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INTRODUCTION

L'embryologie, & ses débuts,-consisfait en une simple
description des formes. La croissance différentielle des ébauches
et des organes suffisait 38 expliquer les transformations du
germe et le développement d'un €tre vivant apparaissait alors
comme un phénoméne continu et progressif. Au niveau cellulaire,
au contraire, 1'embryogenése apparait comme la succession pério-
dique de générations de cellules comportant une alternance entre
la duplication de 1'ADN et la mitose. La notion de cycle cellu-
laire, introduite en 1953 par HOWARD-et PELC, a ouvert de nou-
velles perspectives aux recherches embryologiques. En effet, le
cycle cellulaire, ou cycle mitotique, est apparu dés lors comme
~1'occasion (sinon le mécanisme) offerte & chaque cellule embryon-
naire de disparaitre en donnant naissance 3 deux cellules-filles
éventuellement différentes de la cellule-mére, ou différentes
1'une de 1l'autre, par l'expression sélective de certains de
leurs génes. Bien que rarement formulée, 1'hypothése est ainsi
née que les cycles mitotiques, qui fournissent les cellules néces-
saires a 1'édification d'un étre vivant, pourraient constituer
d la fois 1'horloge du développement et le mécanisme de diversi-
fication des lignées cellulaires. Nos recherches s'inscrivent
dans le cadre des travaux entrepris par de nombreux auteurs pour
comprendre les relations entre l'activité mitotique, la spécia-
lisation et la différenciation des cellules. Ces travaux font

l1'objet de la bréve revue bibliographique suivante.

I PROLIFERATION CELLULAIRE ET DEVELOPPEMENT EMBRYGNNAIRE

Les travaux les plus nombreux, consacrés aux modifi-
cations de la prolifération cellulaire au cours du développement,
ont concerné les stades précoces de 1'embryogenése. Les recher-
ches de GRAHAM (1966) et GRAHAM et MORGAN (1966) chez le xénope,
de SIGNORET et LEFRESNE (1974) chez 1l'axolotl et de LABROUSSE
(1971) chez le pleurodéle révélent que les cycles mitotiques de
segmentation ne comportent pas de phase G1 mais qu'une phase Gz;
de durée variable selon les espéces, sépare la mitose de la fin
de la phase de synthése de 1'ADN. Des résultats comparables ont
été obtenus par GAMOW et PRESCOTT (1970) chez la souris. La phase
G1 n'apparait dans le cycle cellulaire des blastomeéres qu'a la



fin de la segmentation. Au cours de la gastrulation et de la

| neurulation, la durée des phases G1, S et G2 du cycle cellulaire
s'allonge de fagon remarquable (GRAHAM et MORGAN, 1966 ; DESNIZKY,
1974) alors que la durée de la mitose varie beaucoup moins. C'est
aussi pendant la gastrulation que des différences régionales
d'activité mitotique se manifestent dans les feuillets embryon-
naires. Le neurectoderme présente notamment une synchronisation
partielle de la prolifération de ses cellules et une vague d'ac-
tivité mitotique accompagne l'invagination du mésoderme (OZATO,
1969 ; DESNIZKY, 1974). Les particularités de 1'activité mitotique
des blastoméres ont &été mises en relation avec leur activité
génétique par les travaux expérimentaux de FLICKINGER (1971) qui
révélent que la qualité et la quantité des ARN synthétisés aux
stades précoces du développement dépendent du nombre et de la
vitesse des divisions cellulaires. En particulier, une diminution
de la vitesse de division, corrélative 4 un allongement de la

phase G se traduirait par une diminution du nombre d'ARN diffé-

’
rents sénthétisés et par une augmentation du nombre des copies

de ces ARN. Un tel mécanisme bourrait expliquer, selon l'auteur,
les restrictions de la compétence des feuillecs embryonnaires au
cours du développement et les modifications de cette compétence
par les sels LiCl et NaHCO3 qui perturbent aussi le déroulement
des cycles cellulaires.

Les travaux consacrés a l'étude de la prolifération cellu--
laire aux divers stades de l'organogenése ont consisté, princi-
palement, a définir les relations entre 1l'activité mitotique
et le déroulement de 1la différenciafion, afin de vérifier le
postulat selon lequel toute cellule qui se différencie cesse de
se diviser. A cet &gard, des situations différentes ont été obser-
vées selon les tissus : dans le cas de la myogendse (STOCKDALE
et HOLTZER, 1961 ; OKAZAKI et HOLTZER, 1966) 1'activité mitotique
des myoblastes cesse avant le début de la synthé&se de myoglobine ;
inversement, les &érythroblastes se divisent encore aprés le début
de la synthése de 1'hémoglobine (GRASSO et WOODWARD, 1967). La
contradiction apparente entre ces résultats a fait progresser
1'idée selon laquelle la différenciation des cellules est un phé-
nomeéne graduel. En effet, l'apparition des protéines structurales
et fonctionnelles caractérisant la différenciation d'une cellule

est la manifestation de 1'acquisition plus précoce d'un €quipement



enzymatique particulier dépendant lui-méme de l'activation préa-
lable de certains geénes. Le r8le éventuel des cycles cellulaires
successifs dans 1'établissement de cette séquence de différen-
ciation a été souligné par HOLTZER et col. (1972). Cet auteur a
émis 1'hypothése que le démasquage des génes, qui représente une
modification du programme génétique recu par une cellule & sa
naissance, ne peut s'effectuer qu'au cours du processus de syn-
thése d'ADN, c'est-3-dire pendant la phase S du cycle cellulaire.
Les génes impliqués dans 1'expression phénotypique de 1'état
différencié seraient ainsi démasqués par étapes successives au
cours de cycles cellulaires particuliers, ou ''quantal cell cycles",
qu'il conviendrait de distinguer des cycles mitotiques n'ayant
pour fonction que la multiplication du nombre des cellules
("proliferative cell cycles™).

Les travaux consacrés @ 1'étude de la prolifération cellu-
laire au cours du développement s'accordent A reconnaitre aux cycles
mitotiques un rdle déterminant dans la diversification des lignées
cellulaires aux stades précoces de 1'embryogehése et dans le
déroulement de la différenciation aux stades plus tardifs de
1'organogenése. Cependant, la question se pose de savoir quels
sont les mécanismes qui assurent la régulation et le contrdle de

l'activité mitotique ?

I CONTROLE ET REGULATION DE L'ACTIVITE MITOTIQUE

La fécondation déclenche l'activité mitotique de 1'oeuf ;
dés cet instant, le nombre des cellules constituant 1'embryon
croit de fagon tout d'abord exponentielle puis la prolifération
cellulaire décline 3 mesure que'les lignées cellulaires se diver-
sifient et se différencient pour constituer les ébauches puis les
organes de 1'adulte. Cependant, méme chez les animaux dont la
croissance est limitée, certaines cellules conservent pendant
toute la vie une activité mitotique pour assurer le renouvelle-
ment et la réparation éventuelle des tissus. Ces manifestations
de 1'homéostasie tissulaire ont été décrites dans le foie
(HARKNESS, 1952), le rein (THRELFALL et col., 1967) et divers
autres organes de Mammiféres adultes (ABERCROMBIE, 1957 ; BULLOUGH,
1962) ainsi que dans les tissus embryonnaires (WEISS et MATOLTSY,
1959 ; SENGEL et THEVENET, 1966). Les observations de ces auteurs



~

conduisent a penser que l'activité mitotique d'une cellule est
contr6lée au moins par les cellules voisines,.sinon par 1l'en-

semble des cellules du tissu auquel elle appartient, et éven-

tuellement par les tissus voisins. ‘ )

Les travaux relatifs aux mécanismes régulateurs de 1l'acti-
vité mitotique concernent, soit les événements moléculaires qui
conduisent a la mitose, soit les interactions cellulaires qui,
par 1l'intermédiaire des contacts membranaires ou des médiateurs

chimiques humoraux, conduisent & une altération de 1l'activité

mitotique des cellules.

1) Mécanismes moléculaires de la division cellulaire

La mitose marque le terme d'une succession périodique
et obligatoire d'événements moléculaires constituant le cycle
cellulaire. Parmi ceux-ci, la synthése des enzymes nécessaires
d la duplication de 1'ADN, .la synthése de 1'ADN et sa combi-
naison avec les protéines nucléaires, la condensation de la chro-
matine en chromosomes et la sfnthése des protéines mitotiques.
du fuseau achromatique, sont des activités moléculaires qui ont
retenu l'attention de nombreux chercheurs. L'information néces-
saire 3 la réalisation de ces activités sicége dans les geénes ;
néanmoins, l'existence de "génes mitotiques'" s'exprimant pério-
diquement, au cours du cycle cellulaire, par des mécanismes de
répression et d'activation (JACOB et MONOD, 1961 et BRITTEN et
DAVIDSON, 1969 ; 1971), reste encore trés controversée. Cependant,
MALT (1969) a démontré Que la synthése d'ARN est le premier
événement moléculaire décelable qui précéde 1'activité mitotique
compensatrice du rein aprés néphrectomie unilatérale : cette
synthé€se pourrait traduire l'activation de génes mitotiques.
Depuis ces expériences, l'utilisation d'inhibiteurs spécifiques
des synthéses d'ARN (actinomycine D) et de protéines (Puromycine,
cycloheximide) (EPIFANOVA et col., 1971 a ; 1971 b ; FARBER
et col., 1972) ainsi que la description et 1'é&tude de mutants
mitotiques (CULOTTI et HARTWELL, 1971 ; KONYUKOV et SAZHINA, 1971
GALLIEN, 1974), ne laissent aucun doute sur la dépendance directe
du cycle cellulaire vis-a-vis d'une séquence de génes parti-
culiers, ou "mitoton" (MAZIA, 1961).



Dans le cas particulier de 1l'activité mitotique des embryons
en segmentation, le concept de '"mitoton' ne semble pas en accord
avec les résultats de BRACHET et col. (1963) selon~1esquels les
premiéres divisions de 1'oeuf fécondé ne sont pas accompagnées
de synthéses d'ARN. Cependant, les travaux du méme auteur ont
montrd que 1'oeuf contient 1'information nécessaire d ces divi-
sions sous forme d'ARN messagers synthétisés au cours de 1'o-
vogenése et réprimés jusqu'd la fécondation. La synthese de
nouveaux ARN messagers commence peu avant la gastrulation (BRACHET,
1967) ce qui explique que l'actinomyéine D, qul ne perturbe pas
le déroulement des cycles mitotiques de segmentation, inhibe
séveérement la gastrulation et le développement ultérieur (BRACHET
et col., 1964 ; FLICKINGER et col., 1970).

La division des blastoméres de 1'embryon en segmenta-
tion peut €tre considérée comme une activité contr8lée unique-
ment au niveau moléculaire par le programme fixé& dans les ARN
messagers de 1'ovocyte et dont chaque cellule hérite au moins
partiellement pendant les premiers cycles mitotiques. En effet,
il ne semble pas exister, pendant cette période initiale du
développement, de contrble d'ensemble de l'activité mitotique
des blastoméres : les petites variations individuelles de la durée
des phases de leurs.cycles mitotiques provoquent une désynchro-
nisation progressive de leur prolifération qui devient asyn-
chrone au stade de la gastrulation. L'absence d'interactions
cellulaires au cours de la segmentation se manifeste d'ailleurs
par 1'organisation de la morula d'Amphibien, par exemple, dont
les cellules constituent un ensemble sphérique obéissant & des
lois physiques simples et passives (agrégats de bulles de savon).

Les interactions entre cellules se manifestent deés la
gastrulation par les mouvements morphogénétiques et les pre-
miers phénoménes d'induction. C'est également durant cette pé-
riode que se manifestent les premiéres différences régionales
de 1'activité mitotique au sein des feuillets embryonnaires
(MALEYVAR et LOWERY, 1973). L'apparition, au début de la gastru-
lation, de la phase G1 considérée comme la période du cycle
mitotique pendant laquelle la cellule est sensible aux condi-
tioné de son environnement (VONDERHAAR et TOPPER, 1974), est

certainement 3 mettre en rapport avec l'instauration des relations



intercellulaires et 1l'apparition des propriétés antigéniques
spécifiques dans les ligné€es cellulaires. Ainsi, dés le stade

de la gastrulation, la régulation de la prolifération cellulaire
s'integre dans le cadre des mécanismes encore mal connus qui
harmonisent la morphogendse, la différenciation et le nombre

des cellules d'un embryon ; elle reldve donc probablement des
relations intercellulaires qui s'établissent par contact ou par
1'intermédiaire de substances stimulatrices ou inhibitrices de

l'activité mitotique.

2) Inhibition par contact

En 1954, ABERCROMBIE et HEAYSMAN ont observé que
les mouvements des fibroblastes cultivés in vitro cessent im-
" médiatement lorsque ces cellules entrent en contact. Ce méme
phénoméne a €té constaté dans le cas des cellules épithéliales
cutanées (LASH, 1955) et des cellules musculaires (ABERCROMBIE
et HEAYSMAN, 1957). L'inhibition des mouvements cellulaires dans
les cultures confluantes s'accompagne d'une inhibition de 1'ac-
tivité mitotique (ABERCROMBIE et AMBROSE, 1962), c'est pourquoi
de nombreux auteurs ont émis 1'hypothése selon laquelle 1'inhi-
bition par contact pourrait représentér un mécanisme physiolo-
gique de régulation de 14 prolifération cellulaire (STOKER et
RUBIN, 1967 ; DU PRAW, 1969). Cette hypothé€se est en accord avec
le fait que les cellules tumorales, qui semblent échapper aux
mécanismes de régulation de 1l'activité mitotique, ne manifestent
pas (ou a un faible degré) de phénoméne d'inhibition par con-
tact (ABERCROMBIE et AMBROSE, 1962 ; STOKER, 1969). FURCHT et
SCOTT (1974) ont observé que la structure de la membrane différe
entre les cellules susceptibles d'inhibition par contact et-celles
qui sont réfractaires a cette inhibition ; ils ont supposé, de
ce fait, que la division cellulaire pourrait &tre sous la dépen-
dance des enzymes de la membrane. Les travaux concernant 1'inhi-
bition par contact s'accordent 4 attribuer 3 ce mécanisme un
r0le essentiel dans la régulation de l'activité mitotique in vitro ;
cependant aucun résultat expérimental ne permet d'envisager 1'exis-
tence d'un mécanisme comparable in vivo ; un tel processus parait

tique qui accompagne le développement embryonnaire ou la régéné-
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ration concerne des cellules €tablissant entre elles des contacts

par la totalité de leur membrane.

3) Substances stimulatrices ou inhibitrices de la prolifération

cellulaire

Depuis 20 ans, les résultats expérimentaux concer-
nant la régulation de 1'activité mitotique par des médiateurs
chimiques sont discutés par référence 4 la théorie de WEISS et
KAVANAU (1957). Ces auteurs postulenf que chaque cellule syn-
thétise une substance stimulatrice ("template') et une subs-
tance inhibitrice ("antitemplate') de l'activité mitotique. Ces
facteurs seraient doués de spécificité tissulaire. La substance
stimulatrice resterait intracellulaire alors que la substance
inhibitrice diffuserait a 1'extérieur de la cellule ou elle
serait rapidement détruite. L'inhibition de 1l'activité mito-
tique apparaitrait comme le résultat de 1l'inactivation de la
substance stimulatrice par la substance inhibitrice ; ainsi, la
substance stimulatrice pourrait &tre interprétée comme 1'in-
ducteur spécifique des génes mitotiques et la substance inhi-
bitrice comme une hormone tissulaire. Selon WEISS et KAVANAU,
le taux de substance stimulatrice serait suffisant, au début
du développement, pour provoquer le déroulement des divisions
de segmentation. Au cours de 1l'embryogenése ultérieure, le taux
de substance inhibitrice augmenterait en provoquant une réduc-
tion progressive de l'activité mitotique des cellules jusqu'a
ce qu'un équilibre finisse par s'établir dans les tissus de
1'adulte. Cet €équilibre serait rompu chaque fois que la con-
centration en substance inhibitrice serait abaissée par des_
pertes cellulaires permettant ainsi une activité mitotique rTé-
paratrice qui disparaitrait avec la restauration de 1'équilibre.
Depuis que cette théorie a été émisey,de nombreux travaux expé-
rimentaux ont €té entrepris pour rechercher d'éventuelles subs-
tances stimulatrices ou inhibitrices de la prolifération cel-
lulaire. |

Les extraits embryonnaires et les sé€rums sont connus pour
stimuler 1l'activité mitotique des cellules cultivées in vitro
(PAUL, 1970). Certains facteurs actifs ont €té isolés (MATSUHASHI
et SEZAKI, 1975) mais leur éventuelle spécificité tissulaire



est encore mal établie. S1 des substances stimulatrices de la

prolifération cellulaire existent (autres que certaines

hormones et de certains antigénes), elles semblent impliquées

dans les relations entre tissus et particuliérement entre mé-
senchyme et épithélium. De nombreux travaux ont montré en effet

que l'activité mitotique d'un épithélium cultivé in vitro n'est
maintenue qu'en présence de mésenchyme (voir revue dans BULLOUGH,
1975). L'influence du mésenchyme s'exercerait par 1l'intermédiaire
d'un facteur ("mesenchymal factor") de nature probablement gly-
coprotéique ayant pour effet de favoriser la synthése de 1'ADN

et la mitose dans les cellules épithéliales (LEVINE et col., 1973).

Les substances inhibitrices de 1l'activité mitotique ont

fait 1'objet d'un grand nombre de travaux depuis que BULLOUGH
et LAURENCE (1964) ont rapporté que les extraits aqueux d'épi-
derme inhibent 1'activité mitotique de 1'épiderme en cours de
cicatrisation. Dés 1962, BULLOUGH avait proposé le nom de 'chalone"
pour désigner les substances responsables de 1'inhibition de
1'activité mitotique dans un tissu ; il réutilisait ainsi un mot
proposé sans succés par SCHAFER au 17&me Congrés International
de Médecine (Londres 1913) pour désigner toute substance hormo-
nale ayant une action dépressive ou inhibitrice sur son effec-
teur. A la suite du premier Symposium international sur les
Chalones (Brook Lodge, USA, 1972. Actes publiés dans Natl.
Cancer Inst. Monogr. 38, 1973), le terme de chalone est réservé
a toute substance qui

- inhibe spécifiquement la prolifération cellulaire
du tissu dans lequel elle est produite ;

- ne présente pas de spécificité zoologique (parmi
les Vertébrés) ; -

- bloque ou ralentit le déroulement 'de la phase G1, ou
de la phase G2’ du cycle cellulaire.
Des substances répondant 4 cette définition ont été décrites dans
tous les tissus a4 l'exception du tissu nerveux et du tissu mus-
culaire strié (voir revue par LOZZIO et col., 1975 ; HOUCK, 1976)
néanmoins, aucune chalone n'a €té complétement purifiée a ce
jour en raison principalement de la complexité et de la durée
particuliérement longue des tests biologiques encore nécessaires
d leur caractérisation. Malgré le manque d'information concernant

la nature biochimique et le mode d'action des chalones, les
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travaux consacrés aux chalones épidermiques conduisent 3 penser
que ces substances constituent le signal physiologique normal
induisant les cellules génératrices 4 cesser de se diviser et a
se différencier. La question se pose donc de savoir si la
synthése éventuelle de tels inhibiteurs au cours du développement
embryonnaire pourrait constituer 1'un des mécanismes responsa-
bles du sévére ralentissement de 1l'activité mitotique accompa-
gnant la différenciation dans les lignées cellulaires ? Cette
hypothése mérite d'@tre testée expérimentalement puisque, dans
une courte note, BISCHOFF (1964) rapporte que les extraits de
duodénum d'embryons de poulet &dgés de 19 jours d'incubation in-
hibent in vitro et in vivo la prolifération cellulaire de 1'€pi-
thélium intestinal d'embryons dgés de 14 jours. De la méme facgon,
les extraits de muqueuse gastrique de poulet nouveau-né inhibent
in vitro 1'activité mitotique de 1'épithélium gastrique embryon-
naire (PHILPOTT, 1971).

I11 BuT DES RECHERCHES ENTREPRISES CHEZ L'EMBRYON DE PLEURODELE

Dans le domaine de 1l'embryologie expérimentale, ia
prolifération des cellules a €té longtemps considérée comme une
activité simplement destinée a fournir les cellules constituant
le matériau que des-facteurs inducteurs et morphogénes trans-
forment et organisent en un ensemble harmonieux et fonctionnel.
Les travaux rapportés briévement dans cette revue ont infirmé
cette conception et conduisent a penser que les cycles mitoti-
ques jouent un rdle probablement essentiel dans le déterminisme
de 1'embryogenése. Nos recherches, concernant la prolifération
cellulaire et sa régulation chez 1'embryon 4gé et la jeune larve

du triton Pleurodeles waltlii Michah., ont €té entreprises afin

de tester cette hypoth&se et de contribuer plus particulidrement
a la compréhension des problémes suivants

-~ Quels sont les valeurs des paramétres de la proli-
fération cellulaire chez 1'embryon et comment évoluent-elles au
cours de l'organogenése 7

- Quels sont les effets de la température sur l'acti-
vité mitotique embryonnaire 7

- Quelles sont les relations entre la prolifération

cellulaire et la différenciation ?



- Quels sont les mécanismes assurant la régulation.de
l'activité mitotique ? )

- Quelles sont les conséquences de modifications ex-
périmentales de l'activité mitotique sur le déroulement de 1la
différenciation ?

L'embryon de 1'Amphibien Urodé&le Pleurodeles waltlii Michah.

présente, pour une telle étude, des avantages remarquables par
la facilité de son €levage, le nombre élevé d'embryons fournis
par chaque ponte et se développant de fagon synchrone, et la
facilité d'intervention sur le germe qui n'est protégé que par
une gangue muqueuse ais€e a enlever. Les &tapes du développement
du pleurodeéle, décrites avec précision (GALLIEN et DUROCHER, 1957),
sont définies a partir de critéres morphologiques faciles 2
observer. Enfin, comme tous les Urodéles, le pleurodéle est
constitué de cellules de grandes dimensions et présentant de
fortes affinités tinctoriales ; elles se prétent ainsi favora-

blement & toutes les méthodes de 1'histologie. et aux comptages.

Les méthodes d'étude de la prolifération cellulaire
sont fond€es principalement sur le comptage de trés nombreuses
cellules afin d'établir pour chaque population considérée
1'indice mitotique, 1"indice de marquage et la courbe de varia-
tion du pourcentage de mitoses marquées aprés un traitement
bref des cellules par un précurseur de 1'ADN (thymidine tritiée).
La mise en oeuvre de ces méthodes, qui nécessite la confection
de nombreuses préparations histologiques et histo-autoradiogra-
phiques, est 4 la fois longue et fastidieuse. La nécessité d'au-
tomatiser, au moins partiellement, les comptages de cellules et
le désir de les rendre trés objectifs ont conduit certains au-
teurs 4 associer au microscope divers systémes d'analyse et de
comptage (MAYALL et MENDELSOHN, 1970 ; BISCONTE, 1973). L'intro-
duction des méthodes microphotométfiques de dosage de 1'ADN des
noyaux cellulaires (CASPERSSON, 1936 ; POLLISTER et RIS, 1947)
ainsi que les progrés réalisés dans 1'analyse mathématique des
formes (MATHERON, 1969) ont ouvert de nouvelles perspectives
dans le domaine de l'automatisation des comptages de cellules.
Etant donné que les cellules en phase G1, S et‘G2 du cycle mito-
tigue se distinguent par leur contenu en ADN et que les cellules

en phase M se caractérisent par la condensation de la chromatine



en chromosomes, nous avons envisagé la réalisation d'un systéme
automatique d'analyse microphotométrique et morphologique per-
mettant de reconnaitre et de compter les cellules d'une popula-
tion dans les différentes phasesdu cycle mitotique. Des tra-
vaux méthodologiques et technologiques ont donc €té entrepris
dans ce domaine, parallélement 3 1'étude fondamentale de la

prolifération cellulaire embryonnaire et de sa régulation.

15
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CHAPITRE -1T-

LA CINETIQUE DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE EMBRYONNAIRE
" ASPECTS METHODOLOGIQUES

"~ INDICE DE MARQUAGE

" Signification des variations périodiques de
1'indice de marquage en fonction du temps

dans les tissus embryonnaires "

- COEFFICIENT DE PROLIFERATION ET MODELE MATHEMATIQUE

" Méthcde mathématique d'évaluation du coefficient
de prolifération dans les populations cellulaires

embryonnaires en croissance exponentielle

- EFFETS DE LA DUREE DE DISPONIBILITE DE LA THYMIDINE TRITIEE
SUR LES PARAMETRES DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE

" Durée de disponibilité de la thymidine exogéne
chez la larve et le jeune du triton Pleurodeles
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EMBRYOLOGIE EXPERIMENTALL. -—— Signification des variations périodiques
de Pindice de marquage en fonction du temps dans les tissus embryonnaires.
Note (*) de MM. Gérard Brugal et Pierre Chibon, présentée par M. Louis Gallien.

Les courbes de variation de I'indice de marquage en fonction du temps écoulé aprés une injection
de thymidine tritiée & des embryons de Pleuredéle sont périodiques, et différent notablement des
courbes homologues obtenues dans les populations cellufaires stables. Elles sont caractéristiques des
populations cellulaires en croissance de type exponentiel.

De nombreux autcurs ont établi et interprété les courbes de variation de Pindice
de marquage en fonction du temps dans les populations cellulaires stables (*).
Dans les populations cellulaires croissantes, les courbes homologues n’ont été
établies, & notre connaissance, que dans quelques tissus cancéreux (?). Bien qu’elles
différent notablement des précédentes leur signification n’a pas été précisée.

Ty

MATERIEL ET METHODES. — La mcéthode autoradiographique, déia appliquée
aux embryons de Pleurodeles walilii Michah. (Amphibien Urodtle) I, M,
nous a permis d’¢tablir, dans trois tissus, les courbes de variation de Pindice de
marquage en fonction du temps écoulé apres une injection de thymidine tritiée &
des embryons au stade 34 de Gallien ¢t Durocher (%) élevés & 12, 17, 23 ou 26 °C.
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Fig. 1. —— Variations de Pindice de marquage dans I"épithélium gastrique

au stade 34, a diflérentes températures

REsurTats. — La figure 1 montre Jes courbes obtenues & différentes tempéra-
tures pour U'épichélium gastrique. Dés courbes de méme type ont été obtenues pour
le mésenchyme de Ia base du bourgeon de membre antéricur ot le télencéphale.
Elles différent par leur niveau moyen ¢t lamplitude de leurs variations, mais pré-
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sentent toutes une succession de minimums et de maximums, Nous avons pensé
que la forme de ces courbes est & nmietire en relation avee le mode de croissance
éventuclicment expounentic! des populations celiulaires embryonnaires. Nous avons
vérifié cette hypotheése a PPaide d’un modele graphique théorique.

Interprétation théorique. — Le modéle graphique que nous avons construit
comprend deux figures complémentaires (fig. 2 a cf 2 D).

La figure 2 a représente la prolifération asynchrone de cellales ordonnées sclon
leur position dans le cycle mitotique ; au moment ¢ = 0 elles sont mises en présence
de thymidine tritiée durant une bréve période. L’accroissement du nombre des cel-
Iules dans une telle population suit une progression géométrique délinic par une
fonction cxponenticlie.

La figure 2 b traduit Paccroissement du nombre de cellules marquées et de
cellules non marquées ainsi que les variations conséecutives de Pindice de marquage
dans la population cellulaire de la figure 2 .

Le modéle t lmouquc montre que indice de marquage varie de fagon pério-
dique au cours du temps dans une population celiulaire en croissance exponentielle,
En effet, pendant une premiére période dont la durée est égale-d Ia somme des durées

des phases G, et M, seules les cellules non marquées qui sont en phase G, (cellules 4
et ¢) ou M (cellule ¢) au moment ¢ == 0 s¢ multiplient : e nombre des cellules non.

marquées croit de aq & ay (ay < ay < 2 aq, car les cellules ¢ et & qui sont en phase G
ne se multiplient pas au cours de cette période). Par consé quwt Pindice de marquage
décroit de I, == Af(ay -+ Ay) & Ty = Ayf(a, -I- Ap). Au cours d’unc seconde
période dont fa durée est égale a celle de la phase S augmentée de la durée de dispo-
nibilité de 1a thymidine tritiée, seules les cellules marquées (cellules £a m) se divisent ;
leur nombre passe de A, a 2 Ay De ce fait, Pindice de marquage augimente
de TL, & 1L, = 2 A /(a, + 2 Ay). Durant la périods suivante, touies les cellules
non marquées se divisent : feur nombre croissant-de ¢y 4 2 ay, Vindice de marquage
diminue a4 nouveau jusqu’a la valeur TL; = 2 A /(2 a; -+ 2 A,) == 1L, Au cours
des périodes suivantes, les cellules marquées et non marquées se divisant alternafive-
ment, 'indice de marquage oscille entre les valeurs Ayfla, -1+ Ag) et 2 A/ (ay + 2 Ag).
Le temps séparant deux minimums ou deux maximums suceessifs ¢st done égal au
temps de génération (T).

Comparaison entre les courbes expérimentales et la courbe thidorique. -— Dans
les populations cellulaires réelles, it est certain que la durée du cycle mitotique et
de ses phases présente une variabilité au cours des divisions successives 5 par consé-
quent, Pordre gque nous avons considéré comme maintenu dans le modele graphique
subit, en réalité, une perturbation qui s’accentuc avec le 1‘@1)‘11)3. De ce fait, Pamplitude
des variations de Pindice de marquage s’amortit progressivement sans que la pério-
dicité soit altérée. En dépit de cet amortissement progressif, ies courbes e‘<périmer-~
tales sont tout a fait comparables, par leur forme, a la courbe théorique. Flies
doivent donc permettre de calculer graphiquement la durée du cycle cellulaire et de

>3 phases conformément 2 la figure 2 0. Nous avons effectué ce caleul & chaque
1cmin:1'a1ur0 dans les trois tissus &udiés ; les résuliats obtenus sont portés dans



TABLEAU

Comparaison des durées du cycle mitetique et de ses phases calculées
d’apres les courbes des mitoses marquées (MM ) et d’aprés les courbes de Iindice de marquage (1L)
dans trois tissus a différentes températures

Durées en heures

L~

G2+ M~ S T e
Température — — — —
Tissus en °C MM IL MM IL MM IL MM IL
Mésenchyme deg 12 12 10-14 79 72-80 91 — 0 —
2 base du bour. | 17 8 8-10 31 27-31 40 3540 1 0-5
geon de membre ? 23 4 . 46 16 15-18 24 2226 4 0-7
\ 26 2 2 14 12-16 22 2326 6 5-12
12 12 12-14 81 76-84 93 — 0 —_
Tétencéphale K 17 6 5-7 38 35-40 48 47-50 4 0-9
? 23 3 3-5 24 1924 32 3234 5 3-12
‘ 26 1,5 1-3 21 1822 30 3032 7,5 5-13
12 9,5 10-14 825  79-82 92 — 0 —
Epithélium g 17 7 7-11 34 32-36 42 41-43 1 0-4
gastrique ) 23 4 3-5 24 2325 32 3235 4 2-9
/ 26 2,5 23 20 2022 29, 2931 65 49

le tableau. Ils sont en bon accord avec ceux que nous avions déduits des courbes
de variation du pourcentage de mitoses marquées (*) et confirment ainsi Ianalogie
entre les courbes expérimentales et la courbe théorique.

CoNCLUSION. — La périodicité des variations de P'indice de marquage au cours
du temps dans les populations cellulaires embryonnaires permet le caleul graphique
du temps de génération (T), de la durée des phases S, G, -+ M et G,. La forme géné-
rale des courbes obtenues caractérise les populations cellulaires en croissance
de type exponentiel.

(*) Séance du 2 février 1970,

(1) D. E. Wissreg, in @ Cell Proliferation, L. F. Lamerton et R, J. M. Fry, Blackwell Sc. Pub., Oxford,
1963, p. 1-17.

(3} B. CLarksoN, K. Ora, T. Oukira et A, O'Connor, Cancer, 18, 1965, p. 1189-1213.

(3 P. Cuwox, Comptes rendus, 267, Série D, 1968, p. 203-205.

() P, Cuinon et G. BrUGAL, Comptes rendus, 269, Séric D, 1969, p. 70-73.

(%) L. GacLieN et M. DurocHer, Bull. Biol, Fr. et Bels., 91, 1957, p. 97-114.

(Laboratoire de Zoologie, Faculté des Sciences de Grenoble,
Domaine Universitaire, 38-Saint-Martin-d’ Héres, Isére.)

7. —— Imp. JOUVE, 12, rue de Tournon, Paris (6%
Imprimé cn Frauce
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EMBRYCLOGIE EXPERIMENTALE. -— Méthode mathématique d’évaluation
du coefficient de prolifération dans les populations cellulaires embryonnaires
en croissance exponentielle. Note (*) de MM. Gérard Brugal ct Jean-Paul
Bertrandias, présentée par M. Louis Gallien.

Dans les populations cellulaires en croissance exponentieile, le coefficient de prolifération peut

&tre évalué & Paide d’une relation simple si ’on connait, outre indice de marquage ou 'indicc mito-

tique, le temps de génération et Ja durée des phases S, G, ou M. Chez les embryons de Pleurodile an

stade 34, la valeur de ce coeflicient est indépendante de la température mais particuliére & chaque tissu.
La connaissance du coceflicient de prolifération (proportion de cellules en acti-
vité mitotique) et de ses variations au cours du développement dans les populations
cellulaires embryonnaires, permet de comprendre certains mécanismes de Pembryo-
genése. Les diverses méthodes de caleul du coeflicient de prolifération qui ont été
utilisées, & notre connaissance ('), sont difficilement applicables, in vivo, & de
cmbryons de petite taille dont les cellules se divisent rapidement. Mous avons donc
ét¢ conduits a établir un modele mathématique permettant le caleul de ce coeflicient

dans les populations cellulaires de ce type.

MODILY, MATHEMATIQUE, — Le¢ modéle mathématique est établi pour une
population cellulaire dans laquelle :

— La probabilité pour qu'une cellule née au temps ¢ == ¢, scit encore présente
au temps £ == #, -}- v cst un nombre R{r) ne dépendant que de la variable positive 1

— Toute cellule qui disparait donne naissance a deux celiules, ce qui implique
I'absence de mortalité ou de migration cellulaires.

Si Pon représente par v(¢) Ar le nombre de cellules qui apparaissent entre ¢
et £ - Ar et par m(t) At le nombre de cellules qui disparaissent entre 7 et ¢ - Af,
le nombre de cellules qui disparaissent dans Pintervalle de temps 7, 1 4 0 est repié-
senté par la relation @

retd 1 1t+d ‘ t .
‘ m(u) du = ?:J o(u) duy = { o(t — 2)[R(z) — R(z + §)] dz +
J 4]

H 4 -

w (1(}3 f‘_t) IS 1 Y 2 i " <

a étant la densité de répartition des ages des cellules a Pinstant 7 == 0.

En faisant tendre 8 vers zéro, on en déduit, si v est continue et dané des condi-
tions assez générales sur Jes fonctions @ et R :

i it alu - 1)

1 = p(t) = — v(t — 1) dRG) — e L)
(D zi() “\O( ) dRG1) RGeS )
Cette équation intégrale permet, connaissant ¢ et R, de caleuler () puis ie nombre
total N(#) de cellules a Pinsiant ¢

(‘l . 5 ‘ ~f
N(t) = N(0) + J [o(u) = m()] du = NE©) + = |
4] )

sy dn .

NS

[@p}



Si Pon suppose que, parmi les cellules arrivant & ’dge T (temps de génération),
il y en a une proportion p qui vont se diviser a nouveau, les autres restant au repos
mitotique, on peut écrire :

1 si 0<u<T ., . Jo)=paT—1) si 0<t<T
R(“)“{l—p sit>T d'ou {5-v(t)=pu(t—T) sit>T.
Par suite :

v() = v(v) [2 p]* si t=t1+nT avec 0<t<T

o(t) = v(0) [2 p]"" i a(T = f) = v(0) [2 p]/D~ |

¥)) T
N(t) NO)[2 p]7T si N(0) = “L(O)L a7

Ce dernier cas correspond a la croissance exponentielle stationnaire.
Si Pon se place dans ces conditions, le nombre A(7) des cellules actives est :

d T 1
Al :J () du = vO—-——~——(1~—~—)2 YT desque t>T.
® ,_Tl() p()Lngp 2p/[p] q

On remarque alors que la proportion P de cellules en activité mitotique est constante
et donnée par la relation :

Pe=inlem2p—1.

Dans une population en croissance exponentielle selon la loi (2) on peut expri-
mer les coeflicients p et P en fonction de U'indice de marquage (1L) ou de l'indice
mitolique (IM), du terips de génération (T) et de la durée des phases G, ou M.
En effet, si on admet que les durées Gy, S, G, et M des phases du cycle mitotique
sont constantes pour les cellules actives, le nombre des cellules en phase S ou M
au temps £ > T est donné par les relations :

t—T+M ”
NM(z)=pJ ) du = po0) o Sl T @ p) T

=1

-Gy ~

Ng(t) = p J v(u) du = pr{0) - T [(2 p)'=OVIT — (2 pytt =TT,
1-G;~S§ Log2p

On en déduit des évaluations de P'indice de marquage et de Pindjce mitotique qui
sont :

i

IM = Ny(O/N() = 2p[@ ™ ™7 = @ p)7'] = @™ =
.M . .
3 IM ~ T Log2p st M est petit devant T

IL = Ny@O/N@ =2 p[2 )™ = @ p) @] = @ M@ p)¥T - 1]

“
/TL(W’) [1 - ;ocv”)pvr + V(”+g/2J

B~

T

i?
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Si I'on connait I'indice de marquage ou P'indice mitotique, le temps de génération
et la durée des phases S et G, ou M, les relations (3) et (4) permettent de calculer
facilement p et P ; en particulier :

P=2p—~1=exp[—h~ld%}—l.

MATERIEL ET METHODE. — La technique autoradiographique, déja appliquée
aux embryons de Pleurodeles waltlii Michah. (Amphibien, Urodéle) [(?), (*)] nous a
permis d’évaluer Pindice de marquage et I'indice mitotique une heure aprés une
injection de thymidine triti¢e a des embryons au stade 34 de Gallien et Durocher (%),
élevés a différentes températures. Nous avons considéré comme marqués les noyaux
surmontés de plus de 3 grains d’argent métallique. Les indices ont été déterminés
dans le mésenchyme de la base du bourgeon de membre antérieur, Iépithélium
gastrique et le télencéphale pour lesquels nous connaissons la durée du cycle mito-
tique et de ses phases (°) ; en outre, ces tissus semblent représenter des populations
cellulaires auxquelles on peut appliquer, en premiére approximation, le modéle
mathématique ci-dessus (°). ’

RESULTATS. -— Les résultats expérimentaux obtenus ainsi que les valeurs p et P
calculées d’apres les relations (3) et (4) sont portés dans le tableau. Celui-ci montre
que dans les tissus embryonnaires étudiés la valeur de Log (P -+ 1), et par conséquent
du coeflicient de prolifération P, est indépendante de la température, aux erreurs
d’expérience prés, mais particuliére & chaque tissu.

Les valeurs du coeflicient de prolifération déduites de P'indice de marquage
et de Pindice mitotique sont en bon accord ; les premiéres sont inféricures aux
secondes de 3 a 6 9] environ. Ceci est principalement di 4 ce que la valeur de
Pindice de marquage qui, dans une premiére période décroit trés rapidement avec
le temps (%), est inféricure, dés 1 h aprés I'injection, a la proportion réelle de cellules
en phase S.

Le tableau montre qu’au stade 34, la plupart (83 a 88 %) des cellules du mésen-
chyme de la base du bourgeon de membre se divisent; par contre 1/4 environ
des cellules de épithélium gastrique sont en repos mitotique. Dans le télencéphale,
354 37 7 sculement des cellules sont engagées activement dans un cycle mitotique
au stade considéré.

(*) Séance du ¢ mars 1970. ) .

(1) M. L. MeNDELSOHN, /n @ Cell Proliferation, L. F. Lamerton et R. J. M. Fry, Blackwell Sc. Pub.
Oxford, 1963, p. 150-210. :

(2) P. Cuison, Comptes rendus, 267, Série D, 1968, p. 203-205.

(3) P. Crison et G. BRUGAL, Comptes rendus, 269, Série D, 1969, p. 70-73.

() L. Gavries et M. Durocuer, Bull. Biol. Fr, et Belg., 91, 1957, p. 97-114.

(%) G. BrucaL et P. Crunon, Comptes rendus, 270, Séric D, 1970, p. 998-1001,

(Leboratoire de Zoologic et Département de Mathématiques,
Faculté des Sciences de Grenoble, Domaine Universitaire,
38-Saint-Martin-d' Héres, Isére.)

12. — Imp. JOUVE, 12, rue dec Tournon, Paris (6%)
Imprimé en France



ANNALES D'EMBRYOLOGIE ET DE Morrnocenise, 1973, Vol. 6, no 1, 81-u2

DUREE DE DISPONIBILITE DE LA THYMIDINE EXOGENE CHEZ LA LARVE ET LE JEUNE
DU TRITON PLEURODELES WALTLI MICHAH.

P. CHIBON et G. BRUGAL *.

Laboratoire de Zoologie, Universiié scienlifique el médicale de Grenoble,
B.P. 53, 38041 Grenoble Cedex [rance.

Rizsusi - La durée de disponibilité de la thymidine tritiée, injectée par voie intrapéritonéale 4 de
jeunes pleurodéles métamorphosés el a des larves au stade 30, a ¢té étudiée par histo-autoradiographie
el scintitlation en phase liquide. Chez les animaux métamorphosés, la thymidine exogéne est disponible
pendant 4 heures environ ; en outre, un marquage différé de VADN, probalilement a partiv des catabo-
lites tritics initiaux de la thymidine injectée, s’observe 7 heures apres Padministration du précursear.
Chez les larves, la durée de disponibilité du précurseur est de 60 minules, pendant lesquelles 23 ¢ euviron
de la thymidine est incorporé dans PADN des cellules alors engagées dans la phase S d'un eycele mitotique.

Le fait que la durée de disponibilité de Ja thymidine exogéne est environ - fois plus tongue chez les
anbmaux adultes que chez les larves, bien qu’ils atent recu une dose de précurseur 20 fois moins clevée,
est A miettre en relation non seualement avee des différences de la vitesse du catabolisme et de 'édlimination
urinaire de la thymidine entre ces deux stades, mais aussi avee de grandes dillérences du cocflicient de
prolifération des tissus en fonction de 'age et de Teur état de différenciation. Iin effetl, selon jes organes,
30 a 56 24 des eellules sont engagées daus un eyele mitotique chez les jeunes larves alors que, chez les
animaux métamorphosés, 5,5 %, seulement d'entre elles se divisent dans Pépithélivm intestinal gui est
certainement Ie tissu proliférant le plus rapidement.

Suasary - Histoautoradiographic and liquid seintillation counting studies of tritiated thymidine
availability time, were made in voung metamorphosed pleurodeles and in larvace stage 36 injected intra-
peritoneally.  In young metamorpliosed animals, the exogenous thymidine is available for about 1 hours:
even more, 7 hours after thymidine injection, we observed a delaved Jabeling of DNA likely due to initial
tritiated thymidine catabolites.  In larvac, tritiated thymidine is available for 60 minutes and anout
23 v, of it iy incorporated during the cell S phase.

In metamorphosed animals, compared to larvae, tritiated thymidine availability time is 4 times
as long although the injected dose is 20 times less.  This phenomenon is related to differences in the
rate of thymidine catabolism and urinary excretion between these Lwo stages, and to a wide range of
differences in celular protiferation indexes within tissues or organs according to their age and to their
differentiated state.  Indeed in voung larvae 30 to 56 9, of cells are fnvelved in a mitotie eyele, while
in metamorphosed animals 5.5 ¢ only are dividing in the intestinal epithelium which is the most rapidly
profiferating tissue.

INTRODUCTION dine lritice & haute aclivité spécifique est
commundément utilisée pour tUétude histo-
autoradiographique de la prolifération cel-
lulaire. Ton effet, ie caleul de la durdée du
cyele mitotique et de ses phases cst réalisc
graphiquement & partir des courbes de varia-
tion du nombre de mitoses marqudées (29) ou
. L e o he de cellules marquées (3) en fonclion du

¥ Ce mémoire constitue une portie de la Thise o5 deoulé apres une seule injection de ce
qui sera présentée par Pauteur devant PUniversité R e ) o des cellules :
scientifique el médicale de Grenoble en vue de  PIECUTSCUI T OF. 20 nombre des cellules qui
lobtention du grade de Docteur és Sciences. incorporent la thymidine tritide augmente

La thymidine exogéne est utilisée par les
cellules ponr la svnthese de leur ADN (15,
24, 30) au cours de la phase S de chaque
evele mitolique; ¢’est pourquoi la thymi-

30
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avec la durée de disponibilité de celle-ci
dans Porganisme. Pour obtenir des-mesures
précises de la durée du cycle cellulaire et de
ses phascs, il est nécessaire que la population
des cellules marquées soil petite : pour cela
la durée de disponibilité du précurscur doit
étre courte par rapport & la durée du cycle
cellulaire. Pour obtenir la précision opti-
male, il est en outre nécessaire de tenir compte
de cette durée dans le calcul des parameétres
de la prolifération cellulaire et, plus parti-
culierement, de la soustraire a celle de la
phase S pour I'ajouter a celle de la phase G1.

C’est pourquoi, dans le cadre d’une
étude autoradiographique de la prolifération
cellulaire au cours du développement, entre-
prise chez I’Amphibien Urodele Pleurodeles
walllii Michah. (2, 3, 4, 7, 8), nous avons 6té
conduits & préciser la durée de disponibilité
de la thymidine tritiée chez des larves et
chez de jeunes animaux métamorphosés.
Contrairement a de nombreux auteurs (9,
13, 33) qui, chez les Mammiféres, concluent
a la brieveté de la période biologique de la
thymidine & partir d'observations autoradio-
graphiques indirectes, nous avons évalué ce
parametre  en mesurant  direclement les
variatious de la radioactivité sanguine, de
la radioactivité spécifique et de la radio-
activité totale de PADN extrait, et en compa-
rant ces variations & celles de 'intensité du
marquage autoradiographique des noyaux
cellulaires de divers tissus a la suite d’unc
seule injection de thymidine tritiée. Nous
avons pu, cn outre, calculer quelle fraction
de la thymidine injectée a effectivement éte
incorporée dans I'ADN des cellules en cours
de prolifération.

MATERIEL ET METHODIS

A - CHEZ DE JEUNES PLEURODELES META-
svorrhnoses (longueur @ 7,5 4 9.5 ¢m, poids :
6 a9 g) avant subi, entre 10 et 11 heures,
une injection intrapéritonéale de thymidine
tritice, marquée sur le groupement méthyle
(activite totale 100 pCi/ml. activité spéci-
fique 5 CifmM), & raison de 0,5 uCijg de
poids [rais, trois Llypes d'expériences ont
¢té réalisés.

Dans un premier tyvpe d'expérience, nous
avons c¢tudié la variation de la radioactivité
du sang cn fonction du temps écoulé apres
PVinjection, en sacrifiant les animaux a divers
intervalles de temps entre 0 et IS heures. Un

BRUGAL

échantillon de 0,01 ml de sang a ¢té préleve
sur chaque animal par ponction dans le bulbe
aortique puis versé dans un tube de complage
par scintillation e¢n phase liquide contenant
14 ml de mélange scintillant (4 g de PPO et
0,1 g de diméthyl-POPOP dans 11 de toluéne)
et 1 ml d’¢thanol absolu. Les caillots san-
guins ont été dissociés par vibration dans
un bac. Ultrasonic NSU 144 et les particules
solides ont ¢ét¢é maintenues en suspension
dans un gel thyxotropique CAB-O-SIL. Pac-
kard.. Les comptages ont été réalisés par
fractions de 10 mn pendant 1 heure 30 pour
chaque ¢échantillon dans un compteur par
scintillation TRI-CARB Packard. Les résul-
tats obtenus, apreés correction du bruit de
fond et du quenching, sont exprimés par le
nombre de désintégrations par minute (dpm)
pour 0,01 m! de sang. Quatre séries expéri-
mentales de ce type ont ¢été réalisées.

