Matériel & Méthodes 
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lo suspension celluloire sont prélevés et centrifugés o 50g. Le surnogeont 

est enlevé et remplocé por une solution de Krebs 20% (P/'v') DMSO. Les 

cellules restent dons ce milieu 10 minutes o 0°C. Une nouvelle 

centrifugotion est effectuée o 50 g. Le surnogeônt est o nouveou enlevé et 

remplocé por un même volume de tompon 30% (P/'v') DMSO K+-Tricine qui se 

trouve o une tempéroture de -7°C pendont une heure (Cryostot Loudr:, K 4 R). 

Après 60 minutes, un possoge groduel est effectué _. s'échelonnont de -7°C o 
-13°C, en diminuont de 2°C por minute. Les r,é.potocytes sont mointenus 30 

minutes o -13°C. 

7 .3. RECHAUFFEMENT 

Les cellules oyont sédimenté, le surnogeont est enlevé (450 µl) et on_ 

ojoute ou culot restont 4.5ml de solution de Krebs, contenont 1 M de 

glucose, pour éviter les dommoges cousés por une dilution ottribuée. Ce 

glucose semble empècher une entrée mossive d'eou qui provoqueroit un 

déséquilibre entre le mileu intro- et extrocelluloire (Fuller, 1982). Cette 

solution est portée o 37°C (dons un boin thermostotisé) pendont 1 O 

minutes. On centrifuge o 50g pendont 1 minute. Le surnogeont est éliminé 

et un volume de milieu MEM (ce volume est déterminé pour les expériences 

o suivre) est ojouté ou culot. 

lf'emttrqve 

Les résultots obtenus devront être corrigés por un f octeur de densité 

celluloire, puisque lo densité de lo suspension celluloire est plus f oible 

que celle des hépotocytes froîchement isolés (élirninotion de cellules 

mortes). 

Matériel & Méthodes 
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Suivont l'objectif principol de cette étude_, un protocole d'étude de 

l'incorporotion de leucine rodiooctive dons les protéines totoles pour les 

hépotocytes isolés sero mis ou point. 
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Dons une première portie, l'efficocité des différents tests et protocoles 

sero évoluée sur les cellules frnichements isolées ou cellules 

témoins .. ensuite nous nous intéresserons 6 l'opplicotion de ces protocoles 

sur les cellules stockées à des tempérntures négatives. 

Résultats 



50 

Avant d'utiliser notre protocole d'incorporation de leucine dans les 

protéines des hépatocytes, la viabilité de ces cellules doit être contrôlée 

par différents tests de viabilité structurelle et d'intégrité métabolique. 

1. 1 TESTS DE VIABILITE 

1. 1.1. Tests de viabilité structurelle 

Parallèlement au test d'exclusion du colorant vital, 11 est possible 

d'estimer la densité cellulaire ainsi que le nombre de cellules dans un 

volume choisi. La densité recherchée pour l'incorporation de la leucine 

dans les protéines est comprise entre 15*106 et 20*106 cellules /ml. 

Pour l'obtenir, on ajuste le volume cellulaire avec du tampon Krebs-Ringer 

C ++ a . 

!. !. 1.1. Test dexclt1sfon dt1 colortJnt vittJI (érythrosine) 

Cette viabilité cellulaire est estimée en i. 

-Pour des cellules fraîchement isolées, le nombre de cellules n·excluant 

pas le colorant vital oscille entre ô5 et 90% (Fig 24). Cette fraction 

d'hépatocytes viables ne diminue que très légèrement pendant la 

conservation de 3 heures à 0°C. De plus aucune altéraion membranaire n·est 

observée (Fig 25). 

C'est un test complémentaire à celui de rexclusion du colorant v1tal, pour 

estimer et évaluer l'intégrité membranaire. 11 s·effectue par observation 

de raugmentation de LDH dans le milieu ou par la quant1té de LDH perdue 

Résultats 
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Flgure n°24 : Estimation de la viabillté cellulaire par le test à 
l'érythrosine, chez les hépatocytes 
fraîchement isolés. 

Figure n°25 : Suspension d'hépatocytes fraîchement isolés. 
(microscope optique) 
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Figure n°26 : Estimotion de lo viobihté celluloire o portir de lo libérotion 
de LDH dons le milieu d'incubotion, chez les hépotocyte'.:; 
froîchement isolés. 
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por les cellules.Il s'exprime en i . 

-Le pourcentoge de viobilité est mesuré chez des cellules froîchement 

isolées et gordées o 0°C pendont 3 heures.(Fig26) Lo diminution minime de 

cette voleur ou cours du temps (3i en 3 heures) suggère que les cellules 

stockées o 0°C conservent leur structure membnmoire intocte. 

1.1 .2. Tests d'intégrité métobohgue 

/. 1..2 I.Cinétiqw. dtJ trttnSpOrt dtJ tm1rocholt1te 

Hobituellement, lo cinétique du tronsport du tourocholote foit portie de 

l'étude du tronsport des ocides bilioires. Nous pouvons dons cette étude 

l'incorporer dons les critères d'intégrité métobolique. 

Ce critère est o mettre en ropport ovec les deux tests précédents qui 

concemoient l'évoluotion de l'intégrité membronoire. 

-Pour les cellules froîchement isolées et gordées o 0°C pendont 2 ou 3 

heures(Fig27): lo relotion entre lo vitesse de tronsport et lo concentrotion 

en tourocholote est hyperbolique est bien décrite por l'équotion de 

Michoelis-Menten. Ceci est en occord ovec lo littéroture (Schworz, 1975). 

Lo constonte Km ( constonte d'offinité) et lo Ymox (vitesse moximole de 

tronsport) sont des poromètres de lo courbe Michoelis-Menten et peuvent 

être déterminés por ojustement de cette courbe sur les points 

expérimentoux. Lo noture soturoble de cette relotion suggère l'intervention 

d'un méconi sme oct if dons 1 o coptot ion du tourocho 1 ote, et 1 o présence de 

tronsporteurs membronoi res spécifiques. 

Résultats 
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lncorporotion de leucine rodiooctive dons les protéines 
totoles. Ln concentrotion en leucine non morquée est 
0.95µmoles. Ces expériences ont été réolisées en 
4 réplicots. 
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Figure n°29 : Premier protocole (Von Bezooi jen, 1978) 
lncorporotion de leucine rodiooctive dons les protéines 
totnles. Lo concentrotion en leucine non morquée est 
Bµmoles . Ces expériences ont été réelisées en 
4 réplicots. 



1.2 INCORPORATION DE LA LEUCINE RADIOACTIVE DANS LES 

PROTEINES TOTALES CHEZ LES HEPATOCVTES ISOLES 

Les différents critères de contrôle de la viabilité cellulaire étant 

mesurés, nous pouvons mointenont oppliquer un protocole d1ncorporotion 

de leucine rodiooctive dons les protéines totoles _, chez les hépotocytes 

i solés. 