Dans un second type d’expérience, nous
avons (tudid la variation de la radioactivité
lotale d'un tissu & renouvellement cellulaire
rapide, I'intestin : pour cela, une portion de
l'organe a ¢été prelevée chez des animaux
sacrifi¢s par groupes de deux a des intervalles
de temps échelonnés entre 0 et 48 heures apres
Iinjection de thymidine tritiée. Les portions
d’intestin ont ¢été lavées dans deux bains
successifs de la solution opératoire de IHolt-
freter a 0 oC puis fixés par immersion dans
Fazote liquide. I ADN de chaque échantil-
lon a ¢té extrait dans une solution tampon
(chlorure de sodium & 0,15 M et citrate de
sodium a 0,015 M) apres déprotéinisation par
le chloroforme et ultracentrifugation, dos¢
par spectrophotométric UV a 260 my, preé-
cipité par l'alcool isopropvlique puis dissout
dans. le solubilisateur Soluene 100 Packard.
Les comptages ont ¢té réalisés par fractions
de 10 mn peandant 1 heure par échantillon.
Les résultals obtenus,” aprés correction du
bruit de fond ¢t du quenching sont exprimés
par le nombre de désintégrations par minute
pour 0,1 mg d’ADXN.

Dans un troisicme type d'expérience,
nous avons réalisé I'é¢tude histo-autoradio-
graphique du marquage cellulaire dans I'épi-
thétium intestinal : 4 cette fin, une portion
d'intestin a ¢té prélevée chez des animaux
sacriliés entlre O et 48 h aprés l'injection.
fixée dans le liquide de Smith, puis incluse
dans la parafline et débilée en coupes sériées
de 5 u d'épaisscur. Les préparations histolo-
giques ont été recouvertes de I'émulsion
Iford 1.1 puis, aprés 35 jours d'exposition.
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les auloradiographics ont été révélées et
fixées sclon les procédés classiques et colo-
rées par le vert de méthyie et la pyronine
(mélange de Pappenheim-Unna). T.e comp-
tage des grains d'argent mdétallique a ¢té
réalis¢ en lumicre réfléchie (ohjeclifs Leitz
Ultropak) sur la plus grande surface de see-
tion des noyaux de I'épithélium intestinal :
sculs les mnoyaux surmontés de plus de
3 grains d'argent métailique ont été cousi-
dérés comme marqués. L.e pourcenlage de
mitoses marquées a ¢été calculé avx divers
intervalles de temps séparant la fixation de
Pinjection. Lin-outre cette série expérimen-
tale a permis de mesurer la durée du eycle
cellulaire et de ses phases dans I'épithélium
intestinal & la fempérature de 21 °C et de
caleuler I'indice de marquage aprés comptlage
de 2 000 novaux marqués, ou-non, une heure
aprés Iinjection de thymidine tritice.

B - Cuez Dr JEUNES LARVES DE PLEU-
rRODELE (longucur @ 11 mm) au stade 36 de
la table de Gallien et Durocher (17), ayant
subi une injection intrapéritonéale de 2.10-'ml
d'une solution de thyvmidine tritiée (activité
totale 100 wCi/inl, activite spécilique 5 Ci/iM)
d raison de 10 pCifg de poids frais, et ¢levées
a la température de 21 o€, deux types dex-
périences ont ¢Lé réalisés.

Dans une premicre série expérimentale
destinée a 'édtude de la variation de la radio-

aclivite de PADN des tissus, des lots de
10 larves ont ¢té fixés par hmmersion dans
lazote liquide & divers intervalles de temps
¢chelonnés de 0 a4 90 mn aprés Pinjection
de thymidine ritiée, puis FADN de chaque
lob a élé extrait, dos¢ par spectrophotomé-
trie, et sa radioaclivité a ¢lé comptée par
scintillation selon la méthode précédemment
décrite,

Pour calculer le rendement de la méthode
d’extraction de VADN, le broyat de 10
a4 18 larves, ayant subi 1 heure auparavant
une injection de thymidine tritiée, a ¢t
réparti en deux fractions ¢gales dont Pune a
subi une préeipitation par Pacide trichlora-
cétique (T'CA) & 10 9 et Pautre une extrac-
tion de FADN précédée ou non d’'une incu-
balion pendant 1 heure & 30 °C en présence
de DXNase ou de RNase. Le rapport entre
la radicactivild, mesurée par scintillation, de
PADN extrail et celle de la {raction précipi-
table par le TCA {(qui conticnt VADN total,
des protéines et des composés divers) four-
nit une bhonne mesure du rendement de
Pextraction. T.es valeurs rassemblées dansle
Tableau I permettent de conelure d’une part
que la radioactivité observée dans les dilfe-
rentes {ractions est bien lice & PADN et
d’autre part que le readement de Pextrac-
tion est de 32 4 5 0/6

On exirait donc par cette méthode envi-
ron un tiers de 'ADN total des larves, ce

Tapsreav 1 - Comparaison enlre la radioactivilé de PADN et la radioactivité de la fraclion
précipitable par le TCA, observées apres injection de thymidine tritice (10 uCifg de poids frais
d’une solution a & Ci/mM) & des larves de pleurodele au stade 36.

! Fraction
Lots précipitable
( par le TCA

Nombre de désintégrations par minute rapporté a 10 larves |
ADN extrait

sans action
cnzymalique préalable

Rendement de
B R i Textraction
apres action de dIADN 9

92 029

moyenne

A i RXNase | DNase | B/A -
‘ i | !
] 97 391 30713 28767 4403 - 355
I1 85 653 27 780 A 26,9
ITl 79 730 28 862 36,2
v 01512 : 31416 36,4
V 74 212 22 050 29,7
VI 95 282 ‘ 30 014 31,5
VI 107 366 34 250 31,9

29 726

AW
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qui est une fraction suffisante pour que les
conclusions tirées des expériences réalisées
par cette méthode puissent étre considérées
comme valables.

Dans une seconde série cxpérimentale,

nous avons c¢tudié par la méthode histo-
autoradiographique la variation de radio-

aclivité des noyaux en fonction du temps

les larves ont été fixées une par une dans le
liquide de Smith a divers intervalles de temps
aprés l'injection, puis incluses dans la paraf-
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vit¢ du sang en fonction du temps écoulé
aprés linjection de thymidine tritiée sont
de méme type dans les 4 séries expérimentales
réalisées; 'une de ces courbhes est donnée
dans la figure 1. Bien que dans chacune des
4 séries cxpérimentales les animaux utilisés
aient cu des poids voisins et que les injections
aient été pratiquées 4 la méme heure de la
journée (10-11 heures) afin de tenir compte
d’éventuclles variations nycthémérales du
métabolisme “de la thymidine (32), on peut
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Ilig. 1. - Courbe de variation de la radioactivité s

temps en heures

sanguine exprimée par le nombre de désintégrations
par minute (dpm) pour 0,01 ml de sang (------ ) et courbe de v

variation de la radioactivité spécifique

de PADN de Uintestin exprimée par le nombre de désintégrations par minute (dpm) pour 0,1 mg d’ADN
), en fonclion du temps écoulé apres Pinjection intrapéritoncale de thymidine triti¢e (U o ulijg
de poids fraisy 2 de jeunes pleurodeles aprés la métamorphose.

fine et débitées en coupes sérices de D p
d’épaisscar. Des préparations autoradiogra-
phiques ont ¢té réalisées comme 1)1((0(1cm—
ment et exposées pendant 15> jours. Le
comptlage des grains d’argent a ¢té effectué
sur la plus Umndc surface de section des
novaux de Iepl[helmm gastrique.

RESULTATS
I - Jeunes pleurodéles métamorphosés.

1. Varialion de la radioaclivité du sang.

Les courbes de variation de la radioacti-

observer, entre les pleurodeles fixés —aux
mémes intervalles de temps, de grandes dif-
férences de la radioactivité sanguine, lices
probablement a des différences physiologi-
ques individuelles. Néanmoins, les résultats
obtenus montrent que la radioactivit¢ san-
guine lice au tritium varie en fonction du

temps. selon une courbe triphasique. Dans
Pintervalle de temps étudié, 3 maxima
atleignanl respeclivement 13 500, 1500 et

3000 d pm/0,01 ml de sang sont observés
respectivement 40 minutes, 6 h et 21 h
apres Tinjeclion de  thymidine tritice; ils



DUREE DI

sont s¢parés par 3 minima atteingant 2 700,
1500 ct 750 dpm/j0,01 ml de sang obsmm
respectivement 3 h 30, 14 h et 37 h apres

Pinjection. Entre 37 et 48 heures la radio-
activité sanguine semble augmenter 4 nou-

veat,

2. Incorporation de la thymidine dans U ADN
inlestinal.

La courbe de variation de la radioactivite
spéeifique de 'ADN intestinal en fonction
du temps écoulé 1})1‘63 Iinjection est donnée
dans la figure 1 et alteint un premier maxi-
mumn de 6000 dpm/0.1 mg d’ADN 1 h
apres injection puis décroit m])l(wmcnt dans

DISPONIBILITIE

DIE LA THYMIDINE

du fait que certaines cellules commencent ou
terminent leur phase S durapnt la période de
disponibilité¢ de la thymidine triticée; nous
avons donc ¢té conduils & classer les noyaux
marqués en 4 catégories selon Uintensité de
leur marquage (4 & 30 grains, 31 & 60 grains,
61 & 90 grains, 91 grains et plus); la propor-
tion de noyaux marqués apparlenant aux
4 catégories ainsi dc¢finies varie en fonetion
du temps écoulé apres lm]cctwn de thymi-
dine tritice (Fig. 2). Dés 3 heures apres I'in-
jection, 10 9, des noyaux marqués sonl sur-
monlés de plus de 90 grains d’argent; cette
proportion atieinl uvn maximum de 72 9%
4 heures aprés Pinjection puis décroit pro-

les 4 heures suivanles. Apres un second  gressivement dés 6 heures pous s’annuler
maximum observé 7 heures aprés Uinjection  a 48 heures. Inversement, la proportion de
et 3 fois moins dleve que le préeédent, Ja noyaux surmontés de moins de 90 grains d’at-
courbe  décroit  régulicrement  jusqu’a  gent atteint un minimuwm 4 heures apres
48 heures. Pinjection puis augmente progressivement
100~ . nombre de grains/noyau:
e 4 a30
- e 3ta 60
o ——; T
75~ P M ermmemneninen 3 0 plUS 0
0 P Y @
.% “g.%
e o ° 100 &
o Y o
bt el
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t |
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IFig. Courbe de
du pourcentage de noyaux marqués par

du ltemps éeoulé aprés une injection mtmpmltoncalo de

variation du poure (-nt 1ge de mitoses m‘uquo(-s (==
a u() 31 4 60, 61 & 90 et plus de 90 grains (l argent, en fonction

temps en heures
~-} et histogramme de variation

thymidine tritide (0,‘) pCifg de pmds frais) a

de jeunes pleuradéles apres la nwtunov])lmsc l.a propoxtmn maximale de noyaux marqués par le plus

grand nombre de grains (M) s’observe 4 heures

3.
par nogau.

Sur une méme coupe d’¢pithélium intes-
tinal les novaux sont indgalement marqués

Variation du nombre de grains dargent

apres Vinjection.

en fonction du jusqu’a 48 heures

apres linjection.

temps

4. Durée du cycle cellulaire el de ses phases.

Le caleul graphique, selon la méthode
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classique (29), de la durée du cycle cellulaire
et de ses phases a partir de la courbe de varia-
tion du pourcentage de mitoses marquées
de la figure 2, permet de retenir Jes valeurs
suivantes : T = 37 heures, S = 26 h,
Gy, = 2h, M = 2 h et G; = 7 heures.

0. Indice de marquage el coefficient de proli-
fération.

Une heure aprés linjection, 3,6 9% des
noyaux de I'épithélium intestinal sont mar-
qués. Connaissant cet indice ainsi que la
durée du temps de génération et de la
phase S, il est possible de calculer le coef-
ficient de prolifération du tissu grice a la
relation suivante applicable aux popula-
tions cellulaires stables

Cocflicient de prolifération
__indice de marquage
durée de S/durée de T
Les résultats obtenus indiquent que 5,5 9,

des noyaux de I'épithélium intestinal sont
engagés dans un cycle mitolique.

BRUGAL -
I - Jeunes larves de pleurodéle au stade 36.

1. Variation de Uactivité spécifique el de U'ac-
tivité fotale de ' ADN.

ILa courbe de variation de D'activité spé-
cifique de 'ADN des larves en fonction du
temps écoulé apres 'injection de thymidine
tritiée (Ifig. 3) atteint un maximum de
29 600 dpm/0,1 mg d’ADN 20 minutes apres
Pinjection puis décroit jusqu’a la fin de
lintervalle de temps étudié. En revanche,
la courbe de variation de I'activité totale de
VADN en fonction du temps écoulé apres
I'injection augmente pendant les 50 minutes
qui suivent l'injection puis diminue légére-
ment jusqu’a la fin de lintervalle de temps
étudié. Cette diminution, qui traduit 'abais-
sement relatif du taux d’ADN radioactif
dans le tiers de 'ADN total extrait par la
méthode utilisée, montre que PADN synth¢-
tisé aprés 50 minutes n’est pas radioactif cl
que le précurseur n’est donc plus disponible
apres cet intervalle de temps. Les irrégularités
de la courbe de radioactivité tolale sont a
attribuer aux variations du rendement de la

I ! 1 |
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30~ ~30
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Fig. 3. - Courbes de variation de la radioactivité spécifique (

) el de la radioactivité totale (-

-)

de PADN de larves de pleurodéle au stade 36, exprimées par le nombre de désintégrations par minute
(dpm) pour 0,1 mg @’ADN, en fonction du temps écoulé aprés une injection intrapéritonéale de thy-

midine tritiée (10 pCi/g de poids frais).
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Tapreavu I - Taux d'incorporation, dans 'ADN, de la thymidine tritiée injectée & de jeuncs

larves de pleurodeéle au stade 36 (10 uCi/g de poids frais d'une solution a 5 Ci/mM), calculé

par le rapport entre la radioactivilé, mesurée par scintillation, de PADN extrait (compte lenu

du rendement de extraction) et la radioaclivilé administrée (égale pour tous les lots &
0,18 pCi/10 larves).

‘ Quantité I’ADN Nombre Activité totale Taux
I rapportée de dpm |de PADN, rapportée d’incorporation
; Pl ] ! 1
Lots : a 10 larves . a 1() larves dans TADN
E mg J pCi %
|
I | 0,12 30713 0,0438 24,3
1 ! 0,12 27780 | 0,0431 23,9
111 i‘ 0,10 P 28 862 0,0359 19,9
IAY | 0,10 L 34416 0,0426 23,6
V : 0,08 22050 0,0334 ' 18,6
VI : 0,10 . 30014 | 0,0429 { 23,8
VIl ; 0,10 34 250 | 0,0484 | 26,9
moycenne . 0,10 29 726 i 0,0414 23,0 4- 5 0.(,
nombre de grains/ noyau:
100 ;e 4 4 30
P ———-314 60
0 P e e 61a 90 M
Q80 | j om0l et plus
o L
S N
g |
e O
X L 5
& B
> A0y
#) I R
(- P i ?: f I -
S -
2020000 o
b , o .
AT N 11 B i
. it :II' il il | I L |
O R CANRINNS{ SN | NNEA 1SS |V} S 1 S} W11} N_1T)
510 20 30 40 50 60 70 80 60
termps en minutes
Iig. 4. - Histogramme de variation du pourcentage de noyaux marqués par 4 a 30; 31 a 60, 61 2 Y0 et

plus de 90 grains d’ardent, a divers intervalles de temps apres Pinjection de thymidine tritide (10 uCi/g
de poids frais) & des larves de pleurodele aw stade 36. La proportion maximale de noyaux marqués par
le plus grand nombre de grains (M) s’observe 60 minutes apres Uinjection.
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méthode d’extraction de 'ADN (Tableau 1),

Connaissant [aclivité totale de PADN
extrait des larves el Ia radioactivité totale
injectée, il est possible de calculer le taux
d'incorporation de la thymidine tritiée dans
PFADN. Ce calcul a été effectué 1 heure apres
Vinjection. l.es résultals  oblenus, portés

dans le Tableau TI, indiquent que 23 + 5 9,

de la thymidine injectée a ¢té incorpore

dans PADN des cellules en phase S pendant
la période de disponibilité du précurscur,

2. Varivdlion du nombre de grains «{argent
par neyat.

Iles noyaux marqués ont ¢1¢ répartis en
4 catégories selon Vinlensilé de leur mar-
guage (4 a4 30 grains, 31 a 60 grains , 61
a 90 grains, 91 grains ct plus). La propor-
tion des noyaux appartenant a chacune de
ces catégories varie cn fonction du temps
¢couldé apres linjection selon histogramme
de la figure 4. Deés 10 minutes apres Uinjec-
tion, 20 9 des noyaux sonl surmontés de
plus de 90 grains d'(\rn‘(*nl; cetle proportion
atteinl un maximum de 80 Y, 1T heure apres
Vinjection. Inversement, la proportion des
noyaux surmonteés de moins de 91 grains et
qui est maximale 5 minutes apres Vinjeelion,
déerolt rapidement pour atteindre un mini-
mum 60 minutes apres Pinjeclion.

INTERPRETATION ET DISCUSSION

I.es résultats obtenus permettent de preé-
ciser la durée de disponibilité ¢l le mode
d'utibisation de la thymidine tritiée injece-
tée dans nos condilions expérimentales,

I - Jeunes pleurodéles métamorphosés.

La thymidine injeclée par voie intrapé-
ritoncéale diffuse rapidement dans le sang
comme en témoigne augmentation de Ia
radioactivité sanguine (Ifig. 1) qui, dés
5 minutes apres Pinjection, atteint le tiers
de sa valeur maximale. Une grande rapidité
de diffusion de la thvmidine injectée par
voic intrapéritoncale s’ehserve ¢galement chez
les Mammniferes ])ms( e 8o 9% du precurseur
sont ¢liminés dans ies 1D minutes qui suivent
Pinjection de thymidine tritice chez le rat
(26). L'intervalle de 16 minutes, a la fin du-
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quel la radioactivité sanguine alieint sa
aleur maximale, peut étre interprété comme
le temps néeessaire a 'établissement d'un
¢quilibre  de  concentration en  thymidine
entre le liquide coclomique et le sang; il
dépend dune part de la vitesse de difTusion
du nucléoside et d’autre part de la vitesse
de son utilisation par les cellules. La décrois-
sance de la radioactivité du sang entre
40 minutes et 3 h 30 aprés 'injection Lra-
duit certainement la consommation de la
thymidine exogeéne par le catabolisme cel-
lalaire (31, 19) et par la synthese de 'ADN
des cellules engagées dans un cycle mito-
tique (12, 28). Bien que le support chimique
de la radioactivité sanguine n’ail pas ¢teé
analysé, il est probable que le premier pic
de radioactivile du sang correspond a la
diffusion et a Putilisation de la thymidine
tritice injectée.

L’incorporation ecffective de thymidine
lritiée dans 'ADN des cellules en phase S
de leur cycle milotique est mise en ¢vidence
par Paugmentation de la radioactivite spe-
cifique de FPADN pendant heure qui suit
Pinjection (Ig. 1). Kntre 1 heure et 5 heures
apres Linjection, la  diminution dhactivite
spécifique de PADN montre que la proportion
d'ADN synthétisé a partir de  thymidine
tritice est de plus cen plus faible, sans quil
soit possible de préciser, a 'aide de cette
scule courbe, linstant a p(u‘tir uquvl le
précurseur marqué introduit nest plus dis-
ponible pour celie synthese; néanmoins, la
plus grande partic de Ja thymidine tritice
participant & la synthése de PADN est incor-
porée duranl la premicre heure.

Entre 6 et 7 heures aprés Pinjection, la
radioaclivilé sanguine presente un second
pic qui umvspml(l a la réapparition de tri-
tum dans le sang, wraisemblablement lié
ddes produits de dégradation de la thvmidine,
Le faat que ce pic de radioactivilé sanguine
soit suivi, 1 heure plus tard, par une augmen-
tation %cn%il)lc de Pactivité spécifique de
FADN (IFig. 1) permet de supposer que ces
])mdmls de donm(latmn pcuvent ¢lre réuti-
lisés pour la synthcsc d’ADN (25). On sait
en cffet que la thyvmidine est dégradée en
thymine ¢t dihydrothymine (9, 13, 33) dans
les cd]ulvs du foic (16. 18, 27) chezles mam-
miferes; il n'est pas dér aisonnable de penser
que de Lels catabolites soient formes chez le
pleurodele, passent dans le sang, ct soient
incorporés dans 'ADN des cellules en phase S
6 heures apres U'injection.



DUREE DE DISPONIBILITE DI LA THYMIDINE -

Le troisicme pic de radioactivité sanguine
observé 24 heures environ apreés injection
n’est suivi d’aucune augmentation de I'acti-
vité spécifique de PADN (Fig. 1) et semble,
de ce fail, ne représenter que de la radio-
activité liée a4 Vexerélion de produits termi-
naux du catabolisme de la thymidine exo-
gene.,

I.e nombre de grains d’argent métallique
gui surmontent les noyvaux marqués est
considéré comme représentatif du taux de
synthese d’ADN des cellules en phase S au
moment de Uinjection du  précarseur (20,
33); ce nombre croit jusgu'd un maximum
atteint & la fin de la période de disponibilité
de la thymidine triticée, puis diminue 4 la
suite des divisions cellulaires. lLa figure 2
montre que, dans les ceflules de Iépithélinm
intestinal des jeunes pleurodéles meétamor-
phosés, la plus forie proportion de noyaux
marqués par plus de 90 grains s’observe
4 heures apreés lm]vctmn Apres cet inter-
valle de temps, la proportion de ces noyaux
diminue régulicrement pour s’annuler apres
36 heures. II convient cependant de remar-
quer que la proportion de novaux marqués
par plus de 90 grains ne varie pas entre 6
el 8 heures apres Iinjection ce qui est pro-
bablement & mettre en relation avee le mar-
(quage différé de 'ADN observe 7 heures
cnviron aprés Pinjection (IMig. 1), Inverse-
ment, la proportion de novaux marqués par
moins de 91 grains est minimale -1 heures
apres Uinjeclion puis augmente progressi-
vemen! jusqu'a 36 heures. augmentation
de la proportion des novaux marqués par
moins de 91 grains et fa diminution de la
]n()pm tion de novaux margucs par plus de
90 grains entre 4 heures et 36 heures apres
]111_;&(.,[1011 sonl corrétatives el résullent de
la division des cellules qui ¢taient en phase S
au momenl de 'injection. IEn eftet, la courbe
de variation du pourcenlage de mitoses mar-
quces dans I'épithelivm intestinal en fone-
tion du temps ¢eoulé apres Pinjection (Fig. 2)
montre qu'enlre 2 heures (duvée de Gy)
30 heares (durce de S -+ G, 4+ M) apres
Pinjection, loutes les cellules marquées ont
subi une mitose avont pour effet de diminuer
de moiti¢ le nembre de grains surmontant
leur noyau.

Les résullats obtenus permettent de con-
clure que la thymidine tritice n'est pas dis-
ponible au-deld de 4 heures aprés linjection
et que Pincorporation la plus importante se
déroule durant fa premicre heure, pendant

laquelle on observe 'augmentation de 'acli-
vilé spécifique de PADN.

Chez les jeunes pleurodéles aprés Ia méta-
morphose, la durée de disponibilité de la thy-
midine tritice injectée & raison de 0,5 pCijg
de poids frais est environ 4 fois plus longue
que chez les Mammiféres pour les doses de
1 vCijg de poids [rais généralement employées ;
en effet, les nombreux travaux elfectués a
cet égard (11, 20, 21, 22, 28, 31, 34, 35) chez
I'homme, le rat-ou la souris, indiquent, par
la méthode du comptage des grains d’argent,
que la thymidine tritiée injectée n'est dispo-
nible que durant 40 & 60 minutes et que la
plus grande partie du précurseur est incor-
porée dans 'ADN .durant les 20 premiéres
minutes qui suivent lUinjection. Des temps
plus courts de Pordre de 10 & 30 minutes ont
méme ¢Lé observés chez la souris (1,29) ct
le rat (16). Une telle rapidité d'utilisation de
la thymidine chez les Mammiléres est due
nen seulement & une clearance plasmatique
el & une dégradation trés rapides de ce
nuciéoside (6,31}, mais aussi 4 ce que la
thymidine ne passe quie {rés peu de temps
dans la fraction acido-soluble des cellules
lors de la phosphorviation préliminaire & sou
mcorporation dans PADN, 1l est estimé (9)
que 3 minutes seulement sont nécessaires au
passage de la thymidine tritice du sang dans
Ja fraction acido-soluble des cellules ot ce
précurscur n'est retenu pour sa phosphory-
lation (10) que pendant 20 & 30 minutes.

Chez e pleurodele, la clearance plasma-
tigue de la thymidine exogene semble beau-
coup plus lente que chez les Mammiferes et
dure vraisembiablement 3 heures 30 environ
comme le suggere Iétalement du premier
pic de radioactivilé sanguine (g, 1). Cette
différence est certainement due & un catabo-
lisme plus lent chez les Amphibicns du fait
de leur température plus basse.

Le décalage de 20 minutes ohservé (g, 1)
entre le maximum d'activité sanguine (40 mi-
nutes) et le maximum d'activité spécifique
de 'ADXN (1 heure) el e décalage de 30 mi-
nutes observé enlre Je premier minimum de
radioactivité sanguine (3 heures 30) qui
correspond probablement & la disparition de
la thymidine cir(ulanto et le maximum
d’aclivite totale de AI)A\ (1 heuresy (Fig. 2),
correspond au temps que passe la Lnynudmc
ddns la Iraction acido-soluble des cellules
qui I'incorporent dans leur ADN. Ce temps
de 20 4 30 minutes est tout & fail compara-
ble & celui observe chez fes Mammiféres (9).

3¢
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La connaissance de la durée de disponibi-
lité de la thymidine f{ritice injeclée chez les
jeunes pleurodéles permel de corriger les
résultats du caleul graphique de la durée du
cycle cellulaire et de ses phases oblenus a
partir de la courbe de variation du pourcen-
tage de mitoses marquées de la figure 2;
on aboulit ainsi & des valeurs plus précises
qui sont : S5 = 26 -~ 4 = 22 heures el
G, = 7 4+ 4 = 11 heures; T, G, et M ne sont
pas modifiés.

II - Larves au stade 36.

Iotant donné la petite taille des larves au
stade 36, la varialion de la radioactivité
sanguine apreés Uinjection de thymidine tri-
tice w’a pas ¢lé ¢ludice, mais Vaugmentation
de la radioactivité de PADN ftotal apres
broyage des larves enticres a montré que le
précurseur difTuse tres rapidement du liquide
celomique dans le sang, puis dans les cel-
lules, puisque D minutes apreés l'injection, la
radioactivité specifique de F'ADN des tissus
alteinl déja presque la moitié de sa valeur
maximale, qui est observée 200 minutes apres
Pinjection (Fig. 3).

Yar ailleurs, la proportion de novaux de
Iépithélivm  gastrique  marqués  par  plus
de 90 grains (Fig. 1) est maximate 60 minutes
aprés Pinjeclion, puis varie peu jusqu'a la
fin de Vintervalle de lemps de-90 minutes
¢tudié; la proportion des noyaux marqueés
surmontés de moins de 91 grains qui est
maximale 5 minules apres Pinjection dimi-
nue jusqu'a 60 minutes puis varie peu entre
60 et 90 minutes. Ces résullats montrent que
la thwwmidine injectée est incorporée dans les
novaux des cellules en phase S pendant
1 heure, et en outre, quaucune division
cellulaive ne  semble  intervenir  dans  les
90 minules qui suivent injection; ceci est
en accord avee notre travail antérieur (2)
sclon lequel Ta durée de la phase Gy & ce stade
est. d'environ 3 heures dans épith¢linm
gastrique.

[a variation de Pactivité totale de PADN
(IFig. 3) a la méme signification que celle du
nombre de grains d'argent (Fig. 1): néan-
moins, le maximum de Pactivité totale de
FADN iselé sobserve 50 minutes apres
I'injection, alors que le margquage maximum
des novaux est observé 60 minules apres
Pinjeclion  par ta méthode autoradiogra-
phigque. Cette différence est certainement lice
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aux méthodes utilisées; en effet, la méthode
d'extraction de 'ADN et de mesure de sa
radioactivité par scintillation est plus pré-
cise que la méthode autoradiographique
puisqu’elle tient compte des novaux ireés
faiblemenl marqués qui, en fin de phase S
au moment de Vinjection ou en début de
phase S a la fin de la période de disponibi-
lité du précurseur, ont incorporé unpc faible
quantité de thymidine tritiée, et ne sont pas
considérés comme marqués par la mdéthode
autoradiographique.

Chez les lavrves de  pleurodéle, 23 9,
environ de la thymidine tritiée injectée est
incorpor¢ dans 'ADN des cellules en acti-
vité mitolique. Le Tait que ce taux est supé-
ricur 4 celui de 8 & 15 %, observé chez les
Mammiferes (16, 19, 23) est certainement a
metltre en relation avee la grande différence
d’aclivité mitolique entre les animaux adul-
tes dont les populations cellulaires sont en
¢tat stable,-ct les embryons ou les Jarves dont
les populations cellutaires sont croissantes ;
il est drailleurs élabli chez le rat (1) que
Vincorporation de thymidine déeroil pro-
gressivenment avee 'dge depuis la naissance
jusquau stade adulte.

Nous pouvons conclure de ces résulfatls
que la thyvmidine tritide injectée a raison de
10 pCi/g de poids frais & des larves au stade
36 est disponible pendant 60 minutes el que
la plus grande parltic du précurseur est
incorporée dans I'ADN durantles 20 premicres
minules qui suivent injection (maximum

dractivilé spécitique). Cetle durée est courte

par rapport a celle de la phase S qui est
d’environ 57 licures, mais imporlanle par
rapport & celle de la phase G, qui est de
2,0 heures environ a ce stade (2). I est done
nécessaire d'en tenir compte pour une me-
sure précise de la durdée de la phase G au
stade 36,

Il esl remarquable de constater que mal-
gré Pinjection, chez les larves, d’'une dose
de thymidine tritice par gramme de poids
frais qui est 20 fois supéricure a celle qui est
injectée aux pleurodeles métamorphosds, la
durcée de disponibilit¢ du  précurseur est
environ 1 fois plus courte chez les premicres
que chez les seeonds, Ceel est sapns aucun
doute & metlre en relation avee le fait qu’a
ce stade larvaire, le coeflicient de prolifce-
ration dans Penscimble des tissus esl ¢leve
et varie de 30 a 56 9%, sclon les organes (2),
alors gu'apres la métamorphose il est beau-
coup plus bas ¢ ainsi dans épithélivm intes-
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tinal qui est certainement le tissu qui proli-
fere e plus activement, il n’est que de 5,5 %,
A ce mécanisme s’ajoute peut-¢tre une inlen-
sité différente de I'élimination urinaire de la
thymidine et de son catabolisme par le foic.
De telles valeurs, et foul particulicrement
celles qui ont ¢été obtenues chez les larves
au stade 36 (pour lesquelles la durée des
cycles cellulaires est de Vordre de 50 heures
a 17 oC) nous donnent [assurance que le
protocole expérimental que nous utilisons
pour I'¢tude de la prolifération ccllutaire
est satisfaisant,
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INTRODUCTION

Les relations entre la prolifération des cellules et leur différencia-
tion ont fait 'objet de travaux récents, généralement réalisés in vitro,
qui_font apparaitre un antagonisme entre ces deux formes d’activité
cellulaire. C’est ainsi par exemple que dans le cas de la myogenése,
la prolifération cesse avant que les cellules ne synthétisent de la myo-
sine (Stockdale et Holtzer, 1961; Okasaki et Holtzer, 1965), tandis
que dans le cas de I’hématopoitse chez le triton (Grasso et Wood-
ward, 1967) le ralentissement de la prolifération cellulalrﬂ accom-
pagne la synthése de I’hémoglobine.

Les modifications qualitatives et surtout quantitatives de l'activité
mitotique au cours de la différenciation in vivo n’ont fait Pobjet que
d’un petit nombre de travaux concernant principalement Porgano-
genése neurale (Fujita, 1962; Kauffmann, 1968), la myogenese (Mar-
chok et Herrmann, 1967) et la chondrogenése (Janners, 1968) chez le
poulet ou la souris. C’est pourquoi nous avons entrepris Uétude
autoradiographique de la prolifération cellulaire chez les embrvons
et les jeunes larves de Pleurodeles waltlii (Amphibien, Urodele) a
divers stades du développement. Dans un premier travail (Brugal,
1971), nous avons précisé Pinfluence de la température sur le de-
roulement du cycle cellulaire et de ses phases chez des embrvons
ages de pleurodele; en outre, nous avons montré qu'il existe un rap-
port direct, indépendant de la température et particulier & chaque
organe, entre la vitesse de développement d’un embrvon et la durée,
des cycles mitotiques de ses cellules. Ces résultats nous ont conduits
a comparer, ici, lactivité mitotique de trois tissus aux stades voisins
de 'éclosion afin de préciser, in vivo, les rapports entre la différen-
ciation et la prolifération cellulaires.
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MATERIEL ET METHODES

La durée du cycle cellulaire et de ses phases, I'indice de marquage
et I'indice mitotique ont été évalués dans la moelle épiniére (niveau
brachial), le télencéphale et I’¢pithélium gastrique chez des em-
bryons et des jeunes larves de pleurodéle. Les comptages ont été
réalisés aux stades 34, 36, 38 et 41 de la table de développement de
Gallien et Durocher (1957) atteints apres 15, 18, 24 et 35 jours d’éle-
vage a la température de 17°C.

Mode opératoire. A chacun des stades étudiés, 30 animaux sont
préalablement anesthésiés et lavés dans la solution opératoire stér-
ile de Holtfreter additionnée de MS 222 a la concentration de 1
g/l. Au moyen d’une micro-aiguille de 20 4 30 u de diametre, 2 X
10-* ml environ d’une solution de thymidine tritiée a la concentra-
tion de 50 uCi/ml (activité spécifique : 9.7 Ci/mM) sont injectés
dans la cavité générale des animaux (10-% pCi/animal) placés mo-
mentanément a sec sur une lame histologique. Apres I'injection,
les embryons ou les jeunes larves sont replacés dans la solution op-
ératoire de Holtfreter d’ou ils sont retirés pour étre fixés a des inter-
valles de temps échelonnés entre 1 heure et 99 heures.

Les injections et les fixations on été réalisées a différentes heures
de la journée sans tenir compte d’éventuelles variations nycthé-
mérales de la prolifération cellulaire.

Traitement histologique et autoradiographique. Les animaux sont
fixés durant 24 heures dans le liquide de Smith, puils rincés dans
Peau distillée. Ils sont alors inclus dans la paraffine, puis débités
en coupes sérites de 5 pmd’épaisseur. Apres déparaffinage, les preé-
parations sont recouvertes de I’émulsion nucléaire Tlford L4 non di-
luée, puis conservées durant 45 a 65 jours, a 'abri de la lumiére, a
la température de 12°C. Apres cette période d’exposition, les auto-
radiographies sont révélées et fixées selon les procédés classiques
puis colorées a travers I’émulsion par le vert de méthyvle et la pvro-
nine (mélange de Pappenheim-Unna).

Méthodes de comptage. Les histo-autoradiographies obtenues nous
ont permis de réaliser divers types de comptages a partir desquels
sont calculés le pourcentage de mitoses marquées, I'indice mitotique
et I'indice de marquage. .

Les pourcentages de mitoses marquées ont été calculés aprés un
comptage de 30 a 150 mitoses selon les tissus. Nous avons interprété
comme mitose, ou phase M, la période du cycle cellulaire qui s'étend
de la fin de la prophase au début de la télophase et durant laquelle
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les chromosomes sont nettement individualisés. Les courbes de varia-
tion du pourcentage de mitoses marquées en fonction du temps
écoulé apres linjection permettent de calculer graphiquement la
durée du cycle cellulaire et de ses phases conformément a la méth-
ode de Quastler et Sherman (1959).

L’indice de marquage (pourcentage de cellules marquées) a été
évalué apreés un comptage de 1000 cellules environ a l'aide d’un mi-
croscope a projection. Ce procédé conduit a une erreur de comptage
d’environ 10 cellules pour 1000 cellules. Nous avons considéré comme
marqués les noyaux surmontés de plus de 3 grains d’argent métalli-
que.

L’indice mitotique (nombre de cellules en mitose pour 1000 cellu-
les) a été évalué aprés un comptage d’environ 1000 cellules au
moyen d’une grille oculaire. Ce procédé conduit a une erreur de
comptage d’environ 20 cellules pour 1000 cellules.

RESULTATS

I. Variation de la durée du cycle cellulaire et de ses phases au cours
du développement

Les courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées en
fonction du temps écoulé aprés I'injection ont été établies dans le
télencéphale, la moelle  épiniére et I’épithélium gastrique (Fig. 1).
Ces courbes permettent de calculer graphiquement la durée du cycle
cellulaire et de ses phases; les résultats obtenus sont portés dans le
tableau 1.

Les données du tableau 1 permettent de constuire les courbes de
variation de la durée du cycle cellulaire et de ses phases entre les
stades 34 et 41. Les courbes obtenues dans les 3 tissus sont données
dans la figure 2. i}

A chaque stade et dans chaque tissu, nous avons calculé la fraction
du cycle cellulaire, exprimée en pourcentage du temps de généra-
tion, occupée par chaque phase. Les pourcentages obtenus sont
portés dans le tablean 1. Nous avons calculé également le rapport
des durées du cycle cellulaire et de ses phases entre les stades 34 et
41. Les rapports obtenus, que nous appelons coefficients de varia-
tion, sont portés dans le tableau 2.

Variation du temps de génération au cours du développement. 1.a
durée absolue du temps de génération varie comme la somme des
durées des 4 phases du cycle cellulaire: elle présente un allonge-
ment général entre les stades 34 et 41 dans les trois tissus étudiés

[
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TABLEAU 1 -
DUREE DU CYCLE CELLULAIRE ET DE SES PHASES CALCULEES GRAPHIQUEMENT D’APRES LES
COURBES DE VARIATION DU POURCENTAGE DE MITOSES MARQUEES ETABLIES A DIFFERENTS
STADES DANS 3 TISSUS D’EMBRYONS AGES ET DE JEUNES LARVES DE PLEURODELE FLEVES
A LA TEMPERATURE DE 17°(C¢

Durée en heures

Tissus Stades
T S G, M G,
Télencéphale RE 48 38 (79, 2) 2 4, 2) 4 (8, 3) 4 (8,3
36 6 42 (75H) 3 (5, 4) H 8.9 6 (10, 7)
38 64 46 (70, 8 4 6, 2) 6 (10, 7) 8 (12, 3
41 69 49 (7D 5 (7, 2) 6 8,7 9 (13, I
34 41 35 (85, 4) 2 4, 9 3 (7, 3 l (2, 4
Moelle 36 52 41 (78, 8) 3 (5, 8) 5 (9, 6) 3 5, 8)
épiniere 38 72 52 (72, 3 5,5 (7, 6) 7,5 (10, 4) 7 9,7
11 84 56 (66, 7) 8 (9, H) 9 (10, 7) 11 13, 1n
34 42 34 (81) 2,5(,9% 4,5 (10, 7) 1 (2,4
Epithélium 36 48 3777, 1 3, 6(7,3) 5 (10, 4) 2,5 (5, 2)
gastrique 38 56 40 (71, H) 5 (8, 9 5 5 (9,8 5,5 (9,8
41 63 40 (63, 3) 6 9, 5 . 5 (7. 9 11 {17, 3

¢ Les fractions du cyele cellulaire (exprimées en pourcentage du temps de génération) occupées par chaque
phase sont portées entre parenthéses. :

TABLEAU 2
COEFFICIENTS DE VARIATION DE LA DUREE DU CYCLE CELLULAIRE ET DE
SES PHASES ENTRE LES STADES 34 ET 41, DANS TROIS TISSUS
D’EMBRYONS ET DE JEUNES LARVES DE PLEURODELE
ELEVES A LA TEMPERATURE DE 17°C

Coefficient de variation entre les stades 34 et 41

Tissus
T S G, M G,
Télencéphale 1,44 1,29 2,5 1,5 2,25
Moelle épinieére 2,05 1,6 4 3 11
Epithelium gastrique 1,5 1,18 2.4 1,11 11

(Tableau 1). Cet allongement devient de moins en moins important
au cours du développement (Fig. 2).

Le coefficient de variation du temps de génération est plus élevé
dans la moelle épiniére que dans I'épithélium gastrique et plus
dans ce dernier que dans le télencéphale (Tableau 9).

La vitesse de multiplication des cellules est inversement propor-
tionnelle au temps de génération : nous 'avons exprimée par le nom-
“bre de divisions subies par une cellule en 100 heures. Les résultats
obtenus sont portés dans le tableau 3. Les courbes de variation de la
vitesse de multiplication cellulaire entre les stades 34 et 41 sont don-
nées dans la figure 3 ; elles montrent que, dans les trois tissus, le
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tre les stades 34 et 41, obtenues dans trois tissus d’embryons dgés et de jeunes larves
de pleurodele tlevés a 17°C. L’échelle des ordonnées est 4 fois plus petite pour S et
T (& gauche) que pour G,, G, et M (a droite).
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TABLEAU 3
VITESSE DE MULTIPLICATION DES CELLULES, EXPRIMEE PAR LE NOMERE
DE DIVISIONS EN 100 HEURES CALCULEE DANS 3 TISSUS D’EMBRYONS
ET DE JEUNES LARVES DE PLEURODELE ELEVES A LA
TEMPERATURE DE 17°C

Tissus Télencéphale Moelle épiniére Epithélium gastrique
Stades ‘ 34 36 38 41 34 36 38 41 34 36 38 41 _
V = 100/T 2,08 1,79 1,56 1,45 2,44 1,92 1,39 1,19 2,38 2,08 1,7 1,59

rythme mitotique décroit de fagon importante dans lintervalle de
temps considéreé. '

Variation de la durée de la phase S au cours du développement.
La durée absolue de la phase S augmente dans les trois tissus entre
les stades 34 et 41 (Tableau 1). A un allongement rapide, entre les
stades 34 et 36, succede une augmentation plus lente entre les stades
36 et 38. Entre les stades 38 et 41 la durée de la phase S n’augmente
plus que lentement dans le télencéphale et la moelle épiniére, mais
parait constante dans I’épithélium gastrique (Fig. 2).

Dans les trois tissus étudiés. la fraction du cycle cellulaire occu-
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FiG. 3. Courbes de variation de la vitesse de multiplication entre les stades 34 et
41, obtenues dans 3 tissus chez des embryons agés et des Jeunes larves de pleurodele
élevés & 17°C. La vitesse de multiplication (V) traduit le nombre de divisions que
subirait une cellule en 100 heures; elle est inversement proportionnelle au temps de
génération (T') et exprimée par le rapport V = 100/7".

pée par la phase S décroit au cours du développement (Tableau 1).
Cette décroissance qui est de ordre de 8% dans le télencéphale
atteint 18% environ dans la moelle épiniére et 'épithélium gastri-
que. ’ _
Le coefficient de variation de la durée de la phase S est plus élevé
dans la moelle épiniére que dans le telencéphale et plus dans celui-
ci que dans I’épithélium gastrique (Tableau 2).

Variation de la durée des phases (i, ot M au cours du développe-
ment. La durée ahsolue des phases G, et M augmente dans les trois
tissus, entre les stades 34 et 41. L’allongement remarquable de ces
phases entre les stades 34 et 36 s’atténue rapidement entre les stades
36 et 38. Entre les stades 38 et 41, la phase M continue a s'allonger
dans la moelle épini¢re, parait constante dans le télencéphale et
diminue dans Pépithélium gastrique. Dans cet intervalle de temps,
la phase G, poursuit son allongement dans les trois tissus, mais de
fagon moins accentuée.
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La fraction du cycle cellulaire occupée par la phase G, augmente
régulierement avec 1'dge des embryons dans les trois tissus étudiés;
cette augmentation est plus importante dans la moelle épiniére que
dans I’épithélium gastrique et plus dans ce dernier que dans le tél-
encéphale. En revanche, la fraction du cycle cellulaire occupée par
la phase M décroit dans I’épithélium gastrique, croit dans la moelle
épini¢re et varie de facon irréguliere dans le télencéphale lorsque
les embryons passent du stade 34 au stade 41 (Tableau 1).

Le Tableau 2 permet de comparer la variation relative de la durée
des phases G, et M des trois tissus. Il montre en particulier que,
- dans le cas de la moelle épiniére, la durée de la phase G, quadruple
et celle de la phase M triple dans l'intervalle de temps considéré.
Comme dans le cas de la phase S, le coefficient de variation de ces
deux phases est plus important dans la moelle épiniére que dans le
télencéphale; il est le plus faible dans ’épithélium gastrique.

Variation de la durée de la phase G, au cours du développement.
Dans les trois tissus étudiés, la durée absolue de la phase G, aug-
mente de facon importante entre les stades 34 et 41 (Tableau 1).
Alors que cette augmentation est proportionnelle au temps dans
Pépithélium gastrique, elle devient moins rapide dés le stade 36
dans le télencéphale, et dés le stade 38 dans la moelle épiniére. Dans
Pintervalle de temps choisi, la phase G, s’allonge de 5 heures dans
le télencéphale et de 10 heures dans la moelle épiniére et 1’épithé-
lium gastrique (Fig. 2).

La fraction du cycle cellulaire occupée par la phase G, augmente
régulierement avec I'dge des animaux (Tableau 1): son accroisse-
ment est plus important dans 'épithélium gastrique que dans la
moelle épiniere et plus dans cette derniére que dans le télen-
céphale. i}

Le tableau 2 montre que le coefficient de variation de la durée de
la phase G, est environ 5 fois plus élevé dans I’¢pithélium gas-
trique et la moelle épiniére que dans le télencéphale.

II. Variation de lindice de marquage, de Uindice mitotique et du
coefficient de prolifération au cours du développement

Nous avons évalué dans le télencéphale, la moelle épiniére et
Pépithélium gastrique, lindice de marguage et Uindice mitotique
une heure apres Vinjection, aux stades 34, 36, 38 et 41. Les résultats
obtenus sont portés dans le tableau 4.

Nous avons montré précédemment (Brugal et Chibon, 1970; Bru-
gal et Bertrandias, 1970) que les tissus embryonnaires de pleurodele
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peuvent étre considérés, en premilre approximation, comme des
populations cellulaires en croissance exponentielle dont le nombre
de cellules peut étre évalué a chaque instant par la relation:

N({t) = N(o) - (P+ )T (1)
dans laquelle: N(t) = nombre de cellules au temps ¢,

N(0) = nombre de cellules au tempst = 0,

P = coefficient de prolifération,

T = temps de génération.

Dans de telles populations, I'indice de marquage et I'indice mito-
tique théoriques sont définis par les relations:

IL = S/T-log (P + 1) [1 + M +TG’+ 8/2} 2)
IM = M/T-log (P + 1) )

Connaissant 4 la fois I'indice mitotique, ou 'indice de marquage,
la durée des cycles cellulaires et celle des phases S, G, et M, les
relations (2) et (3) nous ont permis de calculer a chaque stade et dans
chaque tissu les valeurs du coefficient de prolifération (P). Les ré-
sultats obtenus sont portés dans le tableau 4.

TABLEAU 4
VALEURS DU COEFFICIENT DE PROLIFERATION (P), DEDUITES DE L’INDICE
- DE MARQUAGE ET DE L’INDICE MITOTIQUE, OBTENUES DANS TROIS
TISSUS D’EMBRYONS ET DE JEUNES LARVES DE PLEURODELE

P%
Tissus Stades IL% IM*/¢, :
déduit de déduit de
IL M
Télencéphale 34 27,7 25, 2 © 35 35
36 21,3 23, 6 28 30
38 15, 7 24, 4 22 23
41 14, 1 17 20 22
Moelle épiniere 34 47, 6 35, 1 57 61
36 35, 2 36, 1 44 46
38 23,1 31, 6 32 35
41 18, 7 28, 7 28 31
Epithélium gastrique 34 57,1 61, 1 71 77
‘ 36 41, 3 46, 2 54 56
38 22,9 27, 6 32 32
41 13,9 16, 5 22 23
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La comparaison des données du tableau 4 fait apparaitre que les
valeurs du coefficient de prolifération déduites de l'indice de mar-
quage et de l'indice mitotique sont en bon accord; cependant, les
premiéres sont inférieures aux secondes de 3% a 6% environ. Nous
avons montré précédemment (Brugal et Bertrandias, 1970) que cette
différence est principalement due a ce que l'indice de marquage qui,
dans une premiere période, décroit rapidement en raison de la pro-
lifération de cellules non marquées, est inférieur, dés une heure
aprés l'injection, a la proportion réelle de cellules en phase S.

Les courbes de la figure 4 traduisent la variation du coefficient
de prolifération entre les stades 34 et 41 dans les trois tissus
étudiés: elles montrent que dans tous les cas la proportion de cel-
lules en activité mitotique diminue rapidement au cours du dével-
oppement. La diminution du coefficient de prolifération est par-
ticulierement forte dans la moelle épiniére et I'epithélium gastrique
entre les stades 34 et 38; par contre elle est relativement faible dans
le télencéphale.

P %
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Fic. 4. Courbes de variation du coefficient de prolifération (P) entre les stades 34
et 41, obtenues dans 3 tissus d’embryons dgés et de jeunes larves de pleurodeéle. Les
valeurs de P sont déduites de I'indice de marquage () et de I'indice mitotique (@).
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Alors que les valeurs du coefficient de prolifération different
beaucoup selon les tissus au stade 34, elles différent peu et sont
comprises entre 20% et 30% au stade 41.

III. Histogenese des tissus étudiés entre les stades 34 et 41

Pour compléter les résultats que nous avens rapportés, il est in-
téressant d’observer Phistogenése des trois tissus considérés, afin
de mettre en évidence d’éventuelles relations entre les variations
de la prolifération au cours des stades étudiés et les progres de la
différenciation.

L’épithélium gastrique présente (Fig. 5), au stade 34, un aspect
pseudostratifié. Les hautes cellules épithéliales renferment de
nombreuses plaquettes vitellines. Aucune ébauche glandulaire ne
s’observe a ce stade. Aprés l'éclosion, qui a lieu au stade 35, les
plaquettes vitellines disparaissent rapidement.

Au stade 36 ’épithélium gastrique est cylindrique et tapissé d’un
mince liseré de mucine. Deés ce stade il présente des invaginations
encore peu nombreuses qui préfigurent les infundibula.

Vers le stade 37 les jeunes larves commencent & se nourrir; les
cellules épithéliales deviennent plus colorables et présentent des
le stade 38 un cytoplasme apical clair et finement granuleux; leur
noyau est repoussé vers la membrane basale. Elles ont alors 'aspect
de cellules mucipares fermées fonctionnelles. De nombreux infundi-
bula sont apparus et se prolongent,dans le chorion encore lache, par
des glandes tubulaires peu différenciées formées de cellules cubi-
ques a cytoplasme clair.

Entre les stades 38 et 41, 'histogenése de I’épithélium gastrique
n'est marquée que par lallongement des glandes tubulaires et
’épaississement de la couche de mucine. :

L’histogenése du télencéphale (I'ig. 6) est caractérisée, entre
les stades 34 et 41, par I'épaississement progressif de la substance
blanche qui témoigne de Paugmentation du nombre de fibres ner-
veuses et par conséquent du nombre de neurones différenciés.

Des le stade 38, trois couches concentriques s’individualisent.
Celle qui borde la lumiére ventriculaire est formée de 3 ou 4 assises
de cellules aux noyaux allongés et trés chromophiles. Ce n’est qu’au
niveau de cette zone que se rencontrent les figures mitotiques. La
couche moyenne, ou substance grise, est constituée de noyaux sphé-
riques peu colorts. La couche externe, ou substance blanche, com-
prend un feutrage de fibres nerveuses qui enserre quelques rares
noyaux.




Fic. 5. Aspect histologique de I’épithélium gastrique d’embryons et de jeunes
larves de pleurodele. (A) Stade 34. (B) Stade 36. (C) Stade 38. (D) Stade 41. M: mu-
cine; E: épithélium; I: infundibulum; T glande gastrique tubulaire. X 240.



Fic. 6. Aspect histologique du télencéphale d’embryons et de jeunes larves de
pleurodéle. (A) Stade 34. (B) Stade 36. (C) Stade 38. (D) Stade 41. V: ventricules tél-

encéphaliques, T: trabécules, C: choanes. X 80.



FiG. 7. Aspect histologique de la moelle épiniere d’embryons et de jeunes larves

de pleurodele. (A) Stade 34. (B) Stade 36. (C) Stade 38. (D) Stade 41. E: Canal de
I’épendyme, S: somites. X 200.
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L’histogehése de la moelle épiniére, au niveau brachial (Fig. 7),
se caractérise entre les stades 34 et 41 par un important épaississe-
ment de la substance blanche. Le canal de I'épendyme devient de
plus en plus petit par suite de 'augmentation du nombre des cell-

ules au niveau des plaques dorsale et ventrale.
On constate donc dans ces trois tissus un progrés remarquable de

la différenciation histologique entre les stades 34 et 41, mais selon
des modalités particulieres a chacun d’eux: ¢’est ainsi que le tél-
encéphale est au stade 34 celui des trois tissus qui présente la dif-
férenciation histologique la plus avancée, tandis que I’épithélium
gastrique présente la différenciation la plus tardive.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Les résultats que nous avons obtenus mettent en évidence d’'im-
portantes modifications qualitatives et quantitatives de la proliféra-
tion cellulaire entre les stades 34 et 41.

—Les modifications qualitatives consistent en une variation dif-
férentielle des durées absolues et relatives des phases du cycle cel-
lulaire au cours du développement;

—Les variations quantitatives sont représentées par les variations
du taux (P) et de la vitesse (V) de prolifération cellulaire.

I. Modifications qualitatives de la prolifération au cours du dévelo-
ppement

L’allongement important de la phase G, et, & un moindre degré,
celui de la phase G, au cours du développement, sont les faits princi-
paux qu’il faut, semble-t-il, mettre en relation avec la différenciation
des cellules épithéliales de I’estomac en cellules mucipares, et des
neuroblastes de la moelle épiniére en neurones fonctionnels. Quant
au télencéphale dont les neuroblastes sont caractérisés au stade 32
par une phase G, 4 fois plus longue que celle des cellules des deux au-
tres tissus, il faut noter que le coefficient de variation de la durée de
la phase G, dans P'intervalle de temps considéré est moins impor-
tant que celui de la phase G,. Ces particularités sont & mettre en re-
lation avec le fait que cet organe présente dés le stade 34 une différ-
enciation plus accentuée que les deux autres tissus étudiés.

L’augmentation réguliere de la durée absolue et relative de la
phase G, des cellules en voie de différenciation conduit a penser que
cette phase représente une période du cycle cellulaire pendant la-
quelle s’édifient les protéines structurales et fonctionnelles spécifi-
ques de chaque tissu. On sait en effet que la phase G, est treés
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courte ou absente dans les cellules qui se divisent rapidement telles
que les cellules méristématiques des végétaux (Clowes, 1965), les
cellules tumorales (Defendi et Manson, 1961; Baserga, 1963; Kissel
et coll., 1966) ou les blastomeéres d’embryons en segmentation (Hine-
gardner et coll., 1964; Graham et Morgan, 1966). En revanche, elle
s’allonge de fagon importante au cours du développement précoce

-des Amphibiens (Graham et Morgan, 1966) de méme qu’au cours de

I’histogeneése du tube neural de la souris (Kauffmann, 1968) ou des
muscles de la patte du poulet (Marchok et Herrmann, 1967).

Comme dans le cas de la phase G,, la phase G,, qui s’allonge ré-
gulierement dans les cellules en cours de différenciation et occupe
une place grandissante au sein du cycle cellulaire, apparait comme
une période d’activités synthétiques spécialisées. De méme que
la phase G,, elle est généralement bréve ou absente dans les cell-
ules embryonnaires indifférenciées qui proliférent rapidement, et
elle s’allonge de facon remarquable dans les cellules qui se diffé-
rencient ainsi que l’ont montré Starkey (1963) dans les adamanto-
blastes du jeune lapin et Graham et Morgan (1966) dans les blasto-
meéres de ’embryon de xénope.

Enfin, les phases S et M sont celles qui s’allongent le moins entre
les stades 34 et 41 dans les trois tissus étudiés. Dans 1’épithélium
gastrique, la durée de la phase S est constante entre les stades 38 et
41 tandis que, dans le méme intervalle de temps, la durée de la mi-
tose diminue.

Bien que les durées absolues des phases S et M augmentent dans
les trois tissus entre les stades 34 et 41, la durée relative de la phase
S diminue régulierement et celle de la phase M varie de facon irré-
guliere: de ce fait, 'allongement de ces deux phases ne semble pas
lié directement aux activités cellulaires de synthése responsables
de la différenciation.

II. Modifications quantitatives de la prolifération au cours du dé-
veloppement

La proportion de cellules en activité mitotique et leur vitesse de
multiplication diminuent dans les trois tissus étudiés entre les

stades 34 et 41.
L’épithélium gastrique qui, au stade 34, apparait peu différencié

est caractérisé par un coefficient de prolifération élevé (71% a 77%).

La différenciation rapide de ce tissu, entre les stades 34 et 38,s’a

. - compagne d’une chute importante du coefficient de prolifération

qui ‘traduit un arrét de l’activité mitotique des trois quarts des cell-
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ules de I’épithélium. Entre les stades 38 et 41, I'histogenése peu im-
portante ne s’accompagne que d’une faible diminution du coefficient
de prolifération, Dans I'intervalle de temps étudié, la vitesse de mul-
tiplication des cellules de I'épithélium gastrique décroit moins que
dans les deux tissus nerveux et reste relativement élevée.

Le stade de la prise de nourriture représente une étape importante
de I'histogenése de I’épithélium gastrique. En effet, dés le stade 38
la différenciation est presque achevée, les cellules en activité mito-
tique sont en faible proportion, mais continuent a se diviser rapide-
ment et leur phase M devient plus courte alors que leur phase S
reste constante. Ces particularités nous ont conduits & penser qu’une
sous-population de cellules épithéliales conservant des caractéres
mitotiques de cellules embryonnaires commence a s’individualiser
des le stade 38 dans ce tissu; elle assurerait le renouvellement cel-
lulaire apreés le stade de la prise de nourriture. Néanmoins nous

n’avons observé aucune localisation particuliére des figures mitoti- -

ques, méme au stade 41. ,

Dans le télencéphale au stade 34, le coefficient de prolifération
est plus faible que dans les deux autres tissus et diminue peu au
cours du développement. Le fait que les deux tiers environ des cel-
lules de cet organe ont cessé de se diviser avant le stade de I’éclosion
est probablement lié a sa différenciation précoce qui lui confere,
des le stade 34, 'aspect histologique d’un tissu nerveux fonctionnel.

Au niveau brachial de la moelle épiniere, 'important développe-
ment de la substance blanche, particuliérement entre les stades 34
et 38,s’accompagne d’une diminution du coefficient de prolifération
et de la vitesse de multiplication des cellules. Entre les stades 34 et
41, P'histogenése comme la diminution des parameétres P et V est peu
accentuée. ‘

Les résultats obtenus montrent que la diminution du taux (P) et
de la vitesse (V) de la prolifération d’une part, et le. progrés de la
différenciation histologique d’autre part, sont simultanés dans le
télencéphale, la moelle épiniére et 'épithélium gastrique chez les
embryons 4gés et les jeunes larves de pleurcdele. Au contraire, le
ralentissement de la prolifération des cellules précéde leur différen-
ciation dans le cas de la myogenése (Marchok et Hermann, 1967) et
de la chondrogenése (Janners, 1968) chez Pembryon de poulet. Une
telle différence entre les travaux antérieurs et les résultats que
nous avons obtenus, concernant les relations chronologiques entre
les variations de la prolifération et I’acquisition de 1’état différencié,

6C
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est probablement li¢c aux caracteres spécifiques et a la nature des
tissus étudiés.

Il conveint en effet e remarquer que les critéres de la différencia-
tion qui ont été rete:s dans les travaux précédents (apparition de
la myosine ou de la atrice cartilagineuse), comme ceux que nous
avons choisis dans le présent travail (apparition de la mucine gas-
trique par exemple), ::¢ sont en réalité que des manifestations plus

~ou moins tardives de .: spécialisation des cellules. En effet, I’appari-

tion des protéines siructurales et fonctionnelles n’est que la consé-
quence de lacquisiticn préalable d’enzymes particulieres néces-
saires 4 la différenc’ tion de chaque cellule et de chaque tissu.
C’est 'augmentation ~u taux de ces enzymes qui représente le cri-
tére initial et fondarnoutal de la différenciation et qui devrait étre
mis en relation avec !z ralentissement de la prolifération afin de pré-
ciser, au niveau cellulaire, les liens chreonologiques, physiologiques
et génétiques éventucls entre la perte des capacités mitotiques et
Pétablissement de la différenciation. De tels travaux qui nécessi-
teraient des études bicchimiques, histoenzymologiques et autoradio-
graphiques précises et simultanées sont difficilement réalisables
in vwo et, a notre connaissance, n’ont pas été publiés.

III. Conclusion

Dans le télencéphale, la moelle épiniere et I’épithélium gastrique,
I’histogenése s’accompagne d’importantes modifications de la pro-
lifération cellulaire. Les cellules en voie de différenciation se divi-
sent de moins en moins rapidement et une proportion de plus en
plus grande d’entre clles cesse toute activité mitotique. La phase
G, dans laquelle sont bloquées les cellules qui ont cess¢ de se di-
viser peut étre comprise comme une phase G, indéfiniment pro-
longée. C’est en effet cette phase G, qui, en s'allongeant d’une
facon remarquable au cours du développement semble représenter
la principale période du cycle cellulaire pendant laquelle sont syn-
thétisées les protéines structurales et fonctionnelles spécifiques.

Alors qu’au stade 34 les tissus embryonnaires étudiés présentent
des états de différenciation et des coefficients de prolifération treés
différents, ils acquiérent tous a partir du stade 38 I’aspect histologi-
de tissus fonctionnels, et leurs coefficients de prolifération tendent
vers une valeur comprize entre 20% et 30%.

Les résultats obtenus montrent que, dans 'espéce étudiée, la pro-
portion des cellules en sctivité mitotique et la durée relative de leur
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phase G, sont des parameétres représentatifs de 1’état de différencia-
tion des tissus: le coefficient de prolifération d’un tissu est d’autant
plus faible et la durée relative de la phase G, de ses cellules d’autant
plus longue, a chaque stade du développement, qu’il est plus dif-
férencié. 2

RESUME

L’étude autoradiographique de l’activité mitotique chez les em-
bryons et les jeunes larves de pleurodeéle aux stades voisins de 1’éclo-
sion, révele d’importantes modifications qualitatives et quantita-
tives de la prolifération cellulaire au cours du développement. Les
modifications qualitatives consistent principalement en un allonge-
ment important de la durée de la phase G,, et 4 un moindre degré
de la phase G, La phase G,;qui occupe une place grandis-
sante dans le cycle cellulaire a mesure que la différenciation s’ac-
centue, semble représenter la période du cycle mitotique durant
laquelle sont synthétisées les protéines structurales et fonctionnel-
les particuliéres a chaque tissu. Les modifications quantitatives con-
sistent en une diminution rapide du coefficient de prolifération et
de la vitesse de multiplication des cellules au cours du développe-
ment. Il est donc probable que les cellules en cours de différencia-
tion se divisent de plus en plus lentement, puis cessent toute acti-
vité mitotique pour entrer dans une phase de maturité, dite G,, qui
pourrait étre comprise comme une phase G, indéfiniment prolongée.

SUMMARY

Autoradiographic studies of mitotic activity in pleurodeles em-
bryos and young larvae ranging from stage 34 to 41, close to hatching
time, revealed important qualitative and quantitative modificaticns
of cell proliferation during development. Qualitative changes are
primarily a lengthening of G, phase and G, phase durations; how-
ever G, phase is lengthened in a lesser degree than G, phase. As
differentiation takes place, G, phase becomes more and more time-
consuming in the cell life cycle, and corresponds likely to the tissue-
specific structural and functional proteins synthesizing time of the
cell. Quantitative changes are expressed, during development, as a
rapid decrease of both growth fraction and cell multiplication rate.
We have reasons to believe that cells in the course of their differen-
tiation, divide more and more slowly, then stop their mitotic activity,
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and get into a maturity phase called G, which could be intefpreted
as an indefinitely prolonged G, phase.
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Autoradiographic Study of the Effect of Temperature on Cellular Proliferation in
Late Embryos of Pleurodeles waltlii Michah. (Amphibia, Urodela)

Summary. We observed in Pleurodeles embryos, stage 34, that the duration of the cell
cycle and its phases was approximately the same for every tissue but was easily modified by
varying the temperature. The generation time and the duration of S phase in embryos
submitted to a 12°C temperature instead of 26°C are tripled or quadrupled. A temperature
rise produced a proportionale shortening in G, and M phases and a lengthening in ¢, phase.
This G phase is not detectable at 12°C but represent a 1/, of the total generation time at 267C.
The more differentiated the cells are, the longer is the G, time. The cell population studicd
during these experiments are growing exponentially. Growth fraction, which represents the
exponential growth basis, is temperature independent but has a tissue specificity. This
growth fraction is smaller the more the tissue is differentiated. However, the relative rate of
cell division, inversely proportional to the generation time, is temperature dependent and

~appears to control the embryo’s relative rate of growth under different temperatures.

Résumé. Chez 'embryon de Pleurodéle au stade 34, ia durée du cycle cellulaire et de ses
phases varie peu selon les tissus mais dépend étroitement de la température. Le temps de
génération et la durée de la phase S sont environ 3 ou 4 fois plus longs & 12°C qu's 26°C.
Lorsque la température s’éléve, la phase G, est abrégée dans les mémes proportions que la
phase M ; par contre, la durée de la phase G, qui est nulle & 12°C s’alionge considérablement
pour représenter environ '/, de la durée totale du cycle cellulaire & 26°C. La durée de cette
phase est d’autant plus longue, & une température donnée, que les cellules sont plus différen-
ciées. Les tissus étudi¢s représentent des populations cellulaires en croissance exponenticlle. .
Le coefficient de prolifération, duquel dépend la base de la fonction exponentielle de croissance,
est indépendant de la température mais particulier & chaque tissu. Il est d’autant plus faible
que le tissu est plus différencié. En revanche, la vitesse de multiplication des cellules, qui est
inversement proportionnelle au terps de génération, varie largement en fonction de la
température; en outre, elle semble déterminer & elle seule la vitesse du développement des
embryons aux températures choisies.

Introduction
Les premiéres ¢tudes concernant U'influence de la température sur la division
cellulaire ont ¢été réalisées sur les oecufs en segmentation chez oursin (Agrell,
1958), Pascaris (Ephrussi, 1827) ou la sabelle (Fauré-Frémiet, 1924). Ces travaux
ont permis de déterminer les coefficients de température (Q,,) des différentes
phases de la mitose. Ces résultats ont ét¢ confirmés et complétés chez les Amphi-
biens (Peter, 1924) et plus récemment chez les Mammiféres (Shapiro et Lubinni-
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kova, 1966; Rao et Engelberg, 1968) et chez les végétaux (Brown, 1951; Evans
et Savage, 1959; Van’t Hoff et Ying, 1964).

Alors que ces travaux ont considérablement étendu nos connaissances con-
cernant I'influence de la température sur la durée de la mitose et de Pinterphase,
Paction de ce facteur sur les 4 phases du cycle cellulaire décrites par Howard
et Pelc (1951) n’a fait Pobjet que d’un petit nombre de travaux récents. Ceux-ci,
entrepris grice aux techniques autoradiographiques et microcinématographiques,
portent principalement sur du matériel végétal (Wimber, 1966) des tissus d’ Amphi-
biens embryonnaires (Chibon et Brugal, 1969), ou sur des cellules de Mammiféres
adultes cultivées in vitro (Rao et Engelberg, 1965; Sisken ef al., 1965; Vendrely
et al., 1968). Ils ont montré que les phases du cycle cellulaire sont différemment
affectées par les conditions de température.

L'influence de la température sur les divers paramétres de la prolifération
cellulaire tels que l'indice de marquage, I'indice mitotique et le coefficient de
prolifération, n’a été que partiellement étudiée (Evans et Savage, 1959; Rao et
Engelberg, 1968). Il nous a donc paru intéressant de préciser les modifications
de la cinétique de diverses populations de cellules en fonction de la température
chez les embryons d’un Vertébré poikilotherme Pleurodeles waltlii Michah.
(Amphibien, Urodéle) dont la vitesse de développement varie largement en
fonction de ce facteur. :

Matériel et méthode

Les expériences ont été réalisées sur deslots de 50 embryons de Pleurodéle au stade 34 de
Gallien et Durocher (1957) placés aux températures de 12°C, 17°C, 23 C° et 26°C. Lorsqu’ils ont
atteint le stade 34, 30 embryons de chaque lot regoivent une injection de thymidine tritice
puis sont conservés & la température de I'expérience avant d’étre fixés, un par un. & des
intervalles de temps échelonnés entre 1 h et 99 h apres Pinjection. Dans chaque lot, 20 embryvons
non traités nous ont permis de déterminer la vitesse du développement aux températurces
choisies. '

Mode opératoire

Les embryons ayant atteint le stade 34 sont lavés et anesthésiés dans la solution opératoire
stérile de Holtfreter additionnée de MS 222 & la concentration de 1 g/l. Au moyen d’une
microaiguille, 2-10~* ml environ d’une solution de thymidine tritiée & la concentration de
80 uCi/ml (activité spécifique: 9,7 Ci/mM) est injectée dans la cavité générale des animaux
(environ 10-%pCi/animal). Aprés Iinjection,les embryons sont replacés dans la solution
opératoire de Holtfreter d’ou ils seront retirés pour étre fixés. Pendant cette période la
mortalité est toujours trés faible et de 'ordre de 2 & 3%,

Les injections et les fixations ont été pratiquées & différentes heures de la journée sans

tenir compte d’éventuelles variations nycthémérales de la prolifération cellulaire.

, Traitement histologique et autoradiographique

Les embryons sont fixés durant 24 heures dans le liquide de Smith puis inclus dans la
paratfine et débités en coupes sérices de & p d’épaisseur. Apres déparaffinage, les préparations
sont recouvertes d’¢mulsion nueléaire [ford L; non diluée. Apres 45 jours dexposition a la
température de 12°C. les autoradiographies sont révélées et fixées selon les procédoés classiques
puis colorées par le vert de méthyle et la pyronine (mélange de Pappenhein-Unna).

Méthodes de comptage

Les histo-autoradiographies obtenues nous ont permis d'évaluer le pourcentage de mitoses
marqudes, 'indice de marquage et U'indice mitotique a 4 températures dans le mésenchyme de
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Fig. 1. Courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées (MM*) en fonction du

temps écculé aprés une injection de-thymidine tritie, obtenues & différentes températures

dans le mésenchyme de la base du membre antéricur chez des embryons de Plourodéle au
stade 34

,

la base du bourgeon de membre, I'épithélium gastrique et le télencéphale. Ces tissus ont été
choisis en raison de leurs origines embryonnaires différentes. :

Le mésenchyme de la base du bourgeon de membre antérieur, d’origine mésodermique, est
formé au stade 34 d’une population de cellules apparemment identiques et indifférenciées.
Les cellules mésenchymateuses constituant les 4 ou 5 assises proximales du bourgeon sont
toujours marquées de fagon intense et se distinguent nettement d’un massif cellulaire distal
formé de grandes cellules polygonales peu marquées.

L'épithélium gastrique, d’origine endodermique, est riche en plaquettes vitellines qui
génent parfois les comptages au state 34. Les glandes digestives ne sont pas diiférenciées, la
prise de nourriture ne débutant qu’aux stades 36—37.

Le télencéphale, d’origine ectodermique, est constitué au stade 34 d’une couche interne,
dense et riche en mitoses, et d’une couche externe, Jache et pauvre en noyaux.

Apres chaque intervalle de temps séparant la fixation de 'injection de thymidine tritiée &
une température donnée, un seul embryon est sacrifié pour déterminer le pourcentage de
mitoses marquées, I'indice de marquage et I'indice mitotique.

Les courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées, é¢tablies aux 4 températures
choisies, nous ont permis de calculer graphiquement la durée du cycle cellulaire et de ses
phases conformément & la méthode de Quastler et Shermann (1859). Nous avons interprété
comme mitose, la phase du cycle cellulaire qui s’étend de la fin de la prophase au début de la
télophase et durant laquelle les chromosomes sont nettement individualisés,

L’indice de marquage, exprimé en pourcentage, a été établi aprds comptage de 1000

cellules environ au moyen d'un microscope & projection. Ce procédé réduit I'erreur de
comptage & environ 10 cellules pour 1060 cellnles, '

I’indice mitotique exprimé par le nombre do miteses pour 1009 cellules, n 6té établi
aprés comptage d'un millier de cellules & Paide d’une grille oculaire, Ce procédé conduit dune
erreur de comptage d’environ 20 celiules pour 1000 cellules.

Résultats
L. Influence de la température sur la durée du cycle cellulaire et de ses phases
1. Résultats expérimentaux .
Les courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées, en foncticn
du temps, établics aux 4 températures choisies, sont données dans la fig. 1 pour
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Fig. 2. Courbes de variation de la durée du cycle cellulaire et de ses phases en fonction de la

température, obtenues dans I'épithélium gastrique chez des embryons de Pleurodéle au
stade 34. L'échelle des ordonnées est 4 fois plus petite pour § et 7' que pour Gy, Gyet M

le mésenchyme de la base du bourgeon de membre antérieur; des courbes de
méme type ont été obtenues pour les deux autres tissus. Elles permettent de

calculer, dans chaque cas, la durée du cycle cellulaire et de ses phases selon la

méthode de Quastler et Shermann (1959). Les résultats obtenus sont portés
dans le tableau 1.

Les valeurs du tableau 1 permettent de tracer les courbes de variation de la
durée du cycle mitotique et de ses phases en fonction de la température. Les
courbes obtenues sont données dans la figure 2 pour ’épithélium gastrique. Des
graphiques semblables ont été obtenus pour les deux autres tissus.

Nous avons déterminé, dans les trois tissus étudiés, la fraction du cyele
cellulaire occupée par chaque phase aux différentes températures. Les résultats

obtenus, exprimés en pourcentage du temps de génération, sont traduits par les
courbes des fig. 3—5.

Le rapport entre la durée du cycle cellulaire et de ses phases 26 (et 12° (!
a été calculé pour les trois tissus; ce rapport, ou coefficient de variation, traduit

la sensibilit¢ de la durée du cycle cellulaire et de ses phases aux conditions de
température. Les résultats obtenus sont portés dans le tableau 2.
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Fig. 3. Courbes de variation de la fraction du cycle cellulaire (exprimée en pourcentage du
temps de génération) occupée par la phase S en fonction de la température, dans le télencéphale
(Z), le mésenchyme de la base du membre antérieur (2) et I'épithélium gastrique (3)

Tableau 1. Durées du cycle cellulaire et de ses phases calculées graphiquement d’aprés les
courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées établics a différentes iempérotures dans
3 tissus d’embryons de Pleurodéle au stade 34. (Méthode de Quastler et Shermann, 1959)

Tissus Mésenchyme Epithélium gastrique Télencéphale

de la base du ,

membre antérieur
Tempéra- 12 17 23 26| 12 17 23 26 12 17 23 26
ture (°C)
Durées (h) _
T 91 40 24 22192 42 32 29 93 48 32 30
G, 0 1 4 6( O 1 4 65| 0 4 5 7,5
S 79 3t 16 14 | 82,5 34 24 20 81 38 24 21
G, 6 4 2 1| 3,5 2,5 1,5 i 4 2 1 0,5
M 6 4 2 1] 6 4,5 2,5 1,5 8 4 2 1

Tableau 2. Coefficients de variation de la durée du cycle cellulaire et de ses phases, entre 26° C
et 12°C, dans 3 tissus d’embryons de Pleurodéle au stade 34. La valeur du coeffictent
tradutt la sensibilité des phases du cycle aux conditions de température. Cette sensibiliié se
traduit par un allongement dans le cas de T, 8, G, et M et par un raccourcissement dans le

cas de G,

Tissus Coefficients de variation entre
26°Cet 12°C
T G, S G, M
Mésenchyme de la base du membre antérieur 4,14 co 5,64 6 8
Epithélium gastrique 3,17 co 4,13 340 4
Télencéphale 3,10 co 3,86 8 8

2. Interprétation des résultats

Toutes les courbes obtenues, traduisant la variation du pourcentage de mitoses
marquées en fonction du temps écoulé aprés I'injection, présentent une grande
régularité et un plateau constant & 100%. On peut en déduire que:
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— les trois tissus étudiés sont homogénes et ne comprennent pas de sous-
populations de cellules ayant des comportements mitotiques distincts;

— I'incorporation de thymidine tritiée, et par conséquent la synthése d’ADN,
est ininterrompue durant toute la phase S.

Action de la température sur le temps de génération. Variation de la durée
absolue (table.u 1): dans les trois tissus étudiés, le temps de génération décroit
rapidement lorsque la température s’éléve de 12° C & 17° C, puis plus lentement
au-dessus de 17° C. Cette variation du temps de génération se traduit par une
courbe ayant la forme d’une branche d’hyperbole (fig. 2).

Coefficient de variation (tableau 2): lorsque.la température s’abaisse de 26° C
412°Cle temps de génération est multiplié par un coefficient de 3,10 & 4,14 selon les
tissus. Le tableau 2 montre que le mésenchyme de la base du bourgeon de membre
est le plus sensible aux variations de température, puis viennent par ordre de
sensibilité décroissante, I’épithélium gastrique et le télencéphale.

Action de la température sur la durée de la phase S. Variation de la durée absolue
(tableau 1): dans les trois tissus étudiés, la durée de la phase S décroit quand
la température s’éléve de 12° C & 26° C; cette variation se traduit, comme pour
le temps de génération, par une courbe ayant la forme d’une branche d’hyperbole.
Le parallélisme entre les variations de la durée de la phase S et du temps de
génération traduit le fait que, selon la température, la synthése d’ADN occupe
70% & 90% de la durée du cycle cellulaire.

Variation de la fraction du cycle mitotique occupée par la phase S (fig. 3):
dans les trois tissus étudiés, la fraction du cycle cellulaire occupée par la phase S
est importante & toutes les températures choisies et atteint 90% & 12° C. Cette
fraction décroit de fagon semblable dans les trois tissus lorsque la température
g’éleve de 12° C & 26° C.

Coefficient de variation (tableau 2): lorsque la température s’abaisse de 26° C
a 12°C, la durée de la phase S est multipliée par un coefficient variant entre
3,86 et 5,64 selon les tissus. La comparaison du coefficient de variation de la durée
de la phase S des trois tissus fait apparaitre que le mésenchyme de la base du
bourgeon de membre antérieur présente la phase S la plus sensible aux conditions
de température; puis viennent, par ordre de sensibilité décroissante, ’épithélium
gastrique et le télencéphale. _

Influence de la température sur la durée des phases G, et M. Variation de-la -
durée absolue (tableau 1): quelle que soit la température, la durée de la phase
G, est toujours inférieure ou égale & celle de la phase M. Ces deux phases sont
abrégées proportionnellement & 1’élévation de température entre 12°C et 26° C
dans le mésenchyme de la base du bourgeon de membre et I’épithélium gastrique,
et entre 17° C et 26° C dans le télencéphale.

Variation de la fraction du cycle cellulaire occupée par les phases G, et M
(fig. 4): quelle que soit la température, la fraction du cycle cellulaire occupée par
la phase G, est toujours inférieure ou égale & celle occupée par la phase 2/; elle
décroit avec I'élévation de température entre 17° C et 26° C dans le télencéphale
et entre 12° C et 26° C dans I'épithélium gastrique et le mésenchyme de la base
du bourgeon de membre. Dans ces deux derniers tissus, la décroissance est parti-
culierement sensible au-dessus de 23° C. Les fractions du cycle cellulaire occupées
par les phases &, et M varient, dans un méme tissu, de fagon identique (més-
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Fig. 4. Courbes de variation des fractions du cycle cellulaire (exprimée en pourcentage du
temps de génération) occupées par les phases @, et M en fonction de la température dans le
télencéphale (1), le mésenchyme de la base du membre antérieur (2) et I'éptihélium gastrique (3)

enchyme de la base du membre) ou trés comparable (épithélium gastrique et
télencéphale). ‘
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Coefficient de variation des phases G, et M (tableau 2): lorsque la tempéra-.

ture s’abaisse des 26° C & 12° C, la durée des phases G, et M est multipliée par
un coefficient égal & 8 dans le télencéphale et & 6 dans le mésenchyme de la base
du bourgeon de membre antérieur; il est voisin de 4 dans I’épithélium gastrique.
Ces résultats font apparaitre une grande similitude dans la sensibilité des phases
G, et 3 aux conditions de température.

Influence de la température sur la durée de la phuse G,. Variation de la durée
absolue (tableau 1): la durée de la phase G, varie en sens inverse des trois autres
phases du cycle cellulaire entre 12° C et 26° C. Nulle & 12° Celle s’allonge rapide-
ment avec ’élévation de température surtout au-dessus de 23° C.

Variation de la fraction du cycle cellulaire occupée par la phase Gy (fig. 5):
la fraction du cycle celiulaire occupée par la phase Gy, nulle & 12° C, croit con-

sidérablement avec I’élévation de température, surtout au-dessus de 23° C, pour

représenter environ !/, de la durée totale du cycle cellulaire & 26° C. Cet accroisse-
ment est trés comparable pour les trois tissus étudiés.

Coefficient de variation (tableau 2): lorsque la température s’éléve de 12°C
& 26° C, la durée de la phase Gy passant de 0 & 6 ou 7,5 heures selon les tissus,
réalise une performance infinie que le coefficient de variation ne peut pas traduire
de fagon significative; néanmeins, la phase G| est celle des 4 phases du cycle
cellulaire qui apparait la plus sensible aux conditions de température.

I1. Relations entre la durée des cycles cellulaires et la vitesse du développement

Nous avons observé la vitesse du développement des embryons de Pleurodele
dlevés & 12°C, 15°C, 17°C, 23°C, et 26° C jusgqw'au stade 34. Les courbes de
développement obtenues a ces différentes températures sont données dans la
fig. 6; elles permettent de construire graphiguement une courbe qui traduit la
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Fig. 6. Courbes do développement (traits pleins) des embryons de Pleurodéle élevés a 12 (1,

15°C, 17°C, 23°C et 26°C en fonetion du temps (échelle verticale).Ces droites permettent de

construire unc courbe en forme de branche d'hyperbole (pointillés) qui traduit;la variation

du temps mis par les embryons pour passer du stade (féeondation) au stade 34 en fonetion

de la température (¢chelle supéricure). Les détails de la construction graphique sont figurds.
en tiretés
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Tableau 3. Eapports entre le temps (D) mis par les embryons de Pleurodéle ~pour attéindre le
stade 34 et la durée du cycle cellulaire (T) au stade 34, calculés dans 3 tissus & différentes

températures
- Tempé- Temps Rapport D/T
rature ~  en heures - -
(°0) mis pour Mésenchyme Ep'x-. Tél-’
- atteindre de la base theh\%m encéphale
le stade 34 (D) du I'n?mbre gastrique
antérieur
12 7904-66 8,7+0,7 © 8,540,7 8,5+0,7
17 3624-30 9,140,7 8,6-+0,7 7,6+0,7
23 2544-26 10,74-0,7 7,9+0,7 7,94+0,7
26 2264-22 10,24-0,7 7,84-0,7 7,64+0,7
Moyennes 9,7 8,2 7,8

variation du temps mis par les embryons pour passer du stade 0 (fécondation
de l'oeuf) au stade 34, en fonction de la température. Cette courbe (fig. 6) a une
forme en branche d’hyperbole trés comparable & celle des courbes de variation
du temps de génération en fonction du méme facteur (fig. 2). La question se pose
donc de savoir s’il existe une relation entre le temps (D) mis par un embryon
pour atteindre un stade donné et la durée (7') des cycles mitotiques de ses cellules.

Pour répondre & cette question nous avons calculé, pour chaque tissu, la
valeur du rapport D/T au stade 34 pour lequel nous connaissons simultanément D
(tableau 3) et 7' (tableau 1). Les résultats obtenus sont portés dans le tableaua 3.
Celui-ci montre que, quelle que soit la température, la valeur du rapport D/T
peut étre considérée comme constante (aux erreurs d’expérience pres), dans un
tissu donné. L’analyse des variances et le test I' appliqués aux résultats de ce
tableau révélent que les valeurs moyennes du rapport D/7 des trois tissus étudiés
différent de fagon hautement significative.

Il est évident que le temps de génération qui dure 1,5 & 2 heures au cours des
premiers clivages de segmentation et environ 50 heures au stade 34 dans les mémes
conditions de température, n’est pas constant au cours du développement; en

conséquence, le rapport D/T ne représente en aucune fagon le nombre de divisions -

survenues entre la fécondation et le stade considéré. Cependant, le tableau 3 permet
de dire qu’il existe un rapport constant, indépendant de la température, et
particulier & chaque tissu, entre la vitesse du développement d’un embryon et le
temps de génération de ses cellules.

II1. Influence de la température sur Uindice de marquage

1. Variation de l'indice de marquage en fonction du temps & différentes
températures
Les courbes de variation de l'indice de marquage, établies & 4 températures
pour les 3 tissus étudiés, sont données dans les {ig. 7—9 respectivement. La cora-
paraison des graphiques obtenus montre que, quelle que soit la température, les
courbes de variation de l'indice de marquage ont une forme caractéristique.

Elles présentent toutes une branche descendante qui, apres avoir atteint un

/3
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Fig. 7—9. Courbes de variation de I'indice de marquage (IL) en fonction du temps écoulé
aprés une injection de thymidine tritiée, obtenues & différentes températures dans trois tissus
d’embryon de Pleuroddle au stade 34. Pour I’établissement de ces courbes, nous avens

considéré comme marqués, les noyaux surmontés de plus de 8 grains d’argent métallique
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premier minimum, est suivie d’une branche ascendante relativement longue et
d’une nouvelle branche descendante qui atteint un second minimum plus élevé
que le précédent; enfin les courbes croissent & nouveau. Cette nouvelle branche
ascendante n’est pas visible sur les courbes établies & la température de 12°C
car nos fixations n’ont pas été poursuivies suffisamment longtemps. Nous avons
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Tableau 4. Comparaison des durées du cycle mitotique et de ses phases calculées d’aprés les

courbes des mitoses marquées (MM ) (Méthode de Quastler et Shermann, 1959), avec celles qui

sont calculées d’aprés les courbes de U'indice de ‘marquage (IL) (Méthode de Brugal et Chibon,
1970) dans trois tissus a différentes températures

Tissus Tempéra- Durée en heures

t °C

we (O o i S T q,
MM 1IL MM IL MM IL MM IL

Mésenchyme de la 12 12 10—14 79 72—80 91 — 0 —
base du bourgeon 17 8 8—10 31 27—31 40 35—40 1 05
de membre 23 4 4—6 16 15—18 24 22—26 4 0—7

26 2 2 ‘14 12—16 22 2326 6 5—12
Tél- 12 12 12—14 81 76—84 93 — 0 —
encéphale 17 6 5—17 38 35—40 48 47—50 4 09

23 3 3—5 24 1924 32 3234 65 3—I12

26 1,5 1-3 21 18—22 30 3032 175 5—13
Epi- 12 5 10—14 825 79—82 92 — 0o —
thélium 17 7 7—11 34  32—36 42 41—43 1 04
gastrique 23 4 3—5 24 2325 32 3235 4 2—9°

26 25 2—-3 20 20—22 20 2031 6,5 49

montré précédemment & I'aide d’un modéle graphique théorique que de telles
courbes semblent caractériser les populations cellulaires croissant selon un mode
exponentiel et permettent de calculer graphiquement la durée du cycle cellulaire
et de ses phases (Brugal et Chibon, 1870). Nous avons comparé dans le tableau 4
les durées du cycle cellulaire et de ses phases caleulées graphiquement d’aprés
les courbes de variation de l'indice de marqguage, et celles calculées d’apres les
courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées dans les trois tissus,
& 4 températures. Ce tableau montre que les résultats obtenus par les deux
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méthodes sont en bon accord; cependant les valeurs déduites des courbes de
variation de I'indice de marquage sont moins précises que celles déduites des
courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées. .

Dans les populations cellulaires en croissance exponentielle stationnaire, le
nombre de cellules peut étre évalué & chaque instant grace & la relation:

N(t) =N (o) (P+1)IT (1)

dans laquelle: N () = nombre de cellules & I’instant ¢,
N (o) = nombre de cellules & l'instant ¢ = o,
T = temps de génération, ]
P = coefficient de proliferation ou proportion de cellules en-
gagées activement dans un cycle mitotique & I'instant ¢.

La relation (1) est déduite d’un modéle mathématique simple applicable en
premiére approximation aux populations cellulaires embryonnaires (Brugal ct
Bertrandias, 1970). Ce modéle implique I’absence de migration et de mortalité
cellulaires et permet d’évaluer I'indice de marquage et I'indice mitotique grace
aux relations:

IL ~ 8/T-Log (P+1) |1+ Log (P+1) - ‘M“*G;,*"S/z’ . 2)

IM ~ M|T-Log (P+1). 3)

La variation du coefficient de prolifération au cours du temps dans les tissus
étudiés est relativement lente (Brugal, 1971) et n’influe donc pas sur la base de la
fonction exponentielle de croissance dans I'intervalle de temps considéré ici.

2. Variation de I'indice de marquage en fonction de la température

Les fig. 7—9 montrent que dans chaque tissu, & mesure que la température
s’éleve, les courbes de variation de 'indice de marquage s’abaissent vers l'axe
des abscisses et se replient vers I’axe des ordonnées tout en conservant leur forme
caractéristique. Les modifications des courbes en fonction de la température
prouvent que ce facteur agit sur les parameétres qui les définissent et qui sont
principalement: -

— la durée du cycle mitotique et de ses phases,

— la proportion de cellules en phase S au moment de I'injection de thymidine
tritiée.

Le resserrement des courbes vers 'axe des ordonnées consécutif a I’élévation
de température, traduit le raccourcissement du cycle cellulaire et de ses phases
comme le montre le tableau 4; il confirme les résultats obtenus précédemment a
I’aide des courbes de variation du pourcentage de mitoses marquées.

L’abaissement des courbes vers 'axe des absecisses traduit une diminution de
Pindice de marquage avec 'élévation de température (fig. 10). La relation (2)
montrant que cet indice dépend & la fois de la durée relative des phases S, G, et M
par rapport au temps de génération et du coefficient de prolifération (P), la
question se pose done de savoir quels sont parmi ces paramdtres ceux qui sont
responsables de la diminution de I'indice de marquage lorsque la température
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Fig. 10. Courbes de variation de I'indice de marquage (1L) observé 1 heure aprés I'injection en
fonction de la température, obtenues dans le mésenchyme de la hage du membre antérieur
(més.), I'épithélium gastrique (épi.) et le télencéphale (£€l.). Pour I’établissement de ces courbes,
nous avons considéré comme marqués, les noyaux surmontés de plus de 3 grains d’argent
métallique

Tableau 5. Comparaison enire Uindice de marquage observé et la durée relative des phases du cycle’
cellulaire par rapport au temps de génération, dans 3 tissus ¢ differentes températures

Tissus Mésenchyme de la base du | Epithélium gastrique Télencéphale

membre antérieur
Température (°C)| 12 17 23 26 12 17 23 26 i2 17 23 26
Indice de 704 61 54,1 48,7 | 62,5 57,1 53,7 54,0 | 32,7 27,7 253 32,2

margquage ob-
servé (IL.;)
(%)

Indice de mar-
quage théorique
(ILgy) (%)
1L/ MLty

8/T (%)

(M +G)[T (%)

83,7 756 62,1 57,8

0,8¢ 0,81 0,87 0,84
86,8 77,5 66,7 63,7
13,2 20 163 9

858 783 170 62,1

0,73 0,73 0,77 0,73
89,7 81 75 69
10,3 16,7 12,5 8,8

84 747 688 0

0,33 0,37 0,36~ 0,30
87,1 1782 75 0
12,9 125 94 5

g’éléve. Pour répondre & cette question nous avons comparé, dans le tableau 5,
Pindice de marquage observé 1 heure apres I'injecticn, les rapports S/ T, (M +G,)/T
et 'indice de marquage théorique calculé d’aprés la relation (2) en supposant que
toutes les cellules se divisent {coefficient de prolifération égal & 1). Pour I'évalua-
tion de lindice de marquage i heure aprés I'injection, nous avons considérd
comre marquées les cellules dont le noyau ezt surmonté de plus de trois grains
d’argent métallique. Les résultats obtenus dans le tableau 5 montrent que l'indice
de marquage observé et I'indice de marquage thécrique sont dans un rapport que

16 Wilhelm Roux’ Archiv, Bd. 168
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’on peut considérer comme constant (aux erreurs d’expérience prés) et indépendant
de la température, mais particulier & chaque tissu. En d’autres termes, I'indice de
marquage observé et 'indice de marquage théorique décroissent, pour un tissu don-
né, dans le méme rapport (IL,/IL,) quand la température s’éléve. La diminution
de I'indice de marquage observé ne dépend donc que de la diminution relative de la
durée des phases 8, G, et M par rapport au temps de génération. En outre, le tableau
5 montre que le rapport S/T' est du méme ordre de grandeur que I'indice de mar-
quage théorique (IL,;) alors que le rapport (M 4 G,)/T a une valeur 5 & 15 fois
plus petite que celle de I'indice de marquage théorique et varie en fonction de la
température. Nous pouvons en conclure que c’est principalement la diminution
relative de la durée de la phase S par rapport au temps de génération qui est
responsable de la diminution de l'indice de marquage quand la température
g’éleve.

3. Variation de I'indice de marquage en fonction du tissu considéré

Les fig. 7—9 montrent qu’d chaque température les trois tissus étudiés
différent notablement par la valeur de I'indice de marquage observé ainsi que
par Pamplitude de ses variations en fonction du temps. Pour une température
donnée, I'indice de marquage est plus élevé et I'amplitude de ses variations plus
grande dans le mésenchyme de la base du bourgeon de membre antérieur que
dans I’épithélium gastrique et plus dans ce dernier que dans le télencéphale.
Ces trois tissus étant par ailleurs trés comparables par leur indice de marquage
théorique, par le rapport S/T' de leurs cellules et par la durée de leurs cycles mito-
tiques, nous avons été conduits a calculer le coefficient de prohferatlon (P) dans
chacun d’eux grace & la relation (2).