1.2. 1. Premier protocole (Yon Bezooijen, 1978). 
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Lo fi gure (28) montre qu·oucune incorporotion dons les protéines totoles 

n'est obtenue, pour ce protocole oppliqué pendont 2 heures. Ceci conti:--oste 

ovec les résultots de Yon Bezooijen, qui trouve une cinétique 

d'incorporotion croissont linéoirement pendant 4 heures(Flg 16). 

Une expérience 0 été réolisée en ougmentont lo concentrotion en leucine 

pour atteindre une concentration de 8 umoles/ml , pour laquelle Yon 

Bezooijen trouve une incorporation moximole dons les protéines totales. 

Lo f i gure (29) nous montre de nouveau que même dons ces conditions 

spécioles, oucune incorporotion mesurable n'est obtenue dons les protéines 

toto les. 

_12_,_2. Modifications du premier protocole 

Certains problèmes spécifiques ou protocole lui-même, ont contribués o 
ougmenter la voriobilité des résultats. Ces problèmes semblent résulter de 

lovoges ou TCA si trop peu précis, cor réalisés dons des tubes (de 3ml). 

Cette étope de séporotion o été réolisée por une filtration sous vide oprès 

séporotion du sumogeont et du culot celluloire par remploi de microtests 

t ubes (Motériel et Méthodes 3.3). 

Les échont il 1 ons sont déposés dons des puits contenont des filtres. Ceux-ci 

Résultats 
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ne sont pos découpés mois ils sont normolement séporés de monière 

ét onche. 

- Pour les sumogeonts des cellules incubées o 37°C, on observe une 

ougmentotion ropide de l'incorporotion de leucine morquée dons les 

protéines jusqu·o 0.0007 nmoles/mgr de protéi nes_. o 1 o minutes. Ensuite 

une diminution ropide puis une légère ougmentotion est obtenue jusqu·o 

200 minutes (Fig 30). 

- Pour les sumogeonts des cellules mointenues o 0°C, on observe oussi une 

ougmentotion ropide de l'incorporotion de leucine morquée dons les 

pro téines jusqu·o 0.0008 nmoles/mgr de protéines,o 1 O minutes. Ensuite 

une diminution ropide puis une légère ougmentotion est oussi observée (Fig 

30). 

- Dons les culots celluloires des cellules incubées o 37°C, une 

ougmentotion de l'incorporotion est observée jusqu·o 15 minutes, suivie 

d'une dtminution de l'incorporotion jusque 200 minutes (Fig 31). 

-Dons le culot celluloire des cellules mointenues o 0°C (tempéroture où le 

métobolisme celluloire est rolenti), une ougmentotion continue de 

l'incorporotion est observée jusqu· o 90 minutes, suivie d'un ploteou (Fig 

31 ). 

Nous pouvons oinsi constoter que: -1 °) L'incorporotion de leucine 

rodiooctive dons les protéines celluloires est réolisée oussi bien o 0°C, 

qu'ii 37°C. - 2°) Le toux d'incorporotion est plus 

f oi ble o 37°C qu'o 0°C. 

- Les protéines toto les sont obtenues por oddition de triton X 100 (celui-ci 

fo i t écloter les cellules). Lo figure (32) ne nous permet pos de donner une 

interprétotion voloble de l'incorporotion de leucine rodiooctive dons les 

protéines totoles. 

Cette voriobilité est expliquée por diffusion entre les puits de 

l'opporei 11 oge de fil troll on ( dû 6 un monque d'étonchéité des puits). 

- Une expérience supplémentoire o été réolisée pour tester cette 

étanché1té. Des échant111ons contenant de rH2o et de la leucine radioactive 

Résultats 
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Figure n°34 : Second protocole (Wottioux odopté de Sondvig( 1976) et de 
Von Oeurs( 1988) 
1 ncorporot ion de 1 euci ne rodi ooct ive dons 1 es protéines 
totoles, pour les hépotocytes froîchement isolés. 

(3H) leucine: 0.5µCi/ml. 3 réplicots . 
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Fi gure n°35 : Second protocole. lncorporotion de leucine rediooctive dons 
les protéines totoles, jusque 120 minutes, pour les 
hépotocytes froîchement isolés 
(3H) leuctne: o.suci/ml. duplicots. 
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Figure n°36 : Second protocole. lncorporotion de leucine rodiooctive dons 
les protéines totoles et dons les sumogeonts, pour les 
hépotocytes froîchement isolés 
(3H) leucine: 0.5µCi/m1. 
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(NEN) ont été disposés oléotoirement dons les puits et filtrés. Por 

comptoge de lo rodiooctivité odsorbée sur les filtres nous ovons pu 

observer une diffusion du troceur entre les puits (Fig 33). 

1.2.3. second protocole (Wottioux, odopté de Sondvig( 1976) et de Yon 

Deurs( 1988)) 
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Ce problème mettont en question lo totolité des résultots précédents, une 

ul time modificotion du protocole o été réolisée. 

Pour éliminer les problèmes de lovoge survenus dons le protocole 

précédent, les échont i 11 ons sont déposés sur des filtres (Whotmon), qui 

permettent une meilleure séporotion entre le sumogeont (ospiré por une 

pompe o vide) et le culot (odsorbé sur le filtre). 

Les résultots suivonts ont été obtenus: 

-Une incorporotion de leucine rodiooctive dons les protéines totoles (Fig 

34 ). Ces résultots sont stondordisés en nmoles / mgr de protéines. Cette 

incorporotion est linéoire jusqu·o 60 minutes. 

-Quond l'incorporotion de leucine dons les protéines totoles est réolisée 

jusqu·o 120 minutes, on note un rolentissement de l'incorporotion (Fig 35). 

-De plus, il existe dons le sumogeont une foible rodiooctivité (0.5 

nmoles/mgr de protéines) précipitoble, et donc ossociée o des protéines 

(Fig 36). 

1.3.4. Chromotogrophie 

Afin de vérifier si cette quontité de leucine morquée est incorporée dons 

les protéines ou y est simplement ossociée (por odsorption), nous ovons 

procédé o lo chromotogrophie des froctions contenonts le surnogeont. 

Dès l'oddition de leucine rodiooctive (ou temps 0 minutes), les 

échontillons sont déposés sur lo colonne: 

Lo fig(37) nous permet d'observer 3 pics. 

Résultats 
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Figure n°37 : Chromotogrophie ou temps o minutes, pour les sumogeonts. 
1 ° pic: élut ion des protéines (32:g du pic HEM) 
2° pic: élut ion de leucine non incorporée 
3° pic: élut ion du coloront du HEM 
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pic correspondont il lo leucine rodiooctive incorporée 
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Figure n°39 : Chromotogrophie ou temps 30 minutes, pour les 
sumogeonts. 

1 ° pic: élution des protéines (34i du pic MEM) 
2° pic: élution de leucine non incorporée 
3" pic: élut ion du coloront du MEM 
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Figure n°40: Chromotogrophie ou temps 30 minutes. 
Chrmgement d'échelle 
1 ° pic: élution des protéines, a l'intérieur duQuel existe un 

pic correspondont o lo leucine rodiooctive incorporée 
2° pic: élution de leucine non incorporée 
3° pic: élut ion du coloront du MEM 
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Fi gure nc.41 : Chromot.ogrophie ou temps 60 minutes, pour les sum"geonts . 
1 c. pic: élut.ion des protéines (37:g du pic HEH) 
2° pic: élut ion de leucine non incorporée 
3" pic: élut.ion du coloront du HEM 
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Figure n°42 : Chromotogrophie ou temps 60 minutes. 
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Figure n°43 : Chromotogrophie ou temps O minutes, pour les sumogeonts. 

Addition de cycoheximide: 1 mM 
1 ° pic: élut ion des protéines (35.8% du pic HEM) 
2° pic: élut ion de leucine non incorporée 
3° pic: élut ion du coloront du HEM 

Figure n°44 : Chromotogrophie ou temps O minutes. Addition de 

cycloheximide: 1 mM 
Chongement d' éche 11 e 
1 ° pic: élution des protéines, o l'intérieur duQuel existe un 

pic correspondont o lo leucine rodiooctive incorporée 
2° pic: élut ion de leucine non incorporée 
3° pic: élut ion du coloront du MEM 
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-Le premier pic représente l'élution des protéines. 

-Le second pic représente l'élution de lo leucine non incorporée. 

-Le troisième pic correspondroit ou milieu MEM ou plutôt o l'élution du 

colorant indicoteur qui se trouve dons ce milieu. Lo surf oce de ce pic ne 

vorie pos cor lo quontité de milieu MEM est fixée ou déport. 11 peut donc 

servir de référence pour colculer lo proportion du pic des protéines por 

ropport ou pic de milieu MEM (32i du pic MEM). 

Lo modificotion de l'échelle permet de visuoliser un pic de rodiooctlvité 

qui s'élue en même temps que les protéines (Fig38). 

L'oddition de leucine non rodiooctive lors de lo chromotogrophie ne permet 

pos de déplocer le pic (de leucine morquée incorporée dons les protéines). 

11 semble donc que l o que l o leucine rodi ooct ive ne soit pos odsorbée de 

monière non spécifique sur les molécules du milieu (MEM) mois bien 

incorporée dons les protéines de ce milieu. 

• 

L'échontillon est déposé 30 minutes oprès l'oddition de leucine rodiooctive. 

On observe sur les figures (39 et40) , une élévotion du pic des protéines 

(34i du pic MEM), de même qu'une élévotion du pic de leucine rodiooctive 

incorporée dons les protéines et une diminution du pic de leucine morquée 

libre. 

L'échontillon est déposé 60 minutes oprès l'oddition de leucine morquée. 

Une élévotion du pic de protéines (37i du pic MEM) et du pic de leucine 

rodiooctive incorporée dons les protéines est constotée. On observe de 

même une diminution du pic de leucine rodiooctive libre (Fig 41 et42). 

lmM de cycloheximide (inhibiteur de lo synthèse protéique:§ 1.2.6) est 

ojoutée o lo suspension celluloire lors de l'incubotion de 30 minutes o 
37°C ovont l'oddition de lo leucine morquée. Les figures(43 et44) 

permettent d'observer une diminution du pic résultont de l'incorporotion de 

leucine rodiooctive dons les protéines. Mois une élévotion du pic de 

protéines (35.Bi du pic de MEM) est constotée. 

Résultats 
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Figure n°45 : Effet de lo privotion de leucine non morquée dons le protocole 
d'i ncorporot ion de 1 euci ne rodi oocti ve dons 1 es protéines. 
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Figure n°46: Cinetique d'incorporation de leucine radioacti ve dans les 
protéines en présence de 1 mM de cycloheximrne. 
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Figure n°47 : Cinetique d'incorporation de leucine radioactive dans les 
protéines en présence d'une gamme de concentration de 
0.1uM è 100uM en cycloheximide. 



1.2.5. lmportonce de lo privotion de leucine dons l'incorporotion de lo 

leucine rodiooctive dons les protéines 

Une différence entre les deux protocoles est lt:1 privt:1tion de leucine pour 

les cellules pendont 30 minutes ovont l'oddition de leucine rodiooctive 

(second protocole). 

Lo fig(45) nous montre que les cellules incubées dons un milieu MEM et 

privées de leucine pendont 30 minutes possèdent une cinétique 

d'incorporotion sembloble oux hépotocytes qui n'ont pos subit cette 

privotion. 

1.2.6 Emploi de lo Cycloheximide comme inhibiteur de lo synthèse 

protéique. 
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Pour déterminer si lo leucine rodiooctive est incorporée dons les protéines 

ou odsorbée sur des molécules celluloires, il est utile d'employer des 

inhibiteurs de lo synthèse protéique. 

Plusieurs substonces inhibent lo synthèse protéique chez les hépotocytes 

isolés. 

Seglen (1976) o constoté qu'une concentrotion de lmM en cycloheximide 

inhiboit lo synthèse protéique jusqu·o 98~. 

Lo figure (46) montre que lo cinétique d'incorporotion de leucine 

rodiooctive dons les protéines dons les cellules incubées en présence de lo 

cycloheximide ( l mM) est très f oible et proche de O. Ce qui loisse supposer 

que l'inhibition est presque tott:1le. 

Lo figure (47) montre que l'inhibition de l'incorporotion de leucine morquée 

dons les protéines est dépendonte de lo dose de cycloheximide dons une 

gomme de concentration de O. 1 µ..M o 100 µ.M. 

Résultats 
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1.3 CINETIQUE D"ENTREE DE LEUCINE DANS LES CELLULES 

Afin de mesurer séporément lo leucine celluloi re de lo leucine totole, des 

microtests tubes sont utilisés. 

Lo f igure (48) nous montre que lo quontité de leucine rodiooctive dons les 

cellules ougmente jusqu·o 40 minutes. 

Après ce lops de temps, un rolentissement de l'en\rée de leucine morquée 

dons les cellules est mise en évidence pour une période de 60 minutes. 

1.3.1. Effet de lo tempéroture sur l'entrée de leucine rodiooctive dons les 

cellules. 

L'entrée leucine dons les cellules est mesurée o 37°C et o 0°C. 

-A 0°C, le métobolisme celluloire est rolenti. 

Lo figure (48) permet de remorquer que pour une concentrotion en leucine 

de 20 µ.M, lo quontité de leucine, qui est entrée dons les cellules, est plus 

f oible d'environ 80i pour les cellules o 0°C, por ropport oux cellules o 

37°c. 