Les résultats obtenus, réunis dans le tableau 6, montrent que, quelle que soit
la température, la valeur de Log (P + 1), et par conséquent du coefficient de
prolifération (P), peut étre considérée comme constante et particuliere & chaque
tissu, aux erreurs d’expérience prés. Au stade 34, la proportion de cellules en
activité mitotique est importante (83%) dans le mésenchyme de la base du
bourgeon de membre antérieur, plus faible (72%) dans I'épithélium gastrique et
plus encore dans le télencéphale (35%). Ces trois tissus présentent donc des
coefficients de prolifération tres différents: des proportions différentes de leurs
cellules ont cessé de se diviser au stade 34. ; -

IV. Variations de Uindice mitotique en fonction de la température et du tissu considéré
1. Variation de I'indice mitotique en fonction de la température

Les indices mitotiques observés dans les 3 tissus étudiés aux 4 températures
choisies sont portés dans le tableau 7. Dans le télencéphale 'indice mitotique
décroit avec I'élévation de température d’une fagon d’autant plus accentuée quela
température est plus élévée. Dans le mésenchyme de la base du bourgeon de
membre antérieur, et dans I’épithélium gastrique, 'indice mitotique croit lorsque
la température s’éleve entre 12° C et 17° C puis déeroit au-dessus de 17°C. La
relation (3) montre que dans les populations celiulaires en croissance e\ponentnlle
Pindice mitotique dépend & la fois de la durée de la phase 4/ par rapport au temps
de génération et du coefficient de prolifération. La question se pose donc de
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Tableau 6. Cocefficient de prolifération, calculé ¢ partir de Uindice de marquage, dans 3 tissus
d’embryons de Pleurodéle au stade 34

Tissus Mésenchyme de la base Epithélium gastrique Télencéphale
du membre antérieur
Température (°C)| 12 17 23 26 12 17 23 26 12 17 23 26

0,537 0,539 0,560 0,541

Log (P+1) 0,604 0,586 0,619 0,613 0,317 0,302 6,295 0,206
Moyennes de 0,606 0,544 0,303

log (P+1)

P41 1,83 1,72 1,35

Coefficient de 83 72 35

prolifération (P)
(%)

Tableau 7. Coefficient de prolifération, calculé 'a partir de Pindice mitotique, dans 3 tissus
d’embryons de Pleurodéle au stade 34

Tissus Méeenchyme de la base Epithélium gastrique Télencéphale

du membre antérieur
Terpérature (°C)| 12 17 23 26 12 17 23 26 12 17 23 26
Indice mito- 39,7 62,4 54,2 288 382 61,1 466 253 |279 252 196 103
tique (IM) (%)
MIT (®fgo) 65,9 100 83,3 45,5 | 652 107,1 781 51,7 | 86 83,3 62,5 33,3
IM (M/T)=Log| 0,602 0,624 0,651 0,633 | 0,586 0,570 0,597 0,489 | 0,324 0,303 0,314 0,509
(P+1)
Moyennes de 0,628 0,561 0,313
Log (P +1)
P+1 1,88 i,75 1,37
Coefficient de 88 75 37

prolifération (P)
(%)

savoir lequel de ces paramétres est responsable de la variation de 'indice mitotigue
quand la température varie. Pour répondre a cette question, nous avons comparé,
dans le tableau 7 l'indice mitotique observé et le rapport M/T'; les résuitats
obtenus montrent que le rapport I3 [{H#[T) = Log (P 1) est particulier &
chaque tissu, mais qu’il demeure constant pour chacun d’eux lorsque la tempéra-
ture varie. Nous pouvons ccnclure de ces résultats que les variations de I'indice
mitotique en fonction de la température ne dépendent que de la variation relative
de la durée dc la phase A par rapport au temps de génération scus 'effet de

ce facteur

16*
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2. Variation de I'indice mitotique en fonction du tissu considéré

La relation (3) permet de calculer le coefficient de prolifération de chaque
tissu. Les résultats obtenus confirment que ce coefficient est indépendant de la
température mais particulier & chaque tissu; en outre les valeurs du coefficient
de prolifération déduites de 'indice de marquage et de I'indicz mitotique sont en
bon accord. Ceperndant les premiéres sont inférieures aux secondes de 3 & 6%
environ. Ceci est principalement dt & ce que la valeur de I’indice de marquage
qui, dans une premiere période décroit trés rapidement avec le temps (fig. 7—9)
est inférieure, dés 1 heure apres l'injection, & la proportion réelle de cellules en
phase S parce qu’un certain nombre de cellules non marquées se sont divisées
durant cette période (Brugal et Chibon, 1970).

Il convient de préciser que le choix du nombre de grains d’argent métallique,
qui constitue le critére de marquage d’une cellule, influe sur la valeur de l'indice
de marquage observé mais non sur la périodicité de ses variations. Pour faciliter
le comptage des cellules marquées et non marquées en vue d’établir les courbes
des fig. 7—9, nous avons considéré comme marquées les cellules surmontées de
plus de 8 grains d’argent; par contre, ’absence de «voile de fond» dans les auto-
radiographies des embryons fixés durant les premiéres heures nous ont permis
de considérer comme marquées les cellules surmontées de plus de 3 grains d’argent
métallique en vue de calculer la valeur de I'indice de marquage observé 1 heure
apres linjection de thymidine tritiée. Cette valeur doit, en effet, étre connue
avec précision pour permettre de calculer valablement le coefficient de proliféra-
tion (P) & P'aide de la relation (2).

Discussion et conclusion

Influence de la température sur la durée du cycle cellulaire. Les courbes traduisant
la variation du temps de génération (fig. 2) en fonction de la température dans les
3 tissus, sont trés semblables, par leur forme, & celle que nous pouvons construire
a partir des chiffres obtenus chez les embryons en segmentation de Rana
temporarie (Chulitskaya, 1967). De telles courbes, caractérisées par leur forme en
branche d’hyperbole, se rencontrent aussi bien dans les tissus des Amphibiens
ou des Poissons (Dettlaff, 1864; Ignatieva et Kostomarova, 1966) que dans les
méristémes des végétaux (Evans et Savage, 19589; Wimber, 1966); de plus elles
sont définies par des valeurs du temps de génération qui atteignent le méme
ordre de grandeur & chaque température. Par contre, les temps de génération
les plus courts (20 & 30 heures) observés chez les embryons de Pleurodéle élevés &
26° C sont toujours supérieurs & la durée moyenne (une dizaine d’heures environ)
des cycles mitotiques des cellules embryonnaires des Mammiféres et des Oiseaux,
ce qui est certainement & mettre en relation avec la température corporelle élevée
de ces derniers.

De nombreux auteurs (Rao et Engelberg, 1968; Sisken ef al., 1965; Vendrely

M
et al., 1968) ont montré que le temps de génération des cellules de Mammiferes

sdulics cultivées in vifro diminue avec U'élévation de température, atteint un

minimvm aux environs de 37° C & 38° C, puis augmente pour les températures
supérieures 4 38° C. Cet allongement du cycle cellulaire aux températures élevées
& 6té décerit chez Uembryon de Misgurnus (Téléostéen) (Ignatieva et Kostomarova,
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1966) mais, chez celui-ci, la durée minimale du temps de génération s’observe
aux environs de 22° C. Chez le Pleurodéle, la forte mortalité des animaux ¢levés
& une température supérieure & 26° C ne nous a pas permis de mettre en évidence
un tel allongement du cycle cellulaire aux températures élevées.

Similitudes de la durées des phases G, et }M. Dans chacun des trois tissus
étudiés, les phases G, et M sont trés comparables, tant par leur durée absolue que
par leur coefficient de variation en fonction de la température; de plus, les
fractions du cyele cellulaire qu’elles occupent sont du méme ordre de grandeur et
varient aussi de la méme fagon en fonction de la température. Ces similitudes
pourraient s’expliquer par le fait que la mitose se prépare au cours de la phase G,
qui comprend notamment une grande partie de la prophase mitotique. On sait en
effet que des syntheses protéiques spécifiques doivent avoir lieu 30 & 60 minutes
avant la métaphase pour que la mitose puisse se dérouler normalement {Donnelly
et Sisken, 1967); en outre, c’est également durant la phase G, que sont édifiés les
principaux organites mitotiques (Neskovi¢, 1667). Il ne semble pas exister de
différence fondamentale entre la phase G, et la phase M ; le déroulement de la
premiére impliquerait celui de la seconde et dépendrait du méme déterminisme.

Influence de la température sur la durée de la phase G, . Des 4 phases du cycle
cellulaire, la phase G, est la plus sensible aux conditions de température chez
Pembryon de Pleurodéle. Le méme phénoméne se rencontre dans les tissus végé-
taux (Wimber, 1966), chez les Amphibiens adultes ( Reddan et Rothstein, 1966)
et les Mammiféres (Defendi et Manson, 1963). Cependant, le fait que la durée de
la phase G, varie, chez 'embryon de Pleurodéle, en sens inverse de celui des trois
autres phases, semble particulier. Un tel fait n’a pas été déerit dans les travaux
antérieurs; au contraire, ceux-ci ont montré que les durées des 4 phases du cycele
mitotique des cellules adultes cultivées in vitro varient dans le méme sens en
fonction de la température (Rao et Engelberg, 1865; Sis ken et al., 1965).

L’absence de phase G; que nous avons constatée & 12° C dans tous les tissus
étudiés chez le Pleurodele au stade 34 n’est pas exceptionnelie; en effet, cette
phase n’est pratiquement pas détectable dans les oeufs en scgmentation chez
Poursin (Mazia, 1963) et le xénope (Graham et Morgan, 1966), dans les pro-
adamantoblastes du jeune lapin (Starkey, 1963) et dans les cellules de la tumecur
ascitique de Ehrlich chez la souris (Baserga, 1663) qui représentent des popula-
tions cellulaires proliférant rapidement. -

Si I'on admet, comme semble le montrer la comparaison "de divers travaux
(Dettlaff, 1964 ; Graham et Morgan, 1966 ; Kauffmann, 1968) qué la différenciation
et la spécialisation des cellules s’accompagnent d’un allongement significatif de
Pinterphase mitotique et plus particulitrement de la phase Gy, le raccourcissement
de cette dernitre & basse température devrait provoquer, chez I'embryunde
Pleurodele, une augmentation de la vitesse de prolifération des cellules par
rapport & leur vitesse de différenciation. Une telle prépondérance de la proliféra-
tion a été observée chez les tétards de Rana pipiens (Decker et Kollros, 1969) qui
présentent & chaque stade une taille d’autant plus grende et vn nombre de
cellules d’autant ples important que la température a laquelle ils sont ¢levis
est plus basse. _

Relations entre la phase G, et la phase S. On peut interpréter les variations en
sens opposés des phases G et S en émettant 'hypothese qu’une partie, au moins,
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des précurseurs nucléotidiques et des enzymes nécessaires au déroulement
ultérieur du cycle mitotique et plus particulitrement de la phase S, serait syn-
thétisés au cours de la phase G, grice a I'énergie libérée par la digestion intra-
cellulaire du vitellus. Cette conception qui établit une relation entre la phase G;
et la phase § qui la suit, est en accord avec Phypothése de Cleaver (1967) selon
laquelle le déroulement de la phase S dépendrait de celui de la phase G;; de plus,
elle nous a été suggérée par le fait que les plaquettes vitellines semblent d’autant
plus nombreuses au stade 34 que la température d’élevage jusqu’a ce stade a été
plus basse. Un tel ralentissement de la consommation des réserves lipidiques &

- basse température a été démontré chez 'embryon d’axolotl (Lovtrup, 1959).

Ces remarques nous ont conduits & penser que la phase S, quine s’achéve que
lorsque le taux d’ADN nucléaire a doublé, dure d’autant plus longtemps que
le taux d’enzymes et de précurseurs nucléotidiques nécessaires 3 1’édification de
cet ADN est moins élevé. L’allongement considérable de cette phase consécutif &
un abaissement de température serait da principalement & la diminution du taux
des enzymes et des précurseurs synthétisés durant la phase G; qui est d’autant
plus courte que la température est basse. Dés lors, il existerait une relation de
cause & effet entre l'allongement de la phase G, et le raccourcissement de la
phase S avec I’élévation de la température. A

Comparaison entre les cycles mitotiques des trois tissus étudiés. Les cycles
mitotiques présentent de nombreux caractéres communs dans les trois tissus
étudiés; cependant, le tableau 1 montre que le temps de génération et la durée
des phases G; et S est généralement plus longue dans le télencéphale que dans
Pépithélium gastrique et plus encore que dans le mésenchyme de la base du
bourgeon de membre antérieur. Comme nous I'avons constaté, c’est également
dans cet ordre que croit la sensibilité du temps de génération et de la durée de la
phase S aux conditions de température, ainsi que le coefficient de prolifération
ou proportion de cellules en activité mitotique. Ces faits sont & mettre en relation
avec l'état de différenciation des tissus étudiés. Le télencéphale qui présente la
différenciation histologique la plus importante est caractérisé, au stade 34, par le
coefficient de prolifération le plus faible et les durées du cycle mitotique et des
phases G, et S les plus longues ; inversement, le mésenchyme de la base du bourgeon
de membre antérieur qui, au méme stade, apparait indifférencié, est caractérisé
par le coefficient de prolifération le plus élevé et la durée du cycle mitotique et
des phases G; et § les plus courtes. A cet égard, I’épithélium gastrique représente
un cas intermédiaire. Ainsi, plus le degré de différenciation d’un tissu est élevé,
plus la proportion des cellules en phase @, (repos mitotique) est importante et plus
les phases G et S sont longues. On peut donc mettre en relation Pallongement de
ces deux phases avec un état de différenciation croissant. Passé un certain stade
de spécialisation, les cellules qui n’élaborent plus que des protéines spécifiques et
fonctionzelles cessent de se diviser; la phase G, dans laquelle elle sont bloquées
pourrait étre interprétée comme une phase &) indéfiniment prolongée.

Signification de Uindice de marquage et de Uindice milofique. Lorsque la tempéra-
ture s’éleve de 12° C & 26° C, I'indice de marquage {(tableau 5 et fig. 10} décroit
régulitrement dans les 3 tissus étudiés; par contre, l'indice mitotique (tableau 7)
présente sa valeur maximale & 17° C dans le mésenchyme de la base du bourgeon
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de membre antérieur et ’épithélium gastrique et & 12° C dans le télencéphale.
Les variations de ces indices ne sont donc pas représentatives de I'activité
mitotique des tissus considérés puisque la vitesse de multiplication des cellules
s’accélére rapidement lorsque la température s’éléve. Néanmoins la connaissance
simultanée de 'indice de marquage ou de I'indice mitotique et de la durée du
cycle cellulaire et de ses phases permet de calculer le coefficient de prolifération.

Relation entre la vitesse du développement et la durée des cycles cellulaires. Nous
avons montré qu'’il existe un rapport constant et particulier & chaque tissu entre
la vitesse du développement d’un embryon de Pleurodéle et le temps de génération
de ses cellules. Il est donc probable que, dans les conditions normales, chaque
stade est atteint aprés un nombre de divisions cellulaires déterminé et particulier
4 chaque organe ou & chaque tissu. Cette conception est en accord avec des
observations analogues, faites par certains auteurs (Dettlafi, 1964 ; Rott et Sheve-
leva, 1968), selon lesquelles I'apparition des fonctions nucléaires spécifiques au
cours de la segmentation n’a lieu qu’aprés un nombre défini de divisions cellulaires
particulier & chaque espéce. Ainsi, le début de la différenciation d’une cellule
serait conditionné par le nombre des divisions qu’elle a subi, et interviendrait au
moment ou sont atteints certains degrés de ségrégation de ses éléments cyto-
plasmiques.

En conclusion, les populations cellulaires que nous avons étudiées croissent,’
en premitre approximation, selon une fonction exponentielle définie par la relation:

N(t) =N (0)-(P+1)V7.

L’action de la température ou de tout autre facteur sur ls cinétique de telles
populations dépend de leur double influence, d’une part sur la vitesse de multi-
plication des cellules, elle-méme inversement proportionreile au temps de gémﬁwg-
tion (7'), et d’autre part, sur le coefficient de prolifération (P) ou proportion de
cellules activement engagées dans un cycle mitotique.

Or le coefficient de prolifération (P) des tissus embryonnaires de Pleurodéle
est indépendant des conditions de température; cependant, sa valeur absolue, de
laquelle dépend la base de la fonction exponentielle de croissance, varie de 0,37 &
0,88 selon I’état de différenciation du tissu coensidéré. En revanche, le temps de -
génération varie largement en fonction de la température; il est environ trois {cis
plus long & 12°C qu’a 28° C. La vitesse de multiplication des cellules est dune
d’autant plus grande que la température est plus élevée dans I'intervalle compris
entre 12° C et 26° C; en outre, elle est responsable, & elle seuls, de la viteass du
développement des embryons jusqu’su stade étudié.
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CHAPITRE -1V-

MISE EN EVIDENCE DE FACTEURS ANTIMITOTIQUES (CHALONES) DANS LES
TISSUS DIFFERENCIES

- EFFETS DES EXTRAITS BRUTS D'INTESTIN ET DE FOIE DE TRITON
ADULTE SUR L'ACTIVITE MITOTIQUE DANS LES TISSUS CORRESPON-
DANTS DE L'EMBRYON

" Effects of adult intestine and liver extracts on
the mitotic activity of corresponding embryonic

tissues of Pleurodeles waltlii Michah. (Amphibia,
Urodela) "

- DEBUT DE PURIFICATION DES EXTRAITS INTESTINAUX DE TRITON
ADULTE., MISE EN EVIDENCE DE DEUX FACTEURS ANTIMITOTIQUES

" Existence of two chalone-like substances in intestin:

extract from the adult newt, inhibiting embryonic
intestinal cell proliferation " ‘

- SPECIFICITE ZOOLOGIQUE DES CHALONES INTESTINALES
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EFFECTS OF ADULT INTESTINE AND LIVER
EXTRACTS ON THE MITOTIC ACTIVITY OF
CORRESPONDING EMBRYONIC TISSUES OF
‘ PLEURODELES WALTLII MICHAH.
(AMPHIBIA, URODELA)
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(Received 29 January 1973; revision received 26 March 1973)

Cell renewal in many fully-differentiated tissues is thought to be controlled by local or
systemic variations in the concentration of tissue-specific antimitotic factors described as
‘chalones’ (Bullough, 1965). These factors are synthesized by functional and non-prolifera-
tive differentiated cells and inhibit mitotic activity of stem cells (Kivilaasko & Rytomaa,
1971). In previous autoradiographic studies of cell proliferation in Pleurodeles embryos
and young larvae (Brugal, 1971), we observed a lengthening of cell cycle phases and a
decrease of growth fraction related to development and cell differentiation. The question
which arises is: could coordination and regulation between mitotic activity and differenti-
ation in rapidly proliferating embryonic cell populations also be achieved by a feedback
mechanism similar to that involved in the steady state cell populations of adult animals
(Chopra & Simnett, 1969)? :

In order to reply to this question, the intestine and liver were removed from adult
Pleurodeles previously perfused with Holtfreter solution. After dissection, the organs were
frozen, weighed and homogenized with four times their weight of ice-cold Hoitfreter
solution in a Potter homogenizer. After centrifugation (1000 g for 10 min), the clear
supernatant was pipetted out into ampoules, freeze-dried and stored for 24 hr before
utilization. Pleurodeles embryos, reared up to stage 34 (Gallien & Durocher, 1957) (just
before hatching) at 20°C, and kept at this temperature during experiments, were distributed
into three groups of thirty animals each. Embryos of the first group received a 107> ml
intraperitoneal injection of aqueous extract obtained from intestine; the second group
received the same amount of liver extract and the third group (control embryos) received
the same amount of Holtfreter solution (solvent alone). At different time intervals after

Correspondence: Dr G. Brugal, Laboratoire de Zoologie, Université Scientifique et Médicale de Grenoble,
BP 53, 38041 Grenoble-Cedex, France. :
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injection, three embryos of each group were transferred in colchicine (0-5%,) used as
metaphase arrest agent and kept in it for 3 hr before they were fixed in Smith fluid. Embryos
were then embedded in paraffin, sectioned serially at 5 um and stained in Schiff’s reagent
(Feulgen stain). Arrested metaphases were counted in 3000-5000 cells per specimen of
tissue in intestinal epithelium, liver and metencephalon of all embryos. Furthermore,
thirty embryos at stage 34, from the same laying, were injected with 2 x 107* ml of tritiated
thymidine (concentration: 100 uCi/ml, specific activity: 5 Ci/mwm) in order to measure the
duration of the cell cycle and its phases in intestine and liver. Histological slides of these
embryos, prepared and stained as described above, were covered with liford L, emuision
and developed after S0 days exposure. At different time intervals after *H-thymidine
injection, the percentage of labelled mitoses was calculated after a counting of 100-150
mitoses. The duration of the cell cycle in the intestine and liver was determined according
to the method of Quastler & Sherman (1959). The results are shown in Table |. Variations
of mitotic index (MI) during the 32 hr following injection of intestine or liver extracts or
solvent alone, are shown in Table 2 and Fig. 1 for metencephalon, intestine and liver.

TasLE 1. Durations of the cell cycle and its phases
in intestine and liver of Pleurodeles embryos reared
up to stage 34 at 20°C

Duration (hr)

Tissue G, S G, M T
Intestine 2 24 1 2 29
Liver .2 25 1 2 30

In the metencephalon there is no significant difference between control embryos and
those treated with intestine or liver extracts. It is then obvious (Fig. 1) that no unspecific
stimulating or cytotoxic effect of extracts or solvent on cell proliferation is revealed. During
the 32 hr the metencephalon seems to show a 24 hr periodicity with a highest mitotic
activity at 18.00 hours and a lowest one at 08.00 hours.

In the intestine there is no significant difference between control embryos and these -
treated with liver extract (Fig. 1). In both cases, the MI greatly decreases from stage 34
to stage 35. This decrease is related to a noteworthy diminution previously described
(Brugal, 1971) in the growth fraction of the epithelial gut cell population during the same
period. Such a fall in mitotic activity accompanies great histological progress of cell dif-
ferentiation and precedes hatching and feeding. In embryos treated with adult intestine
extract, we observed a precocious decrease of intestinal MI in comparison to the decrcase
already described in control embryos (Fig. 1). This diminution of intestinal MI, which
takes place between the third and the eleventh hour after injection, is followed by a sub-
sequent increase up to the normal value which is reached about 15 hr after injection. The
maximal inhibitory effect is observed at the eleventh hour at which time the MI value is
44-8%/ 1+ 0-5 in control and 23-1%, + 07 in embryos treated with intestine extract: this

difference corresponds to a 489 inhibition of mitotic activity. From the twenty-first to

/70
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TasLE 2. Mitotic index (%,) and standard error in embryonic tissues of Pleurodeles
at different time intervals after injection of extract of homologous adult tissues

Embryonic Hours
tissues after Solvent alone Intestine Liver
scored ~ injection (control) extract extract
Metencephalon 3 36:8 + 07 37-5:.05 379 : 07
s 375+ 07 381+ 06 38308
8 38:0+08 - 385+05 38:0: 07
11 372+ 07 365405 36307
13 347+ 05 351+£07 240:.07
15 334 + 07 338+ 05 326 : 05
21 319+ 05 32:5+ 08 316 : 05
26 336 + 07 344 + 0-8 34-0-.09
32 362+ 07 368+ 05 37-1: 09
Intestine 3 476 + 0-4 45-4 + 0-6* 471 1. 0§
s 46-8 + 0-6 419 + 0-6* 469 : 04
8 46-3 + 0-4 351 £ 0-7* 464 ; 04
11 44-8 + 0-5 23-1 + 0-7* 45:0: 05
13 41-1 £ 0-6 23-8 + 0-8* 414 05
15 360 +0-7 331 4+ 0-7* 356: 07
21 25-8+ 09 27-4 + 0-8 261 : 0-7
26 22-8 + 0-7 267 = 0-8* 2234 07
32 233+07 27-4 + 0-9* 22:8 : 09
Liver 3 253+ 06 258+ 07 23:0 : 0-8*
5 25-4 + 0-7 259 + 07 163 : 1-1*
8 24-7 + 0-7 253+ 08 9-7 - 0-6*
] 24-1 + 0-7 245 + 07 15-2 : 0-9*
13 234 + 09 237+ 09 223 .09
15 22:5+0-8 2191 09 224 .08
21 212+ 08 218+ 07 22:-1: 05
26 21-3+08 219 : 09 20-1 . 07
32 22:0 + 09 2255 09 19-8 : 07

* Indicates significative (P < 0-01) difference between M1 of control embryos and
that of embryos treated with a tissue extract.

the thirty-second hour after injection, the MI in intestine extract treated embryos remains
higher than in control embryos. This subsequent increase, in comparison to control, may
be due to the division of cells which have been previously prevented from entering mitosis.

In the liver, no significant difference is observed between variations of MI in control
embryos and those treated with intestine extract, whereas a mitotic depression is noticed
from the third to the eighth hour after injection in the embryos treated with liver extract
(Fig. 1). The lowest liver MI is observed at the eighth hour and reaches down 9-7%, + 0-9
instead of 24-7%, + 0-7 in liver of control embryos: this difference corresponds tc a 61",
inhibition of mitotic activity. During the six following hours the liver Ml in treated embryos
increases and reaches the normal value 13 hr after injection. A statistically non-significant
(P < 0:05) second decrease of liver MI in liver extract treated embryos is observed from
the twenty-sixth to the thirty-second hour.
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F1G. 1. Variations of the mitotic index (MI) in metencephalon, intestine and liver of Pleurodeles
embryos stage 34 after injection at ¢ = 0 of adult intestine extract (O), aduilt liver extract (O)
or solvent alone (&). Embryos were treated during 3 hr with colchicine before fixation in order
to enhance the number of metaphase plates.

In embryonic liver and intestine, the labelled mitoses curves we obtained were similar
to those previously described (Brugal, 1971) and allowed an accurate graphical estimation
of the duration of the cell cycle phases (Table 1). In these tissues, as in all other ones studied
in old embryos of Amphibia (Chibon, 1968; Chibon & Dournon, 1972), the S phase is very
long, especially when compared with the other phases of the cell cycle. '

The results we obtained show that aqueous extracts from intestine and liver of adult
Pleurodeles contain a soluble factor which inhibits the mitotic activity in corresponding
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- embryonic tissues. There is, today, much evidence that cell proliferation homeostasis in
adult liver is effected by one (or more) mitotic inhibitor(s) (Saetren, 1956; Scaife, 1970;
Stich & Florian, 1958; Verly et al., 1971) and mitotic depression have been obtained in
embryonic liver of chicks treated with a nuclear fraction of adult hen liver extract
(Tumanishvili, Koslova & Salamatina, 1968). On the contrary, only recent X-irradiation
experiments yield indirect evidence to substantiate a feedback control of cell proiiferation
involving mitotic inhibitors in intestinal epithelium of adult rat (Galjaard, Meer-Fieggen
& Giesen, 1972). In our experiments, the mitotic depression becomes evident 3 hr after
the injection of extract, both in liver and intestine. We conclude from this observation
that the first cells prevented from dividing are those which were at the beginning of the
G, phase at the time of injection because the duration of G, + M phases is 3 hr in both
tissues as shown in Table 1. Since G, inhibitors have also been described in adult mouse
epidermis (Elgjo, Laerum & Edgehill, 1971; Marks, 1971) and may be synthesized by
proliferating basal cells themselves, the question is raised whether the intestinal and liver
mitotic inhibitors involved in our experiments are produced by functional cells or dividing
cells. From the third to the eleventh hour in intestine or the eighth hour in liver, the mitotic
depression becomes greater and greater. We believe that this inhibition period is about as
long as the availability time of inhibiting tissue factor(s) in the organism. The gradual
decrease of MI during this period is due to the addition of the metaphase arresting efiect
of colchicine to the extracts inhibiting effect. Thus, at the end of the availability time of
the inhibiting factor(s), cell division normally occurs and MI will rise up to the control
valde.

In the last 12 hr of experiments, we observed that the intestinal MI of embryos treated
with adult intestine extract becomes higher than that of control embryos. This increase
suggests that the cells (or most- of them) stopped in the G, phase are not definitively
prevented from dividing but are only delayed in this phase and start to divide afterwards.
Such a subsequent MI increase has not been observed in adult mouse epidermis after
inhibition of cell proliferation by an aqueous skin extract (Eigjo, 1969); it is thus believed
that in this latter tissue the mitotic inhibition of a cell is followed by its differentiation. A
similar phenomenon perhaps occurs in embryonic Pleurodeles liver because an overshoot
of MI does not appear either in this tissue during the last 12 hr of experiment in embryos
treated with adult liver extract. On the contrary, a second wave of mitotic depression is
noticed from the twenty-sixth hour; this depression is not statistically significant (P <0-05)
but, if one fixes a less exacting level of probability, it could result from inhibition of cells
in G, phase, for celis which would be prevented fromi dividing 26 hr after injection are
those which were at the end of G, phase at the time of administration of extract (5 + G,=26
hr, as shown in Table 1).

These preliminary experiments which show that tissue-specific mitotic inhibitors are
synthesized in adult tissues and are able to act in vive on corresponding embryonic tissues,
suggest that such inhibitors may be involved in the gradual decrease of cell proliferation in
the course of embryonic and larval development. Other experiments are therefore being
performed in order to seek these inhibiting factors in embryonic tissues themselves, and to
pinpoint their possible increasing level in relation to the diminution of mitotic rate and
growth fraction in the course of differentiation. The mode of action of such inhibiting
factor(s) has to be corrcborated and specified through other experiments.
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EXISTENCE OF TWO CHALONE-LIKE
SUBSTANCES IN INTESTINAL EXTRACT FROM
THE ADULT NEWT, INHIBITING EMBRYONIC

INTESTINAL CELL PROLIFERATION
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de Grenoble, France
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ABSTRACT

The inhibiting effect of tissue extract from fully differentiated intestinal mucosa
of adult animals on proliferation kinetics of exponentially growing embryonic
epithelial gut cell populations was studied in the newt Pleurodeles waltlii. Crude
extract was fractionated by G-200 Sephadex chromatography and the effect
of fractions on cell proliferation was studied using both mitotic index and
3H-thymidine incorporation methods. The inhibitions we obtained were then
displayed by means of cytophotometric study of age distribution of intestinal gut
cells around the cell cycle, measuring the Feulgen-DNA content. The results
revealed the presence of two chalone-like substances in the intestine of adults.
One (factor 1) is characterized by a molecular weight of between 120,000 and
150,000 and inhibits the cell cycle at the end of the G, phase, the other (factor 2)
is characterized by a molecular weight lower than 2000 and inhibits the cell cycle
in the course of the G, phase. The cells delayed in the G, phase escape from
inhibition but the cells delayed in the G, phase do not, althcugh availability time
of both factor 1 and factor 2 is about 12 hr. It is thus thought that cells prevented
from dividing in G, phase are indefinitely delayed in this phase and possibly-
differentiate. -

INTRODUCTION

It has long been suggested that cell proliferation is controlled by mitotic inhibitors
(Weiss & Kavanau, 1957). Such antimitotic factors, described as ‘chalones’ (Bullough,
1965), have been found in several cell renewal systems (Houck & Hennings, 1973). Two
different types of chalones acting respectively on G, and G, phases of the cell cycle have
been described; both are present in epidermis and act on epidermal cells (Elgjo, Laerum &
Edgehill, 1971, 1672). At present no chalone is completely purified, but some of them are

Correspondence: Dr G. Brugal, Laboratoire de Zoologie, Université Scientifique et Médicale de Grenoble,
BP 53, 38401 Grenoble-Cedex, France.
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partially characterized with respect to their chemical and physical properties (for
review articles, see Nat. Cancer Inst. Monogr. 38, 1973).

In previous autoradiographic studies of cell proliferation kinetics in pleurodele
embryos and young larvae (Brugal, 1971), we observed a lengthening of cell cycle and a
decrease of growth fraction related to development and differentiation. This raised the
question whether the cell proliferation decrease during embryonic development could
also be mediated by a mechanism similar to the chalone inhibition involved in the steady
state cell populations of adult animals? Preliminary experiments have shown that tissue
specific inhibitors are synthesized in fully differentiated intestinal epithelium and liver
and are able to delay transiently the cells in G, phase in corresponding embryocnic tissues
(Brugal, 1973). This paper described an attempt to fractionate adult intestinal extract in
order to determine how many antimitotic factors are involved in the inhibition of cell
kinetics previously observed and to estimate their molecular weights.

Since a number of criticisms have been made of the interpretation of the apparent
chalone inhibition assumed from mitotic index counting or *H-TdR incorporation
techniques (Houck & Hennings, 1973), we have performed a cytophotometric study of
cell proliferation kinetics in treated animals, in addition to the classical experimental
procedures mentioned above. Cytophotometry of nuclei Feulgen-DNA content is indeed
designed for the purpose of displaying the inhibition and subsequent accumulation of cells
in any phase of the cell cycle.

MATERIALS AND METHODS

Tissue extracts

All procedures were performed at 4°C. The intestines were removed under MS 222
anaesthesia from four adult pleurodeles previously perfused with heparinized Holtfreter
solution (heparin Fournier: 0-5 g/l). This perfusion was performed to eliminate circulating
stress hormones which are known to be mitotic depressors. After removal, intestines were
washed in ice-cold Holtfreter solution buffered with sodium phosphate 1072 M (HOP
buffer). They were then opened and epithelial gut cells were scraped out with a scalpel and
homogenized in a Potter-Elvehjem homogenizer with 2 ml of sterile HOP buffer. The
homogenate was centrifuged (100,000 g, 20 min) and the supernatant was stored at 4°C
until it was used few hours later.

Sephadex chromatography

A 1 ml sample of supernatant, mixed with a drop of Dextran blue (Pharmacia), was placed
on the top of a G-200 Sephadex column (40-120 um diameter particle). A small size
column was chosen (28 cm x 1-5 cm?) to avoid excessive dilution of the factors. Elution -
was performed at 4°C with HOP buffer. Forty-four fractions of 1 ml were collected after
emergence of the Dextran blue peak (fraction number 1). The gel column was standardized
under the same conditions by chromatography of 1 ml sample of a mixture of Dextran
blue and proteins of known molecular weights: S-galactosidase from Escherichia coli, 520,000
(Ullmann et al., 1968), glucose oxydase, 154,000 (Swoboda & Massey, 1565), alkaline phos-
phatase from calf intestine, 115,000 (Andrews, 1964), and cytochrome C, 12,400
(Margoliash et al., 1961). The eluted peaks of these proteins are plotted in Fig. 11. It was
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assumed for Sephadex chromatography (Andrews, 1964) that the molecular weight is a
logarithmic function of the elution volume. Therefore the standardization curve was
plotted against fraction number in Fig. {1.

Assay methods

The effect of the fractions on cell proliferation was tested in vivo in telencephalon and intest-
ine of pleurodele embryos reared up to stage 34 (Gallien & Durocher, 1957) at 20°C and
kept at this temperature during experiments. Embryos were divided into forty-four groups of
eight animals. Each group was treated with one of the fractions injected intraperitoneally
into the embryos (107> ml/animal). In addition, eight embryos, considered as controls, were
injected under the same conditions with HOP buffer alone.

Two embryos of each group were fixed in Smith’s fluid, the first 5 hr and the second
26 hr after injection. Intestine and telencephalon were excised and squashed separately
between a slide and a coverslip. After removal of the coverslip, the slides were stained
for 1 hr in Feulgen stain (Gurr) after hydrolysis in 6 N HCl for 1 hr (20°C).

Mitotic indices (MI) were calculated in telencephalon and intestine of embryos by
counting 1800-3200 cells per tissue and per embryo, using a projecting microscope.

Liquid scintillation counting of thymidine incorporation

Twenty-four hours after mjectlon of fractions, the six remaining embryos in each group
were injected i.p. with 2 x 10" ml of tritiated thymidine (concentration: 200 uCi/ml, specific
activity: 12 Ci/mM). Since availability of injected thymidine is known to last about
1 hr (Chibon & Brugal, 1973), these embryos were fixed in liquid nitrogen 2 hr after
3H-TdR injection, i.e. 26 hr after injection of fractions. The embryos were washed for
4 hr and then the intestine of each one was removed. The group of six intestines and
the remainder of the six embryos from each group were homogenized separately in 59
trichloroacetic acid and centrifuged. The precipitates were washed in ether, dried at 70°C
for 4 hr, weighed, dissolved in Scluene 100 (Packard) and mixed with 15 ml of toluene
scintillator (4 g PPO, 0-1 g dimethyl POPOP, 1 litre toluene). Radioactivity of each
sample was measured in a liquid-scintillation spectrometer (Packard Tri-Carb). Activities
were expressed in dpm/mg of TCA precipitate dry weight. The effect of fractions on the
incorporation of *H-TdR in embryos of each group was expressed by the ratio
between intestine activity and total body activity (x100%;).

Cell proliferation kinetics in intestinal epithelium of embryos

In order to obtain estimates of the cell-cycle parameters in embryonic intestine at both
stage 34 and stage 35 (reached 26 hr later), thirty embryos of both stages were injected
with 2 x 10~% ml of tritiated thymidine (concentration: 100 uCi/ml, specificactivity: 5 Ci/mm).
At different time intervals from 1 hr to 36 hr after injection of *H-TdR, embryos were
fixed in Smith’s fluid, embedded in paraffin, sectioned. serially at 5 pum and stained
in Feulgen reagent. The slides were then coated with ilford L4 emulsion and developed
after 45-65 days exposure. After counting 100150 mitoses in the intestine of each embryo,
the percentage of labelled mitoses was plotted against time (PLM curvej at stages 34 and
35 (Fig. 1). Estimations of the durations of the cell cycle phases were made according to the
method of Quastler & Sherman (1959).
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FiG. 1. Percentage of labelled mitoses (PLM curve) in intestine of pleurodele embryos reared up
to stage 34 (C) and stage 35 (@) at the temperature of 20°C and injected i.p. with 3H-TdR at the
beginning of both stages.

Cytophotometric studies

Age distribution of cells in the cycle was studied in the intestine of the embryos fixed 5 hr
and 26 hr after injection of fractions, 1, 9 and 37. Measurement of nuclear DNA content
was made using a Leitz MPV microphotometer. Two measurement methods were
applied successively to about 1000-1300 nuclei/intestine of each embryo:

(1) the one-wave length, two-area method of Garcia & Iorio (1966) at 543 + 10 nm using a
105x- fluorite oil-immersion objective (N.A.: 1:32) in a transmitted light system with a
60 W quartz-iodine lamp;

(2) the microfluorometric method with the same objective in an incident light system
(Leitz Opak) with a 100 W mercury lamp (Excitation filter: JENAer Glaswerk 576 nm:
optical filter: 620 nm). The fluorescence fading was less than 5% per minute and each
measurement lasted 3 sec. .

Because of the large size of pleurodele nuclei (8-15 gm diameter), the ratio between values
of DNA content obtained from these methods was nearly constant with a maximal
systematic difference of less than 169 for the most heterogenous nuclei. The average between
measurements performed by the two procedures was considered to be representative of the
DNA content expressed in arbitrary units.

RESULTS

Kinetics of epithelial gut cell proliferation

Kinetics of intestinal cell proliferation from stage 34 to stage 35 is inferred from PLM
curve and mitotic index studies. Graphical estimation of the average durations of the
cell cycle phases (Fig. 1) gives the following values for both stage 34 and 35: 7. =29 hr.
Gy=2 hr, S=24 hr, G, =1 hr and M =2 hr. Nevertheless, the Ml is lower in the
intestine of control embryos stage 35 than in that of control embryos stage 34 as shown in
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TanLe 1. Mitotic index in the telencephalon and

the intestine of control embryos injected with HOP

butler. Injection has been performed at the beginning

of stage 34 but embryos sacrificed 26 hr later have
reached stage 35.

Hours L
after Mitoticindex + standard deviation (%,)
injection Intestine Telencephalon
5 279+ 0-8 22:3+09
26 193+ 17 2113406

Table 1. It is clear from this result that a marked decrease of mitotic activity takes place
between stage 34 and stage 35. Since cell cycle duration remains the same during this period,
it is obvious that the diminution of mitotic activity is related to a decrease of growth
fraction. Nevertheless, the phase of the cell cycle in which are blocked the cells thus pre-
vented from dividing cannot be known from study of Ml and PLM curve. The growth fraction
(P) is given by P = ¢M"™MTo derived from a mathematical model previously established for
exponential growing cell populations of embryos (Brugal & Bertrandias, 1970). Thus the
calculated intestinal P values are P =0-500 + 0-020 at stage 34 and P = 0-325 + 0-035 at
stage 35. This decrease already described (Brugal, 1971) accompanies great progress of
the differentiation of epithelial gut cells and precedes hatching and feeding. Since growth
fraction and durations of cell cycle phases are known, the fraction of the intestinal cell
population in each phase of the cycle (phase index) is given by the following equations
derived from our mathematical model (Brugal & Bertrandias, 1970): MI-= (P + 1)®7c — |:
G2[ — (P + l)(M+GZ)/Tc . (P + l)M/TC' SI = (P + l)(M+Gz+S)/T¢ - (P + 1)(M+Gz)/T,. G =
(P+1)—(P+1)17 /T Gl =1 — Pand (G, + Gy)l =2 — (P + 1)!1-t6uTa), The calculated
values of these indices are shown in Table 2. °

TasLE 2. Proportions of epithelial gut cells in each phase of the cell cycle in the intestine of embryos.

Proporuons of cells in the control embryos injected with HOP bufier alone are calculated from Mi and

P values. Proportions of cells in embryos treated with fractions 1, 9 and 37 are estimated graphically from
corresponding normalized histograms. :

Proportion of intestinal cells in phase + standard -

Hours ™ Injected  Number of )
after fraction  measured deviation ()
injection no. nuclei M G, S G+ Go Fig.
S HOP bufler 279+ 08 13:5+ 035 415-8 + 167 5414+ 18
alone .
! 1137 280 +1-2 149+ 17 436:2 + 20-1 520-7+ 21 5
9 1158 294 + 09 155+ 18 363 £ 196 5088 + 124
37 1274 8:6+20 76-1 + 51 433-3 + 180 482:0 £ 16:8 9
26 HOP builer i3 +17 16:5+ 05 270 + 30 700-5 £ 32
alone
I 1029 20413 126+ 11 3052+ 206 6618 + 17 6
9 1309 99+ {-7 61 £ 1Y 840+ 272 B99-9 5 1i-1 N
37 1026 253+ 09 214413 323-6 £ 197 6296 + 177 10
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Effects of fractionated tissue extract on mitotic index

In embryos sacrificed 5 hr after injection of the fractions (Fig. 2), a depression of MI was
observed in the intestine of animals injected with fractions 35-40. In the intestine of
embryos treated with fraction 37, this diminution corresponds to a 63% inhibition of
mitotic activity compared to controls (p < 0-01). On the other hand, the MI in the intestine of
embryos treated with other fractions (28-3 + 1-2%) did not differ from that of the
controls (27-9 + 0-8)59. The MI in telencephalon does not exhibit any significant change
whatever fraction was injected and did not differ from that of the controls (22:3 + 0:9%).
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F1G. 2. Mitotic indices in telencephalon (@) and intestine (&) of pleurodele embryos S hr after
injection, at stage 34, of adult intestinal extract fractionated by Sephadex chromatography.

In embryos sacrificed 26 hr after injection of the fractions (Fig. 3) a significant decrease in
MI was observed in the intestine of animals injected with fractions 8-10. In embryos treated
with fraction 9 this decrease corresponds to a 47%, inhibition of mitotic activity compared to
controls (p <0-01). Moreover, embryos treated with fractions 36-39 exhibited a
significantly higher intestinal MI than that of the controls. In embryos injected with other
fractions, the intestinal MI (199 + 0:9%,) did not differ statistically from that of the
controls (19:3 + 1-79;). Whatever fraction had been injected, no change of MI was
observed in telencephalon of treated embryos when compared to the controls (21-3 + 0:79;).

These results strongly suggest that two mitotic inhibitors are contained in the
intestinal tissue extract of the adult pleurodele. One (factor 1) is eluted with fractions
8-10 and exhibits antimitotic effect 26 hr after it has been injected; the other (factor 2)
is eluted with fractions 35-40 and shows its effect on MI 5 hr after injection.

Effects of fractionated tissue extract on thymidine incorporation

The relative amount of *H-TdR incorporated during 2 hr in the intestine of embryos is
shown in Fig. 4. The ratios were scattered on both sides of 31-0 + 5-19 value which was
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FiG. 3, Mitotic indices in telencephalon (@) and intestine (a) of pleurodele embryos 26 hr afier
injection, at stage 34, of adult intestinal extract fractionated by Sephadex chromatography.
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FI1G. 4. Incorporation of *H-TdR in intestine of pleurodele embryos 26 hr after injection, at
stage 34, of adult intestinal extract fractionated by Sephadex chromatography. *H-TdR was
injected i.p. 2 hr before sacrifice and activities were measured by liquid scint:llation counting,
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not significantly different from the control group of embryos (33-7 + 1-8%). Nevertheless,
analysis of variances shows that the relative thymidine incorporation in the intestine of
embryos treated with fractions 8-11 was significantly lower than in the intestine of all
other embryos (p < 0-01). We conclude from this result that intestinal DNA synthesis
isdepressed 26 hrafter injection of fractions 8~11.Moreover, no significant change was noticed
in the intestine of embryos treated with fractions 35-40 although they exhibited a mitotic
depression 5 hr after injection of these fractions and a mitotic overshoot 26 hr later.

Since 26 hr is the duration of S + G, + 4 M, it is assumed from thymidine incorporation
and MI experiments that intestinal cells are delayed in G, phase by factor | contained
in fractions around fraction 9, and are delayed in G, phase by factor 2 contained in fractions
around fraction 37. Nevertheless, cytophotometric measurements of DNA content of
nuclei were necesssary in order to display such an inhibition either in G, or in G, phase.

Cytophotometric results

Histograms of DNA content in intestinal nuclei are shown in Figs. 5-10 for embryos
sacrificed 5 hr and 26 hr after injection of fractions 1, 9 and 37. DNA content frequencies
are distributed within two modes separated by a low frequency band. Modes are
settled around two mean DNA contents. The lower one corresponds to the average DNA
content of G, and G, cell nuclei, and the other one, which is twice the first, corresponds
to the average DNA content of G, and M cells. Intermediate values correspond to S cells.

In order to normalize these histograms to a total population size of unity, they were
transformed into histograms in which fractions of the population in each phase of the cycle
are represented by columns whose widths equal the duration of the corresponding phase and
areas equal the proportion of the cell population in this phase. Fractions of the population in
G, and M phases are respectively represented by single columns. The S cells are
distributed into thirteen columns of gradually increasing DNA content; the width of each
is equal to the thirteenth part of the total S duration and its arca is equal to the proportion of
S cells in every one of the thirteen groups of 10 units of DNA content graded from
diploid to tetraploid nuclei. Because of the inability of Feulgen-DNA cytophotometry to
discriminate between G, and G, cells, the proportion of the cell population in the
diploid state is represented by the area of a single column with arbitrary width and height
chosen in order to facilitate graphical comparisons.

Embryos treated with fraction |

Histograms of DNA content of epithelial gut cells and the corresponding normalized
histograms plotted from the intestine of embryos injected with fraction | are shown in
Figs. 5 and 6. It is assumed from our mathematical model (Brugal & Bertrandias, 1970)
that the fraction of the total cell population F(r)at time (¢)of the cellcycleis given by the follow-
ing distribution function: F(1)=log (P + 1)/T,. ¢7"/Tel#P+D for 0 < t < T, where 7. is the
generation time and P the growth fraction. Therefore the fraction of the population at the
beginning of the G, phase (young cells: —t = T) is equal to log (P + 1)/T.. (P + 1), and the
fraction of the population at the end of M phase (old cells: # = 0) is equal to log (P + 1)'T..
Age distribution curves for the intestine of embryos at stage 34 and those at stage 35 are
plotted against cell cycle time in Figs. Sand 6 taking into account the P values calcutated from
intestinal MI. These curves are in good agreement with the outline of the normalized
histograms of embryos treated with fraction 1.



Chalone-like substances in newt

101

According to Table 2, the proportion of population in any phase of the cycle in the
intestine of embryos injected with fraction 1 and sacrificed 5 or 26 hr later, 1s not
statistically different from that in corresponding control embryos injected with HOP
buffer alone. It is this concluded that animals injected with either fraction 1 or HOP buffer

are similar with respect to the kinetics of their intestinal proliferation.
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Fi1G. 5. Fraction 1, 5 hr.

Cell cycle time

N

Cell proportion (%)

FiGs. 5-10. Histograms of Feulgen-DNA content of intestinal nuclei of pleurodele embryos
injected i.p. with fractions 1, 9 and 37 obtained by Sephadex chromatography of intestinal
extract of adult pleurodele. These histograms are normalized in order to display the age

distribution of intestinal cells in the cycle 5 hr and 26 hr after injection of tested fractions.
The theoretical age distribution curve (---) plotted against ceil cycle time is in good agree-~

ment with the outlines of the normalized histograms from intestine of pleurodeles injected
with fraction 1 and it allows estimation of the age distribution disturbance induced by
fractions 9 and 37.

Comparison between Fig. 5 and Fig. 6 shows that the age distribution curve and the
columns of the normalized histogram are lower in the intestine of embryos stage 35 fixed
26 hr after injection {Fig. 6) than those in intestine of embryos stage 34 fixed S hr after
injection (Fig. §). This fact corroborates the decrease of growth fraction from stage 34 to
35, as mentioned above. Since 52:07 & 2:1% cells are in G, + G, phase in the intestine of

embryos stage 34 and 66-18 £ |

-79/ in that of embryos stage 35, it is obvious that cells which

go out of the cycie to enter the Go phase between stage 34 and stage 35 are delayed in G,

phase.
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FiG. 6. Fraction 1, 26 hr.