De même que pour une concentrotion de 200 µ.M, l'entrée de leucine dons les 

cellules est réduite de 50i pour les hépotocytes o 0°C, por ropport oux 

hépotocytes o 37°C (Fig49). 

1.3.2. Emploi de deux inhibiteurs de l'entrée de leucine rodiooctive dons les 

hépotocytes. 

-Lo cycloheximide est utilisée comme premier inhibiteur. Lo figure (49) 

nous permet de constoter que pour une concentrotion en cycloheximide de 

0.1 mM, l'entrée de leucine est inhibée ·o 65% por ropport oux cellules 

t émoins. 

-Le second inhibiteur employé est l'ouoboïne ( 1 mM) (Fig48 et 49). C'est un 

st éroïde cordiotonique qui inhibe lo réoction de déphosphorylotion de 

Résultats 
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No+ K+ ATPoses (Stryer L, 1988). 

Remorque: 

Coroctérisotion des pompes o sodium: le tronsport oct if de No+ vers 

l'extérieur de lo cellule permet d'oboisser so concentrotion introcelluloire. 

Le grodient tronsmembronoire foumiroit l'énergie nécessoire ou tronsport 

octif des ocides ominés et des ocides biliaires (Coche, 1988) vers 

l'intérieur de lo cellule de K+ et des ominoocides (Lehninger, 1976). 

Selon Stryer ( 1988), cette inhibition est moximole pour une concentrotion 

en ouoboïne de 1 o-8M . 

Lo figure (49) nous montre que pour une concentration en leucine froide de 

20 µM , et une concentrotion en ouo_boïne de 1 mM, rentrée de leucine dons 

les hépotocytes est presque totolement inhibée o 75i par rapport aux 

cellules témoins. 

Tondis que pour une concentration en leucine froide de 200 µ.M, l'inhibition 

por l'oddition d'ouoboïne 1 mM est de soi. 

Un bref récopitulotif de ces résultots: 

-Un protoco 1 e est sé 1 ect i onné, grôce ouque 1 on mesure une i ncorporot ion de 

leucine rodiooctive dons les protéines. 

- 11 semble que lo leucine rodiooctive est incorporée dons les protéines et 

non adsorbée sur celles-ci. Plusieurs arguments, tels que lo 

chromotogrophie et l'emploi de lo cycloheximide, tendent o confirmer 

cet te hypothèse. 

-L'emploi de lo cycloheximide dons lo coptotion de leucine morquée, por 

l es cellules, suggère quelques questions quont o son niveou d'oction. 

Résultats 
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Figure n°50 : Estimotion de lo viobilité. Test o l'érythrosine chez des 
hépotocytes cryopréservés. (même suspension celluloire de 
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Les ce 11 ul es ont été conge 1 ées sel on un protocole décrit précédemment: 

elles sont stockées 30 minutes à -13°C et réchauffées à 37°C. 

2.1 TESTS DE VIABILITE 

Le stockage à basses températures peut proYoquer certaines altérations 

membranaires et métaboliques. L'application de tests de Yiabilité est 

nécessaire pour dépister ces a 1 térat ions ayant de poursui Yre des autres 

expériences. 

2.1.1. Tests de Yiabilité structurelle 

2 1. I. /. Tests B l'érythrosine 

-Pour les cellules congelées 30 minutes à -13°C (ayec cryoprotecteur), 

puis réchauffées, le nombre de cellules non colorées Yarie de 77 à 80 %. 

11 est à remarquer qu'un rendement peut être calculé à partir du 

pourcentage de cellules non colorées dans une suspension d'hépatocytes 

fraîchement isolés par rapport aux hépatocytes conservés 30 minutes à 

-13°C (Fig 50). 

La congélation est efficace, au niYeau Yiabillté structurelle, à 85%. 

Ces hépatocytes ayant été congelés peuYent présenter, au microscope 

optique, des expansions de la membrane cellulaire (Fig 51 ). 

2. /. 1.2 {)os8gB dB /8 L8Cl8IB {)és/Jjjdrogén8SB. 

59 

11 est intéressant d'observer d'une part, l'effet d'un stockage à des 

températures négatiYes en comparaison aYec les hépatocytes conservés à 

0°C, et d'autre part l'effet du réchauffement à 37°C pour des cellules 

Résultats 
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stockées o -13°C pendont un lops de temps déterminé. 

-Les mesures suivontes ont été réolisées (Fig 52 et 52b): 

1 °.Les cellules stockées o -13°C pendont 30 minutes .. puis réchouff ées o 
37°C. On constote une perte de 2 ~ de LDH por les cellules 

2°.Les cellules stockées o -l 3°C pendont 30 minutes, réchouff ées o 37°C 

pendont l O minutes et ensuite gordées o 0°C. Une perte de 6 ~ est 

observée. 

3°.Les cellules stockées o - l 3°C pendont 20 heures et réchouff ées o 
37°C. On observe une perte de 4 ~ por 1 es hépotocytes. 
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4°.Les cellules stockées o -l 3°C pendont 20 heures, réchouff ées o 37°C 

pendont 1 O minutes et ensuite mointenues o 0°C. On observe une boisse de 

4~. 

5°.Les cellules stockées o - l 3°C pendont 24 heures et réchouff ées o 37°C. 

Une diminution un peu plus importonte est constotée: 7i. 

Pour ces cellules conservées odes tempérotures négotives, lo durée de 

leur stockoge provoque ou moximum une perte de ai de LDH por les 

cellules, pour une conservotion de 24 heures. Por oilleurs l'effet d'un 

réchouff ement o 37°C ne semble peu offecter 10 perte de LDH por les 

hépotocytes. 

2.1.2. Test d'intégrité métoboligue 

2 1.2 /. Cinétiqt1e dt1 trtmsport dt1 ttJllrocholtJte 

--Lo cinétique du tronsport du tourocholote est réolisée égolement sur les 

hépotocytes stockés 30 minutes o - l 3°C. Por ropport oux cellules témoins _. 

on observe une diminution de lo "Vmox" de 61 ~ et 4ne ougmentotion du 

·Km" de 2ai (Fig 27). 

Lo modificotion de lo cinétique de tronsport du tourocholote dons les 

cellules congelées en comporoison ovec les cellules non congelées suggère 

Résultats 
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que les cellules refroidies captent moins le taurocholate que les cellules 

témoins, ou qu'il se produit une diminution du nombre de cellules vivantes. 

Lo différence entre les Vmax de captation, suggère l'inoctivotion de 

certains transporteurs membronaires. Lo différence entre les constantes 

d'affinité: Km, semble indiquer que l'affinité des transporteurs pour leur 

substrat a diminué chez les cellules congelées. 

Résultat! 
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2.2 INCORPORATION DE LEUCINE RADIOACTIVE DANS LES 

PROTEINES CHEZ LES HEPATOCVTES CONGELES 
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Après un processus de cryopréservotion et la mesure de lo viobilité 

celluloire décrite por les différents tests, le protocole d'incorporotion de 

leucine rodioocUve dons les protéines totoles est oppliqué. 

Lo figure (53) permet de constoter que le toux d'incorporotion de leucine 

rodiooctive dons les protéines totoles des cellules stockées 30 minutes o 

- 13°C, est réduit de 30i por ropport oux cellules non congelées. 

11 semble donc, qu·o l'instor des outres tests de viobilité (intégrité 

membronoire et métobohque), les performonces de synthèse protéique des 

hépotocytes soient oltérées de f oçon minimole por une congélotion de 30 

minutes o - 13°C. 

Dons un premier temps, lo mise ou point d'un protocole d'incorporotion de 

leucine rodiooctive o été réolisée pour des hépotocytes froîchement isolés. 

Ce protocole f oncUonnont de monière concluonte, nous l'ovons ensuite 

oppliqué o des hépotocytes oyont été congelés. Nous ovons obtenu des 

résultots en occord ovec les différents tests de viobilité celluloire. 

Résultats 





Le but de ce travail était d'étudier la voie métabolique de synthèse 

protéique. Pl us particulièrement, ceci consistait à mettre au point un 

protocole d'incorporation de leucine radioactive dans les protéines chez 

les hépatocytes fraichement isolés et appliquer ce protocole aux 

hépatocytes cryopréservés. 
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Dans un premier temps, nous nous intéresserons aux critères de viabilité 

des hépatocytes fraîchement isolés et des hépatocytes cryopréservés. 

Nous aborderons, par la suite, la problématique liée au choix du protocole 

et les arguments motivant ce choix. D'une part, nous évaluerons 

l'incorporation de la leucine radioactive dans les protéines ainsi que 

l'entrée de la leucine chez les hépatocytes fraîchement isolés, d'autres 

part, nous éff ectuerons une comparaison entre les cellules témoins et les 

hépatocytes cange 1 és, au ni veau de l'incorporation de 1 euci ne dans 1 es 

protéines. 

Discussion 
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1 a 00"0 m VIMILlff 

Après un processus d'isolement des hépatocytes .• une éYa l uati on critique de 

1 eur Yi abil ité est nécessaire ayant de cont. i nuer un autre protoco 1 e 

d'expérience comme l'incorporation de la leucine radioactiYe dans les 

protéines. 

Un critère idéal de viabilité deYrait être sensible et d'application simple, 

mais ces deux propriétés sont rarement liées. 

1. 1. TESTS DE VIABILITE STRUCTURELLE 

1.1.1. Test à l'érythrosine rouge 

Le test à l'érythrosine est un test qui permet d'apprécier rapidement la 

Yiabilité cellulaire. Les cellules Yiables excluent le colorant vital tandis 

que les cellules endommagées se colorent. Les cellules maintenues à 0°C, 

ne peuYent être stockées plus de trois heures, et sont employées après 30 

minutes maximum, pour des expériences ultérieures. 

Certains prob 1 èmes concernant 1 a co 11 agénase (enzyme employée 1 ors 1 a 

perfusion pour dissocier les tissus fibreux entourant les hépatoq,1tes) se 

sont présentés au laboratoire: la collagénase Sigma., employée dans un 

premier temps, donnait une Yiabi l ité éleYée :95%, mais aYec un certain 

risque de floculation cellulaire . La collagénase Gibco, util i sée par la suite, 

a donné une Yiabilité de 80 à 90 % mais sans risque de flocu l ation . 

L'obseryation des hépatocytes fraîchement isolés nous indique que les 

cellules Yi ables ont une forme sphérique, sans aucune altération 

membranaire détectable. 

-Le stockage de·s hépatocytes à 0°C pendant quelques heures, ne pro\loque 

qu·une légère diminution de la viabilité , mais pas d'altération membranaire 

-Après une congélation de 30 minutes à -13°C et un réchauffement , on 

Discl.JS3ion 



observe que les cellules viobles excluont le coloront_. ne présentent plus 

des formes porfoitement sphériques_. et on constote une opporition 

d'exponsions membronoires. 
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Ce test de viobilité o l'érythrosine est un peu sut,jectif cor il demonde une 

certoine hobitude et il n'est pos toujours focile de décider si une cellule 

est colorée ou pos. Selon Elliot ( 1979)_. ce test peut être contesté, cor il ne 

permet de détecter que des oltérotions groves dems les cellules, donc il 

est nécessoire d'employer un test complémentoire. 

1. 1.2. Dosoge de 1 o LDH 

Ce dosoge permet d'estimer lo quontité de LDH perdue por les cellules. Il 

peut être considéré comme un second critère pour l'évoluotion de 

l'intégrité membronoire 

-On observe que pour des cellules témoins conservées o 0°c pendont 3 

heures, l'octivHé de lo LDH celluloire ne diminue que très légèrement, ce 

qui suggère qu'il n'y o pos d'oltérotions membronoires. 

Ce dosoge confirme donc les résultots obtenus por le test d'exclusion du 

coloront vitol. 

-L 'octivité de lo LDH des hépotocytes congelés est évoluée oprès 

réchouff ement o 37°C, ou oprès un réchouff ement 6 37°C suivi d'un 

stockoge o 0°C, et ceci oprès des périodes de congélotion différentes. 

Des résultots similoires ont été obtenus pour des périodes de conqélotion 

de 30 minutes et 20 heures, oinsi que pour des cellules réchouff ées 6 37°C 

et pour des cellules stockées 6 0°C oprès réchouff ement o 37°C. Lo perte 

d'i ntégrité membnmoire pour ces hépotocytes est de l'ordre de 3 o 6 %. 

tondis que pour les cellules stockées 24 heures 6 -13°C, cette perte 

d'intégrité membromiire est de 7 %. 

Cette diminution de LDH dons les cellules est groduelle. Si une 

décroissonce soudoine opporoit, elle résulte d'une monipulotion 

porticuHère, lors de l'excision du foie et du troitement méconique pour 

Disctmion 
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retirer lo copsule de Glisson et récolter les hépotocytes (Bour .. 1975). 

Pour les expériences ultérieures, il est importont de choisir des 

conditions pour lesquelles moins de 1 O ~ des enzymes cytoplosmique sont 

libérés. Ce dosoge est très précis, mois il n'est pos forcément fioble, cor 

il ne peut permettre vroisembloblement qu·opprécier l'intégrité 

membronoire, qui ne foit pos o elle seule ., qu 'une cellule est vioble. Il fout 

donc complèter notre coroctérisotion des cell uies por un test d'intégrité 

métabolique. 

1-2_ TEST D"INTE6RITE NET ABOLI QUE 

1.2.1. Cinétique du tnmsport du tourocholote 

Les poromètres métoboliques sont primordioux dons le codre de cette 

recherche. Nous ovons employé lo cinétique du tronsport du tourocholote. 