Embryos treated with fraction 9 _

There are two main differences between the normalized histogram plotted from
embryos sacrificed 5 hr after injection of fraction 9 (Fig. 7) and that plotted from
embryos sacrificed 5 hr after injection of fraction 1 (Fig. 5). In the former, there is a lack of
cells in the first three columns of S phase and an excess of cells in G, + G, columns. The
lack and the excess are both almost equal to 909/ as calculated from Table 2, so it is clearthat
cells which are prevented from entering into S phase are those delayed in G, + Gg phase.
Factor | contained in fraction 9 is assumed to be responsible for this delay. Since the time
interval between injection and sacrifice is 5 hr and since the time spent in the first three columns
of S phase is also about 5 hr, it is concluded that the cell cycle is inhibited by factor | ut the
end of the G, phase.

There are also two main differences between the histogram in-Fig. 8 from embryos
injected with fraction 9 and sacrificed 26 hr later and that in Fig. 7 from embryos injected
with fraction 9 and sacrificed at stage 35. In the former, both a lack of cells in S phase and a
marked excess of cells inthe G, + G, phaseare observed. Furthermore, alack of cellsin G, and
M phases is also noticed in the intestine of embryos sacrificed 26 hr after injection of
fraction 9 compared to embryos sacrificed 26 hr after injection of fraction 1. The
deficit in M cells was already found in the mitotic index study. Since the total lack
of celisin S, G, and M phases and the excess of cellsin G, + G, phase are both equal to about
23-8%, it is obvious that cells out of the cycle are delayed in G, phase. It thus
becomes clear that fraction 9 contains at least one cell cycle inhibitor (factor 1) which
prevents cells from entering S phase and thus gives rise to a subsequent lack of synthesizing

-
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S cells; this deficit then reaches the G, and the M cell population while G, + G, cells
become more and more numerous.

The normalized histogram plotted in Fig. 8 from the epithelial gut cell population of
embryos injected with fraction 9 and sacrificed 26 hr later, exhibits the fewest S cells in the
eighth block, i.e. about 14 hr after the beginning of S phase. The early S cells of columns
1-7 are more numerous than the late S cells of columns 8-13: so it is concluded that the fraction
of the population entering into S phase decreases during the 12 hr (26-14 hr) following injec-
tion and then increases rapidly until it reaches about half the normal value 26 hr after
injection. Therefore, inhibition of cell progression from G, phaseto S phase lasts about 12 hr.

Embryos treated with fraction 37

The normalized histogram from the intestinal cell population of embryos sacrificed 5 hr
after injection of fraction 37 (Fig. 9) exhibits a higher G, column and a lower G, + G,
column than the corresponding histogram from embryos sacrificed 5 hr after injection
of fraction 1 (Fig. 5). It is concluded from this comparison that factor 2 contained in
fraction 37 has delayed cells in G, phase so that cell progression from G, to M and G,
phases has decreased. This inhibition results in a MI depression as soon as 5 hr after
injection. ’

The normalized histogram of the intestinal cell population of embryos sacrificed 26 hr
after injection of fraction 37 (Fig. 10) exhibits higher G, and M columns than the
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Fi1G. 9. Fraction 37, 5 hr.
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FiG. 10. Fraction 37, 26 hr.

corresponding histogram from embryos sacrificed 26 hr after injection of fraction i (Fig. 6).
Although the G, column is higher than normal in the intestine of embryos sacrificed 26 hr
after injection of fraction 37, it is about one third of that in the intestine of embryos injected
with the same fraction but sacrificed 5 hr later (Fig. 9). it is thus clear that cells delayed ir
G, phase after injection of this fraction have escaped from inhibition and have gradually
started to divide in addition to normally dividing cells. This observation which demonstrates
that G, inhibition is reversible is in agreement with the MI overshoot previously described
(Fig. 3). The comparison between G, + G, column from treated embryos sacrificed after
26 hr (Fig. 9) and that from treated embryos fixed after 5 hr (Fig. 10) shows that this
column is larger in the former than in the latter. According to Table 2, the increment’ -
(14-8%) of the G, + G, block from stage 34 to stage 35 in embryos treated with fraction
37 is not statistically different from that (14-0%) in embryos treated with fraction 1. It is
inferred from this fact that most of the cellswhich have escaped from G, inhibition haveentered
into G, + G, phase after their passage through M phase. Since variances analysis shows that
the first five columns of S phase in embryos sacrificed 26 hr after injection of fraction 37
(Fig. 10) are higher than corresponding ones in embryos treated with fraction ! and fixed
also 26 hr later (Fig. 6),.it is concluded that the first cells which have escaped from G,
inhibition have already entered S phase 26 hr afier injection. These cells synthesize DNA fora
maximum of 10 hr in addition to normally DDNA synthesizing cells. They left G, phase
about 14 hr previously (10 hr in S, 2 hr in Gy, 2 hr in M), so they were inhibited
transxently in G, phase for 12 hr (26 — 14 hr).
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Molecular weight estimation of inhibiting factors

The eluted peaks of standard proteins of known molecular weights are plotted against
elution volume in Fig. 1. The corresponding standardization curve of the G-200 Sephadex
column allowed us to estimate graphically the molecular weight of the inhibiting factors.
The factor | which is eluted between glucose oxydase and alkaline phosphatase is thus
assumed to be characterized by a molecular weight of between 120,000 and 150,000. The
factor 2, which is eluted with fraction 37 far from cytochrome C has a molecular weight of
less than 2000.
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FiG. 11. Peaks of Dextran blue (®), # galactosidase from Escherichia coli (a), glucose
oxydase (Q), alkaline phosphatase from calf intestine (%) and cytochrome C (x) eluted from
the G-200 Sephadex column used to fractionate the intestinal extract of adult pleurodele.
The well-known molecular weights of these proteins allow us to plot the standardization
curve and, thzrefore, to give a graphical estimation of the molecular weight of factor | con-
tained mainly in fraction 9 and of factor 2 contained mainly in fraction 37. The quantity of -
protein in the fractionated intestinal extract was estimated by extinction measurements at

280 nm (——--).

DISCUSSION

The results indicate that the intestinal mucosa of adult pleurodeles contains two
chalone-like substances which inhibit the cell cycle in embryonic intestinal epithelium.
The factor 1, with a molecular weight of between 120,000 and 150,000, delays cells in G,
phase, whereas the factor 2, with a molecular weight lower than 2000, delays cells in G,
phase. Both these factors exhibit an inhibiting effect lasting about 12 hr.

Preliminary studies of M1 during the 23 hr following injection of crude intestinal extract
have demonstrated the G,-inhibition (Brugal, 1973), but the G,-inhibition which should
cause a decrease of MI about 26 hr after injection of extract has not been observed: on the
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contrary, an overshoot of M1 was noticed from 22 hr to 32 hr after injection. This overshoot
due todivision of cells previously delayed in G, phase probably masked the mitotic depression
caused by G, inhibitor.

Heparin is known to be a mitotic inhibitor in vitro (Heilbrunn & Wilson. 1949) and was
contained in the Holtfreter solution used to perfuse the pleurodeles before excision of the
intestine. This raised the doubt whether heparin contaminated the intestinal extract and thus
accounted for the mitotic inhibition observed ? This uncertainty can be rejected because G,
inhibition has been previously obtained with extract made from pleurodeles perfused with
heparin free Holtfreter solution (Brugal, 1973) and also because the molecular weight of the
heparin used was 12,000-14,000 and so its size is quite different from that of either factor | or
factor 2. Moreover, mitotic counts in heparinized rats failed to demonstrate any in vivo
inhibition of celt proliferation in the gastrointestinal epithelium (Risinen, Cederberg &
Taskinen, 1966).

Little experimental data is available to elucidate control mechdmsms of intestinal cell
proliferation homeostasis. Partial resection of the rat intestine induces a depletion of
intestinal epithelium and an increase in mitotic activity of the remaining intestine which
were both atiributed to a humoral stimulating proliferation factor (Loran, Crocker &
Carbone, 1964): this hypothesis has not yet been corroborated by other experiments
(Meer-Fieggen, 1973). On the contrary, resection and X-irradiation of the rat intestine
yielded evidence for a local feedback control of cell proliferation (Galjaard, Meer-
Fieggen & Giesen, 1972; Meer-Fieggen, 1973). Furthermore, possible chalone-like
substances are involved in inhibition of cell proliferation in the intestine of the 14 day
chick embryos treated in vivo or in vitro with extract from duodenum of the 19 day chick
embryo (Bischoff, 1964). Evidence has also been presented that stomach mucosa of the old
chick embryo contains inhibitors which selectively suppress in eitro cell lelSIOﬂ in gastric
epithelium of younger embryos (Philpott, 1971).

In a number of cell renewing systems such as liver, kidney, melanocytes, fibroblasts
and granulocytes (see review by Houck & Hennings, 1973) a single chalone-like
substance seems to be involved in the feedback regulation of cell proliferation. This inhibitor
actseither oncellsin G, phase or on cellsin G, phase according to the tissue. Nevertheless, the
presence of both an inhibitor acting in G, and one acting in G, was demonstrated in the epi-
dermal system (Elgjo er al., 1971, 1972). Both G, and G, factors are also synthesized in the
intestine of pleurodele as shown by our results, suggesting the following hypothesis: tissues
such as the epidermis or intestine which are able under normal conditions to yield numerous.
cells in response to an agression (healing after injury or continuous erosion) and also have a -
short cell turnover time, may possess both G, and G, chalones in higher concentrations than in
other tissues. This hypothesis is in agreement with the presence of both a G,-population and a
G,-population of non-cycling G, cells in the epidermis (Gelfant, 1962) and in the intestine
(Pederson & Gelfant, 1970) as shown in the mouse. The cells blocked indefinitely in G,
phase are able to enter quickly into mitoses during compensatory growth after cells are
lost.

The chalone effect has been shown to be reversible in epidermis with respect to both
G, (Elgjo, 1974) and G, (Bullough & Laurence, 1960) inhibition. In the intestine of pleuro-
deles, the results we obtained demonstrate that at least a part of the cells blocked in G,
phase by factor 2 is not permanently delayed in this phase. These cells leave G; phase to
M phase about 12 hr after injection in addition to the normally dividing cells causing

Chalone-like substances in newt
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an overshoot of MI and of synthesizing cells at the beginning of S phase 26 hr after
injection while the proportion of cells in G, + G, phase which was decreased after injection
increased towards the normal value. Our experiments did not last long enough to find out
whether all delayed cells escape from inhibition or not. Though G, inhibition lasts
about 12 hr, the proportion of cells which enter phase in embryos treated with factor | did
not overcome the normal rate in the course of the experiments whereas G, inhibited cells did.
It is likely that G, inhibition is irreversible and that cells inhibited in this phase differentiate.
Moreover, Bischoff (1964) has observed that in some cases epithelial gut cells of the chick
embryos start to differentiate when they are prevented from dividing by intestinal
extract; however, it is obvious that long-term experiments must be performed to
corroborate these observations.

The chalones extracted from various tissues have molecular weight ranging from
100,000 to less than 2000. Most of them seem to be glycoproteins with a molecular weight
of about 30,000-50,000 or peptides of one tenth or less of that weight (Houck & Hennings,
1973). The diversity of chalone sizes appears more likely to be related to the variety of
extraction, purification and characterization procedures used than to either the tissue
from which they are extracted or the phase of the cell cycle on which they act. Though
factor 1 seems to be a protein essentially because its molecular weight reaches. 120,000~
150,000, further biochemical experiments are needed to corroborate this hypothesis. No
assumption can be made regarding the chemical nature of factor 2. It is perhaps of importance
to ascertain that inhibition exerted by factor I and factor 2 lasts about 12 hr suggesting that the
respective catabolic pathways may be analogous. Thus it is not unreasonable to consider
that essential chemical groups in factor 1 and factor 2 may be the same, the difference
between these two factors may be that in factor 1 these essential groups are bound to a
macromolecular entity.

Although mitotic inhibitors are obviously contained in intestinal tissue extract from adult
pleurodeles, our results did not give any evidence that such inhibitors are the physiological
regulators of cell proliferation in the adult or embryonic intestine. If a chalone
mechanism is progressively established in the course of intestinal development in
embryos, it is likely that factor | would be the first to appear because G, differentiating cells
are indefinitely and gradually blocked in the G, phase of the cell cycle (Brugal, 1971).
Factor 2 would appear later during larval stages when feeding and epithelial gut
renewal begin (Brugal, 1971). In order to test this hypothesis, further experiments must
be designed; the most convincing result would be experimental mitotic stimulation
induced in response to in situ inactivation of possible chalone by antiserum obtained from -
rabbit immunized with the inhibitory intestinal extract by the method of Chopra & Simnett

(1971).
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SPECIFICITE ZOOLOGIQUE DES CHALONES INTESTINALES

B ——— e Y -~

Les chalones extraites des organeé adultes, et notamment
de la peau, ne semblent pas présenter de spécificité zoologique
parmi les Vertébrés (BULLOUGH et col., 1967) : ce caractére est
d'ailleurs retenu comme 1'un des critéres permettant d'attribuer
le nom de 'chalone'" aux substances antimitotiques d'origine
tissulaire (International Chalone Conference, Brook Lodge,
U.S.A., 1972 - Actes publiés dans Nat. Cancer Inst. Monogr. 38,
1973). Nous avons donc entrepris de vérifier si les facteurs
antimitotiques extraits de 1'intestiﬁ de pleurodéle adulte et
inhibant spécifiquement la prolifération cellulaire dans 1'épi-
thélium intestinal embryonnaire méritent le nom de chalones
intestinales (BRUGAL et PELMONT, 1975). Pour cela, nous avons

recherché la présence éventuelle de ces facteurs dans les ex-

traits de muqueuse intestinale de caille et de souris adultes.

MATERIEL ET METHODES

L'intestin gréle a été prélevé chez une caille et 2 souris
préalablement anesthésiées par le chloroforme et perfusées par
la solution physiolcgique de HOLTFRETER a 37° C additionnée
d'héparine (0,5 g/1). L'intestin de chaque animal a &été lavé
dans la solution de HOLTFRETER stérile tamponnée par le phosphate
de sodium (10.2

plaque métallique a -15° C. La muqueuse intestinale a été raclée

M), ouvert longitudinalement et &étalé sur une

a 1'aide d'un scalpel, broyée dans un POTTER, puis ultracen-
trifugée dans 2 ml de solution tamponnée de HOLTFRETER (105 g,

20 mn). Le surnageant obtenu a constitué 1'extrait tissulai?g'
brut. Un extrait a €galement été préparé a partir de l'intestin
de 4 pleurodéles selon la méthode déja décrite (BRUGAL et PELMONT,
1974 ;3 1975). Les extraits intestinaux de pleurodéle, de caille

et de souris ont €té chromatographiés successivement sur la

méme colonne de Sephadex G 200 selon la méthode déja décrite
(BRUGAL et PELMONT, ?974 ; 1975). 44 fractions de 1 ml ont été
recueillies, pour chaque extrait, aprés élution de bleu dextran
utilisé comme marqueur du front de migration. Un aliquct de

1073
embryons de pleurodéle au stade 34 de GALLIEN et DURCCHER (1957).

Les embryons traités ont &té {ix€s dans le liquide de SMITH, les

ml des fractions de chaque extrait a été injecté a des
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uns 5h et les autres 30h aprés 1l'injection. Le télencéphale et
l'intestin de ces embryons ont été prélevés, écrasés entre lame
et lamelle histologiques puis colorés par le réactif de FEULGEN.
L'indice mitotique a &€té calculé aprés comptage de 2 000 a 2 700
cellules dans chacun de ces tissus. Les valeurs de cet indice en
fonction de la fraction injectée sont portées graphiquement dans

les figures 1, 2 et 3.

RESULTATS ET INTERPRETATION

Chez les embryons fixés 5 heures aprés 1'injection des frac-
tions, 1'indice mitotique intestinal est significativement abaissé
par les fractions 34 a 40 d'intestin de pleurodéle (figure 1 a),
34 @ 37 d'intestin de caille (figure 2 a) et 38 a 40 d'intestin
de souris (figure 3 a). Aucune de ces fractions ne provoque d'a-
baissement de 1'indice mitotique dans le télencéphale des embryons
correspondants. Ainsi, les fractions éluées au voisinage de 1la
fraction 37 provoquent une inhibition spécifique de 1'activité
mitotique intestinale embryonnaire quelle que soit 1'espéce
d'origine de 1l'extrait intestinal. Ayant montré précédemment
(BRUGAL et PELMONT, 1974 ; 1975) que les fractions 36 4 39, obte-
nues dans les mémes conditions 4 partir d'extrait intestinal de
pleurodele adulte, contiennent un facteur (facteur 2) antimi-
totique de poids moléculaire 2 000 environ, inhibant en phase
G, les cycles mitotiques de 1'épith€lium intestinal embryonnaire,
nous concluons de la similitude des figures 1 a, 2 a et 3 a que
les extraits intestinaux de caille €t de souris contiennent un
facteur ayant les mémes effets antimitotiques et un poids molé-
culaire voisin de celui extrait de 1'intestin du pleurodéle.

Chez les embryons fix&s 30h aprés 1'injection des fractions,
1'indice mitotique intestinal est significativement abaissé par

~

les fractions 6 a4 12 d'intestin de pleurodéle (figure 1 b), 8 a
9 d'intestin de caille (figure 2 b) et 7 a2 9 d'intestin de souris
(figure 3 b). Aucune de ces fractions n'altére 1'indice mito-

tique dans le télencéphale des embryons correspondants. Donc,

les fractions éluées au voisinage de la fraction 8 provoquent

une inhibition spécifique de 1'activité mitotique de 1'épithélium
intestinal embryonnaire quelle que soit 1'espéce d'origine de
1'extrait intestinal. Ayant montré précédemment (BRUGAL et PELMONT,

1974 ; 1975) que les fractions 8 & 10, obtenues dans les mémes
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conditions a partir d'extrait intestinal de pleurodéle, tontienf
nent un facteur antimitotique (facteur 1) de poids_-moléculaire
120 000-150 OO0 inhibant en phase G1-1es cycles mitotiques de
1'épithélium intestinal embryonnaire, nous concluons de la si-
militude des figures 1 b, 2 b et 3 b, que les extraits intesti-
naux de caille et de souris contiennent un facteur ayant les
mémes effets antimitotiques et un poids moléculaire voisin de
celui extrait de 1'intestin du pleurodéle.

L'augmentation de 1'indice mitotique intestinal provoquée
par les fractions 34 a 36 d'extrait d'intestin de pleurodeéle (Figure
1 b) a déja été observée dans les expériences précédentes (BRUGAL
et PELMONT, 1974 ; 1975) et correspond & la division des cellu-
les préalablement inhibées temporairement en phase G2 par ces
fractions. Les figures 2 b et 3 b montrent qu'une augmentation
de 1'indice mitotique intestinal s'observe également chez les
embryons traités par les fractions 35 3 37 d'extrait d'intestin
de caille (2 b) et 39 3 40 d'extrait d'intestin de souris (3 b).
Nous concluons de ces résultats que 1'inhibition exercée par
le facteur antimitotique contenu :dans les fractions d'intestin
de caille et de souris voisines de la fraction 338 n'introduit

u'un retard temporaire de 1l'activité mitotique intestinale trés
q P q

~

semblable 4 celui provoqué par le facteur antimitotique contenu
dans les fractions correspondantes de l'extrait intestinal de
pleurodele.

Chez les embryons fixés 5h et 30h aprés 1l'injection des
fractions intestinales de caille et de souris, les fractions
qui abaissent 1'indice mitotique intestinal embryonnaire sont
encadrées, dans tous les cas, par des fractions qui augmentent
paradoxalement cet indice ({fractions 31-32 et 39 de la figuxre-2 a ;
6-7 et 11-12 de la figure 2 b ; 35-36 et 41-42 de la figure 3 a
5-6 et 11 de la figure 3 b). Bien que dans chadue cas, cette aug-
mentdtion soit peu significative (p>»0,05), le fait qu'elle se
manifeste de facon systématique, aussi bien de part et d'autre
de 1'inhibition en phase G1 {figures 2 b et 3 b) que de part
et d'autre de 1'inhibition en G2 (figures 2 a et 3 a), est cer-
tainement remarquable. Cet effet paradoxal peut s'expliquer en
admettant que les fractions qui augmentent 1'indice mitotique

contiennent le facteur antimitotique mais & faible dose et que,



113

FIGURES

Variations de 1'indice mitotique (MI °/o0o) dans le télen-
phale (t) et 1'épithélium intestinal (i) d'embryons de

pleurodéle au stade 34.

1 - Indices mitotiques chez des embryons traités par des
fractions d'extrait intestinal de pleurodéle et fixés
5 heures (1 a) ou 30 heures (1 b) aprés les injections.

2 - Indices mitotiques chez des embryons traités par des
fractions d'extrait intestinal de caille et fixés 5
heures (2 a) ou 30 heures (2 b) aprés les injections.

3 - Indices mitotiques chez des embryons traités par
des fractions d'extrait intestinal de souris et fixés

5 heures (3 a) ou 30 heures (3 b) aprés les injections.
Les plages hachurées correspondent 4 1'intervalle de
confiance de 1'indice mitotique dans le télencéphale

et 1'épithélium intestinal d'embryon de pleurodéles

non traités.
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pour de faibles concentraticns, le facteur inhibiteur 4 un c¢ffet
stimulateur. HALL (1970) avait déja remarqué que des extraits
épidermiques inhibant les cellules en phase G1 du cycle mitotique
avaient un effet stimulateur a trés faible concentration. Bien
que des effets paradoxaux de stimulation ou d'inhibition selon

la dose soient des phénoménes pharmacologiques classiques, la
question reste posée de savoir pourquoi une situation comparable
n'est pas observée chez les embryons ayant recu les fractions
intestinales de pleurodéle (figures 1 a et 1 b)?

- Les inhibitions de 1l'activité mitotique intestinale des
embryons provoquées par la fou les) premidre(s) fraction(s) d'ex-
traits intestinal de caille ou de souris (figures 2 a, 2 b,

3 a, 3 b) s'accompagnent dans la plupart des cas d'une inhibition
corrélative de 1l'activité mitotique télencéphalique et semblent
de ce fait relever d'un effet cytotoxique sans spécificité

tissulaire.

CONCLUSION

Deux facteurs antimitotiques inhibant respectivement en
phase G1 et G2 du cycle mitotique les cellules de 1'épithélium
intestinal embryonnaire de pleurodéle sont présents dans les
extraits intestinaux de pleurodele, de caille et de souris adultes.
L'absence de spécificité zoologique permet de considérer ces

facteurs antimitotiques comme des chalones intestinales. L'une,

chalone 1, inhibe les cycles cellulaires en phase G, ; 1'autre,

=4 1

chalone 2, inhibe les cycles cellulaires en phase G,
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CHAPITRE -V-

REGULATION DE LA PROLIFERATION ET DE LA DIFFERENCIATION CELLULAIRES

- RELATIONS ENTRE LA PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION
CELLULAIRES DANS L'INTESTIN EMBRYONNAIRE ET LARVAIRE

" Relations entre la prolifération et la différenciatio
cellulaires dans 1'intestin embryonnaire et larvaire
de Pleurodeles waltlii Michah. I - Développement

normal *

” Relations entre la prolifération et la différenciatio
cellulaires dans 1'intestin embryonnaire et larvaire
de Pleurodeles waltlii Michah. II - Effets des A

chalones intestinales extraites de 1'intestin de

pleurodéle adulte ”

- LES CHALONES INTESTINALES : CONCLUSION ET HYPOTHESE

" Presence of intestinal chalones ”
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RESUME . -

ra———

re la fin du développement embryonnaire (stade 34) et
de la vie larvaire (stade 37), 1'épithélium intestinal
odéle passe en 4 jours de 1'état de cordon endodermique

~

encié a celui d'épithélium fonctionnel constitué de cel-
sorbantes a plateau strié et de cellules a mucus. Au
cette différenciation, le nombre de cellules augmente

ois environ bien que l'activité mitotique diminue régu-

~t par abaissement du coefficient de prolifération de

%. Les mitoses qui, dans le cordon endodermique au stade
uniformément distribuées, apparaissent brusquement lo-

, au stade 36, dans les nids cellulaires sous-&pithé-

i représentent dés lors la totalité du compartiment gé-
intestinal. Avant méme d'étre localisé, ce compartiment
autant de cellules- qui, bloquées en phase G1 du cycle
z, cessent de se diviser et se différencient, que de

quil parcourent le Cycle mitotique et se divisent a

Un tel processus laisse persister dans 1'épithélium
11 un nombre constant de cellules douées d'activité

> et capables dtassurer ainsi le renouvellement de ce

volution de la prolifération et de la différenciation

res dans 1l'intestin de pleurodéle est trés comparable
observée chez les Mammiféres et confirme, en particulier,
ie longtemps contestée entre les cryptes de LIEBERKUHN

rniers et les nids cellulaires sous-épithéliaux des



SUMMARY o

- The differentiation of the intestinal epithelium of the
pleurodele occurs during the last period of embryogenesis
(stage 34) and completes during the first steps of larval deve-
lopment before the onset of feeding (stage 37). In the course
of this 4-days period the intestinal epithelium, which is a
closed endodermal cylinder at stage 34, becomes a functional
epithelium constituted by columnar absorbing cells and goblet
cells. During the intestinal differentiation, the cell number
raises although the growth fraction decreases from 52% to 223%.
At stage 34, the mitoses are ramdomly distributed throughout
the endoderm but, at stage 36, they become confined to the cell
nests which appear beneath the epithelium.

The cell nests correspond to the proliferating compartment
which produces an equal number of dividing cells and of resting-
cells : these cells are arrested in the G1 phase of the genera-
tive cycle and differentiate. Such a pattern of proliferation
and differentiation maintains a constant number of prolifera-
ting stem cells which subserve the renewing function in the
intestinal epithelium after the onset of feeding. The relation-
ships between cell proliferation and differentiation in the
developping intestinal epithelium of the pleurodele are closely
similar to those observed in Mammals and suggest particularly
that the intestinal cell nests of Urodela are analogous to the
crypts of LIEBERKUHN in higher Vertebrates.
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Les relations entre la prolifération et la différenciation
cellulaires relévent de mécanismes encore mal connus. De nom-
breux travaux révélent qu'un accroissement de 1l'activité mito-,
tique et de la synthé&se d'ADN précéde 1'histo-différenciation
dans divers tissus tels que 1'épithélium glandulaire mammaire
(TURKINGTON et TOPPER, 1967), le pancréas (WESSELLS, 1968),
les tissus hématopoiétiques (PAUL et HUNTER, 1968 ; GROSS et
GOLDWASSER, 1970), la peau (STERN et al, 1971), les ébauches
dentaires (RUCH et KARCHER-DJURICIC, 1971), 1'épithélium gas-
trique (LIPKIN, 1972) et 1'épithélium intestinal (DOURNON et '
CHIBON, 1974). I1 semble qu'au moins un cycle cellulaire par-

-~

ticulier soit un préalable nécessaire 3 la différenciation ;
ce cycle est appelé, selon les auteurs : " mitose terminale "
(RUCH et KARCHER-DJURICIC, 1971), " quantal cell cycle "
(HOLTZER et al, 1972) ou " critical mitosis " (OWENS et al,
1973) . Les mécanismes par lesquels le cycle mitotique termi-
nal serait associé 3 l'achévement de la différenciation cel-
lulaire restent conjecturaux. Pour HOLTZER (1963) et HOLTZER
et al (1972), il se produirait au cours de la phase S ou de
la phase M de ce cycle mitotique, un événement particulier
nécessaire a 1l'expression des génes et a la réalisation,

dans les cellules filles, d'un nouveau programme de synthdses
caractéristique de 1'état différenciéd et fonctionnel. Pour
VONDERHAAR et TOPPER (1974), le cycle mitotique terminal
aurait pour fonction de conduire les cellules aptes 3 la
différenciation, & un moment particulier de la phase Gy pen-
dant lequel elles peuvent répondre a d'éventuels agents hu-
moraux de différenciation. L'existence d'un tel moment par-
ticulier de la phase G1 pendant lequel la cellule est sen-
sible aux conditions humorales de son environnement a été

confirmée par divers travaux (PARDEE, 1674). Arrivée 3 ce

moment critique de la phase Gi - appelé ' dichophase "
(BULLOUGH, 1965),." restriction point " (PARDEE, 1974) ou
" critical point ' (VONDERHAAR et TGPPER, 1974) ~ la cellu-

le cesserait de se diviser et achéverait sa différenciation si
elle est en présence de facteurs humoraux tels que des chalo-
nes ou des hormones ; en l'absence de ces facteurs, la cellule
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continuerait jusqu'a la mitose le cycle commencé et les cellu-
les=filies entreraient 3 nouveau en phase Gy . Cette hypothése
est cohérente avec le fait que l1'histo-différenciation s'accom-
pagne, dans les tissus embryonnaires comme dans les tissus
adultes, d'une diminution rapide de 1l'activité mitotique
(BRUGAL, 1971 a ; STERN et al, 1971 ; LIPKIN, 1973 ; GRAF et
'BESCOL-LIVERSAC, 1974 ; EASTWOOD et TRIER, 1974 ; DOURNON et
CHIBON, 1974). I1 reste néanmoins difficile de comprendre actu-
ellement comment les mécanismes de régulation de la proliféra-
tion cellulaire, faisant intervenir des chalones, interférent
avec les mécanismes qui président au déroulement de la diffé~
renciation cellulaire. Ces derniers dépendent en effet 3 la
fois de facteurs extrins&ques tels que les hormones et de fac-
teurs intrinséques 1iés 3 la détermination et a la spécialisa-
tion génétiques (KITANO et HU, 1970) ainsi qu'a 1'histoire mito-
tique des cellules (HOLTZER et al, 1972).

Pour contribuer i préciser nos connaissances dans ce do-
maine, 1'étude des relations entre ia prolifération et
différenciation cellulaires a été entreprise dans 1'épithdlium

intestinal de 1'embryon et de la larve de Pleurodeles wal:tlii,

Michah., au cours du développement normal, et fait 1'objet du
présent mémoire. Une étude paralldle a été effectude dans les
conditions expérimentales aprés perturbation de la proliféra-
tion cellulaire de l'intestin embryonnaire par des inhibiteurs

mitotiques naturels, ou chalones (BRUGAL, 1977, méme volume).
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MATERIEL ET METHODES

La différenciation de 1'épithélium intestinal du pleurodéle
se manifeste a la fin du développement embryonnaire. Au stade
34 (GALLIEN et DUROCHER, 1957) 1'intestin embryonnaire est un
cordon endodermique plein et d'aspect histologique indifféren-
ci€ ; par contre, au stade 37, atteint en moyenne 93 heures
plus tard 3 20°C, 1'intestin a acquis un aspect fonctionnel
et la jeune larve( éclose aux stades 35-36) commence a se

nourrir.

DUREES DU CYCLE CELLULAIRE ET DE SES PHASES

Les durées du cycle cellulaire et de ses phases dans
1"€épithélium intestinal embryonnaire et larvaire ont été &va-
luées graphiquement par la méthode de QUASTLER et SHERMAN
(1959) aux stades 34, 35 et 36. A cette fin, des animaux &levés
d la température de 20°C depuis la ponte,ont &été anesthésiés
par le MS 222 (1 g/1) aux stades choisis et ont subi unc injec-
tion de thymidine tritiée (SHTdR) (concentration : 100 /pCi/ml
activité spécifique : 5 Ci/mM ; 2.10~4 ml par animal). A divers
intervalles de temps apr@s cette injection, les animaux ont &té
fixés dans le liquide de SMITH, inclus dans la paraffine et
débités en coupes sériées de 5 pm d'épaisseur. Les préparatidns
obtenues ont €t¢ colorées par la réaction de FEULGEN puis re-
couvertes d'émulsion ILFORD L4 et développées aprés 45 4 65
jours d'exposition & 12°C. Le pourcentage de mitoses marquées
(MM*) a €té calculé aprés comptage de 50 3 150 mitoses dans:
1'intestin de chaque animal. L'indice de marquage (IL) et
1'indice mitotique (IM) ont été calculés dans 1'intestin des
mémes animaux aprés comptage de 1800 3 3200 cellules. Seules
les cellules surmontées de plus de 3 grains d'argent ont &été -
considérées comme marquées.

Le coefficient de prolifération intestinal (P) a ét§ cal-
culé a divers intervalles de temps aprds 1'injection de “HTAR
en utilisant les relations ¢€tablics par BRUGAL et BERTRANDIAS

(19703 pour les populations cellulaires croissantes
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T
-T-M-Log P+ 1) -

(1) M =
C
Ty * Tg. * TS/Z
T : )
(2) 1L = =5 .Log (P + 1) |1+ Log (P + 1) T,
C

NOMBRE DE CELLULES

Le nombre de cellules constituant 1'intestin a la fin du
développement de 1'embryon de pleurodéle est difficile & évaluer
avec précision ; par contre, le taux d'augmentation du nombre '
de cellules au cours du.développement est plus facile 2 déter-
miner par comptage de cellules sur les coupes histologiques et
par dosage de 1'ADN intestinal total.

Les comptages de cellules ont &té réalisés a divers inter-
valles de temps entre les stades 34 et 37, sur 25 coupes consé-
cutives de 1l'intestin 3 partir de la région pylorique. En rai-
son de 1'allongement insignifiant de 1'intestin entre les sta-
des 34 et 37, la variation de la moyenne du nombre de cellules
rencontrées sur les sections transversales représente valable-
ment le taux d'augmentation du nombre de cellules intestinales
pendant la période étudiée.

Les dosages de 1'ADN total de 1'intestin ont &té réalisés
3 divers intervalles de temps entre les stades 34 et 37. Pour
chaque dosage, les intestins entiers ont &€té prélevés dans 2
lots de 10 embryons ou larves. Dans chaque lot, les cellules
intestinales ont été dissociées et cassées par broyage 3 l'ai-
de d'un Potter (50 tours/mn ; 4 mn) puis déposées sur une SO-

.

lution tamponnée de saccharose (1,8 M) et centrifugées (40.000 g;

~

15 mn) de facon a précipiter les noyaux cellulaires. Les culots
ont été fixés dans le liquide de SMITH et hydrolysés par HC1

6N pendant 1 h 3 20°C. Pour chaque dosage, les noyaux celluiai-

b

res intestinaux de 1'un des deux lots sont colorés par la réac-
de

tion de FEULGEN {1 h 3 20°C). Les noyaux des deux lots sont
homogénéisés par broyage dans un Potter (200 tours/mnj; 15 mn)

et la densité optique de l'homogénat nucléaire coloré est mesu-
rée 3 560 nm contre celle de 1'hemogénat non coloré. L'augmen-

tation de¢ la densité optique entre les stades 34 et 37 permet
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d'évaluer le taux d'augmentation du nombre de cellules intes-

tinales pendant la période étudiée. -

PROPORTION DE CELLULES AU REPOS MITOTIQUE

Afin d'évaluer la proportion (R) de cellules qui ont cessé
de parcourir le cycle mitotique aux stades étudiés, de la thy-
midine tritiée (concentration : SO‘PCi/ml ; activité spécifi-
que : 5 Ci/mM) est injectée toutes les 8 heures aux embryons
et aux larves 3 partir des stades 34, 35 et 36 (2.10-4 ml par
animal).Les animaux ainsi traités sont fixés a divers inter-
valles de temps aprés chacun des stades étudiés. Les histoauto-
radiographies ont &té préparées comme précédemment et le pour-
centage de cellules intestinales marquées, ou indice de mar-
quage cumulé (ILC) a été calculé aprés comptage de 1200 2
18060 cellules dans chaque animal. Compte tenu de la durée du

cycle cellulaire et de ses phases, la premiére injection de
3

~

HTdR marque les cellules qui sont en phase S 3 cet instant ;
par contre les cellules alors en phase G1, G2 ou M sont marquées
par la seconde injection a 1l'exception de celles qui, en phase
GZ ou M au moment de la premiére injection, cessent de parcou-
rir le cycle cellulaire 4 1'issue de la mitose. Ainsi, dés la
seconde injection, toutes les cellules qui sont engagées dans

le cycle mitotique sont marquées et les variations de la pro-
portion (R=1 - ILC) de celles qui ne se marquent pas pendant la
durée de 1'expérience représentent 1'évolution de la fraction

~

de la population en repos mitotique a partir de la seconde

injection.

CYTOPHOTOMETRIE

Afin de déceler une localisation préférentielle des cellu-
les engagées dans les phases S ou G, du cycle mitotique d'une
part et les cellules en phase G, ou G, d'autre part, 1'ADN des
cellules intestinales a €té dosé au stade 37 par fluorométrie
sur des coupes histologiques colorées par la réaction de
FEULGEN. Les mesures ont &té effectuées 3 1'aide d'un micro-
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photométre LEITZ MPV par excitation en lumiére incidente (lampe

HBO 100W et illuminateur LEITZ OPAK POL) a 576 nm avec un filtre
d'arrét 3 620 nm. Compte tenu de la taille des noyaux cellulai-

res intestinaux (15 }mlde diamétre en moyenne), les mesures ef-

fectuées sur des tranches de 5 pm d'épaisseur ne représentent

qu'une estimation de la concentration nucléaire en ADN.

DIFFERENCIATION DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

L'histo-différenciation de 1'intestin du pleurodé&le entre
les stades 34 et 37 a €té observée sur des ccupes histologiques
colorées par le bleu alcian, 1'hémalun et la phloxine selon la
méthode de ADAMS et SLOPER modifiée.
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RESULTATS ]

DUREES DU CYCLE CELLULAIRE ET DE SES PHASES

Les courbes de variations du pourcentage de mitoses marquées
€tablies aux stades 34, 35 et 36 sont données dans la figure 1.
Comme. toutes les courbes homologues obtenues dans divers tissus
d'Amphibiens Urodéles embryonnaires ou larvaires, elles sont .
caractérisées par un plateau stable (100%) 1imité par une branche
ascendante et une branche descendante réguliéres (CHIBON, 1968 ;
BRUGAL, 1971 b). L'abaissement trés prononcé du pourcentage de
mitoses marquées entre deux cycles mitotiques successifs atteste
de la faible variabilité du temps de génération et de la durée
des phases entre les cellules de la population intestinale. Les
T T T

durées de T et TM, calculées graphiquement d'aprés

C> "G,’ 'S’ °G
les courbes de 1; figure "1, sont portées dans le tableau I.
_ IL%
: ' -60
° 5 ©-G._g
S - -20

]
|
MIM®% |
100~ M b a2 S o et e 2

50+

0- d k= I heures
] E ¥ [} £ 1 § ]
0 20 40 60 80 100
34 35 36 37 stades
Figure 1 - Courbes de variations du pourcentage de mitoses

Smarguécs (MH%) et de¢ cellules marquées (IL) obtenues aprés
‘injections de thymidine tritiée 3 des embryons de pleurodeles

au stade 34 et 3 des larves aux stades 35 et 36 élevés a la

température de 20°C.
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Les courbes de variations de 1'indice de marquage en fonc-
tion du temps €coulé aprés un marquage bref par SHTAR aux stades
34, 35 et 36 sont données dans la figure 1. La forme de ces
courbes caractérise les populations cellulaires croissantes
(BRUGAL et CHIBON, 1970) et leur périodicité permet de calculer
graphiquement les durées du cycle cellulaire et de ses phases ;
en particulier : _

‘ - le temps €coulé entre le premier minimum et
le premier maximum de la courbe représente la durée de la phase
S 3

- le temps €coulé entre le premier et le second
minimum représente le temps de génération.

La correspondance entre la périodicité des variations de
1'indice de marquage et celle du pourcentage de mitoses marquées
confirme les valeurs des durées du cvcle cellulaire et de ses

phases portées dans le tableau I.

La figure 1 montre que 1l'intervalle de temps de 93 h, sépa-
rant le début du stade 34 du début du stade 37, correspond au
déroulement de 3 cycles cellulaires successifs (29 h + 29 h +
37 H = 95 h). Les 2 premiers cycles sont caractérisés par les
mémes param@tres ; par contre, le troisiéme cycle qui se déroule
entre les stades 36 et 37 présente une phase G1 quatre fois plus
longue que dans les deux cycles précédents.

AUGMENTATION DU NOMBRE DE CELLULES

La figure 2 montre que Jl'augmentation du nombre de cellules
constituant 1'épithélium intestinal est grossirement proportion-
nelle au temps écoulé entre les stades 34 et 37. Le taux d'aug-
mentation est évalué a 2,3 par comptage du nombre de celluies
dans les coupes transversales d'intestin, et a 2,8 par mesure
de la quantité d'ADN total de 1'intestin. Compte tenu des
erreurs d'évaluation introduites par ces deux méthodes, Jle nom-
bre de cellules intestinales au stade 37 peut €tre estimé

comme environ 2,6 fois plus grand qu'au stade 34.
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Tableau I : Durées, en heures, du cycle cellulaire et de ses

phases, établies & 20°C dans 1'épithélium intestinal de 1'em-
bryon 4gé et de la jeune larve de pleurodéle.

Stades T

C 1 G2 M
34 29 2 24 1 2
35 29 2 24 1 2
36 37 8 25 2 2

Tableau 1I : Valeurs du coefficient de prolifération (P), dans

1'épithélium intestinal d'embryons 4gés et de jeunes larves de

pleurodéles, calculées d'apreés 1'indice mitotique (IM) et 1'in-
dice de marquage (IL). Le nombre moyen (N) de cellules comptées
au niveau de 25 coupes transversales antérieures de 1'intestin
permet de calculer le nombre moyen (PN) de cellules en activité

mitotique au niveau d'une coupe.

Stades P% N PN
T e BTN
déduit déduit
de IM de IL -
34 52 © 3 45 * 3 72 37
35 38 T2 33 + 3 95 36
36 27 * 2 26 * 2 135 36

[N}
~I

37 22 + 3 21 t 2 168
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Figure 2 - Courbes de variations du nombre de cellules dans
1'épithélium intestinallenfre les stades 34 et 37 du développe-
ment du pleurodéle. N : nombre moyen de cellules par coupe
transversale d'intestin ; les valeurs de 1l'intervalle de con-
fiance (20~ /VH) sont portées graphiquement. DO : densité opti-
que & 560 nm de 1'ADN intestinal total coloré par la réaction de

Feulgen. Nombre de cellules (=r=:= ). Densité optique ( =meswm).

COEFFICIENT DE PROLIFERATION

Le coefficient de prolifération (P) a &té calcul#, a chaque

stade étudié, 3 partir de 1'indice mitotique et de 1'indice de

marquage observé 1 h aprés 1l'injection de 3HTdR. -

L'indice mitotique intestinal décroit de 29°%/c0 & 11%/00
entre les stades 34 et 37 (Figure 3). Les valeurs de P, déduites
de 1'indice mitotiqué par application de la relation 1 connais-
sant la durée de la mitose et du temps de génération, sont por-
tées dans le tableaull. Ce tableau montre que ia diminution de
1'indice mitotique observée entre les stades 34 ct 37 (Figure
3) est 3 attribuer essentiellement & la diminution de la pro-

portion des cellules en activité mitotique durant cette périoce.
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Figure 3 - Courbe de variations de 1'indice mitotique IM (—@-—)
et de 1'indice de marquage. cumulé ILC (—Q—) aprés des injec-
tions répétées de thymidine tritiée commencées aux stades 34,

35 et 36 du développement du pleurodéle élevé a 20°C. Les
intervalles de confiance (2 G7/Yn) de 1'indice mitotique sont

portés graphiquement.

Tableau III : Nombre (NR) de cellules en repos mitotique au

niveau d'une coupe transversale de 1'intestin d'embryons et de
larves de pleurodcle, évalué aprés des injections répétées de
3HTdR commencées aux stades 34k(NR34), 35 (NRSS) et 36 (NR36).
N : nombre de cellules au niveau d'une coupe transversale ;

R : valeur de la relation 1 - ILC dans laquelle ILC représente

~

la proportion de cellules marquées 3 la suite des injections

3

répétées de “HTdR ; R représente donc la proportion de cellules

non marquées ou cellules au repos mitotique.

Stades 34 35 36 37
NR34 40 * 6 41 * 5§ 36 £ 4 35 * 6
NR35 - 72 * 5 68 * 6 66 + 5
NR - - 108 £ 6 106 + 8

306




L'indice de marquage évalué 1 h aprés i'injection de 3HTdR
décroit de 45% a 27% entre les stades 34 et 37 (Figure 1). Les
valeurs de P, déduites de 1'indice de marquage par application
de la relation (2) connaissant la durée des phases Gz,_M et S
et du temps de génération, sont portées dans le tableau II. Ce
tableau montre que la diminution de 1'indice de marquage entre
les stades 34 a 37 est due principalement a la diminution de
la proportion des cellules en activité mitotique pendant cette
période.

Les valeurs du coefficient de prolifération déduites de
1'indice mitotique et de 1'indice de marquage sont en bon
accord ; néanmoins les secondes sont inférieures aux premiéres
de 1 a 10% environ. Ceci est principalement d@ a ce que la
valeur de 1'indice de marquage qui, dans les populations crois-
santes, diminue tout d'abord avec le temps (BKUGAL et CHIBON,
1970) est inférieure dés 1 h aprés 1'injection de “HTdR a la.
proportion réelle de cellules en phase S. »

Le produit P.N du nombre moyen (N) de cellules par coupe
transversale d'intestin et du coefficient de prolifération (P)
permet dfévaluer 3 chaque stade, le nombre de cellules engagées
dans un cycle mitotique. Les valeurs obtenues sont portées
dans le tableau II ; elles ne varient pas de fagon significati-
ve entre les stades 34 et 37. Pendant cette période, le nombre
de cellules parcourant le cycle mitotique peut donc &tre consi-
déré comme constant et égal 4 36 environ au niveau d'une coupe

transversale.

PROPORTION DE CELLULES AU REPOS MITOTIQUE

Les courbes de variation des indices de marquage cumulés
~ . . . - P -~ 3 [an) = e
(ILC) obtenues aprés des injections répétces de HTdR & partiv

des stades 34, 35 et 36, sont portées dans la figure 3. T€s
3

-

la seconde injection de “HTdR 1'indice de marquage cumnlé repré-
sente la proportion de cellules qui, aprés le stade de la pre-

miére injection, a parcouru au moins un cycle mitotique. Si N
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Figure 4 - Aspect histologique de 1'intestin de pleurodéle aux
stades 34 (a), 35 (b), 36 (c) et 37 (d) - L : lumiére intesti-
nale ; S : splanchnopleure ; M : noyau en mitose ; m : cellule
3 mucus ; g ¢ cellule génératrice d'un nid sous-épithélial ;
V : plaquettes vitellines ; p ! cellule principale de 1'épithé-
lium avec bordure absorbante. Coloration par le bleu alcian,

- 1'"hémalun et la phloxine ; grossissement : 250 x.
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représente le nombre de cellules au niveau d'une-coupe transver-
sale de 1'intestin, la valeur de ILC permct de calculer a chaque

stade le nombre
NR = N(1-ILC)

de cellules qui, au niveau de la coupe, ne sont pas marqufes ct
par conséquent en repos mitotique. Les. valeurs de NR34, NR35 et
NR36 galculées a partir des expériences d'injection vépétées
réalisées aux stades 34, 35 et 36, sont portées dans le tableau
III. Ce tableau montre que le nombre (NR) de cellules non mar-
quées, 3 un stade donné, ne varie pas de facon significative au
cours du développement ultérieur et que ce nombre est d'autant
plus grand que 1'expérience d'injections répétées est réalisée
3 des stades de développement plus avancés. A chaqué stade, le

nombre (NR) de cellules en rTepos mitotique, augmenté du nombre

-

(PN) de cellules engagées dans un cycle mitotique (tableau 1y
est égal au nombre (N) total de cellules au niveau d'une coupe
transversale de 1'intestin aux erreurs d'expérience preés (ta-
bleau II) : cette vérification confirme la validité des méthodes
employées pour déterminer le coefficient de proiifération (P)

et la proportion (R) de cellules en repos mitotique. Comme le
“montre le tableau TIT, 1‘augmentation du nombre de cellules

en repos mitotique entre les stades 34 et 35 (NRBS - NR34) et
entre 35 et 36 (NR36 - NR35) est du méme ordre de grandcur et
égale, de plus, au nombre constant (NP) de cellules en activi-
té mitotique, soit : 36 a 37 cellules au niveau d‘une'coupe
transversale. -

T1 résulte clairement de ces observations que chaque cellu-
le qui se divise entre les stades 34 et 37 donne naissance sta-
tistiquement A une cellule qui parcourt un nouveau cycle mito-
tique et i une cellule qui, cessant de se diviser, passe en

phase G0 (Figure 0).