Ce processus implique des voies métoboliques spécifiques: 

1 °.Lo coptotion du tourocholote (Schworz_, 1975) est un processus 

dépendont de l'énergie métobolique. Elle est réolisée por des 

tronsporteurs, contre un grodi ent de concentrot ion. 

2°.Ce tronsport est soturoble et peut être coroctérisé por une courbe de 

Michoelis-Menten. Le colcul de Vmox et de Km permet de coroctériser le 

tronsport du tourocholote dons des conditions expérimentoles 

porticulières. 

3°. Il semble que l'excrétion ou niveou conoliculoire, se fosse égolement 

por des tronsporteurs spécifiques (Schworz, 1976). 

11 s 'ogit donc d'un tronsport impliquont lo membrone et des protéines 

cytoplosmiques. 11 implique égolement des f octeurs énergét iques. 

L'étude du tnmsport du tourocholeite permet. de mettre en évidence èr lo 

fois une oltérotion des tronsporteurs membronoires et cytoplosmiques. 

Ce critère ne permet pos d'opprécier le pourcentoge de viobilité des 

cellules contrôles seules, mois bien des cellules congelées por ropport oux 

cellules contrôles. 
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Nous ovons constoté que lo vitesse maximale(Ymox) du tronsport est plus 

foible pour les cellules congelées que pour les cellules témoins, tondis que 

le Km est plus élevé pour les cellules stockées o des températures 

négotives. 

L'oboissement de lo Ymox pourroit résulter d'une perte de tronsporteurs 

spécifiques. Cette ougmentotion du Km pourroit résulter, quant o elle, 

d'une moindre affinité des transporteurs pour leur substrat. Toute 

oltérotion de lo viobilité celluloire et des voies métoboliques se répercute 

sur le transport du tourocholote, cor celui-ci f oit aussi intervenir des 

transporteurs cytoplasmiques. 

C'est donc un critère intéressant pour étudier l'effet d'un stockage o plus 

ou moins long terme, puisque la membrane, o elle seule, ne reflète pos 

toutes les altérations cellulaires. En outre, il est nécessaire de posséder 

un outre test d'intégrité métabolique, tel que la synthèse protéique. 
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-Le premier protocole (Van Bezooi Jen) fut rapidemment abandonné, car on 

n'a pu détecter aucune incorporation de leucine marquée dans les protéines. 

Cette d11i1ergence par rapport à la littérature s'expliquerait par la grande 

variabilité induite par le lavage au TCA (trop aléatoire). Il semble 

impossible d'obtenir une séparation nette entre le surnageant et le culot 

après centrifugation et donc d'estimer de manière reproductible la 

quantité de leucine dans les protéines précipitées. 

Ces problèmes ne nous permettent pas de continuer dans cette Yoie, et 

nous ayons décidé de modifier ce protocole initial . 

Les modifications de ce protocole furent: - a) d'employer des microtests 

tubes pour séparer le surnageant du culot cellulaire et de précipiter 

séparément ces fractions sur des filtres (Millititer H.A, 96 well Filtration 

Plate, Mi llipore). - b) d'employer du triton X 100 

pour labiliser les membranes des cellules et mesurer de cette manière 

l'incorporation de leucine radioactive dans les protéines totales, après une 

précipitation au TCA sur les filtres . 

Dans ces conditions, on remarque que: 

a) L'i ncorporation de leucine radioactive dans les cellules est plus faib le 

pour les cellules incubées à 37'=- C, que pour les cellules gardées à 0°C. Ces 

résultats suggèrent que les composantes du transport actif de la leucine 

dans les cellules seraient altérées. Selon Schreiber ( 1973), il existerait 

un échange libre de leucine entre les compartiments intra- et 

extra-cellulaires avec une rapide pénétration de la leucine et un équilibre 

entre les pools existants. 
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b) Lo non linéorité de l'incorporotion de leucine rodiooctive dons les 

protéines totoles, ne nous permet pos de donner une interprétotion voloble. 

Cette difficulté d'interprétotion nous o justement poussé o soupçonner un 

nouveou problème.technique: l'existence d'une diffusion entre les puits du 

système de filtrotion. 

Cette diffusion interpuits fut observée por une expérience 

complémentaire, qui consistait à déposer dans les puits de l'H2o et de la 

leucine radioactive. Nous avons pu constater l'existence d'une diffusion 

latérale due à un manque d'étanchéité entre les puits. 

Dès lors, ces résultats ne sont pas interprétables et il nous est impossible 

d'en tenir compte. 

-Le second protocole ne présente pas de problèmes inhérent au lavage, car 

l'utilisation des tubes est remplacée par l'emploi de filtres (Wathman), 

ces filtres sont séparés de manière distincte les uns des autres, ce qui 

évite les problèmes d'étanchéité. La séparation est également plus fiable 

entre le surnageant et les cellules adsorbées sur le filtre . 

2.2. CINETIQUE D"INCORPORATION DE LEUCINE RADIOACTIVE DANS 

LES PROTEINES (HYPOTHESE ET ARGUMENTS) 

L'incorporation de leucine marquée dans les protéines est linéaire jusqu'à 

60 minutes. L'augmentation graduelle de la quantité de protéines marquées 

peut être due à une réelle stimulation de la synthèse protéique par les 

acides aminés, elle dépendrait du fait que:- soit le pool des acides aminés 

total est le pool précurseur pour la synthèse des protéines. -soit le pool 

ex trace 11 ul aire est 1 e précurseur de cette synthèse. 

Puisque un milieu dépourvu de leucine est employé (MEM), et que les 

cellules sont privées de leucine pendant 30 minutes, il est vraisemblable 

que le pool intracellulaire d'acides aminés diminue avant l'addition de 

leucine radioactiYe. Dans ces conditions, le pool de leucine extracellulaire 

serait donc le précurseur de la synthèse protéique. 
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Cette incorporotion linéoire oboutit o un ploteou, puis décroit oprès 120 

minutes. Donc, un toux négotif d'incorporotion est observé ou bout de ces 2 

heures. 

Trois hypothèses sont émises pour expliquer ces observotions: 

-Une première hypothèse seroit l'excrétion protéique, cor 1 es hépotocytes 

incorporent l'isotope rodiooctif et secrètent des protéines néoformées. 

-Selon Crone L ( 1977), cette diminution progressive du toux 

d'i ncorporot ion seroit due o l'intervention de différents processus de 

dégrodotion et de synthèse protéique o des toux voriobles. Lo leucine est 

incorporée dons des protéines qui sont lentement cotobolisées. Néonmoins, 

les hépotocytes possèdent un toux de conversion considéroble de leurs 

propres protéines pendont 20 heures (Crone, 1977). 

-Une troisième hypothèse est émise, ne tenont plus compte du toux de 

synthèse, d'excrétion et de dégrodotion. 11 est impossible de conserver des 

hépotocytes viobles o 37°C pendont de longues périodes dons un milieu 

d'incubotion et de surcroit sous ogitotion méconique. Suivont le second 

protocole, les cellules restent 150 minutes dons le milieu d'incubotion. Lo 

viobilité celluloire boisse fortement suite o l'occumulotion de produits 

résultont du cotobolisme celluloire, o l'épuisement du milieu, et o lo 

diminution de lo quontité d'oxygène. 

Lo première hypothèse semble devoir être écortée, puisque les protéines 

nouve 11 ement synthétisées sont récupérées dons 1 e mi 1 i eu, de sorte que 

l'i sotope rodiooctif incorporé dons les protéines totoles devroit continuer 

o croître et non se stobillser. 

L'étude de lo chromotogrophie pour les sumogeonts présente un orgument 

en foveur de l'hypothèse de l'excrétion protéique dons le milieu. 

L'ougmentotion du pic de protéines ou cours du temps, pourroit être due: 
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-soit o une ougmentotion de l'excrétion protéique. -soit o une llbérotion 

occrue de protéines celluloires {constitutives) por les cellules (comme lo 

LDH). 

Por oi 11 eurs, l'étude chromotogrophi que des surnogeonts ovec oddit ion de 

leucine non morquée, o permis d'observer une incorporotion de leucine 

rodiooctive dons les protéines et non une odsorption non spécifiques de lo 

leucine sur des molécules contenues dons le milieu. En effet, l'oddition de 

leucine non morquée ne porvient pos o déplocer le pic d'incorporotion de 

1 euci ne rodi ooct ive dons 1 es protéines. 

De plus, l'emploi de lo cycloheximide comme inhibiteur de lo synthèse 

protéique montre une diminution du pic d'incorporotion de leucine 

rodiooctive dons les protéines du sumogeont. Mois en présence de 

cycloheximide, le pic de protéines s'élève. 

Il fout émettre quelques réserves quant o l'interprétotion de ce résultat. 

En effet, le surnageant o été élué immédiotement après l'ojout de leucine 

rodiooctive, de sorte que nous ne pouvons pos dons ce cos-ci parler d'une 

i nhi bit ion de synthèse protéique. Cette i nhi bit ion serait beoucoup trop 

ropide,' dès lors, il s'ogiroit plutôt d'un ortéfoct expérimentol. 

2_3_ IMPORTANCE DE LA PRIVATION DE LEUCINE NON MARQUEE 

AYANT L"ADDITION DE LEUCINE RADIOACTIVE DANS 

L"INCORPORATION DE LEUCINE DANS LES PROTEINES TOTALES 

Le second protocole requiert une privotion de leucine pendont 30 minutes 

ovont l'oddition de leucine rodiooctive, olors que le premier protocole ne 

l'impose pos. Cette différence nous o amenés 6 réfléchir sur lo nécessité 

de cette privotion de leucine. 11 n'o pos été possible de mettre en évidence 

une différence notoire d'i ncorporot ion chez 1 es ce 11 u 1 es oyont jeûné et 

n·oyont pos jeûné. Le f oit d'imposer un jeûne oux cellules ne semble donc 

pos influencer lo cinétique d'incorporotion. Une supposition étoit émise 

concemont le jeûne celluloire: sons leucine pendant 30 minutes, les 
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cellules réduiroit leur pool introce11uloire de leucine en synthétisont des 

protéines o portir de ce pool. 

Lo différence essentielle entre les deux protocoles employés, semble 

résulter dons l'utihsotion d'un mi heu d'incubotion. Le Leibovitz L-15( l 0 

protocole) _. enrichi en Glutomine contient 125mgr/ ml de leucine tondis que 

le milieu MEM (2° protocole) ne contient pos du tout de leucine. Cette 

différence de milieu ovec et sons leucine peut r ésoudre 1 e prob 1 ème de l o 

pri v_oti on de 1 euci ne. 

2.4 . EHPLOI D"UN INHIBITEUR DE LA SYNTHESE PROTEIQUE 

Lo cycloheximide est un ontibiotique qui inhibe lo synthèse protéique ou 

niveou des ribosomes 80S des eucoryotes sons off ecter les ribosomes 70S 

des procoryotes (Lehninger, 1984). 

Une distinction doit être effectuée entre l'inhibition de lo synthèse 

protéique et l'inhibition de l'entrée de leucine dons les cellules. 

L'emploi de cycloheximide comme inhibiteur est controversé por certoins 

outeurs (Schreiber, 1973). En effet, Schreiber n'observoit pos de réduction 

de l'incorporotion pour une concentrotion de 600 µM. 

Une première expérience emp 1 o~ont une concentroti on de 1 mM o permis de 

constoter une inhibition protiquement totole de lo synthèse protéique. De 

même, pour une concentrotion 100 µM, l'inhibit i on est presque toto le. Cette 

i nhi bit ion est dose-dépendonte de l'i ncorporot ion de 1 euci ne morquée dons 

l es protéines dons une gomme de concentrotions de 0.1 µMo 100 µM de 

cycloheximide. Ces résultots vont o l'encontre des observotions de 

Schrei ber ( 1973). 
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L'utllisat1on des microtest tubes a permis une séparation nette entre le 

surnageant et le culot contenant les cellules. Dans ces conditions, le taux 

d'entrée de leucine dans les cellules est constant jusqu'à 40 minutes, 

ensuite 11 décroît progressivement. Ce taux décroissant d'entrée de 

leucine pourrait être le résultat d'un établissement de l'équilibre entre la 

captation et l'excrétion de leucine par les cellules. 

3. 1. EFFET DE LA TEMPERATURE D"INCUHATION SUR L"ENTREE DE 

LEUCINE RADIOACTIVE DANS LES CELLULES 

L'entrée de leucine radioactive dans les cellules incubées à 0°c est plus 

faible que dans les cellules incubées à 37°C. 

Ces résultats sont compatibles avec l'existence d'un système de transport 

actif pour la L-leucine (Handlogten, 1982) qui n·est pas altéré lors de la 

perfusion avec de la collagênase. or Schreiber ( 1973) a suggéré qu·n 

s·agi ssait d·un phénomène passif, d'un échange 1 i bre de 1 euci ne entre 1 e 

poo 1 i nt race 11 ul aire et ex trace 11 ul aire, et que 1 e système de transport 

actif était perdu lors de la perfusion avec de la collagénase ou de 

l'hyaluronidase. o·autres auteurs (Takadera, 1983. Mohri, 1983 et 

Handlogten, 1982) ont démontré de différentes manières l'hétérogénéité du 

transport de la L-leucine, ce Qui semble s·accorder avec nos résultats. 

3.2. EMPLOI DE DEUX INHIBITEURS 

3.2. l. La cycloheximide 

Selon seglen(1976), la cycloheximide inhibe la synthèse protéique. Nos 

résultats suggèrent que cette substance peut aussi agir en inhibant 

rentrée de leucine radioactive dans les cellules: 
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1 ° On o pu constoter précédemment qu·o de fo i bles concentrotions déjo, 

e11 e inhiboit lo synthèse protéique. 