HISTO-DIFFERENCIATION DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

P e AR s 8

Au stade 34, 1'intestin de 1'embryon de pleurodéle est un

cordon de cellules endodermiques remplies de plaquettes vitelli-
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nes et histologiquement indifférenciées ; les noyaux cellulaires
dépourvus de nucléole occupent la région centrale des cellules
(Figure 4a). Le cordon épithélial est 1imité par une splanchno-
pleure moncstratifiée. '

Au stade 35, la lumiére intestinale apparait par &carte-
ment des cellules dans la région axiale ; les membranes cellu-
laires s'épaississent pour former le plateau strié (Figure 4b)

Au stade 36, 1'épithélium intestinal a acquis les caracté-
res d'un épithélium cylindrique absorbant : les noyaux cellu-
laires sont disposés au pble basal des cellules et pourvus
de 1 ou 2 nucléoles ; le plateau stri€é s'est €épaissi et des cel-
lules a mucus (2%), disséminées entre les cellules principales,
commencent a4 se différencier en acquérant une gouttelette mu-
queuse. Des dépressions de 1'épithélium intestinal, ou infundi-
bula, apparaissent par endroits. Au niveau des infundibula,
certaines cellules endodermiques (29%) passent en position
sous-épithéliale pour constituer des nids composés chacun de 1
a 4 cellules pauvres en cytoplasme. Contrairement aux cellules
principales de 1'épith¢lium, les cellules des nids sont en gé-
néral dépourvues de ﬁlaquettes vitellines (Figure 4c).

Au stade 37, la plupart (87%) deé cellules de l'épithéQ
lium intestinal ont perdu leurs plaquettes vitellines. Les cel-
lules a mucus (11%) commencent d s'ouvrir dans la lumic¢re in-
testinale et les nids sous-€épithéliaux regroupent 19% des cel-
lules. L'épithélium a acquis un aspect fonctionnel et les lar-
ves, dont 1'éclosion est survenue entre les stades 35 et 30,

commencent & se nourrir dés le stade 37 (Figure 4d).

RAPPORTS ENTRE LA PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION CELLULAIRES

Aux stades 34 et 35, les mitoses apparaissent en tous points
du cordon épithélial intestinal ; par contre, dé&s le stade 36,
les mitoses se rencontrent dans les nids sous-épithéliaux qui
s'individualisent. Quelques figures mitotiques sont cependant
encore observées exceptionnellement dans la couche des cellu-
les principales. De facon a vérifier la localisation préféren-

tielle apparente des cellules proliférantes au niveau des nids



sous-épithéliaux, 1'ADN des noyaux cellulaires a ¢té dosé par
fluorométrie dans les nids et 1'épithélium fonctionnel au sta-
de 37. Les vésultats obtenus sont exprimés par 1'histogramme
de la figure 5 et montrent que la plupart (82%) des cellules
principales contiennent 10 & 49 unités arbitraires d'ADN alors
que la plupart (93%) des cellules des nids contiennent 40 &
119 unités arbitraires d'ADN. I1 apparait donc que les cellu-
les épithéliales sont en phase G0 ou G1 avec un taux diploide
d'ADN alors que les cellules des nids, qui 'ont un taux d'ADN
compris entre le taux diploide et le taux tétraploide, sont
des cellules en phases § et G2 du cycle cellulaire.

La proportion (P) de cellules engagées dans un cycle mito-
tique (tableau II) est tré&s peu différente de la proportion de
cellules endodermiques constituant les nids sous-&pithéliaux
aux stades 36 (29%) et 37 (19%). Les cellules engagées dans
un cycle mitotique et constituant les nids sous-épithéliaux
représentent donc la totalité du compartiment génlrateur in-
testinal qui s'individualiée histologiquement dé&s le stade
36.
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Figure 5 - Histogramme de la concentration en ADN des noyaux des

cellules des nids sou¢~épithéliaux et des cellules principales
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de 1'épithélium, mesurde par fluorométrie aprés coloration par

Ja réaction de Feulgen. N : nombre de LollnlCC.




tin embryonnaire et larvaire du pleurodé&le entre les stades 34
et 37. Trois cycles cellulaires (cycles 1, 2 et 3) se déroulent

pendant cette période ; les mitoses successives donnent chacune
naissance statistiquement & une cellule capable de se diviser
une nouvelle fois (=@) et 3 une cellule qui cesse de se divi-
ser et se différencie @D()); Par ce processus, le nombre NP (~2%-)
de cellules en activité mitotique reste constant et le nombre

de cellules différenciées augmente aprés chaque cycle cellulaire
d'une valeur (NR35 - NR34 ; NR36 - NRBS) €gale au nombre (NP)

de cellules en activité mitotique. Une telle cinétique explique
1'augmentation observée du nombre total N (—g—) de cellules
dans 1'épithélium intestinal et 1'augmentation paralléle du
nombre de cellules N.ILC34, N.ILC35 et N.ILC36 (fom oz (Yo wem ) MAT ~

quées a8 la suite d'injections répétées de thymidine tritiée

commencées aux stades 34, 35 et 36 respectivement.
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DISCUSSION

Durant les 4 jours de développement qui séparent, a 20°C,
le stade 34 du stade 37, 1'intestin de pleurodéle passe d'un
€tat histologiquement indifférencié chez 1'embryon 4gé i un
état différencié et fonctionnel chez la jeune larve. L'état
indifférencié se caractérise par 1'absence de lumidre intesti-
nale, le canal archentérique étant partiellement oblitéré. Les
cellules apparemment toutes semblables et remplies de plaquettes
vitellines, constituent un cordon dans lequel les figures mito-
tiques sont distribuées au hasard. L'état différencié et fonc-
tionnel se caractérise, au contraire, par une lumiére intesti-
nale largement ouverte limité€e par un épithé&lium constitué de
cellules absorbantes a plateau strié et de cellules 3 mucus.
L'activité mitotique est localisée au niveau des nids cellu-
laires sous-épithéliaux.

Pendant la période'de'différenciation, la prolifération
cellulaire présente une cinétique simple résumée dans la figure
6 : 3 cycles mitotiques successifs sont parcourus de facon
asynchrone par un nombre constant de cellules ; aprés chaque
cycle cellulaire, 1'augmentation du nombre des cellules en
repos mitotique dans la population intestinale est égale au
nombre de cellules proliférantes. Les mitoses donnent donc
naissance statistiquement a une cellule qui cesse de parcourir
le cycle mitotique pour passer en phase GO correspondant a une
phase G1 indéfiniment prolongée, et d une cellule qui parcourt
le cycle mitotique pour se diviser a nouveau.

Le stade 36, qui marque la fin du développement embryon-
naire, représente un moment critique de 1'évolution de la dif-
férenciation et de la prolifération intestinales ; en effet,
c'est a partir de ce stade qu'apparaissent les premiéres cellu-
les ayant résorbé la totalité de leurs réserves vitellines, que
les nucléoles apparaissent dans les noyaux des cellules princi-
pales et que les premic¢res cellules & mucus se différencient.
LLa durée de la phase G1 quadruple dans la population cellulaire
en activité mitotique qui, dés le début du stade 36 s'indivi-
dualise histologiquement pour constituer des nids cellulaires
sous-épithéliaux représentant un compartiment générateur dis-

continu.
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L'épithélium 1ntest1na1 des Urodéles dlifLYC de celui des
Mammiféres par 1l'absence de cryptes de LIEBFRKUHN et de villo-
sités ; cependant, les modalités de la différenciation intesti-
nale sont trés semblables dans ces deux groupes ; en effet, chez
le rat comme chez le pleurodéle, la différenciation du tractus:
intestinal se produit 4 la fin du développement embryonnaire et
s'accompagne de modifications comparables de la prolifération.
EASTWOOD et TRIER (1974) rapportent qu'au 16°™ jour de la ges-
tation, le colon du foetus de rat est un cordon indifférencié
de cellules endodermiques présentant une activité mitotique non
localisée, et qui, peu avant le Zzéme et dernier jour de gesta-
tion, s'organise rapidement en un épithélium absorbant dans
1eque1 l'activité mitotique est confinée 2 la moitié& inférieure
des cryptes : c'est a ce moment que se différencient les cellu-
les a mucus comme chez 1l'embryon de pleurodéle. Les mémes Eveé-
nements ont été décrits dans le duodénum du rat et de la souris
(LEBLOND et MESSIEGR, 1958 ; QUASTLER et SHERMAN, 1959 ; HERMOS
et al, 1971). Dans le phénoménc de localisation de 1l'activite
mitotique par lequel un compartiment générateur s'individvalise
au moment de la différenciation intestinale, les nids sous-&pi-
théliaux du pleurodéle représentent 1'équiva1eﬁt des cryptes
des Mammiféres. L'analogie entre ces deux formations est d'ail-
leurs également vérifiée chez les adultes puisque les nids sous-
épithéliaux assurent, comme la base des cryptes des Mammifércs
(QUASTLER et SHERMAN, 1959 ; LIPKIN et QUASTLIR, 1962}, le re-
nouvellement des cellules intestinales chez les Urodéles &tu-
diés & cet égard (PATTEN, 1960 ; MARTIN, 1971). Le compartiment
générateur, responsable du renouvellement de 1'épit 18iium intes-
tinal fonctionnel du pleurodé&le adulte, s'individualise donc au
moment de la différenciation de 1@intestin et correspond aux
seules lignées cellulaires qui, au stade 34 et avant méme que
la différenciation histologique ne se manifeste, sont respon-
sables de toute l'activité mitotique intestinale conservie a
cours du développement ultérieur par un nombre fixe de cellules.
La diminution relative de 1'activité mitotique intestinale est
la conséquence d'une baisse progressive du coefficient de pro-
lifération qui passe de 50% environ au stade 34 & 5,5% chez le
pleurodéle adulte (CHIBON et BRUGAL, 1973) .
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La cinétique de la prolifération cellulaire au cours de la
différenciation intestinale du pleurodéle est d'un type fonda-
mentalement opposé a celui qui a été décrit au cours de la dif-
férehciation du systéme nerveux axial de 1l'embryon de souris
(SMART, 1972) : dans ce dernier cas, la différenciation s'éta-
blit brusquement a la suite. de l'arrét simultané des divisions
des cellules génératrices (Figure 7a). Dans 1'épithé&lium intes-
tinal, au contraire, les résultat; que nous avons obtenus mon-
trent que la différenciation ne s'établit qu'aprés 1l'arrét
de division de la moitié seulement des nouvelles cellules appa-
raissant d chaque génération, ce qui laisse ainsi persister
dans la population une proportion décroissante de cellules en
activité mitotique (Figure 7b). Une telle différence de ciné-
tique cellulaire est évidemment i mettre en relation avec 1l'ab-
sence de renouvellement cellulaire dans le systéme nerveux par

opposition au remplacement continuel des cellules intestinales.

b

&l
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de cellules : les cellules génératrices capables de se diviser
( {3) et les cellules différenciées ayant cessé leur activité

mitotique ( {J).
a - Modéle dans lequel 1'apparition des cellules différen-

——

ciées est brusque et s'accompagne de la disparition des cellules

-

génératrices.
b - Modiéle dans lequel 1'apparition des cellules différen-

cides est progressive et laisse persister des cellules generas

trices.
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La question reste posée de savoir pourquoi le déclenche-
ment de la différenciation fonctionnelle des cellules intesti-
nales associé 3 1'arrét de division se produit & un moment
précis du développement embryonnaire 7 Les travaux déjﬁ'réa—
1lisés dans ce domaine permettent d'envisager actuellement deux
hypoth&ses répondant a cette question : la premiére invoque
des causes cellulaires intrinséques 1liées au nombre de divisions
survenues dans la lignée endodermique depuis la fécondation ;
la seconde suppose l'apparition, a un moment donné du dévelop-
pement, de substances inhibitrices de la prolifération cellu-
laire intestinale.

La premiére hypothdse est fondée sur 1'étude des effets
de la température sur la prolifération cellulaire dans divers
tissus de 1'embryon de pleurodele (BRUGAL, 1971 b). Ces travaux
ont montré que le coefficient de prolifération des tissus em-
bryonnaires a4 un stade donné du développement est indépendant
de la température ; par contre, la durée des cycles cellulaires
varie grandement avec la température et dans les mémes propor-
tions que la vitesse du développement : chaque stade embryon-
naire est donc atteint, quelle que soit la température, aprés
un nombre défini de divisions cellulaires particulier & chaque
tissu. I1 semble donc, en accord avec des résultats similaires
obtenus par DETTLAFF (1964) et ROTT et SHEVELEVA (1968}, que
1'arrdt de division d'une cellule, précédant sa différenciation,
est conditionné par le nombre de cycles mitotiques, parcourus
depuis la fécondationydans la lignée qui lui donne naissance
et intervient au moment oll est atteint un certain degré de di-
lution ou de ségrégation des répresseurs cytoplasmiques de son
géndme (BRUGAL, 1971 b). Ainsi, 1l'apparition soudaine de cellu-
les a mucus, par exemple, qui a lieu au stade 36 surviendrait
aprés un nombre défini de divisions cellulaires dans la lignée
qui leur donne naissance.

La seconde hypothé&se est fondée sur la mise en gévidence,
dans 1'épithélium intestinal différencié du pleurodéle adulte,
de 2 substances antimitotiques inhibant, en phase G1 et G,
respectivement, les cycles cellulaires de 1'épithélium intesti-
nal embryonnaire (BRUGAL, 1973 ; BRUGAL et PELMONT, 1974

1975). L'apparition de telles substances dans 1'endoderme a la
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fin du développement embryonnaire du pleurodéle pourrait &tre
responsable de la diminution de la proportion de cellules en
activité mitotique. L'achévement de la différenciation des
cellules endodermiques apparaitrait dans ce cas comme une con-
séquence du blocage mifotique.

L'une ou l'autre de ces hypothéses est insuffisante pour
rendre compte a4 la fois de la rigueur chronologique constatée
dans le déroulement de la différenciation associée aux modifi-
cations de 1la prolifération4ce11u1aire, et des possibilités de
régulation et de cicatrisation observées dans les tissus em-

bryonnaires.
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Relations entre la prolifération et la
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RESUME

Les chalones 1 et 2, extraites de 1'intestin de pleurodele
adulte, inhibent en phase G1 et G2 respectivement les cycles
mitotiques de 1'épithélium intestinal embryonnaire. Les effets
de ces chalones sur la prolifération et la différenciation cellu-
laires dans ce tissu ont été étudiés en fonction de la dose in-
jectée, du stade de développement et de la durée du traitement.
L'inhibition provoquée par la chalone 2 est proportionnelle &
la dose injectée entre deux scecuils de concentration. Le quart
environ des cellules intestinales en activité mitotique est
insensible a la chalone 2 méme & la suite d'injections répétées
de 1'inhibiteur. Seules les cellules intestinales des embryons
8gés (stade 34) sont sensibles & cette chalone et répondent par
un allongement de la phase G, qui, malgré des injections répé-

tées de 1'inhibiteur, n'excéde pas une vingtaine d'heures. La

sensibilité des cellules de 1'épithélium intestinal & ‘la chalone 1

se manifeste & la fin du développement (stade 33) , comme dans
le cas de la chalone 2. A 1'égard de la chalone 1, la population
cellulaire en activité mitotique dans 1'intestin embryonnaire
apparait hétérogéne et comprend : 50 % de cellules aptes a étre
inhibées par des doses faibles de chalone 1 ; 25 % de cellules
aptes a n'étre inhib€es que par des doses de chalone 1 cent fois
plus €levées et 25% environ de cellules insensibles & cet inhibi-
teur. Les injections répétées de chalone 1 bloquent définiti-
vement con phase G1 la moitié environ des cellules en activité
mitotique dans 1'épithélium intestinal indifférencié au stade 34
en outre, elles accélérent la consommation du vitellus, favo-
risent la différenciation des cellules 3 mucus et diminuent le
nombre des cellules constituant les nids sous-épithéliaux qui
apparaissent au stade 36 et représentent le compartiment géné-
rateur de 1'épithélium intestinal. Les résultats obtenus per-
mettent de proposer un modéle de cinétique de la prolifération.
cellulaire au cours de la différcenciation de 1'épithélium intes-
tinal du pleurodéle ; de plus, ils conduisent 2 1'hypothése

que le nombre de divisions subies. par une cellule embryonnaire
et le taux de chalone dans le tissu auquel elle apparticnt,

sont les deux signaux complémentaires qui déclenchent le blocage
du cycle mitotique et 1'achévement de la différenciation dans

cette cellule.

.
>



SUMMARY

AP PN AED -

The intestinal chalones 1 and 2, extracted from the intes-
tine of the adult newt, are known to inhibit the G1 and G2 phases
of the cell cycle in the embryonic intestine. The effects of the
intestinal chalones 1 and 2 on the proliferation and the differen-
tiation of the intestinal cells of the newt embryos, was studied
regarding the dose-response relationship, the embryonic stages
and the duration of treatment. The chaione 2 triggered a linear
dose-dependent inhibition between two concentration thresholds ;
nevertheless about 25% of the cycling cells were not inhibited
neither by the highest doses injected norlby repeated injec-
tions. The sensitivity to chalone 2 appeared in the intestinal
epithelium at the end of the embryonic development (stage 34)
but the cells were not delayed in the-Gz phase for more than
about 20 h in spite of repeated injections. It was inferred
from the dose-response curve of the mitotic inhibition by
chalone 1, that the intestinal cell population was heterogeneous
about 50% of the cycling cells were inhibited by low concentra-
tions of chalone 1 ; an additional proportion of about 25% of
cycling cells was inhibited by 100 x more conceﬁtrated chalone 1
and the remaining 23% was insensitive to the inhibitor. The
repeated injections of chaloné 1 blocked definitively in the
G1 phase about 50% of the cycling cells, quickencd the digestion
of the yolk platelets, promoted the differentiation of the
goblet cells and depressed the number of stem cells in the pro-
liferative compartment located beneath the epithelium. A kinetics
model of cell proliferation and cell differentiation in the - in-
testinal cell lineages was elaborated and it was suggested that
the arrest of the mitotic asctivity. -and the completion of the
differentiation in an embryonic cell depends on two incoming
signals :one is intracellular and appears when the required num-
ber of cell cycles has occured in the cell lineageyleading to
a committed stem cell sufficiently differentiated to synthesise
chalone and to respond to chalone ; the other signal is extra-
cellular and appears when the chalone concentration is high
enough i. e. when the required number of cells is obtained in

this tissue.



INTRODUCT TGy

Dans leur modéle mathématique de régulation dé la croiss
ce, WEISS et KAVANAU (1957) postulent que, dans les tissus on
€tat stable des organismes adultes, les pertes cellulaires qu.
affectent le compartiment des cellules différenciées et fonc-
tionnelles sont compensées exactement par la production de nou-
velles cellules par le compartiment générateur. L'équilibre

entre les pertes cellulaires et l'activité mitotique génératy|

ce serait réalisé grice a la synthése, par les cellules diflfc

renciées, de substances inhibant 1'activité mitotique dans 19
compartiment générateur selon un mécanisme de "feedback" néos
tif. De nombreux travaux ont fourni des fondements expérimcin-
taux & ce modéle et ont conduit & la généralisation du concepl
de ''chalone" (voir revue dans Natl. Cancer. Inst. Monograph.,
38, 1973). Les chalones sont des substances antimitotiques
naturelles produites par le tissu sur lequel elles agisscnt
elles présentent une stricte spécificité tissulaire mais pas
de spécificité zoologique. Bien que ces substances aient des
caractéres biochimiques et un mode d'action encore imparfaitce:
ment connus, elles semblent jouer un r8le de premidre impor-
tance dans les reldtions entre la différenciation et 1'actiui
mitotique des cellules. En effet, la plupart des chalones act
ellement recensées inhibent la synthése de 1'ADN (LOZZIO ct !
1975) en bloquant les cellules en phase G1 du cycle mitotia:
or, c'est précisément dans cette phase que sont arrétées lc«
cellules qui se différencient pouf devenir fonctionnelles. !
début de la phase G1 est un moment critique pendant 1equgl
présente 3 la cellule 1'alternative de poursuivre le cyclc i
totique et de se diviser a nouveau, ou de cesser toute acli:
mitotique et de se différencier. Cl'est 4 ce moment, appeld
""dichophase'" (BULLOUGH, 1965) ou "restriction point' (PARUI
1974) que la cellule devient sensible aux conditions de @on
environnement 3 la suite, probablement, d'une bréve modilica-
tion de sa membranc (STOKER, 1974). Le passage d'une cellul.
par ce nmoment critique de la phasec G1 semble donc un préaian
nécessaire @ sa différenciation provoquée par des facteurs

extrinscques tels que les hormones (VONDERHAAR et TOPPLER, 10



les chalones (BULLOUGH, 1975) ou tout autre signal connu comme
inducteur. Le rdle de ces facteurs extrinséques de différencia-
tion semble permissif plutdt qu'informatif, les cellules qui

se différencient ne faisant qu'exprimer des possibilités de
spécialisation dépendant de la lignée & laquelle elles appar-
tiennent (HOLTZER et al, 1972). La différenciation apparait
donc comme le résultat de 1'interaction entre facteurs extrin-
séques et facteurs intrinséques. Parmi ces derniers, 1'histoire
mitotique des cellules, au cours du développement embryonnaire
précoce, semble 1'un des plus importants (DETTLAFF,1904 ;
BRUGAL, 1971). L'aptitude d'une cellule 3 se différencier appa-
rait donc comme 1'aboutissement de son histoire mitotique ;
celle-ci ayant pour fonction de permettre, de fagon probable-
ment progressive, 1l'expression des génes commandant les syntheé-
ses spécifiques de 1'état différencié fonctionnel, et 1l'extinc-
tion corrélative des génes commandant la division.

Dans le but de contribuer 3 comprendre les interactions
entre un facteur extrinséque (chalone) et un facteur intrin-
séque (nombre de divisions cellulaires) au cours de la diffé-
renciation de 1'intestin, les effets des chalones intestinales
sur la différenciation et la prolifération cellulairve de 1'Cpi-
thélium intestindl embryonnaire et larvaire ont été étudifs

chez Pleurodeles waltlii Michah. Deux chalones, inhibant spé-

cifiquement la prolifération cellulaire de 1'&épithé€lium intes-
tinal embryonnaire, ont été extraites de 1'intestin de pleuro-
déle adulte et partiellement purifiées (BRUGAL et PELMONT,1975)
1'une, caractérisée par un poids moléculaire de 120 000 envivon,
bloque les cellules intestinales en phase G1 du cycle mitoti-
que ; l'autre, caractérisée par un poids moléculaire de 2 000
environ, bloque les cellules intestinales en'phase 62. Ces
chalones fournissent un outil expérimental permettant de per-
turber le développement norymal des cycles cellulaires dans
1'épithélium intestinal au moment ol, & la fin du développement
embryonnaire, ce tissu passe rapidement d'un état indifférencié
i un état fonctionnel. Lieffet des chalones sur la différencia-

-

les est dé-

o

tion et l'activitd mitotiaue des cellules intesting
[
o

crit dans le présent mémoire en faisant référence aux conditicns

normales de la différenciation et de la prolifération cellu~
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laires dans 1'intestin embryonnaire et larvaire, décrites
précédemment (BRUGAL, 1977 méme volume).



MATERTEL ET METHODES

Les effets des chalones intestinales sur la prolifération’
et la différenciation cellulaires de 1'épithélium intestinal
embryonnaire ont été €tudiés e¢n fonction de 1'dge de 1'embryon,

de la dose injectée et de la durée du traitement.

PREPARATION DES CHALONES INTESTINALES

Les chalones intestinales ont été extraites de l'intestin
de pleurodéle adulte selon la méthode déja décrite (BRUGAL et
PELMONT, 1974) et séparées par chromatographie sur gel de "Sepha-
dex G 200" aprés élution par la solution saline opératoire de
Holtfretertamponnée par le phosphate de sodium 10"2M apHl 7
(solution HOP). Parmi les 45 fractions de 1 ml chacune, issues
de la chromatographie de 1'extrait aqueux de 4 intestins, les
fractions 7 & 10 contiennent la chalone 1 inhibant les cellules
intestinales embryonnaires cen phase G1, et les fractions 35 a
39 contiennent la chalone 2 inhibant ces cellules en phase 0,
(BRUGAL et PBELMONT, 1975). Les fractions 7 & 10 ont &té grou-
pées puis réduites, par évaporation sous vide, a8 un volunme
total de 1 ml représentant la source de chalone 1. Les fractions
35 & 39 ont €té grouples et concentrées de la méme facon pour
constituer la source de chalone 2. L'effet inhibiteur de ces
substances sur la prolifération cellulaire est exprimé par le
rapport

e
lbit
dans lequel
IMC = indice mitotique ‘aprés traitement par la chalone

IMt = indice mitotique chez le témoin correspondant.

DES CHALONES EN FONCTION DE L'A¢

La chalone 1 a &€té injectée 4 des embryons de pleurodéle
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(10"3 ml par animal) aux stades 20 ({in de neurulation), 26, 30,
33 et 34 (fin de 1'organogen&se embiyonnaire) de GALLIEN et
DUROCHER (1957). Ces stades sont atteints réspectivement aprés
70 h, 110 h, 155 h, 210 h et 260 h de développement a 20°C. Les
16 embryons traités a chaque stade ont été fixés i raison de 2
individus toutes les 5 heures pendant les 40 heures qui ont sui-
vi 1'injection. Des embryons témoins ayant recu une injection
de solution HOP ont été fixés dans les mémes conditions. Une
expérience paralléle a &été réalisée aux mémes stades par injec-
tion de chalone 2. Les 16 embryons traités a chaque stade par
la chalone 2 et les témoins correspondants traités par la solu-
tion HOP ont &té fixés a raison de 2 individus toutes les 2
heures au cours des 16 heures qui ont suivi 1'injection.
L'endoderme représentant le futur tube digestif a &té pré-
levé chez les embryons traités et les témoins, aprés fixation
dans le liquide de SMITH, puis &écrasé entre lame et lamelle et
coloré par la réaction de Feulgen. L'indice mitotique a été cal-
culé dans ce tissu aprés comptage de 1 200 a 2 800 cellules par

embryon.

EFFETS DE LA DOSE DE CHALONE INJECTEE

Les sources de chalone 1 et 2 ont été diluées 10, 30, 60,
100, 300, 600 et 1 000 fois par addition de solution HOP. Les
solutions de chalone aux différentes dilutions ont été injec-
tées 4 des embryons de pleurodéle'au stade 34 (4 animaux injec~-
tés pour chaque dilution ; 10"‘3 ml par animal). Compte-tenu de
la durée du cycle cellulaire et de ses phases aux stades 34 et
35 (T =29 h, G, = 2h, S=24h, G, =1hetM=2h), les
embryons traités par les diverses doses de chalone 1 ont &été
fixés 30 h aprés 1'injection et les embryons traités par la
chalone 2 ont été fixés 5 h aprés 1'injection. Quatre embryons
témoins ont regu, dans les mémes conditions, une injection de
solution HOP : deux d'entre eux ont été fixés 5 heures aprés
I'injection ct les 2 autres, 30 heures aprés 1'injection. L'in-
testin des embryons traités et des témoins a été prélevé apreés
fixation dans le liquide de SMITH, écrasé entre lame et lamelle,

puis coloré par la réaction de Feulgen. L'indice mitotique a
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été calculé dans cet organe aprés comptage de 4 800 a 5 200

cellules par embryon

EFFETS D'UN TRAITEMENT PROLONGE PAR LES CHALONES

Dans le but d'étudier d' éventuelles modifications dans le
déroulement de la différenciation de 1'intestin 4 la suite d'un
blocage de 1'activité mitotique durant une longue période, des

3 ml/animal) ont &té pra-

injections de chalone 1 non diluée (10
tiquées toutes les 4 heures pendant les 4 jours qui séparent le
stade 34 du stade 37 a 20°C. Les 60 embryons traités au début

de l'expérience ont €té fixés par groupes de 5 & divers inter-
valies de temps &chelonnés entre 1 h et 93 h aprés la premicre
injection. Une expérience paralléle a été réalis€e par injection
de chalone 2 dans les mémes conditions. Les chalones injectées
ont &té nouvellement préparées chaque jour et conservées a 4°C
entre les injections. Lés 24 embryons témoins des deux expérien-
ces paralléles ont regu des injections répétées de solution HOP
dans les mémes conditions que les embryons traités par les cha-
lones 1 et 2 et ont été fixés par groupes de 2 en méme temps

gque ces derniers. Les embryons traités et les témoins ont 8té
fixés dans le liquide de SMITH, inclus dans la paraffine, débi-
tés en coupes sérifes de 5 Jn d'épaisseur puis coloréis par la
réaction de Feulgen et le picro-indigo-carmin. Les préparations
histologiques obtenues ont permis de calculer 1'indice mitoti-
que, la proportion de cellules & mucus, la proportion de cellu-
les dépourvues de vitellus, la proportion de cellules intesti-
nales constituant les nids sous-épithéliaux et le nombre moyen
de cellules intestinales au niveau d'une coupe transversale,

~

aprés comptage de 2 700 a 4 300 cellules par embryon.
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RESULTATS »

FFFETS DE LA DOSE DE CHALONE INJECTEE

ws La courbe de variations de 1'inhibition de l'activité mito-
tique intestinale, établie en fonction de la dose de iﬁilﬂﬂgmi
injectée a des embryons au stade 34, est donnée dans la figure 1.
Cette courbe montre que 1'effet antimitotique de la chalone 2
décroit linéairement avec la dilution de 1'inhibiteur. Aucun
effet n'est obtenu aprés injection des dilutions 300 x &
1 000 x ;3 par contre, la plus forte inhibition obtenue apres
injection de la dilution 10 x (72,9%) n'est pas significativement
différente de 1'inhibition obtenue aprés injection de la source
de. chalone 2 non diluée (71,5%) : les doses correspondantes de
chalone 2 représentent donc un seuil d'activité maximale dans
nos conditions expérimentales. Il semble donc que le quart en-
viron des cellules intestinales émbryonnaires en activité mito-

tique est insensible a8 la chalone 2.

100~ inhibition 9%

Q._ P -m(%’)m m e twy m!zj'ﬂaemmm wm R R mmﬁéﬁ
mriT | T ]
0 100 agilution 1000 X
Figure 1 - Variations de 1'inhibition de l'activité mitotique

dans 1'épithélium intestinal en fonction de la dilution de
chalone 2 injectée @ des embryons de pleurodéle au stade 34.

Les intervalles de confiance (2 o-/Vii) sont donnés graphiquement.
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w= La courbe de variations de 1'inhibition de 1'activité mi- -

totique €tablie en fonction de la dose de chalone 1 injectée 3

des embryons au stade 34 est donnée dans la figure 2. Cette

courbe montre que 1'inhibition, qui est de 73,1% aprds injec-

tion de la source de chalone 1 non diluée, décroit linéairement,

en fonction de la dose injectée jusqu'a la dilution 60 x pour
laquelle elle atteint 47,1%. Les inhibitions observées aprés
injection des dilutions 60 x (47,1%), 100 x (45,1%) et 300 x
(43,3%) ne différent pas significativement ; par contre 1'inhi-
bition diminue a4 nouveau aprés injection de la dilution €00 x
(15,2%) et disparait avec la dilution 1 000 x. Ces Tésultats
montrent que l'effet de la chalone 1 présente, en fonction de
la dose décroissante injectée, deux phases de diminution sépa-

rées par un plateau établi aux environs de 50%. La population

100~inhibition 9%

0~ dilution

% —
\. [ mﬂﬂl&
i i |

. i
100 - 1000 X

| Figure 2 - Variations de 1'inhibition de 1l'activité mitotique

dans 1t'épithélium intestinal en fonction de la dilution de

4
A4

 chalone 1 injectée a des embryons de pleurodéle au stade

: . . o NN e e A e
Les intervalles de confiance (2 © /Vulwipar dennts graphiqueent.
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cellulaire intestinale embryonnaire en activité mitotique est
donc hétérogéne a 1'égard de l'activité inhibitrice de la cha-
lone 1 : elle comporte, pour moitié environ, des cellules capa-
bles d'étre inhibées par les dilutions 300 x.é 1 000 x et toutes

inhibées var les dilutions inférieures i 300 x ; les autres
cellules intestinales en activité mitotique, ou au moins une
partie d'entre elles, sont moins sensibles 4 la chalone 1 et
ne sont inhibé&es que pour des dilutions inférieures ou €gales
8 60 x. Les résultats obtenus ne permettent pas de savoir si
1'inhibition de 73,1% observée aprés injection de la source de
chalone 1 non diluée représente 1'effet inhibiteur maximum

qu'il est possible d'obtenir.

EFFETS DES CHALONES EN FONCTION DU STADE DE DEVELOPPEMENT

~

& Les indices mitotiques observés dans 1'endoderme a divers

intervalles de temps aprés 1'injection de chalone 1 aux stades

ik sz e

20, 26, 30, 33 et 34, sont portés dans le tableau I. Ce tableau

révele qu'aucune différence significative n'apparait entre ‘les
indices mitotiques observés chez les embryons traités aux stades
20, 26 et 30 et les indices correspondants chez les embryons
témoins. Sachant que les temps de génération des cellules en-
dodermiques sont respectivement de 17 h, 20 h et 26 h d ces
stades (BRUGAL, non publié), il est évident qu'aucune inhibition
de 1'activité mitotique endodermique n'est provoquée par la
chalone 1. Par contre, au stade 33, 1'indice mitotique dans
1'endoderme des embryons traités par la chalone 1 est signifi-
cativement inférieur a celui des témoins correspondants 25 h,

30 h et 35 h aprés 1'injection : les inhibitions observée3 sont
alors respeétivement de 33%, 43% et 24%. Au stade 34, plus en-
core qu'au stade 33, la chalone 1 inhibe 1'activité mitotique
dans 1'endoderme, ce qui confirme les résultats obtenus anté-
rieurement (BRUGAL, 1973 ; BRUGAL et PELMONT, 1975). Les inhi-
bitions observées 25 h, 30 h et 35 h aprés le traitement sont
respectivement de 35%; 72% et 47%. Le temps de génération des
cellules endodermiques étant de 28 h au stade 33 (BRUGAL, non
publié) et 29 h au stade 34 (BRUGAL et PELMONT, 1975), 1'inhi-
bition la plus forte observée 30 h aprés 1'injection de chalone 1

correspond dans ces deux cas au blocage en phase Gy des cellules
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en activité mitotique ; cependant, pour une méme dose injectée,
1'inhibition est plus forte au stade 34 (72%) qu'au stade 33
(43%) . ‘ ~

= Les indices mitotiques observés dans l'endoderme a divers
intervalles de temps aprés 1'injection de chalone 2, aux stades
20, 26, 30, 33 et 34, scnt donnés dans le tableau II. Ce tableau
révéle qu'aucune différence significative n'apparait entre les
indices mitotiques dans 1'endoderme des embryons traités par la
chalone 2 et les indices correspondants dans les embryons té-
moins aux stades 20, 26, 30 et 33. Par contre, une forte dimi-
nution de 1'indice mitotique est observée, au stade 34, entre
4 h et 14 h aprés 1'injection de chalone 2. Cette inhibition
confirme les résultats obtenus antérieurement (BRUGAL et PELMONT,
1975) et traduit un blocage des cellules intestinales en phase G2

de lcur cycle mitotique.

EFFETS D'UN TRAITEMENT PROLONGE SUR LA PROLIFERATION CELLULAIRE

we Les courbes de variations de 1'indice mitotique intestinal
chez les embryons témoins et les embryons traités par la chalone 2

entre les stades 34 ct 37, sont donnés dans la figure 3. Chez

les embryons témoins une forte diminution de 1'indice mitotique,

déja décrite (BRUGAL, 1973), s'observe dans L'intestin au cours
de la période de différenciation structurale et fonctionnelle

de cet organe. Chez les embryons traités par la chalone 2, 1'in-

dice mitotique décroit rapidement pendant 5 h aprds le début du
traitement et conserve une valeur minimale au cours des 8 heures
suivantes. Aprés 13 h de traitement, 1'indice mitotique augmente
malgré la répétition des injections de chalone 2 et atteint,
aprés 24 h de traitement, une valeur voisine de celle qu'il -
avait au début de l'expérience. Entre 24 h et 93 h de traitement,
1'indice mitotique intestinal dans les embryons traités par
1'inhibiteur est paradoxalement plus élevé que 1'indice corres-
pondant dans les embryons témoins. Pendant cet intervalle de

~
£

temps, l'indice mitotique intestinal dans les embryons traitfs
décroit parall&lement 4 celui des embryons témoins mais avec un
retard de 20 h envivon. Un tel résultat peut S'éxpliqubf en ad-
mettant que, pendant teute la duvée du traitement. les cellules

inhibées en phase G) de leur cycle ne sont que retardées dans

29
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cette phase pendant 20 h environ. Malgré la répétition des in-
jections de chalone Z, aucune inhibition supéricure 3 celle de
75% obscervée aprés 5 h de traitement n'est obtenue pendant la
durée de 1'expérience. Ce résultat confirme la conclusion tirée
de 1'€tude des rclations entre la dose de chalone 2 et 1'effet
inhibiteur et selon laquelle lc¢ quart environ des cellules intes-
tinales en activité mitotique est réfractaire a 1'activité inhi-
bitrice de la chalone 2.

IM %o

257

15

5 * heures
] i | I i ]
? 20 40 l@o 80 , 100
34 35 36 37 stades

—

Figure 3 - Variations de 1'indice mitotique (IM) de 1'épithélium

intestinal chez des pleurodéles ayant recu, entre les stades 34

¢t 37,. des injections répétées de chalone 2 ( -o- ) ou de solvant

seul (témoins ~—). Les intervalles de¢ confiance (2 o-/Vi) sont

donnés graphiquement.

w L€S courbes de variations de 1'indice mitotique intestinal
chez les embryons témoins et les embryons ayant recu des injec-
tions réndtrées de‘ghilgggwl entre les stades %4 et 37 sont por-
tées dans la figure 4. Chez les embryons traités par la chalone 1
I'indice mitotique décroit plus fortement que chez les témoins

entre 20 h et 30 h aprés le début de 1'expérience. Aprés 36 h
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de traitement, 1'indice mitotique intestinal croit chez les
embryons traités pour atteindre la valeur de celui des témoins
aprés 48 h de traitement ; les indices mitotiques chez les té-
moins et chez les embryons traités ne sont alors plus signifi-
cativement différents jusqu'sd la fin de 1'expérience. Ainsi,
malgré la répétition des injections de chalone 1, 1'indice mito-
tique intestinal chez les embryons traités ne s'annule pas au
cours de 1'expérience car 1'inhibition la plus forte n'atteint
que 72% aprés 30 h de traitement. Il semble donc que, comme
dans le cas de la chalone 2, un quart environ des cellules intes-
tinales en activité mitotique au stade 34 est réfractaire 2
l'action inhibitrice exercée par la chalone 1. L'augmentation
de 1'indice mitotique aprés 36 h de traitement démontre que cer-
taines cellules initialement inhibées par la chalone 1 se divi-
sent malgré la poursuite du traitement. Etant donné que 1'inhi-
bition de l'activité mitotique se manifeste aprés 24 h de trai-
tement et qu'elle est suivie d'une augmentation de 1'indice mi-
totique qui devient significative entre 36 h et 48 h aprés le
début de 1'expérience, la division des cellules initialement
inhibées par la chalone 1 est différée d'une vingtaine d'heures
environ. Ces mitoses différées correspondent & la division d'unc
partie seulement des cellules initialement inhibles puisque, en
dépit de 1'augmentation qu'il manifeste entre 36 h et 48 h de
traitement, 1'indice mitotique intestinal ne dépasse jamais chez
les embryons traités les valeurs correspondantes des embryons
témoins. Une partie des cellules initialement inhib&es par la
chalone 1 reste donc bloquée dans le cycle mitotigue pendant
au moins la durée de l'expérience. L'indice mitotique observeé
aprés 48 h de traitement tient compte des mitoses des ceklules
réfractairés 3 la chalone 1 et des mitoses des cellules retar-
dées dans leur cycle mitotique par l'inhibiteur. Cet indice
atteint aprés 48 h de traitement une valeur moyenne de 11°/00
or, si toutes les cellules initialement inhibées se divisaient
avec retard, 1'indice mitotique devrait atteindre la valeur de
20°/00 qui est celle observée chez le t€moin au moment ol 1'in-
hibition la pilus forte se manifeste chez les embryons traités.
Ainsi, 1'indice mitotique de 11°/0o observé aprés 48 heures de

traitement ne représente que la division de la moitié environ
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des cellules engagées dans un cycle mitotique au début de 1'ex-
périence, soit : 25% environ de cellules réfractaires i la
chalone 1 et 25% environ de cellules dont le déroulement du
cycle mitotique n'a €té que retardé par la chalone 1. L'autre
moitié des cellules engagées dans un cycle mitotique au début
de 1l'expérience ne passe pas en mitose au cours des 93 h de

traitement.

HRﬁ?éo?%
@y
25~
15
Sl heures
f I 1 I | 1
? %P 40 !60 80 B100

34 35 36 37stades

Figure 4 - Variations de 1'indice mitotique (IM) de 1'épithélium
intestinal chez des pleurodéles ayant recu, entre les stades 34

et 37, des injections répétées de chalone 1 ( —O0— ) ou de sblyant
seul (témoins ~@«'). Les intervalles de confiance (2 ¢ /Vii) sont

donnés graphiquement.

EFFETS D'UN TRAITEMENT PROLONGE SUR LA DIFFERENCIATION INTESTINALE

Trois critéres de la différenciation structurale et fonc-
tionnelle de 1'intestin embryonnaire et larvaire, faciles &
observer ot i quantifier, ont été retecnus ; ce sont la propor-
tion de cellules pourvues de réserves vitellines, la proportion

de cellules i mucus et la proportion de cellules génératrices



constituant les nids sous-épithéliaux. Les valeurs de ces para-
métres aux stades 34,35, 36 et 37 chez les embryons ayant recu
des injections répétées de chalone 1 ou de chalone 2 et chez
les embryons témoins, sont consignées dans le tableau IIT.

Les valeurs obtenues montrent que les parametres de la
différenciation chez les embryons témoins et les embryons trai-
tés par la chalone 2 ne sont 4 aucun stade significativement
différents. Ainsi, le fait de différer de 20 h environ le dé-
roulement normal de la prolifération cellulaire dans 1'intestin
embryonnaire et larvaire ne perturbe pas de facon décelable la
différenciation de cet organe. Les animaux traités, comme les
animaux témoins, ont d'aillieurs commencé i se nourrir normale-
ment & partir du stade 37.

Chez les animaux ayant recu des injections répétées de

chalone 1, la consommation du vitellus commence plus tdt que

chez les témoins ; en effet, dés le stade 35 (tableau III),
certaines cellules (14%) ont déja épuisé leurs réserves vitel-
lines chez les embryons traités alors que chez les témoins tou-
tes en sont encore dotées. Au stade 37, toutes les réserves ont
été consommées chez les embryons traités pur la chalone 1, alors
que 16% des cellules intestinales des témoins sont encore pour-
vuces de plaquettes vitellines. Le traitement par. la chalone 1

a donc pour cffet de rendre plus précoce la consommation de
vitellus.

La différenciation des cellules 4 mucus est, elle aussi,

perturbée par les injections répétées de chalone 1. Au stade 36,
ces cellules apparaissent en propbrtion 2 fois plus &levée chez
les animaux traités (42% que chez les animaux témoins (20% ;
cependant, au stade 37, ce rapport est inversé puisque 18s
cellules @ mucus représentent alors une fraction de 110% de la
population intestinale chez les témoins et 53% chez les ani-
maux traités.

Enfin, le tableau III montre que le traitement par la cha-

Jone 1 diminue significativement le nombre de cellules généra-

trices constituant les nids sous-épithéliaux chez les embryons

vy

par rapport aux témoins : au stade 36, le compartiment

génératcecur s'individualise avec, en moyenne, 27,1 celiules
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sous-Epithéliales au niveau d'une coupe transversale de 1'in-
testin chez les embryons traités au lieu de 38,3 chez les té-
moins. Cette différence est plus petite au stade 37.

Les résultats obtenus montrent que, dé&s le stade 36, la
propbrtion de cellules ayant épuisé leurs réserves vitellines
et la proportion de cellules 2 mucus sont plus élevées chez
les embryons traités par la chalone 1 que chez les témoins ;
inversement, la proportion et le nombre de cellules génératri-
ces sous-€pithéliales est plus faible chez les animaux traités
que chez les témoins. La chalone 1 a donc pour effet, outre
celui de diminuer 1'activité mitotique, de favoriser les pro-
cessus de différenciation histologique de 1'intestin embryon-
naire. Il est donc trés probable que les cellules qui sont
inhibées en phase G1 par la chalone 1 et ne se divisent plus
pendant la durée de 1'expérience ne migrent pas dans les nids
sous-épithéliaux qui apparaissent au stade 36 et se différen-

cient.
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INTERPRETATION ET DISCUSSION

L'étude de la prolifération cellulaire intestinale, dans
les conditions normales de développement embryonnaire entre les
stades 34 et 37, réveéle que chaque mitose donne statistiquement
naissance a4 une cellule qui cesse de se diviser et se différen-
cie et a une cellule qui parcourt un cycle mitotique complet
au terme duquel elle se divise i nouveau (BRUGAL, 1977 méme
volume). Une telle situation peut &tre représentée par divers
modéles de cinétique cellulaire dont trois sont donnés dans la
figure 5. L'effet des chalones sur la prolifération cellulaire
et la différenciation de 1'intestin embryonnaire montre que
tous les cycles cellulaires qui se déroulent dans cet organe
entre les stades 34 et 37 ne sont pas équivalents ; en effet,
le quart d'entre eux environ ne peut -€tre inhibé ni par les
plus fortes concentrations de chalones 1 et 2 utilisées ni par
des injections répétées de ces substances : ces cycles cellu-
laires réfractaires pourraient donc s'identifier aux cycles de
type G de la figure 5c. Les résultats obtenus montrent en outre
que la moitié environ des cellules en activité mitotique au
stade 34 est bloquée par des doses faibles de chalone 1 (dilu-
tion 300 x et 600 x) ; c'est la méme proportion de ces cellules
qui, aprés des injections répétées de chalone 1, ne se divisent
plus pendant la durée de 1'expérience et se différencient pro-
bablement. La moitié des cycles cellulaires qui se déroulent
au stade 34 semble donc concerner des cellules prétes a cesser
de se diviser ; ces cycles pourraient s'identifier aux cycles
de type T de la figure 5c. Enfin, un quart environ des cellules
en activité mitotique au stade 34 n'est que retardé dans le
déroulement du cyle mitotique aprés des injecticns répétées de
chalone 1 ; or, c'est la méme propdrtion de ces cellules qui
n'est inhibée que par de fortes concentrations de chalone 1
(dilutions 0 4 60 x). Le quart des cycles mitotiques qui se
déroulent au stade 34 semble donc concerner des cellules déja
engagées dans la voie de la différenciation mais pas encore
aptes, cependant, 4 cesser définitivement de se diviser (committed
stem cells de BERTSCH et MARKS, 1974) : ces cycles cellulaires

pourraient s'identifier aux cycles P de la figure 5c. Le modéle
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Figure 5 -~ Mod&les de prolifération cellulaire dans lesquels 11
nait par mitose autant de cellules qui cessent de se diviser (O
que de cellules qui‘parcourent unr nouveau cycle mitotique. Le
modé¢le a fait apparaitre un scul type de cycle cellulaire, ou
cycle générateur (G) donnant naissance, & chaque génération, a
une cellule souche (€) ) et a4 une cellule qui cesse de se divi-
ser (). Le modéle b fait apparvraitre : 50% de cycles généra-

) et 4 une

teurs (G) donnant naissance 4 une cellule souche (
cellule engagée dans la voie de la différenciation mais capable
de se diviser une nouvelle fois ([ € ) ; 50% de cycles terminaux
(T) au terme desquels les deux cellules produites cessent de
parcourir le cycle et achévent leur différenciation (Q ).

Le mod&le ¢ fait apparaitre : 25% de cycles générateurs [(G)

donnant naissance a une cellule cngagée dans la voie de la diffé-

renciation ( € ) et a une nmouvelle ceilule souche (3 ) . 25% de
cycles prolifératifs (P) au terme desquels une cellule engagée
dans la voie de la différenciation (4% ) donne naissance & deux
cellules de méme type ; 50% de cycles terminzux (T) produisant
deux celilules qui cessent de se diviser et achévent. leur diffé-
O

re

nciation pour devenir fonctionneiles (

Nand
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de la figure 5c semble donc le plus adéquat pour_ représenter la
cin€tique de la prolifération cellulaire intestinale entre les
stades 34 ct 37. Il montre que 3 cycles cellulaires se déroulent
entre les cellules souches et les cellules qui cessent de se
diviser et se différencient : le premier (cycle G) produit une
nouvelle cellule souche et une cellule engagée dans la voie de
la différenciation (committed stem cell) ; le second (cycle P)
produit -a partir de cette dernidre deux cellules en voie de
différenciation qui se divisent & leur tour (cycle T) pour donner
naissance a 4 cellules qui quittent le cycle mitotique pendant
leur phase G1 et se différencient. La succession de ces 3 cycles
n'est pas obligatoire comme le montre la différenciation des
cellules a mucus a la suite d'injections répétées de chalone 1 :
ce traitement provoque en effet la différenciation de 2 fois
plus de cellules a mucus au stade 36 chez les embryons traités
que chez les témoins alors que 1'inverse est constaté 'au stade 37
(tableau III). Ce résultat montre clairement que les cellules
en activité mitotique qui, au stade 36, sont engagées dans la
voie de différenciation pour devenir des cellules & mucus au
stade 37 peuvent se différencier plus tdt lorsque leur proli-
fération est inhibée. La différenciation précoce de certaines cel-
lules a mucus au .stade 36 a pour conséquence un déficit dans le
nombre de ces cellules au stade 37 puisque celles-ci n'ont pas
parcouru le cycle mitotique qui, dans les conditions normales,
sépare les stades 36 et 37. Ce cycle n'a donc qu'un caractdre
prolifératif ayant pour seul rdle d'augmenter le nombre des
cellules : 1l s'identifie ainsi aux " proliferative cell cycles "
décrits par HOLTZER et al (1972). Le fait que les injectiens
répétées de chalone 1,pratiquées dés le stade 34,ne provoquent
pas l'apparition de cellules a4 mucus avant le stade 36 auquel
elles apparaissent dans les conditions normales, montre que les
cycles mitotiques qui se déroulent dans la lignée des cellules:
a mucus avant ce stade ont un caractére obligatoire ; ils
pourraient s'identifier aux " quantal cell cycles " décrits par

HOLTZER et al (1972) au cours desquels s'effectuent les modifi-

cations nucléaires nécessaires 8 1l'expression des génes spéci-
tiques du type de différenciation fonctionnelle de la cellule.

Ltaction inhibitrice de la chalone 2 ne permet de mettre
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en évidence que 2 catégories de cycles cellulaires : ceux qui.
sont réfractaires & 1'inhibiteur et pourraient s'identificr aux
cycles G (figure 5c¢) et ceux dont la mitose est différée par
allongement de la phasc Gz.le fait qu'aucune cellule en activité mit
tique ne peut &tre définitivement inhibée entre les stades 34 et 37
méme aprés des injections répétées de chalone 2, est certainement
a mettre en relation avec 1'absence de sous-population arrétée
en phase G2 dans 1'intestin embryonnaire comme l'ont révéle les
études cytophotométriques de ce tissu (BRUGAL et PELMONT, 1975).
I1 n'est cependant pas exclu que, dans 1'intestin fonctionnel
soumis 4 un renouvellement rapide chez 1'adulte, un certain
nombre de cellules génératrices soit bloqué en phase G, pour un
temps indéfini. Une telle situation a d'ailleurs été décrite
dans divers tissus et en particulier dans 1'intestin de souris
(PEDERSON et GELFANT, 1970) : les cellules arr8tées en phase GZ
conservent la capacité de se diviser qu'elles manifestent a la
suite d'un stimulus approprié. En maintenant une sous-population
de cellules arrétées en phase GZ’ la chalone 2 pourrait &tre
implicuée dans la régulation de la prolifération de 1'intestin
du pleurodcéle adulte mais elle n'est certainement pas respon-
sable des arréts de division précédant la différenciation de
1'intestin embryonnaire.

Les résultats obtenus montrent que la sensibilité des ceilu-
les endodermiques aux chalones intestinales n'apparait qu'a la
fin du développement embryonnaire, aux stades 33 pour la chalone 1
et 34 pour la chalone 2. La sensibilité des cellules endodermi -
ques aux chalones extraites de 1'intestin adulte apparait donc
comme la manifestation d'un certain état de différenciation. Le
fait que la sensibilité aux chalones n'apparaisse pas avant le
stade 33 est certainement & mettre en relation avec le Tait que
le coetficient de prolifération dans l'endoderme de 1'embryon
de pleurodtle est de 100% aux stades 20, 26 et 30 puis diminue 34
la fin du développement pour atteindre 83% au stade 33 (DRUGAL,
non publié&) et 50% av stade 34 (BRUGAL, 1973}, La sensibilitd
a4 la chalone 1 se manifeste donc au moment précis ou appa-

sent do

raissent dans 1'endoderme les prenidves cellules qui co

~

se diviser pour passer dans une phase 00 interprétée comme une

phase 61 indéfiniment pFOLOHU“U (BRUGAL, 1971).



La question se pose donc de savoir quels sont les facteurs
responsables des arréts de division qui précédent la différencia-
tion des cellules intestinales a la fin du développement embryon-
naire ? L'@tude de 1'influence de la température sur la prolifé-
ration cellulaire et la vitesse du développement de 1l'embryon de
pleurodéle a montré que chaque stade de développement, et par
conséquent chaque stade de différenciation, est atteint aprés
un nombre défini de divisions cellulaires particulier a chaque
tissu (BRUGAL, 1971). Cette conception est en accord avec des
observations analogues (DETTLAFF, 1964 ; ROTT et SHEVELEVA, 1968)
et divers résultats expérimentaux (SLADECEK et al, 1969) selon
lesquels 1'apparition des fonctions nucléaires spécifiques n'a
lieu qu'aprés un nombre défini de divisions cellulaires. Ainéi,
la différenciation d'une cellule serait conditionnée par son
histoire mitotique et interviendrait au moment oll sont atteints
certains degrés de ségrégation et de dilution des répresseurs
cytoplasmiques de son géndme. Ces facteurs cellulaires intrin-
st¢ques ne sont certainement pas. les seuls a déterminer le déclen-
chement de la différenciation fonctionnelle d'une cellule. La
différenciation anticipée de cellules @ mucus provoquée par des
injections répétées de chalone montre que certains cycles cellu-
laires ne sont pas obligatoires, du moins & partir d'un certain
stade de développement c'est-d-dire aprés un certain nombre de
divisions. I1 est donc raisonnable de penser que des facteurs
extrinseques d'origine tissulaire, tels que les chalones, pour-
raient collaborer avec les facteurs cellulaires intrinséques
(maturité de la cellule dépendant de son histoire mitotique)
pour déterminer 1'arrét de division et le déclenchement de la
différenciation fonctionnelle d'une cellule. Ainsi, l'arrét de
division d'une cellule endodermique et sa transformation en
cellule absorbante ou en cellule 4 mucus, selon la lignée a
laquelle elle appartient, n'interviendrait qu'ad condition que
cette cellule ait parcouru un nombre suffisant de cycles mito-
tiques lui conférant la compétence & se différencieryet a con-
dition également qu'elle soit en présence d'une concentration
suffisante en chalone 1. La mise en &vidence de¢ chalone 1 dans
1'intestin ewbryonnaire confirmerait cette hypothése mais n'a

pas pu €tre tentée eun raison de la trés petite taille de cet
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organe, qui est un obstacle 3 la préparation de quantités suffi-
santes d'extraits. Des preuves expérimentales de la présence de
chalones dans les tissus embryonnaires ont cependant &té appor-
tées par CHOPRA et SIMNETT (1970) pour la chalone rénale de
Xenopus laevis et par BERTSH et MARKS (1974) pour la chalone

épidermique de souris.

CONCLUSIONS

L'étude des param&tres de la prolifération cellulaive dans
1'épithélium intestinal & la fin du développement embryonnaire
du pleurodéle (BRUGAL, 1977, méme volume) et 1l'observation des
perturbations de la cinétique cellulaire par les chalones, per-
mettent de comprendre les relations entre la prolifération et
la différenciation cellulaire dans ce tissu. La figure 6 sché-
matise les principales conclusions retenues : le compartiment
générateur produit i chaque instant autant de cellules qui
cessent de se diviser et achdvent leur différenciation que de
cellules qui parcourent un cycle mitotique et sé.divigent a nou-
veau ; ce¢ processus laisse persister dans 1'épithélium intesti-
nal une proportion décroissante de cellules en activité mitoti-
que. La décroissance du coefficient de prolifération (P), imposCe
par le modele de la figure 6, conduit a des valeurs de ce
paramétre trés voisines de celles qui ont 8té détermintes
expérimentalement (BRUGAL, 1976 méme volume). En outre, 3 catégoric
de cycles cellulaires peuvent Stre définies selon leur sensibilité
3 la chalone 1 : les cycles réfractaires (G), les cycles dont la
phase é1 ne peut &tre que temporairement allongée (P) et les cycle
dont la phase G1 peut étre indéfiniment prolongée (T) ce qui condu
3 la perte d'activité mitotique.

Les résultats obtenus conduisent & 1'hypothése selon la-

quelle @ (1) la chalone 1 serait présente avant le stade 33 dans

Gtée par les cellules

-

[amad

P

1'épithélium intestinal ol elle serait séor

endodermiques engagtes dany la voie de 1a différenciation ;

(2) 1taptitude des cellules de 1'épithélium intestinal a otre
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O == cellule differe:r
(% celluie en voi:

" es CRHULEe SOuche »
C 0

Pigure 6 - Schéma des rolations entre la différenciation et 1la
prolifération cellulaires dans 1'épithélium intestinal du pleu-
34 et 37, établi selon le modéle de 1la

rod¢le entre les staday
e du coefficient de prolifération (P),

figure 5c. la

imposée par ce modeéle, -onduit 8 des valeurs de P trés comparables

d chaque stade, aux vszi.urs expérimentales préalablement déterminé

(BRUGAL, 1976 méme voio ).
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inhibées en phase G1 par la chalone 1 ne serait écquise gu'aprés
un nombre défini de divisions cellulaires ; cette aptitude se
manifesterait tout d'abord par un allongement temporaire de la
phase G1 en présence de chalone 1 puis par un blocage rendu
définitif par l'achévement de la différenciation cellulaire ;

(3) un taux suffisant de chalone dans 1'épithélium et un nombre
suffisant de cycles mitotiques seraient donc les 2 conditions
nécessaires pour qu'une cellule intestinale cesse de se diviser
et acheéve sa différenciation afin de devenir fonctionnelle,

En raison de 1'impossibilité de bloquer définitivement en
phase G2 les cellules de 1'épihtélium intestinal embryonnaire
par la chalone 2, cette substance ne semble pas jouer de réle
essentiel dans la régulation de la prolifération cellulaire
pendant la période de différenciation de 1'intestin ; par contre,
il n'est pas exclu que ce facteur joue un rdle important dans
la régulation du renouvellement de 1'épithéliuvm intestinal &

partir du moment ou la larve se nourrit.
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Presence of Intestinal Chalone
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The concept of autoregulation in cell proliferation ho-
meostasis by means of a chalone mechanism has been succes=
sfully applied to several tissues (for review articles, see
Nat. Cancer Inst. Monogr., 38, '73). Nevertheless, there is a
lack of experimental data with which to elucidate the control
mechanisms of intestinal epithelium cell proliferation al-
though a considerable amount of information has been obtained
concerning the cell kinetics of this tissue (Leblond and
Megsier, '58; ILipkin, '73).

Partial resection of the rat intestine induces a deple-~
tion of the intestinal epithelium and an increase in the mi-
totic activity in the remaining intestine which were both as-
cribed to a humoral stimulating proliferation factor (Loran
et al., '64). However, this hypothesis has not been corrobo-
rated by other resection experiments, and X-irradiation of
the rat intestine yielded evidence for a local inhibitory

feedback control of the intestinal mitotic activity (Galjaard

et al., '72; Meer-Fieggen, '73). Furthermore, possible chal-
one-like substances seemed to be involved in in vivo and in
vitro inhibition of the intestinal proliferation in young
chick embryos treated with duodenal extract from old chick

1Mailing address: Laboratoire de Zoologie, Université
Scientifique et Médicale, B.P. 53, 38041 Grenoble-Cedex,
France. ' '
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embryos (Bischoff, '64). Moreover, convincing evidence for
the occurence of a tissue-gpecific Gy inhibitor in the gastric
mucosa of old chick embryos has been provided by Philpott
('71) . We have shown more recently that crude intestinal ex-
tract from the adult newt Pleurodeles waltlii inhibited cell
proliferation in the intestinal epithelium of the newt em-
bryos. The inhibiting factor(s) was suspected to be tissue-
specific as intestinal extract from adult did not prevent
cell proliferation in embryonic liver or encephalon and since
liver extract from adult did not inhibit cell proliferation
in embryonic intestine (Brugal, '73). The present paper deals
with a preliminary attempt to purify and characterize the in-
testinal factor(s) accounting for mitotic inhibition and to
specify its biological effect on embryonic cell kinetics.

INTESTINAL CELL PROLIFERATION AND DIFFERENTIATION IN
PLEURODELES EMBRYOS

Functional differentiation of the intestinal epithelium
of the pleurodele occurs during the last period of embryc.
genesis (stage 34) and completes during the first steps of
larval development, before the onset of feeding (stage 37).
In the course of this 4~day period the intestinal epithelium,
which is a closed endodermal cylinder at stage 34, opens at
stage 35 while goblet cells and columnar absorbing cells dif-
ferentiate. At stage 36 the cell-nests appear beneath the
epithelium and are assumed to be analogous to the intestinal
crypts of higher wvertebrates (Patten, '61).

Between stages 34 and 37, the intestinal mitotic index
(MI) and the growth fraction {GF') decrecase about three-fold
while cell number (N) increases (Fig. 1). Since the product
GF.N remains constant during this period, it is obvious that
the number of cycling cells remoins constant while the numbery
of non-dividing cells is increasing. The cell cycle durations
are: T = 29 hr, Gy = 2 hr, S =24 hr, G, = 1 hr and M ='2 hy _
at stages 34 and 35, and T = 37 hr, Gy =8 hr, s = 25 hr,

Gy = 2 hr and M = 2 hr at stage 36. Therefore, about 3 cell

cycles take place between stages 34 and 37 and the increase

in non-dividing cell number, after every cell cycle time in-
terval, is equal to the number of proliferating cells. Since
the cells prevented from dividing are arrested in Gy phase,

as shown by cytophotometry (Brugal and Pelmont, '75), it is

likely that each mitosis gives rise to another cycling cell

and a resting one which is blocked in Gp phase and possibly

differentiates (Brugal, '75). ;
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i Fig. 1. Variations cf the
cell proliferation parameters
in the intestine of newt em-
L1120 bryos between stages 34 and
37. MI: mitotic Index; GF:
growth fraction; N: number of
- cells in a transverse section
of embryonic intestine.
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PRESENCE OF MITOTIC INHIBITORS IN INTESTINAL EXTRACT FROM
THE ADULT NEWT ‘

Owing to the decrease of cell proliferation in the dif-
ferentiating intestinal epithelium of pleurodele embryos, the
question has arisen whether such a depression of mitotic acti-
vity could alsc be mediated by a chalone mechanism similar to
that involved in the steady state cell populations of adult
animals. As reported above, preliminary experiments have
shown that crude extract from fully differentiated intestinal
epithelium of adult pleurodele caused a drastic mitotic inhi-
bition of immature intestinal cells when injected in embryos
at stage 34 (Brugal, '73). In further experiments, crude in-
testinal extracts were fractionated by G-200 Sephadex chroma-
tography and the effects of the fractions on the intestinal
cell proliferation were tested in vivo by both mitotic index
and 3Hwthymidine incorporation methods. Figure 2 shows that
among embryos sacrificed 5 hr after injection of fractions,
those treated with fractions 36-38 exhibited a significant
depression of the intestinal MI. On the contrary, among em-
bryos sacrificed 26 hr after injections, only those treated
with fractions 8-10 exhibited a significant depression of the
intestinal MI. Furthermore, animals treated with fractions
36-38 exhibited a significantly higher intestinal MI attribu-
ted to the division of those cells that previously were inhi-
bited by these same fractions. It was subsequently demonstra-
ted that fractions 8~10 did not only decrease the intégpinal
MI 26 hr after their injection, but also depressed the 3H~thy«

-

N
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Fig. 2. Mitotic index in the
intestine of the newt embryos
sacrificed 5 hr () or 26 hr
(e¢) after injection, at stage
34, of adult newt intestinal
extract fractionated by G-200
Sephadex chromatography.
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midine incorporation (Brugal and Pelmont, '74; '75). Since
the observed inhibitions appeared as tissue-specific among
investigated tissues, it was suggested from these results
that two mitotic inhibitors were present in the intestinal
extracts from the adult pleurodele: one (factor 1) was eluted
with fractions 8-10 and blocked the cells at the end of the °
Gy phase and the other (factor 2) was eluted with fractions
36-38 and blocked the cells in the Gy phase. A cytophotome-
tric study of the inhibited intestinal cell populations was
performed by measuring the nuclear DNA content of cells stai-
ned with the Feulgen reagent. Age distributions of cells wi-
thin the cycle were thus computed and undoubtly demonstrated
the accumulation of cells either in Gy phase after injection
of factor 1 or in G, phase following injection of factor 2.
Moreover, cytophotometric study showed that inhibitory effects
of both factor 1 and factor 2 lasted for about 12 hr (Brugal
and Pelmont, '75).

BIOCHEMICAL PROPERTIES OF THE INTESTINAI, MITOTIC INHIBITORS

As a first step to characterize the intestinal mitotic
inhibitors, the effect of factor 1 and factor 2 containing
fractions on the intestinal MI was tested after heating at
various temperatures. Factor 1 was inactivated at 80°C (pH 7;
5 min) but not at 60°C. On the contrary, the inhibitory acti-
vity of factor 2 was not altered by heating at 100°C (pH 7;

5 wmin). These results are opposite to those concerning the
epidermal chalones as Gy epidermal inhibitor is heat labile
(Hondius Boldingh and Laurence, '68) whereas the Gy epidermal
inhibitor is heat stable at 100°C (pH 6) (Marks, '73).
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In order to evaluate their molecular weight, the factors
1 and 2 were chromatographed through a G-200 Sephadex gel co-
lumn previously standardized by proteins of known molecular:
weights (MW). The results indicated that factor 1 is charac-
terized by a MW ranging from 120,000 to 150,000 and that fac-
tor 2 has a MW less than 2,000 (Brugal and Pelmont, '74; '75).
Two similar mitotic inhibitors, characterized by the same
sizes and inhibiting specifically the G; and the Gy intesti-
nal cells of the newt embryos, were extracted from the intes
tine of adult quail and mouse. From these results, we con-
clude that the intestinal mitotic inhibitors are probably not
species-specific among vertebrates.,

The chalones already extracted from various tissues have
a MW ranging from 100,000 to less than 2,000. Most of them
seem to be proteins or glycoproteins with a MW of about
30, 000~50,000 or peptides of one tenth of that size (Houck
and Hennings, '73). The diversity of chalone size appears
more likely to be related to the variety of extraction and
purification procedures used than to the tissues of origin.
Supporting this assumption, Marks ('73) has shown that epi-
dermal G4 inhibitor had an apparent MW somewhere between
1.10° and 3.10° as determined by gel filtration whereas it
had an apparent MW of about 1.10% to 2.104 when the epidermal
extract was pronase-digested prior to Sephadex chromatography.
It was thus concluded that the Gy chalone is constituted of a
small active group linked to a macromolecular entity. Such a
structure has also been suggested for the intestinal Gy inhi-
bitor (Brugal and Pelmont, '75).

In order to get some information on the chemical and phy-
sical properties of the intestinal G; inhibitor, the factor 1
containing fractions obtained from gel filtration were sub-
mitted together to electrofocusing with Ampholine pH 3-10.
The collected fractions were injected in stage 34 embryos and
the intestinal and telencephalonic MI were calculated 26 hx
later and plotted against fractions number (Fig. 3). These _
results demdnstrated a specific inhibition of the intestinal
MI in animals treated with fractions 34-35 thus providing
evidence that factor 1 is a protein with an isoelectric point
at pH 6.7~7.0. The chemical nature of factor 2 is still un-
known.

EFFECTS OF REPEATED INJECTIONS OF INTESTINAL MITOTIC
INHIBITORS ON EMBRYONIC CELL PROLIFERATION

As our preliminary hypothesis was that the intestinal cell
proliferation decrease, correlated to differentiation, may be
triggered by an increasing concentration of intestinal mito-
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tic inhibitors, we have performed repeated injections (one
injection every 4 hr) of factor 1 or 2 jip stage 34 embryos and
sacrificed after various time intervals up to 93hr following
the first injection.

Figure 4 shows that the intestinal MI of embryos treated
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"Fig. 4. Effect of repeated
injections (one injection
every 4 hr from stage 34 to
37) of factor 1 or factor 2
containing fractions, on the
intestinal MI in the newt
embryos sacrificed at dif- _
ferent time intervals after
the beginning of the treat-

hourg Ment.,
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with factor 2 collapsed transiently, increased afterwards
above the control values and finally decreased. This later
diminution correlated to differentiation was delayed for ab-
out 20 hr in comparison to that of the controls. Therefore,
both single and repeated injections of factor 2 could not
delay the intestinal embryonic Gy cells for more than about
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20 hr, Owing to the inability of factor 2 to maintain Gy in-
hibition in spite of repeated injections, and as cytophotomet--
ric study of age distribution of cells failed to demonstrate
any resting G2 cell sub-population within the embryonic intesg-
tine of the newt, it is very likely that this factor cannot

be considered as one of the regulators of embryonic cell pro-
liferation. It may have a role in adult animals since Peder-
son and Gelfant ('70) have provided evidence for a resting G2
cell sub-population in the mouse duodenum.

As expected, the intestinal MI of embryos treated with
factor 1 decreased drastically between 24 hr and 30 hr after
the first injection (Fig. 4). Nevertheless, the increase of
this MI up to control values between 36 hr and 48 hr showed
some of the cells initially delayed in Gy rhase later divided,
On the other hand, since the intestinal MI in treated animals
never increased significantly above control values, othexr
cells inhibited in G} phase did not divide again in the course
of the experiment. It is likely that these cells entered G
phase and possibly differentiated (Brugal, '75). Owing to
this result and since normally differentiating cells are ar-
rested in the Gy phase, it is likely that factor 1 may be
considered as a potential regulaltor of cell proliferation in
the intestine of the newt embryo. The adult newt intestinal
exXtracts, however, did not induce any alteration of the cell
proliferation pattern in entirely proliferating intestine of
young newt embryos at stages 28 and 30 (unpublished data).

It was thus suggested that responsiveness to chalone indicates
some commitment of the cells to the path toward functionalirza-
tion. In support of this conclusion, it has been shown that
the responsiveness to Gi chalone in the epidermis of newborn
mice is also developed with increasing age (Bertsch and Marks,
'74).

CONCLUSIONS

Taking inte account the present experimental data, we
have shown that the intestinal mitotic inhibitory factors ex-
tracted from the adult newt intestine are tissue-~specific and
species-unspecific; therefore, according to Bullough ('62),
they should be called intestinal G and G chalones.

A hypothesis on the relations between cell proliferation
and differentiation may be elaborated by focusing on the
following assumptions: (i) during normal embryonic develop-
ment, the progression of cell differentiation in a cell
lineage is thought to be correlated to a definite number of
cell generations, so that every developmental stage is reached
after a given tissue-specific number of cell cycles (Dettlaff,
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'64; Brugal, '71); (ii) two kinds of cell cycles subserving
two distinct functions have been postulated: one is leading
to a simple duplication of the mother cell's phenotype ("pro-
liferative" cell cycles), the other is leading to a differen-
tiation step of this phenotype ("quantal" cell cycles)
(Holtzer et al., '72); (iii) the cell responsiveness to cha-
lones was expected to require an advanced state of differen-
tiation (Bertsch and Marks, '74; Brugal, '75) . We thus assu-
me that at least two "switches" are involved when an embryo-
nic Gy cell has to "decide" between entering a new cell cycle
or taking the path toward functionalization. The first switch
is turned on when the required number of guantal cell cycles
has occured, leading to a cell that is sufficiently differen-
tiated to respond to chalone. The second switch is turned on
when the chalone concentration within the tissue is high
enocugh, i.e. when the required number of cells is obtained

in this tissue. When both switches are turned off or when a
single one is turned on, the Gy cell enters a new quantal or
proliferative cell cycle according to its differentiation
state. On the contrary, when both switches are turned on, the
Gy cell leaves the mitotic cycle to enter the Gp phase. It
may then complete its differentiation to become functional.
When the tissue specific function begins (feeding in the newt
larvae for example) additional cell proliferation regulating
mechanisms, such as G, chalone feedback, may happen in res-
ponse to the occurence of cell death and cell loss.
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¥ Le S.A.M.B.: un nouveau systéme d'acquisition de
1'image donnée par un microscepe pour l'analyse

morphométrique et densitométrique”
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" Un nouveau systéme d'analyse densitométrique et
morphologique des préparations microscopiques.
Application a la reconnaissance et au comptage
automatiques des cellules dans les différentes

phases du cycle mitotique”
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Revue “AUTOMATISME” ., sous PRESSE

Le SAMBY,

Un nouveau systéme d'acquisition de 1'image - )
donnée par un microscope pour 1'analyse morpho-
métrique et densitométrique.

G. BRUGAL
R. BOUTTAZ
J.M. CHASSERY

*Systéme d'Analyse  Microphotométrique d Balayage



RESUME

Le S.A.M.B. est un dispositif dlacquisition de l'image
fournie par un microscope et procédant par balayage au moyen
dtun disque de Nipkow interposé entre le microscope et un
photomultiplicateur. Un dispositif dtéchantillonnage du signal
photométrique; dépendant du disque, permet dtéviter les erreurs
dues & la gégmétrie du balayage. Le signal photométrique et-
les impulsions dt échantillonnage sont appliquées 3 ltentrée
dtun convertisseur analogique-numérique. Une unité électroniqﬁe
de commande et de contréle fondée sur ltutilisation d'un micro-
—pfocesseur, permet de combiner les déplacements de ia préparation
microscopique entrainée par des platines motorisées et le
balayage des champs successifs par le disque : l'image de la
totalité de la préparation peut &tre ainsi obtenue puis‘recon—
stituée et analysée par un calculateur. Les performances du
S.A.M.B. sont les suivantes : pouvoir de résolution (définitibn)
= 0,25 pm ; nombre de niveaux de gris (contraste) = 512 ;

vitesse (fréquence dtacquisition) = L KHz.
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SUMMARY

This paper describes an automated Nipkow-disk scanning microphotometer that wac
developped for obtaining accurate high-speed densitometric and morphometric
information about évery kind of image given by a microscope. An opto-
électronic sampling device of the photometric signal obtained from the
photomultiplier is attached to the mechanical scanner in order td provide
against geometrical errors. The sampling impulses and the photometric
signal are directed to the input of an analog-digital converter. A pro-
grammable eiectrdnic control unit built around a microprocessor, allows

the combination of the shifting of the microscope moving stage and the
scanning of the successive fields in order to get the whole image of the
-microscopic specimen. The reconstitution and analysis of the digital

imége may be performed by means of an on-line or off-line computer.

The specifications of such an image acquisition system are the following:
resolving power (deﬁinition) = 0.25um ; number of grey levels (contrast)

= 512 ; speed (acquisition frequency) = 4 kHz.
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INTRODUCTION

Le microscope, instrument d'observation qualitative, est de plus en plus

utlilisé comme appareil de mesure dans le but de:

- doser diverses substances dans des échantillons de quelques

dixiémes de pm3,
- quantifier la forme et la texture des échantillens observés.
En devenant quantitativela microscopie trouve sans cesse des applications
nouvelles et nombreuses dans le domaine de la recherche et de 1'industrie

(ZIMMER, 1973).

Un systéme de microscopie quantitative comporte classiquement: un microscope,

" un dispositif d'acquisition de 1'imace donnée par le microscope et un calcu-
p

lateur pour le traitement des données. Le dispositif d'acquisition de
1'image est 1'interface critique entre le microscope et le calculateur car
i1 doit conserver toute 1'information utile portée par 1'image ; dans ce but,

il doit:

-~ respecter le pouvoir de résolution du microscope en distinguant

deux points distants d’au moins 0,25 pm ;

- discriminer un nombre de niveaux lumineux qui, dans la plupart
des applications médicales, doit &tre supérieur & 100 par unité

de densité optique. -

Ces performances sont celles des microphotométres actuellement commercialisés
tels que LEITZ MPV ou REICHERT Univar, dans lesquels la préparation microsco-
pigue est portée par une platine motorisée qui la déplace par pas de 0.5um

devant 1'objectif du microscope. A chague pas, une mesure est effectuée par

un phetomultiplicateur sur un élément de 1'image. correspondant & une surface

de 0.5um x 0.5um dans le plan de la préparation.
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La fréquence maximale d’acquisition des valeurs photométriques des éléments

de 1'image est limitée par la fréguence de déplacement de la platine moto-
risée et n'excéde pas quelques centaines de hertz . Dans ces conditions,

le temps nécessaire pour 1'exploration de la surface utile d'une préparation
microscopique (20mm x 40mm) est de plusieurs centaines d’heures. De tels sys-
témes ne conviennent donc, compte tenu de leur lenteur, que pour l’analyse

densitométrique précise de surfaces trés petites.

Des systémes_d'aoquisition d'image béaucoup plus rapides, comportant une
caméra TV (LEITZ, T.A.S.;CORNING MEDICAL, L.A.R.C.) ou une batterie de
photodiodes (EIDOMAT), sont également utilisées ; néanmoins, le nombre de
-niveaux lumineux discriminés par de tels capteurs dans la gamme d’é&clairement
du microscope est généralement faible (inférieur & 30 niveaux pour 2 unités
de densité optique). Ces systémes conviennent donc pour des opérations de
comptage par tout ou rien sur des surfaces relativement étendues ; en outre,
'ils nécessitent une électronique Figée pour le traitement de 1'image en raison
de la fréquence élevée d'acquisition des données. Pour ces raisons, les
applications de tels 'systdmes dans le domaine de la microsopie en.biologie

et en médecine sont peu nombreuses.

Le SAMB a été réalisé pour concilier les avantages respectifs des micropho-
tométres classiques et des analyseurs d'images & caméra TV et comporte dans
ce but un dispositif mécanique de balayage interposé entre la préparation

microscopique et un photomultiplicateur.

SCHEMA DE PRINCIPE

Le SAMB comprend (figure 1):

- un microphotométre LEITZ, MPV1, équipé de deux platines motorisées
déplagant la préparation microscopique, 1'une par pas de 10um(GP) et 1'autre
par pas de 0.5um(PP}. La platine GP entraine dans son déplacement la platine
PP

= un module de balayage de 1'image et de :commande asynchrone



FIGURE 1 .

Schéma d'organisation du SAMB
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de conversion analogique-numérique (CAN) du signal photométrique ; °

- un module de commande programmable pilotant les platines moto-

risées et contrdlant la commande de CAN.

MODULE DE BALAYAGE

Balayage de 1'image

Le balayage de 1'image est réalisé par 1la rotation.d’un disque, dérivé

du disque de NIPKOW (SAWYER et BOSTROM, 1958; JANSEN 1961) et entrainé

par un moteur électrique et une boite de vitesses (vitesse maximale:

2 tours par seconde). La périphérie du disque (figure 2) (diam@tre =

240mm) obture une fenétre fixe carrée (11.25wm x 11.25mm) & travers laquelle
est Que 1'image donnée par le microscope. - La couronne périphérique du dis-
que passant derriere la fenétre comporte 45 orifices carrés (0.25mm x 0.25mm),
ou diaphragmes, séparés par une distance telle qu'un seul de ces diaphragmes
n'est présent dans la fenétre & un instant donné. Chacun de ces diaphragmes
décrit une ligne en arc de cercle dans la fenétre lors de la rotation du
disque. La distance de chagque diaphragme au centre du disque est telle que
la ligne balayée par un diaphragme est parfaitement comprise entre le passage
du diaphragme précédent et celui du diaphragme suivant. La fenétre est ainsi
entiédrement balayée par le passage des 45 diaphragmes successifs. Ces derniers
sont distribués sur le disque dans un angle de 270° si bien qu'’un secteur de

90° est aveugle.

L'intensité de lumiére,regue de 1’image donnée par le microscope et traversant
les diaphragmes successifs & chague instant de leup passage dans la fendtre,
donne lieu & un signal photométrigue périodique qui s'annule pendant 1'0btu~.
ration compléte séparant le passage de deux diaphragmes successifs et s'annu-

le plus longuement pendant le passage du secteur aveugle (figure 3).

Commande de CAN

Le traitement de 1'image nécessite un échantillonnage du signal photométrique
pendant chaque ligne de balayage de fagon & n'en retenir que les valeurs
correspondant aux positions adjacentes successives de chague diaphragme dans

la ligne qu'il balaye (figure 3}.
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FENETRE

IAPHRAGME -

FIGURE 2 : Périphérie du disque de balayage
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FIGURE 3 :
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analogigque/numérigue.

DSA: signal de début de secteur aveugle

FSA: signal de fin de secteur aveugle'
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Le temps mis par un diaphragme pour se déplacer de sa propre~dimension sur

la ligne dépend de la position de la ligne dans la fenétre pour une vitesse
donnée du disgque. Ce temps est d’autant plus long que le diaphragme est plus
prés du centre du disque. Il n'est donc pas possible d'échantillonner le

signal photométrique & une fréquence fixe.

De fagon & échantillonner le signal photométrique de chaque ligne de balayage
3 une fréquence qui lui est propre, des signaux de commande de conversion
analogique/numérique sont portés par une piste optigque circulaire solidaire du
disque. Ces signaux sont matérialisés par 45 groupes de 45 barres noires de
0.1mm de largeur sur film transparent. Le film passe entre une source lumi-
neuse et un systéme optique projetant 1'image des barres noires sur une pho-
todiode (figure 1). Pendant la rotation du disque, la succession des barres
noires et des intervalles lumineux qui les séparent génére dans la photodiode
un signal électrique périodique dont la fréquence dépend de 1'écartement
entre les barres. Chacun des 45 groupes de barres correspond au passage

d’'un diaphragme dans la fenétre et 1'écartement des barres dans chaque groupe
est directement fonction du temps mis par le diaphragme correspondant pour

se déplacer de sa propre dimension sur la ligne balayée.

Les signaux de la photodiode sont mis en forme et calibrés de fagon & entrer
sur un convertisseur analogigque-numérique pour commander, & frégquence variable
et adaptée & chaque ligne, le découpage et la conversion du signal photomé-

trique.

“‘Liaison entre le module de’ba]aj/age et le module de commande -

Le disque porte un secteur aveugle dont le passage devant la fené&tre sépare
deux balayages successifs. Pendant le passage de ce secteur éveugle devant la
fenétre, le module de commande provoque le déplacement de la préparation mi-
croscopique par les platines motorisées de fagon & amener dans la fen&tre un

nouveau champ & balayer. Ce dernier peut & volonté &tre ou non adjacent au

précédent. Pour cela, une seconde piste optique est portéelpar le film
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solidaire du disque et passe entre une source lumineuse et une seconde photo-
diode qui génére un signal au début et & la fin du passage du secteur aveugle
dans la fenétre. Un.signal de début (DSA) et un signal de fin (FSA) de sec-
teur aveugle sont donc obtenus & chaque tour de disque (figure 3). Ces si-
gnaux sont mis en forme et envoyés au module de commande. Par programmation
sur la matrice du module de commande, ces signaux peuvent &tre utilisés pour
synchroniser les déplacements des platines motorisées avec le passage du
secteur aveugle. Les signaux de commande de CAN fournis par le module de
balayage ne sont validés que par le module de commande aprés réception du
signal de fin de secteur aveugle (FSA) de sorte qu'’aucune valeur phtométrique

ne peut gtre retenue pendant la durée du déplacement des platines méme si

elle excéde le temps de passage du secteur aveugle.

MODULE DE COMMANDE

Le module de commande est une unité programmable:

- par enfichage de diodes aux noeuds d'intersections des 30 lignes

et des 30 colonnes d'une matrice ;

- par affichage sur des roues codeuses numériques.

Un mode manuel peut étre sélectionné par clavier ; il permet de commander
le déplacement des platines GP et PP dans les directions X et Y & 1'aide

d'un levier & 4 directions pour chacune d’elles.

L'adresse des platines GP et PP est exprimée par le nombre de pas effecktués

dans les directions X et Y ; elle est actualisée aprés chaque déplacement et -

visualisée a 1'aide d'’afficheurs numériques 3 diodes luminescentes.

‘Matrice de programmation

Chaque ligne de la matrice de programmation correspond a une instruction

gui est soit:
- une directive de programme (lignes 1 @ 5 et 23 a 30),
- une commande (lignes 8 & 15 et 20),

- une attente de signal extérieur (lignes 6, 18, 18].
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Instructions portées par les lignes de la matrice de programmation:

Début de cycle
Début de cycle
Début de cycle
Début de cycle
Début de cycle
Attente signal DSA

W N -

Avance platine GP en X

O O N OO U ph W N

Recul platine GP en X

-
o

Avance platine GP en Y

-
-d

Recul platine GP en Y

-
N

Avance platine PP en X

-
w

Recul platine PP en X

-
E

Avance platine PP en Y

-
m

Recul platine PP en Y

-
N

Aﬁtente temporaire
Attente signal FSA

N = -
0O o o

Emission signal validation

NONN
w N -

Fin de cycle

N
H

Fin de cycle

N
5,

Fin de cycle

N
[s2]

Fin de cycle

= N W &,

N
~N

Fin de cycle

N -
o

Retour début programme

w N
Qo o

Stop
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Les directives de programme permettent en particulier la répétition de certai-.
nes parties du programme comprises entre un début et une fin de cycle ; le
nombre de fois dont doit &tre répétée une partie de programme est indiqué

par affichage sur roues codeuses numériques pour chacun des § cycles.

Chaque commande de déplacement des platines GP et PP en X et Y peut 8&tre
exécutée un nombre de fois consécutives déterminé par affichage sur des

roues cbodeuses numériques.

Les attentes_des signaux FSA et DSA permettent de synchroniser par programme

les déplacements des platines avec 1le passage du secteur aveugle. L'émission
d'un signal de validation permet d'éviter que le signal photométrique ne

soit échantillonné pendant le déplacement des platlnes ou que 1’ echantlllon—

nage ne débute en cours de balayage.

Unité de traitement (figure 4)

Autour d'un microproeesseur (INTEL 4040) eont disposés divere circuits:
mémoires vives (RAM), mémoires mortes (PROM) et circuit d’interface.

- Cet ensemble permet de sélectionner par adressage divers systémes extérieurs:
un dialogue est alors possible entre 1'un des systémes extérieurs et 1'en-

semble microprocesseur par 1° intermédiaire de bus d’entrée et de sortie.

Afin de suivre 1'évolution d’ informations extérieures (signaux DSA et FSA
par exemple), une ligne de test est également utilisée. Enfin certaines
commandes particuliéres (remise 3 zéro des platines par exemple) se font

a partir d’ordres regus sur une ligne d'interruption.

Adressage de systémes extérieurs

On dispose de 2 bus de 4 bits pour les adresses. Le décodage des informa-
tions du premier bus fait apparaitre 16 adresses de groupe: a chague systéme
extérieur est associée une adresse de groupe. Le décodage des informations
du deuxiéme bus permet de reconnaitre 1§ €léments dans chaque systeme exté-

rieur.
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Affectation des adresses de groupe:

Groupe adresse O : 11 roues codeuses et boutons face avant

15 roues codeuses

14 modules d’affichage

commande d’interruption

matrice colonnes de 1 & 16

- matrice colonnes de 17 & 30

commande moteurs de platine GP

" ”

commande moteurs de platine PP

» ”

matrice lignes de 1 a 16

matrice lignes de 17 a 30

3
T

O O 0 N O O DB W N o
ok

1
3
-

test des attentes temporaires et signaux extérieurs.

Il reste donc 5 possibilités d’adressage de groupe permettant 1'extension

éventuelle du module de commande.

‘Bus d'entrée

Le bus d’'entrée est utilisé chaque fois que 1'ensemble microprocesseur doit

effectuer la lecture d’informations extérieures préalablement adressées.

Les systemes extérieurs que 1l'’ensemble microprocesseur doit lire sont:

- les roues codeuses affichées manuellement,
- les boutons poussoirs de la face avant de 1'appareil, -
- des contacts de "fin de course” indiquant que les platines motorisées

sont en butée mécanique.

‘Bus de sortie

Le bus de sortie est utilisé chaque fois que 1'ensemble microprocesseur
doit communiquer des données vers l'extérieur ou effectuer des commandes.

Les systémes extérieurs concernés sont:

- les modules d'affichage numériques,
- les commandes des moteurs des platines,

- diverses émissions de signaux vers 1l'extérieur.
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Ligne test

L'ensemble microprocesseur utilise la ligne test pour connaitre 1’état

~d'événements extérieurs préalablement adressés.

Les systémes extérieurs connectés & la ligne test sont:

- la matrice de programmation. Les divers noeuds de la matrice sont

successivement testés afin de déceler la présence ou l'absence de diode,

- la commande des moteurs des platines: un test est ici nécessaire afin de,

respecter les fréquences maxima de fonctionnement des moteurs,

- un certain nombre de signaux d'attente venant de 1'extérieur.

PERFORMANCES ET APPLICATICNS

-

Le SAMB peut &tre couplé directement & un enregistreur analogique, ou, par
1'intermédiaire d'un convertisseur analogique-numérique, & un enregistreur

numérique ou un calculateur pour le traitement de 1'image en temps réel.

L'image acquise est constituée de 1935 points de mesure adjaéents et
correspondant & 43 lignes de 45 éléments de surface de 0.25umx0.25um au

niveau de la préparation microscopique.

La fréquence d'’acquisition est de 4kHz avec une résolution photométrique

de 512 niveaux lumineux couvrant la gamme de 0 & 2 unités de densité optique.

Le SAMB permet d'acquérir 1’image obtenue dans toutes les méthodes de;1a>
microscopie telles que: lumiére transmise, lumiére incidente, lumiére pola-
risée, contraste interférentiel, fluorescence, etc... ; il trouve donc une
application immédiate dans toutes les opérations d'analyse morphologique et
densitométrique de 1'image microscopique dans des domaines aussi variés que
la métallurgie, la minéralogie, la biologie et la médecine (histologie,

histochimie, cytologie).
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RESUME .

s el

La reconnaissance et le comptage des cellules dans les
différentes phases du cycle mitotique ont été réalisés a 1l'aide
d'un nouveau systéme d'analyse densitométrique et morpholo-
gique des préparations microscopiques. Le processus d'analyse
est entiérement automatique et consiste 4 balayer 1'image de
champs successifs de la préparation avec une définition égale
au pouvoir de résolution du microscope. L'alternance entre le
balayage de 1'image et les déplacements de la préparation est
commandée et contrdlée par une unité électronique programmable
organisée autour d'un microprocesseur. Le traitement des données
est r€alisé par un ordinateur sans stockage de 1'image en unité
centrale ; il n'est donc pas 1imité par le nombre des données
analys€es. Les résultats préliminaires de 1'analyse densito-
métrique et morphologique de cellules embryonnaires télencé-
phaliques montrent que le systéme utilisé permet de reconnaitre
et de compter les cellules en mitose, les cellules en phases
G S et G2 et les cellules qui ne sont pas engagées dans un

S
cycle mitotique (phase GO sensu largo). Ces données permettent

d'établir les paramétres de la cinétique de prolifération dans
la population étudiée, et notamment 1'indice mitotique et lc
coefficient de prolifération, a partir d'une seule préparation

histologique.
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SUMMARY

A new image analysing system, designed for microphotometric
measurement and pattern recognition has been applied in the dis-
crimination of cells from the various phases of the mitotic cycl
The data acquisition procedure is controlled by a programmable
electronic unit and involves the combination of the shifting of
the microscope moving stages and the scanning of the successives
fields by a mechanical device. The data processing is achieved
by a computer. The preliminary results we obtained have shown
that such a system allows the automatic recognition and counting
of the M,G1,S and G2 cells as also the G0 resting cells. The mos
useful parameters of the cell proliferation kinetics are thus

obtained from a single specimen of a cell population.
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INTRODUCTION

L'observation microscopique qualitative-est complétée, de
plus en plus souvent, par des dosages photométriques de subs-
tances diverses (acides nucléiques, protéines) ou par la mesure
de paramétres morphologiques (dénombrement, surface, périmétre,
indice de courbure) au niveau tissulaire, cellulaire ou sub—celluiaix

Les dosages photométriques réalisés sur des échantillons
microscopiques, qui sont en général hétérogeénes et de formes
irrégulicéres, relévent des méthodes particuliéres de la micro-
photométrie ou cytophotométrie (SANDRITTER et KIEFER, 1965 ;

WIED et BAHR, 1970). La méthode de dosage qui, dans ce domaine,
s'est révélée la plus appropriée, consiste a intégrer les valeurs
photométriques mesurées sur les différents points de 1'é@chantillon
par un photomultiplicateur associé a un systéme de balayage dont
la résolution approche le pouvoir séparateur du microscope. La
théorie de la photométrie a balayage,dé?eloppée par MERTZ et

GRAY (1934), a €té mise en application notamment par CASPERSSON
(1936, 1950) et CASPERSSON et LOMAKKA (1962) et a conduit & la
réalisation de divers microphotomé&tres a balayage.

La mesure des parameétres morphologiques d'une image est
fondée sur la transformation par '"tout ou rien'" dont la théorie
mathématique a été développée par MATHERON (1969). Ces travaux:
fondamentaux, mis en application notamment par SERRA (1971), ont
conduit 3 la réalisation de divers analyseurs d'images utilisant
une caméra TV comme dispositif d'acquisition.

L'automatisation des microphotométres et des analyseurs
d'images, et l1l'utilisation d'ordinateurs pour le traitement des
données, ouvrent de nouvelles perspectives 4 1l'histologie et
la cytologie tant fondamentales que cliniques. Cependant, un
antagonisme persiste entre l'analyse densitométrique et 1'analyse
morphologique des images et se traduit par la coexistence actuelle
d'appareillages n'ayant que 1l'une du‘l'autre vocation. Les micro-
photométres =-en raison de 1l'exiguité des champs balayés, de la
lenteur du balayage et de la faible capacité des unités logiques
de traitement qui leur sont associées- ne cénviennent pas a la
mesure de paramétres morphologiques. Réciproquement, les analyseurs:
d'images ne permettent pas des mesures densitométriques précises
puisque les caméras TV ne peuvent pas discriminer plus de 5 niveaux
lumineux dans la gamme des densités optiques de 0 48 1 unité ;

or, la précision recquise pour les dosages microphotométriques
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implique la discrimination de 100 niveaux lumineux au moins dans
ces limites.