2° Pour des concentrotions identiques (0.1 mM), nous observons une 

inhibition de l'entrée de leucine dons les cellules _. de même qu'une 

i nhibition de l'incorporotion de leucine rodiooctive dons les protéines. 

En f oit, l'effet d'i nhibition de synthèse pourroit être dû o un ortéf oct 

résultont d'une inhibition d'entrée. Mois, même si on considère que l'entrée 

de leucine est portie11ement inhibée, cette inhibition ne seroit pos 

h mitonte pour l'opprovisionnement de lo synthèse protéique. 

3.2.2. L'ouoboïne 

C'est un inhibiteur spécifique qui bloque lo pompe No+K+ ATPosique. 

L'odjonction de lmM d'ouoboïne dons le milieu d'incubotion inhibe 

portiellement l'entrée de lo leucine morquée dons les hépotocytes. On peut 

donc penser que cette incorporotion est coroctérisée por une composonte 

octive, qui requiert une pompe ATPosique, et por une composonte possive, 

qui n'est pos inhibée por l'ouoboïne. Mois certoins outeurs (Schreiber 

1973), montrent que les coroctéristiques du tronsport octif seroient 

perdues lors de l'incorporotion d'ocides ominés, cor les membrones 

celluloires deviennent perméobles oux différents composonts. 

Cette inhibition de lo pompe ATPosique por l'ouoboïne est omettre en 

ropport ovec l'i nhi bit ion du tronsport du tourocho lote por l'ouobo ïne 

(Coche, 1988). 
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Les tests permettant d'estimer l'intégrité. structurelle des cellules 

congelées étant concluants, on pouYait penser que 1es cellules stockées à 

des températures négat i Yes étaient toujours capables d'incorporer des 

acides aminés et de synthétiser des protéines. Des tests d'intégrité 

métabolique deYaient être fournis de surcroît. Les résultats obtenus nous 

permettent d'obserYer une incorporation de leucine radioactiYe dans les 

protéines, plus faible pour les cellules congelées que pour les cellules 

témoins. Cette diminution par rapport au contrôle est en accord aYec les 

résultats obtenus par les différents tests d'intégrité membranaire, qui 

pour l'exclusion du colorant Yital , montraient une légère diminution du 

pourcentage de Yiabilité et pour le dosage de la LDH, montraient une perte 

assez faible de l'actiYité de LDH cellulaire. 

Cette diminution d'incorporation de leucine dans les protéines totales est 

aussi à mettre en rapport ayec un autre critère métabohque: le 

taurocholate, dont le Vmax diminue et le Km augmente pour des cellules 

stockées à -13°C. 

Cette diminution d'incorporation, chez les hépatocytes congelés, suggérait 

une altération au niYeau membranaire plus faible qu·au niveau énergétique. 
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L'objectif de ce travail était de mettre au point un protocole 

dï ncorporat ion de leucine radioactive dans les protéines total es pour 

les hépatocytes isolés. 

Par plusieurs essais et modifications, nous avons pu mettre en 

évidence un protocole d'incorporation de leucine dans les protéines, 

fiable et reproductif. 

l O La cinétique de leucine radioactive incorporée dans les protéines 

totales est linéaire jusqu'à 60 minutes, pour des cellules fraîchement 

isolées. Par chromatographie, nous avons pu observer que la leucine 

extracellulaire était incorporée dans les protéines et non adsorbée 

sur celles-ci . 

Mais cette incorporation linéaire aboutit à un plateau après 120 

minutes en ncubat 1 on. Cette di mi nut ion dï ncorporat ion résulte rait 

soit: de différents processus de dégradation et de synthèse protéique 

à des vitesses Yariables {Crane, 1977); soit d'une diminution de la 

viabilité cellulaire lors d'une incubation longue. 

L'entrée de leucine radioactive dans les cellules est linéaire jusquè 

40 minutes. 

L'emploi d'un inhibiteur tel que r 011t1/Jt1ï11e pour rentrée de leucine 

dans les ~,épatocytes, a permis selon les résultats de suggérer une 

composante active inhibée par l'ouabaïne et une composante passive, 

car l'ouabaïne n'inhibe pas complètement rentrée de leucine dans les 

ce 11 ul es. Ces résultats sont en accord avec l'hétérogénéité du 

transport de la leucine, proposée par Takadera ( l 9ô3), Mohri ( 1953) 

et Handlogten ( 1952). 

L'emploi de la c.ycloheximide englobe deux phénomènes distincts: 
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l'i nhi bit ion de 1'i ncorporot ion de 1 euci ne rodi ooct ive dons 1 es 

protéines totoles et l'inhibition de l'entrée de leucine morquée dons 

1 es hépotocytes. 

2° L'incorporotion de leucine rodiooctive dons les protéines totoles 

pour des hépotocytes stockés il -13°C pendont 30 minutes puis 

réchouff és il 37°C, est plus foibles que pour les cellules conservées 

que 1 ques heures o 0°C. 

Cette diminution d'incorporotion est o mettre en ropport ovec les 

différents tests de viobilité celluloire qui furent effectués. 

-Les tests d'exclusion du coloront vitol et le dosoge de LDH, qui 

mettent en évidence l'intégrité membronoire, suggère que les cellules 

conservées quelques heures o 0°C ou stockées plus longtemps odes 

tempérotures négotives, ne présentent que de foibles oltérotions 

membronoires et donc une f oible mortolité celluloire. 

- Lo cinétique de tronsport du tourocholote rodiooctH est employée 

comme critère d'intégrité métobolique. Le tronsport du tourocholote 

pour les cellules congelées présente un Ymox plus f oible et un Km 

plus élevé que pour les cellules témoins. Une hypothèse est formulée 

concemont l'inoctivotion des tronsporteurs spécifiques et lo 

diminution d'offinité des tronsporteurs pour leur substrot. 
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Ce protocole d'incorporation a été mis au point dans les conditions d'un 

laboratoire terrestre. Il serait intéressant, maintenant, de l'adapter 

aux contraintes du laboratoire spatial, en employant des petits 

Yolumes et en traYaillant en micrograYité. 

une étude plus approfondie du transport spécHique de la leucine serait 

nécessaire. En effet, celui-ci est composé de dHférents mécanismes 

non encore bien défi ni s. 

11 serait aussi intéressant dans le cadre de recherche de L 'ESA et 1 a 

NASA: - d'étudier d"autres Yoies métaboliques telles que la 

gluconéogenèse. En effet, ce procédé anabo11que fait intervenir des 

réactions enzymatiques spécifiques. 

- d'améliorer ou de s·onenter Yers un autre protocole de 

cryopréservation, car celui-ci n·est efficace que pour une congélation 

de 30 minutes. or, les contraintes du spacelab nécessite un stockage 

des cellules à température négative pendant quelques jours. 
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