Dans le domaine de 1'analyse microscopique quéntitative
d'échantillons biologiques, la nécessité de concilier, dans un
seul appareil, les avantages respectifs de la microphotométfie
et de 1'analyse d'images devient évidente chaque fois que 1'his-
tologiste ou le cytologiste est confronté a4 un probléme concret.
Ainsi, la reconnaissance des phases du cycle mitotique (G1, S,
GZ’ M) dans lesquelles se trouvent les cellules d'une population
€talées sur une lame histologique et colorées par la réaction de
FEULGEN, nécessite a8 la fois (1) le dosage de 1'ADN nucléaire
par microphotométrie pour distinguer les cellules en phase de
synthése d'ADN (S) des cellules pré- et post- mitotiques (G2
et G1 respectivement), (2) la reconnaissance morphologique des
cellules en mitose (M) et (3) le comptage des cellules dans
chacune de ces 4 catégories. De la méme facon, la reconnaissance
et le classement des chromosomes pour 1'établissement automatique
de caryotypes, la reconnaissance et le comptage de cellules
malignes parmi des cellules normales, ou tout autre cytodiagnostic,
imposent de prendre en considération des critéres densitométriques
et morphologiques. En outre, 1l'automatisation de l'analyse est
le moyen le plus efficace d'obtenir un résultat indépendant des
qualités de l'observateur. '

Dans le but d'acquérir 1'image donnée par un microscope en
vue de 1'analyse simultanée de ses caractéres densitométriques
et morphologiques, le S.A.M.B. (Systéme d'Analyse Microphotomé-
trique a4 Balayage) a €té réalisé par 1l'adaptation d'un module de
balayage et d'une unité électronique de commande et de contrfle
a un microphotométre classique &quipé de platines motorisées ’
(BRUGAL et al, 1976). Le présent mémoire rapporte une appliéation
du S.A.M.B. 3 la reconnaissance et au comptage des cellules
dans les différentes phases du cycle mitotique. Le but d'un tel
examen est de déterminer la proportion des cellules d'une popu-
lation qui sont dans chacune des phases du cycle mitotique, afin
d'en déduire les paramétres de la prolifération cellulaire dans
cette population. L'utilisation, 3 cette fin, des méthodes d'ana-
lyses microphotométriques et morphologiques évite d'employer les
artifices expérimentaux classiquement utilisés tels que 1'auto~-

.radiographie aprés marquage des cellules par la thymidine tritiée
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ou le blocage des cycles cellulaires par les inhibiteurs mito-
tiques (colchicine ou colcémide) ; ces méthodes sont en effet
d'une mise en oeuvre longue et fastidiecuse et introduisent, dans
les résultats obtenus, des erreurs difficiles 3 évaluer en raison
des difficultés de contrble de la durée de disponibilité della
thymidine tritiée dans l'organisme et de la dégénérescence des
cellules bloquées en métaphase par les poisons mitotiques.
L'utilisation des méthodes microphotométriques pour 1'étude de

la prolifération cellulaire (VENDRELY, 1971 ; GRAY, 1974) permet
au contraire de déterminer avec précision les paramdtres de la

cinétique cellulaire a partir d'une seule préparation histologique.
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Figure 1 - Le S.A.M.B. (Systéme d'analyse microphotométrique

a balayage). A : alimentation des lampes du microscope ; S
alimentation du photomultiplicateur ; PM : photomultiplicateur ;
B : module de balayage de 1'image ct de commande de la conver-
sion analogique-numérique ; P : platine motorisée au pas de
H)}ml; p : platine motorisée au pas de 0,5 pm ;3 C : module

de commande programmable ; M : module de pilotage manuel des

platines motorisées.
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MATERIEL ET METHODES

SYSTEME D'ANALYSE MICROPHOTOMETRIQUE A BALAYAGE

Le S.A.M.B. comporte (Figure 1)
- un microphotomé&tre LEITZ MPV 1 équipé de deux platines motorisées
déplacant la préparation, 1l'une par pas de 0,5‘pm, et 1'autre
par pas de 10 m '
- un module de balayage de 1'image fournie par le microscope et
commandant la conversion analogique-numérique du signal photomé-
trique ;
- un module de commande programmable pilotant les platines

motorisées et contrdlant la conversion analogique-numérique.

‘Le balayage de 1'image intermédiaire, donnée par 1'objectif
du microscope, est réalisé par la rotation d'un disque de Nipkow
a 1 ou 2 tours par seconde. La couronne périphérique de ce disque
est perforée de 43 orifices carrés,ou diaphragmes de mesure, de
0,25 mm de cOté, décalés les uns par rapport aux autres de 0,25 mm
radialement et 0,117 rd angulairement. Pendant la rotation du
disque; les diaphragmes de mesure passent tangentiéllement les
uns aux autres dans une fenétre -de 10,75 mm x 11,25 mm située
dans le plan de 1'image intermédiaire du microscope (Figure 2).
En raison du décalage angulaire, un seul diaphragme est présent
a la fois dans la fenétre qui est ainsi balayée en 1 s ou 0,5 s
par les 43 diaphragmes. Le diamétre moyen de la spirale selon
laquelle sont distribués les diaphragmes est de 230 mm de sorte
que la trajectoire de chacun d'eux dans la fenétre peut 8tre
assimilée & une droite avec une distorsion inférieure a 50 % de
leur dimension. Les diaphragmes sont distribués sur le disque
dans un angle de 270° si bien qu'un secteur de 90° est aveugle.
Le grossissement de 1'image au niveau du disque €tant de 380 x
ou 950 x selon 1'optique utilisée, le pouvoir de résolution du
balayage est respectivement de 0,66 am ou 0,26 jm. pour un champ

balayé de 28,3 am x 29,6 Jjm ou 11,3 Jmox 11,8 Jm.
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L'intensité de lumiére regue par le photomultiplicateur pen-
dant la rotation du disque donne lieu 3 un signal périodique qui
s'annule pendant l'obturation séparant le paséage‘de deux dia-
phragmes successifs et s'annule plus' longuement pendant le passage

du secteur aveugle.

Le traitement de 1'image nécessite un échantillonnage du
signal photométrique pour chaque ligne de facon 3 ne retenir que
les valeurs correspondant aux positions adjacentes successives
de chaque diaphragme dans la ligne qu'il balaye. Le temps mis par
un diaphragme pour se déplacer de sa propre dimension est d'autant
plus long, a vitesse angulaire constante, qu'il est plus prés du
centre du disque. Il est donc erroné d'échantillonner le signal
photométrique a fréquence constante comme celd est pratiqué dans
les ﬁicrophotométres a balayage par disque de Nipkow dé&ja décrits
(SAWYER et BOSTROM, 1958 ;'MAYALL et MENDELSOHN, 1970). Dans le
S.A.M.B., une piste optique, solidaire du disque et lue par un
systéme opto-&lectronique précis distribue des signaux asyncﬁrones
commandant la conversion analogique-numérique a une fréquence
adaptée a chaque ligne de balayage. Ainsi, l'erreur systématique
lide a la géométrie Judisque de Nipkow et 1l'erreur aléatoire due
a d'éventuclles variations de la vitesse du balayage, sont évitées.
Par ce procédé, le champ balayé par le disque est découpé en 1935

valeurs photométriques correspondant a autant d'éléments adjacents

de 1'image de la préparation microscopique.

Module de commande

Le module de commande est une unité électronique program-
mable organisée autour d'un microprocesseur qui a pour principales
fonctions de piloter les platines du microscope et de contrdler
1'échantillonnage du signal photométrique.

Pilotage des platines :-le disque de Nipkow comporte une piste
optique et un systéme opto-électronique signalant au module de
commande le début et la fin du passage du secteur aveugle séparant
2 balayages successifs. Par programme, et & la réception du signal

de début de secteur aveugle, le module de commande ordonne le
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Figure 2 - Systéme de balayage du S.A.M,B. a

schéma du disque
de Nipkow. b

: image du balayage de la préparation par le
disque de Nipkow ; b : ligne de balayage corréspondant au pas-
sage d'un diaphragme. N noyau cellulaire (1 800 x).
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déplacement des platines motorisées de fagon 2 amener dans la
fen€tre balayée par le disque un nouveau champ de la préparation.
Par programme, les champs successifs balayés peuvent &tre ou non
adjacents et chaque champ peut &tre balayé plusieurs fois consé-
cutives. Par un tel procédé, toute une lame histologique peut &tre
explorée automatiquement en un temps qui varie selon le grossissement

de 1'objectif utilisé.

Contrdle de 1'échantillonnage : cette fonction du module de com-
mande permet de ne valider les signaux de commande de conversion
analogique-numérique distribués par le systéme opto-électronique
asservi du disque que lorsque les platines motorisées ont terminé
leur déplacement. Pour de grandes distances, celui-ci peut en effet
excéder en durée le temps de passage du secteur aveugle devant la
fenétre de balayage.

Le S.A.M.B. peut €tre couplé directement a4 un enregistreur
analogique, ou par l'intermédiaire d'un convertisseur analogique-
numérique, 3 un enregistreur numérique ou a4 un ordinateur pour le

traitement des donndes en temps réel.

PREPARATION HISTOLOGIQUE

Le S.A.M.B. a été appliqué 3 la reconnaissance des mitoses
et des phases du cycle mitotique dans une population de cellules
nerveuses embryonnaires du télencéphale de 1'Amphibien Urodéle

Pleurodeles waltlii Michah.. Ce tissu a été choisi parce que les

paramétres de la prolifération de ses cellules dans diverses con-
ditions expérimentales ont &€té préalablement étudiés notamment par
les méthodes autoradiographiques (CHIBON, 1968 ; BRUGAL, 1971 a ;
1971 b). Afin d'étre soumis 3 1l'analyse automatique, le télencé-
phale d'embryons au stade 34 (GALLIEN et DUROCHER, 1957) a été
prélevé, fixé dans le liquide de SMITH puis écrasé entre lame et
lamelle. Les préparations obtenues ont &té colorées par le réactif
de FEULGEN (45 mn, 20° C) aprés une hydrolyse dans HC1 6N (60 mn,
20° C) puis montées dans 1'EBuparal (n = 1,535).

TRAITEMENT DES DONNEES

- - . - - - PR P -~ , +
Les mesures microphotométriques ont été réalisées a 543 - 10 nm
en lumiére transmise avec une lampe quartz-iode 60 W, un condenseur

50 x (ouverture 0,80) et un objectif fluorine 95 x & immersion a
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huile (ouverture 1,32). Les images ont été balayées 3 2 KHz avec
une résolution de 0,66 pm. Le signal photométrique a été enregis-
tré sur bande magnétique analogique AMPEX, converti en 512 points
pour la gamme O & 1 unité de densité otpique et traité & 1'aide
d'un ordinateur IBM 360/67.

Selon les lois de LAMBERT et BEER, la transmission (T)
est définie par le rapport
= I/IO

dans lequel IO est 1'intensité de lumiére incidente et I 1'inten-
sité de lumiére €mergeant de 1'échantillon. Dans le S.A.M.B.,
1'intensité de lumiére (I ) mesurée sur 1'échantillon est donnée
par la relation ‘

(1) Im = T1.B + C
dans laquelle B et C sont des constantes introduites par le
couplage d'un amplificateur linéaire au photomultiplicateur. De
la méme fagon, 1'intensité de 1umjére incidente (Ib), mesurée hors
de 1'échantillon est donnée par la relation

(2) Ib = I,.B+C
Si la lumi¢re incidente est entidrement absorbée par 1'objet,
1'obscurité qui en résulte donne lieu a une valecur [ définie
par la relation

(3) In = 0.B+ C=C
pour un gain donné de 1'amplificateur.
La résolution des €quations (1), (2) et (3) permet de calculer

la transmission (T) caractérisant 1'échantillon

(4) T = tn I
Ib - In
La densité optique €tant donnée par la relation
(5) E=log| b In
I -1
m n

La valeur Ib mesurée hors de 1'échantillon n'est pas identique
en tous points extérieurs a4 1'échantillon 4 cause des inhomogé-
néités inévitables de 1'éclairage, du verre de la lame histologique,

du couvre objet et du milieu de montage. Pour cette raison, la
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valeur Ib a €té calculée a tout moment du balavage de fagon a ce
que les valeurs photométriques obtenues sur les noyaux cellulaires
rencontrés soient rapportées aux valeurs du fond topographiquement
les plus proches '

Les valeurs successives de T sont comparées 3 une valeur
T, , ou seuil, de sorte que toute valeur TQ;TS est définie comme
appartenant a un noyau cellulaire et toute valeur T$>TS est définie

comme appartenant au fond.

Les préparations histologiques ont été explorées par champs
successifs selon le schéma de la figure 3. Chaque champ est
balayé par NLRL lignes de.NCRC points de mesures et, par dépla-
cement de la préparation 3 l'aide des platines motorisées, les
champs successifs sont explorés en NTC bandes de NTL champs. Selon
1'ampleur du recouvrement programmé entre deux champs successifs,
les paramétres du balayage sont

NCRC & 45

NLRL & 43

NTC et NTL sont des nombres variables selon
la surface de préparation explorée dans les Jlmltec de déplacement
des platlnes motorisées (20 mm x 20 mm).

Le traitement a consisté a définir, pour chaque noyau cellu-
laire rencontré au cours du balayage, les paramétres suivants
- Surface (S) ou nombre de points appartenant au noyau ;

- Périmétre (P) ou nombre de points constituant la frontidre entre
le fond et le noyau ;

- Densité optique intégrée (D) ou somme des valeurs de E (relation
5) mesurées sur les points appartenant au noyau ; |

- Densité optique minimale (Dm) ou plus petite valeur de E rencon-
trée sur les points du noyau autres que les points de la frontiére
- Densité optique maximale (DM) ou plus grande valeur de E rencon-
trée sur les points du noyau.

A partir de ces paramétres deux indices ont été calculés : un
indice de courbure (C = PZ/S) qui est d'autant plus &levé que les
contours d'un noyau sont plus irréguliers ; un indice de contraste
(K = DM/Dm) qui est d'autant plus &levé que 1'hétérogénéité de

répartition de la chromatine d'un noyau est plus grande.
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Figure 3 - Mode d'exploration d'une lame histologique par ba-
layage de champs successifs. NTL
NTC : NLRL : nombre de lignes par champ ;

nombre de points de mesure adjacents par ligne de balayage.

nombre de champs par bande ;
nombre de bandes ;
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Des algorithmes fondés sur l'utilisation d'automates d'états
finis (SELKOW, 1972) ont été choisis afin de calculer ces paraﬁétres
sans stocker, dans 1'unité centrale de 1l'ordinateur, 1'ensemble
des données photométriques obtenues sur la portion explorée de la
lame. Les NTL champs orthogonaux aux lignes de balayage sonf par-
courus a4 1'aide d'un "buffer" composé de NCRC automates d'états
finis. Ainsi, une boucle de 1'algorithme consiste successivement
a lire NCRC valeurs photométriques, actualiser la valeur Ib du
fond et modifier 1'état de chaque automate selon la valeur de la
fonction image en chaque point et selon son état et celui des
automates voisins.

La jonction entre deux séries successives de NTL champs
s'effectue également a8 l'aide d'un "buffer'" composé de NTL x NLRL

automates d'états finis.

La validité des densités optiques (D) mesurées par la micro-
photométrie 3 balayage a €té vérifiée par des mesures effectuées
manuellement par la méthode des deux longueurs d'onde (PATAU, 1952).
Dans ce but, le disque de balayage du S.A.M.B. a été remplacé par
un diaphragme variable, toutes les conditions optiques restant
par ailleurs inchangées. Les mesures de la densité optique des
noyaux cellulaires ont été effectuées 3 560 nm et 510 nm. Ces
longueurs d'onde ont été choisies graphiquement a partir du
spectre d'absorption de 1'ADN coloré par la réaction de FEULGEN.
La quantité d'ADN par noyau, exprimée en unités arbitraires,

a été déterminée par les tables de MENDELSOHN (1958) et représente

la moyenne de 3 mesures par noyau.
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Figure 4 - a- coupe histologique dans le télencéphale d'embryon
de pleurodéle ; m : manteau ; g : couche germinative ou épendy-~
maire. Coloration par 1'hémalun, la phloxine et le bleu alcian
(120 x). '

b~ écrasement de télencéphale d'embryon de pleurodeéle.
Coloration par la réaction de FEULGEN (350 x).







RESULTATS

CYCLE MITOTIQUE DES CELLULES NERVEUSES EMBRYONNAIRES

Dans le té&lencéphale de 1l'embryon de pleurodéle, comme dans
1'encéphale de tous les Vertébrés embryonnaires, les cellules
nerveuses constituent un épithélium pseudo-stratifié présentant
une couche externe, ou manteau, pauvre en noyaux cellulaires et
une couche interne, dite épendymaire ou germinative, qui présente
une forte densité en noyaux et borde la lumiére du systéme nerveux
(Figure 4 a). Le cycle cellulaire dans cet organe s'accompagne,
chez le pleurodéle (BRUGAL, 1971 b), comme chez tous les Vertébrés
(SAUER et WALKER, 1959 ; KAUFFMAN, 1966 ; SMART, 1972), d'une
migration des noyaux dans 1'épaisseur de 1'épithélium. Les noyaux
des cellules en phase G1 ou G0 sont sphériques et disposés dans
le manteau ; par contre, dés le début de la phase S la contraction
des cellules améne les noyaux vers la base de 1'&pithé&lium. Au
cours de cette migration, les noyaux sont tassés les uns contre
les autres et s'allongent a mesure qu'ils augmentent de taille.
Lorsque la synthése d'ADN est achevée, les noyaux en phase GZ
occupent la base des cellules nerveuses ol ils redeviennent sphé-
riques avant de se diviser pour donner naissance d deux noyaux
en phase G1 qui migrent i nouveau vers le manteau. L'excision du
télencéphale des embryons de pleurodéle permet de confectionner
des écrasements de cet organe (Figure 4 b). Ces préparations faci-
litent les mesures microphotométriques et 1'analyse morphologique

des noyaux cellulaires.

RECONSTITUTION DE L'IMAGE EXPLOREE

La figure 5 présente la sortie graphique d'un traceur
BENSON 411 couplé & l'ordinateur de traitement. Le tracé obtenu
représente la reconstitution de 1'image correspondant & 20 champs
balayés successivement par le disque selon le schéma de la figure
3. La figure 5 montre que les Eléments de 1'image balayée sont
correctement connectés. Ce résultat garantit la validité de
ltalgorithme de reconstitution d'image en particulier dans le
cas des noyaux cellulaires qui chevauchent plusieurs champs

adjacents.
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Figure 5 - Sortie graphique d'un traceur BENSON 411 couplé a
l'ordinateur de traitement et représentant la reconstitution de
20 champs balayé&s successivement par le disque. La valeur de
densité optique de chaque point de mesure est traduite par des
signes (* < X P ®) formant des ensembles d'autant plus sombres

que la densité optique est plus forte.




TABLEAU I - Comparaison entre les mesures déAla quantité
&:ADN (unités arbitraires) de noyaux cellulaires, effectuées
par la méthode des deux longueurs d'onde (A) et la mé€thode
du balyage (B). Les valeurs soulignées concernent des noyaux

cellulaires qui chevauchaient deux champs de balayage.

A B A/B AS DA B A/B. A%
137 48,6 2,818 - 1,63 : 221 77,8 2,841 =~ 0,80
151 53,5 2,822 ~ 1,47 I 226 70,5 3,206 + 11,94%
138 48,8 2,828 ~- 1,26 : 251 88,8 2,827 - 1,2¢
152 53,7 2,831 ~- 1,15 © 170 60,3 2,819 - 1,57
126 44,4 2,838 - 0,90 : 174 61,6 2,825 - 1,36
157 54,2 2,897 + 1,15 © 136 48 2,833 - 1,08
124 43,9 2,825 - 1,36 © 112 38,9 2,879 + 0,52
126 44,6 2,825 - 1,36 @ 147 52,4 2,805 - 2,06
267 92,1 2,899 + 1,22 1 153 52,9 2,892 +.0,98
133 45,4 2,930 + 2,30 : 214 75,5 2,834 - 1,06

moyenne A/B = 2,864 ; 6 = 0,088

#résultat exclu.

TABLEAU II - Conditions relatives aux param@tres D (densité
optique intégrée), K (indice de contraste), C (indice de
courbure) et Dm (Densité optique minimale) d'un noyau cellu-
laire pour permettre d'identifier la phase du cycle mitotique

dans laquelle 11 se trouve.

CONDITIONS "~ DIAGNOSTIC

" D&35 mmmmmmmmm e me e cm—m e oo noyau incomplet
354D L£55 O e phase G,
KL3 mmmmmmmmmm e e o ~--- phase GO
55« Dg 90 KL3 ====mmmmmmmmmm e oo phase §
K>3 -- C230 -- DmgO0,120 - phase M
- 90D 120 Ke*3 ~- €230 ~- Dm& 0,120 - phase M
2& Kl CL3O mmmmmmmmmm e phase G,

120> D ~mmmm o s m o s noyaux accolés



Dosace pE L'ADN

Les résultats des dosages de 1'ADN de noyaux cellulaires
par la méthode des decux longueurs d'onde et par la méthode du
balayage, sont portés dans le tableau 1. Les quantités d'ADN
évaluées par ces deux méthodes et exprimées en unités arbitraires
sont dans un rapport de 2,864 ( % = 0,088). La déviation des ‘
mesures par rapport a4 la moyenne (D %) est comprise, selon les

3\

noyaux, entre -2,06 % et +2,30 % et ne paralt pas dépendre de

la quantité d'ADN par noyau ; cette déviation n'est en outre pas
plus éleyée pour les noyaux qui chevauchent deux champs balayés
successivement par le disque que pour les noyaux entiérement compris
dans un champ. La déviation par rapport a la moyenne ne semble

donc dépendre que d'erreurs stochastiques introduites par les

deux méthodes de mesures. Le bon accord entre les mesures

obtenues par la méthode du balayage par champs successifs et par
celle des deux longueurs d'onde confirme la validité du processus

de reconstitution des images.

CARACTERISATION DES MITOSES

Comme le montre les figures 4 b et 5, la mitose se caractérise
par des contours plus .irréguliers que ceux des noyaux interpha-
siques et par la condensation de la chromatine en chromosomes qui
laissent apparaitre des vides non absorbants 4 1'intérieur de
la figure qu'ils constituent. Pour ces raisons, la mitose présente
a la fois un indice de courbure (C) élevé et des valeurs minimales
de densité optique (Dm) sur des points intérieurs. La figure 6
présente la distribution de 80 noyaux cellulaires télencéphaliques
en fonction de leurs paramétres C et Dm. Dans cette population
4 noyaux cellulaires se distinguent de tous les autres par un
indice de courbure C>30 et une densité optique minimale Dm«£0O,15.
L'observation de ces noyaux a confirmé qu'ils sont en métaphase
de la mitose et qu'ils sont les seuls dans cet état parmi la

population étudiée.

RECONNATSSANCE DES PHASES DU CYCLE CELLULAIRE

Les noyaux d'une population cellulaire télencéphalique ont

8té classés, par un observateur, en 7 catégories qui sont : les
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Figure 6 - Distribution des cellules télencéphaliques embryon-
naires en fonction de leur indice de courbure (C) et dé leur

valeur minimale de densité optique (Dm). Les mitoses ( € ) se
distinguent tr&s nettement des cellules quiescentes ( e ) par

leur position dans le graphique.
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noyaux allongés, les grands noyaux ronds (diamétré;>10'ym), les.
petits noyaux ronds (diamétre £10 ym), les noyaux en prophase
(chromatine condensée en filaments), les noyaux en métaphase et
début d'anaphase, les noyaux en télophase et les noyaux divers
qui ne se classent pas clairement dans 1'une des catégories pré-
cédentes. La méme population de noyaux cellulaires préalablement
repérés individuellement, a été analysée 3 1l'aide du S.A.M.B. et
les noyaux ont €té caractérisés par leur densité optique totale
(D) et leur indice de contraste (K). Les résultats obtenus
par 1'observateur et par l'analyse microphotométrique sont super-
posés dans la figure 7 et permettent de comprendre 1'évolution
caryologique des cellules télencéphaliques au cours du cycle
mitotique. Parmi les noyaux cellulaires les plus contrastés
(3,4 Kg 4), deux groupes de noyaux sont trés distinctement séparés
1'un comporte 3 noyaux cellulaires dont la densité optique est
80 D90 et qui sont reconnus comme des métaphases par 1'obser-
vateur ; l'autre comporte 4 noyaux dont la densité optigue est
40¢g D 55 et qui sont reconnus comme des télophases par 1'obser-
vateur. Aucune autre métaphase, ou télophase, n'a &été reconnue
par 1'observateur parmi les autres cellules de la population
étudiée. La distinction particuliérement nette entre les méta-
phases et les télophases, tant par 1'observateur que par la
distribution en fonction des paramétres D et K, est due a ce
que l'anaphase qui sépare ces deux €tats réduit trés rapidement
la quantité d'ADN du noyau de la valeur tétraploide 3 la valeur
diploide. Cette derniére correspond donc 4 une densité optique
DES55. Le lot des noyaux en télophase ne se distingue pas net-
tement du groupe des petits noyaux ronds reconnus par l'obser-
vateur et présentant la méme densité optique mais un indice de
contraste plus faible (3£ K<£3,4). Ces derniers ont donc, comme
les télophases, une quantité d'ADN correspondarnt au taux diploide
mais une chromatine un peu moins condensée.

Les coordonnées D = 55 et K = 3 définissent un point remar-,

| quable de la figure 7 au niveau duquel confluent 3 groupes de

noyaux qui sont
- le groupe des noyaux diploides (télophases et petits noyaux

ronds caractérisés par K}»S) ;
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Figure 7 - Distribution des cellules télencéphaliques embryon-
naires en fonction de leur densité optique (D) et de leur indice
de contraste (K). Les noyaux cellulaires analysés par le S.A.M.B.
ont €té classés par un observateur en 7 catégories qui sont

les noyaux en télophase ( % ) ; les petits noyaux ronds ( e ) ;
les noyaux allongés (@ ) ; les grands noyaux ronds ( ) ; les
noyaux en prophase (@ ) ; les noyaux en métaphase (€ ) et les

noyaux divers ( o ). -
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- le groupe des petits noyaux ronds et de certains noyaux divers
caractérisés par un indice de contraste K< 3 et une densité optique
faible caractérisant 1'état diploide ; )

: - le groupe des noyaux allongés dont la densité optique est
supérieure 4 celle des noyaux précédents pourun indice de con-
traste K< 3. La densité optique la plus élevée rencontrée parmi
les noyaux allongés (D = 90) est double de la valeur moyenne
(D = 45) rencontrée parmi les petits noyaux ronds. Il semble donc
que les noyaux allongés soient en phase de synthése d'ADN.

Parmi les noyaux dont la densité optique est D» 90 1'obser-
vateur distingue les grands noyaux ronds tous caractérisés par
un indice de contraste K<3, et les noyaux en prophase tous carac-
térisés par un indice de contraste K»3. L'augmentation de 1'indice
de contraste parmi ces noyaux qui ont une densité optique 90&£ DL 110
correspondant au taux tétraploide d'ADN, traduit évidemment la
condensation de la chromatine préalable & la mitose. Tous ces
noyaux sont donc en phase G, du cycle cellulaire.

A la lumiére du classement de 1l'observateur et de la distri-
bution particulidre des noyaux en fonction des paramétrés D et K,
1'évolution caryologique des cellules télencéphaliques au cours
du cycle mitotique apparait clairement et a été résumée dans la
figure 8. Dés la séparation des lots chromosomiques & 1'anaphase,
les nofaux deviennent diploides et entrent en phase:G1. Au cours
de cette phase, 'la chromatine se¢ décondense progressivement jus-
qu'au moment ol deux possibilités se manifestent :

- soit la synthése de 1'ADN commence : le noyau entre en phase
S et s'engage vers une nouvelle division ;

- soit la chromatine continue a se décondenser et aucune syn-

thése d'ADN ne se produit : le noyau sort du cycle mitotique et

entre dans une phase dite GO (sensu largo) dont la durée est in-
définie. : _

C'est au cours de cette phase que 1a'différenciation cellulaire

se manifeste et transforme la cellule embryohnaire télencéphalique
en neurone. lLes noyaux cellulaires en phase S ont une chromatine
dont 1'hétérogénéité diminue au cours de la synthése d'ADN jusqu'au
moment ou, 1'état tétraploide étant atteint, la chromatine se
condense & nouveau. Les noyaux entrent alors en phase G2 qui
s'achéve par la prophase et 1'individualisation des chromosomes.

La condensation alors extréme de la chromatine est responsable
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d'une erreur photométrique négative et systématique qui explique
que la densité optique mesurée sur les métaphases est de 15 % '
environ plus faible que la densité optique mesurée sur les noyaux
‘en phase GZ. Une telle erreur, déji signalée (BRUGAL et PELMONT,
1975), s'explique par le fait que la linéarité postulée par les
lois de LAMBERT et BEER n'est plus respectée pour des densités
optiques ponctuelles élevées et que l'erreur de mesure photomé-
trique 1liée a la distribution hétérogéne du matériel absorbant
(PATAU,1952) est alors maximale. Le cycle cellulaire s'acheéve par
une anaphase certainement treés rapidé puisque cette phase de 1la
mitose ne se rencontre que trés rarement parmi la population
cellulaire étudiée.

Les figures 6 et 7 permettent de calculer graphiquement les
paramétres suffisant 3 la construction d'un algorithme de recon-
naissance des phases du cycle cellulaire. Les valeurs de ces
paramétres et le diagnostic correspondant sont donnés dans le
tableau II. Une analyse automatique fondée sur 1'utilisation
de ces paramétres a été réalisée sur 74 noyaux cellulaires télen-
céphaliques ; elle a permis de reconnaitre parmi ceux-ci
11 noyaux en phase G1,15 en phase S, 6 en phase GZ’ 3 en phase
M et 37 en phase GO ; 2 noyaux n'ont pas été& classés dans les
catégories ci-dessus. Ces résultats sont en accord avec les
paramétres de la prolifération cellulaire télencéphalique de
l'embryon de pleurodéle étudiés par les méthodes autoradic-
graphiques (BRUGAL, 1971 a ; 1971 b) ; néanmoins une €tude portant
sur un plus grand nombre de cellules doit &tre réalisée pour

confirmer ces conclusions.
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Figure.8 - Evolution de la morphologie et de la texture des
noyaux cellulaires télencéphaliques au cours du cycle mitotique.
Les noyaux cellulaires représentéé (1 500 x) ont &té placés dans
les coordonnées D (densité optique) et K (indice de contraste)

en fonction des valeurs de ces paramétres mesurés sur eux par
le S.A.M.B.
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DISCUSSION

Le disque de Nipkow utilisé dans le S.A.M.B. est certai-
nement le dispositif de balayage le ﬁlus simple qu'il est possible-
d'associer a un photomultiplicateur. Ce disque peut &tre inter-
posé entre la source lumineuse et la préparation microscopique
comme dans 1'appareil de JANSEN (1961) ou entre la préparation
et le photomultiplicateur comme dans le cytoanalyseur de SAWYER
et BOSTROM (1658), le systéme CYDAC de MAYALL et MENDELSOHN (1970)
ou le S.A.M.B.. Dans la premiére configuration, la nécessité de
focaliser parfaitement 1'image de tré&s petits diaphragmes de
champ impose‘1'utilisation‘d’un condenseur 3 grande ouverture
numérique (N.A»1,2) ; dans ces conditions les mesures sont
affectées de multiples erreurs dues aux faisceaux lumineux 2
grand angle d'incidence qui, déviés du trajet optique principal,
sont une source de lumiére parasite (BRUGAL, 1976). La configu-
ration adoptée dans le S.A.M.B. permet d'éviter ces erreurs
puisque la grande taille du diaphragme de champ autorise 1'uti-
lisation d'un condenseur d'ouverture numérique moyenne (N.A = 0,8)
grice auquel les conditions d'écléirage de KOLHER sont mainte-
nues dans des limites correctes au cours du déplacement de la
lame histologique par les platines motorisées. Le disque de Nipkow
placé au niveau de 1'image intermédiaire donnée par 1'objectif
permet, en outre, d'effectuer des mesures photométriques par
balayage dans toutes les méthodes de la microscopie (fond clair
et fond noir en lumiére transmise ; fluorométrie et autoradio-
graphie en lumiére incidente polarisée ou non). Le balayage réalisé
par le disque est parfaitement reproductible dans sa géométrie
et simplifie les problémes de connexion ligne & ligne entre deux
balayages successifs réalisés sur des champs adjacents ou se
recouvrant partiellement. Ainsi toute une préparation histologique
peut &@tre explorée par champs successifs avec un pouvoir de réso-
lution et un grossissement maxima sans perte d'information. Le
pouvoir de résolution du balayage effectué par le disque de Nipkow
est parfaitement défini et variable selon 1'optique intermédiaire
interposéeentre 1'objectif du microscope et les diaphragmes de
mesure.

Malgré ses avantages considérables, le¢ disque de Nipkow n'a

aus

q0e
pas supplanté le procédé du "flying spot'" & cause de l'erreur que
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sa géométrie introduit dans les mesures et en raison, €galement,
des difficultés de fabrication. La mise au point, dans le S.A.M.B.
d'un dispositif de commande asynchrone de la conversion analogique-
numérique évite l1'erreur due d la géométrie du disque et supprime
1'erreur qui serait introduite dans les mesures par des variations,
méme trés petites, de la vitesse du balayage (BRUGAL et al, 1976).
En outre, les progrés récents de la photogravure et les nouveaux
développements de la technologie des couches minces permettent
actuellement la fabrication de disques de Nipkow précis, repro-
ductibles et peu onéreux. Dans ces conditions, le disque de Nipkow
associé.§ un photomultiplicateur ouvre des perspectives nouvelles
pour la conception d'appareillages automatiques de cytodiagnostic.

Lorsqu'il est placé entre 1'objectif et le photomultiplicateur,
le disque de Nipkow impose une ouverture du diaphragme de champ
au moins égale aux dimensions dubchamp balayé& et par conséquent
beaucoup plus grande que 1l'ouverture des diaphragmes de mesure.
L'effet SCHWARZSCHILD-VILLIGER qui pourrait se manifester dans
une telle situation conduirait a une sous-estimation de la den-
sité optique d'autant plus grande que la densité optique est forte
(BRUGAL, 1976). La comparaison entre leé mesures effectuées par
la méthode des deux longueurs d'ondes et les mesures réalisées
par balayage (Tableau I) montre que la différence entre les
résultats obtenus est .indépendante de la densité optique ; en
outre, la densité optique des noyaux cellulaires en phase G2 et
celle des noyaux en phase G1 sont dans un rapport 2 : 1 conforme
a la réalité. Ces résultats permettent de considérer comme négli-
geable 1'effet SCHWARZSCHILD-VILLIGER sur les mesures effectuées
par balayage. Cette observation s'explique certainement par le
fait que la trés petite ouverture des diaphragmes de mesure portés
par le disque diminue considérablement la probabilité que des
faisceaux lumineux déviés (''stray light' de ZIMMER, 1973) attei-
gnent le photomultiplicateur. '

L'étude de la fréquence des cellules d'une population en
fonction de leur quaﬂtité d'ADN nucléaire a &té préconisée par de
nombreux auteurs pour établir la proportion de cellules dans les
différentes phases du cycle mitotique et en déduire les paramétres
de la cinétique de prolifération dans la populatibn considéreée.
Les dosages microphotométriques de 1'ADN sont de plus en plus
pratiqués dans ce but et l'histogramme des fréquences obtenu a
fait 1'objet d'analyses récentes (GRAY, 1974). Les mesures densi-
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tométriques ne permettent cependant pas, & elles seules, de carac-

tériser les cellules en phase M et les cellules ayant cessé de

parcourir le cycle mitotique (phase Go‘sensu largo).

La reconnaissance et le comptage des cellules en mitose sont
encore actuellement réalisés par un observateur ; or, la proportion
de cellules en phase M, ou indice mitotique, est 1'un des paramé-
tres les plus utilisés pour juger de 1l'activité mitotique d'une
population. Les divers appareillages de reconnaissance automatique
des mitoses décrits par LEDLEY-(1972), GREEN et NEURATH (1974),

LE GO et FAVIER (1976), sont spécialisés dans .la détection des
plaques métaphasiques préparées en vue de 1'établissement du
caryotype humain. De tels appareils sont en général reliés & des
unités électroniques de traitement comportant des logiques figées
qui ne peuvent pas &tre programmées pour reconnaitre les méta-
phases telles qu'elles se présentent dans les tissus sans trai-
tement préalable par la colchicine. En outre, le systéme d'acqui-
sition de 1'image de ces appareils comporte un capteur (caméra

TV ou matrice de photodiodés) dont le petit nombre de niveaux ne
permet pas d'obtenir des mesures densitométriques significatives
sur les noyaux cellulaires interphasiques. |

La reconnalissance et le comptage des cellules ayant cessé de

parcourir le cycle mitotique (phase GO sensu largo) est ¢é&gale-

ment impossible par les méthodes microphotométriques puisque les
noyaux cellulaires en phaée GO contiennent, comme les noyaux en
phase G1, un taux diploide d'ADN. Seule la proportion (1-P)
des cellules en phase Gy dans une population, déduite du coefficient
de prolifération (P), peut &tre calculée par des méthodes indi-
rectes, longues et fastidieuses, fondées sur l'utilisation des
précurseurs radioactifs de 1'ADN. Les résultats préliminairgs,que
nous avons obtenus semblent montrer que les cellules télencépha-
liques embryonnaires en phase GO peuvent &tre identifiées par leur
densité optique et leur indice de contraste (K). Cet indice est
d'autant plus €levé que la chromatine des noyaux est plus hétéro-
géne et présente des plages plus condensées ; inversement, il est
d'autant plus faible que la chromatine est plus homogéne et décon-
densée (Figures 7 et 8).

Depuis les travaux de FRENSTER (1969), la chromatine condensée
est considérée comme du matériel génétique réprimé et inactif
alors que la chromatine décondensée est interprétée comme du maté-

riel génétique actif. Ainsi, le degré de condensation de 1la



chromatine traduirait 1'intensité des activités nucléaires. Selon
cette hypothése, les petits noyaux circulaires, qui sont carac-
térisés par un taux diploide d'ADN ainsi qu'un faible indice de
contraste et sont interprétés comme des noyaux en phase GO’
manifesteraient une activité génétique plus intense que les noyaux
engagés dans le cycle mitotique (Figure 8). Cette conclusion
s'accorde parfaitement avec le fait que les cellules qui quittent
le cycle cellulaire au cours du développement embryonnaire
expriment leurs potentialités génétiques en se différenciant. Des
travaux sont en cours afin de confirmer ces conclusions sur un
plus grand nombre de cellules et de contrdler le déroulement de
la différenciation de chaque cellule par la mise en évidence
cytochimique des synthéses spécifiques de 1'état différencié.
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D hca o s s oy

Nos recherches concernant la proliifération cellulaire embryon-
naire et sa régulation ont €té conduites parallélement a la
conception et a4 la réalisation d'un systéme automatique per-
mettant 1'analyse microphotomé€trique et morphologique des

populations cellulaires.

I SYSTEME D'ANALYSE MICROPHOTOMETRIQUE A BALAYAGE

Le systeme d'andlyse microphotométrique a balayvage
(S.AM.B.) qui a €été réalisé dans le cadre de ce travail, com-
porte un microscope €équipé de platines motorisées déplagant
la préparation histologique, un dispositif de balayage de
1'image donnée par le microscope et un photomultiplicateur.

Un module électronique programmable commande et contrdle le
processus de mesure qui consiste a4 relever point par point
toutes les valeurs photométriques de 1'image et da ité&rer champ
aprés champ jusqu'd 1l'exploration compléte d'une préparation
microscopique. Les données photométriques sont traitées en or-
dinateur par un programme permettant de calculer, pour chaque
cellule rencontrée au cours du balayage, divers parameétres
densitométriques et morphologiques. La possibilité d'obtenir
simultanément ces deux types d'information est la condition
nécessaire 4 l'analyse d'images histologiques et représente
1'avantage le plus important du S.A.M.B. sur les appareils
d'analyse automatique des images déja existants.

Le S.A.M.B. a ét¢é appliqué a 1'étude de la prolifération
cellulaire. I1 permet, a cette fin, de reconnaitre et de Cbmpter
automatiquement les cellules dans les différentes phases du
cycle mitotique. La discrimination des cellules en mitose, en

phase G,, S ou Gz ainsi que la caractérisation des cellules en

1
phase G0 (cellules qui ne sont pas engagées dans un cycle mito-’
tique), sont fondées sur la quantité d'ADN nucléaire aprés co-~
loration de FEULGEN, sur un indice de courbure traduisant le
degré de régularité des contours des noyaux et sur un indice de
contraste relatif 4 1'2tat de condensation de la chromatine.

Les analyses réalisées 4 1'aide du S.A.M.B. permettent d'obtenir

rapidement la proportion des cellules d'une population dans
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chaque phase du cycle mitotique et le coefficient de prolifé- ¢
ration a partir d'un seul échantillon de cette population cel-
lulaire.

Le S.A.M.B. a &té congu pour effectuer des analyses pho-
tométriques et morphologiques dans toutes les méthodes de la
microscopie ; il est donc applicable, non seulement aux dosages
de substances diverses en lumiére transmise , mais aussi 2
l'autoradiographie quantitative et 34 la fluorométrie. Ainsi,
la réalisation de programmes adéquats pour le traitement des
données permettrait d'utiliser cet instrument pour caractériser,
reconnaitre et compter les cellules appartenant a4 des types les
plus divers aussi bien dans le domaine de 1'hématologie ou de
l'anatomo-pathologie que dans celui de 1'histologie fondamentale.

Le S.A.M.B. a fait 1'objet d'un brevet francais n° 76—13;687
déposé par 1'Agence Nationale pour la Valorisation de la Recherche
(ANVAR) et 1'0Office pour la Protection de la Recherche Scientificue
(OPRS).

Nos recherches concernant le déroulement des cycles
mitotiques au cours de l'organogencése de 1'embryon dgé et de
la larve de pleurodéle, nous ont permis de préciser nos con-
naissances concernant les relations entre la prolifération et
la différenciation cellulaires et 1'effet de la température
sur l'activité mitotique des embryons d'une espéce animale
poikilotherme. Des substances inhibant la prolifération des
cellules de 1'épithélium intestinal embryonnaire et favorisant
leur différenciation ont été isolées de 1'intestin de pleuro-
déle adulte. '

L'ensemble des résultats acquis nous a conduit i formuler
une hypothése concernant le mécanisme par lequel la différen-
ciation des cellules s'accompagne d'une perte de leur activité

mitotique.

Il RELATIONS ENTRE LA PROLIFERATION CELLULAIRE ET ILLA DIFFERENCIATICH

L'étude de la prolifération cellulaire dans le
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télencéphale, la moelle épinicre, le mésenchyme de 1'ébauche .
du membre antérieur, 1'€pithélium gastrique et 1'€épithélium
intestinal de l'embryon de pleurodele, révele que l'organo-
genése s'accompagne, dans tous les cas, d'une. forte diminu-
tion de l'activité mitotique. Cette diminution est la consé-
quence d'un allongement de la durée des cycles cellulaires
(diminution de la vitesse de division) et d'une augmentation
de la proportion de cellules qui cessent de se diviser (dimi-
nution du coefficient de prolifération).

Le ralentissement de la vitesse de division des cellules
au cours de l'organogenése est di a-un allongement de la phase
G1,
tissus €étudiés a cet égard. Ainsi, entre les stades 34 et 37

et, & un moindre degré, de la phase GZ’ dans tous les

voisins de 1'éclosion, la durée de la phase G1 passe de 4h

a 7h dans le télencéphale, de 2h a4 8h dans 1'épithélium intes-
tinal, de 1h a 4h dans 1"épithélium gastrique et de Th & 6h
dans la moelle épiniére. lLes phases S et M ne présentent, par
contre, qu'un faible allongement au cours de la méme période.
L'allongement différentiel deés phases du cycle cellulaire au
cours de 1l'organogenése se traduit par une modification de la
qualité des cycles ; ainsi, 1l'accroissement de la durée rela-
tive des phases G1 et G2 (ou fraction du cycle mitotique occupée
par ces phases) aux dépens de la durée relative de la phase

S est interprété comme la manifestation des activités de dif-
férenciation au niveau de la cinétique cellulaire.

La diminution du coefficient de prolifération au cours de
1'organogenése traduit 1l'arrét des divisions dans un nombre
croissant de cellules embryonnaires. L'étude autoradiographique
de divers tissus révéle que les cellules qui cessent de se di-
viser sont bloquées dans une phase GO qui peut 8tre interprétée
comme une phase G1 indéfiniment prolongée et durant laquelle
s'achéve la différenciation structurale et fonctionnelle.

La durée relative de la phase G1 et le coefficient de
prolifération sont des paramétres représentatifs de 1'état de
différenciation d'un tissu embryonnaire : la durée relative de

la phase G, augmente alors que le coefficient de prolifération

1
diminue 4 mesure que la différenciaticn s'accentue. Ainsi, le
télencéphale qui, peu avant 1'éclosion (stade 34), est caracté-
risé par un coefficient de prolifération de 35 % et une durée

relative de la phase G1 de 8,3 %, apparait plus différencié
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que 1'épithélium gastrique qui, au méme stade, présente un
coefficient de prolifération de 50 % et une durée relative de
la phase G1 de 6,8 %. D'ailleurs, la larve au stade 34 est
capable de nager (ce qui dénote un certain degré de fonction-
nement de son systéme nerveux central) alors qu'elle est encore

incapable de se nourrir.

[1] EFFETS DE LA TEMPERATURE SUR LA PROLIFERATION CELLULAIRE

La durée des cycles cellulaires est tré&s sensible
aux conditions de température : elle s'allonge, dans tous les
tissus €tudiés a cet égard, selon une courbe d'allure expo-
nentielle en fonction de 1'abaissement de température. Le temps
de génération qui dure environ 90h 4 12° C dans les différents
tissus considérés est réduit 3 20-30h a 26° C. Il est remar-
quable de constater que 1'extrapolation vers 37° C des courbes
de variation du temps de génération en fonction de la tem-
pérature conduirait 4 des durées, de 10h environ qui sont pré-
cisément celles observées chez les embryons des Mammiféres
ou des Oiseaux aux stades de 1'organogenése. Ainsi, la durée
relativement longue des cycles cellulaires de 1'embryon de

pleurodc¢le par rapport a celle des cycles mitotiques des em-

jablg

bryons des Vertébrés homéothermes serait due essentiellement
la différence de température corporelle.

L'allongement du temps de génération dans les cellules
embryonnaires du pleurodeéle en fonction de 1'abaissement de
températurve traduit principalement 1'allongement de la phase
S et a un moindre degré celui des phases G2 et M. La phase_
G1 présente paradoxalement, dans tous les tissus considérés,
un raccourcissement de sa durée avec 1'abaissement de tempé-
rature. Un résultat comparable a été trouvé dans certains
tissus de la larve de Bufo bufo (DOURNON et CHIBON, 1974)
mais 11 est contraire aux résultats précédemment observés
in vitro dans les cellules d'organes adultes (RAO et ENGELBERG,

1968) et in vivo chez les végétaux (WIMBER, 1966). Ces auteurs

avaient montré, en effet, que la durée de la phase G1 du cycle

cellulaire s'allonge avec 1l'abaissement de température comue
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les 3 autres phases du cycle mitotique. Chez 1'embryon de
pleurodeéle, 1'allongement de la durée de la phase_».G1 avec
1'élévation de température n'a pas recu d'interprétatiocn
solidement fondée. Il pourrait représenter un mécanisme de
régulation par lequel les cellules des embryons des Vertébrés
poikilothermes s'opposent aux variations de la durée du

cycle cellulaire en fonction de la température. Il pourrait
plus vraisemblablement traduire 1'activation, avec 1'éléva-
tion de température, d'un inhibiteur de 1a phase G1.

Si 1'on admet que la phase G1 feprésente la période du
cycle mitotique pendant laquelle la cellule exerce son activité
de différenciation, le raccourcissement de cette phase avec
l'abaissement de température devrait se traduire par un ralen-
tissement dans le déroulement de la différenciation par rap-
port a la prolifération des cellules. Une telle situation a
été effectivement constatée chez les tétards de Rana pipiens
(DECKER et KOLLROS, 1969). Ceux-ci présentent, en effet, une

[N

taille et un nombre de cellules d'autant plus grands, 4 un

stade donnt¢ de leur développement, qu'ils ont été élevis a
une température plus basse. '
Les résultats que nous avons obtenus montrent que le
coefficient de prolifération, contrairement a la durée des
cycles cellulaires, est indépendant de la température. Des

résultats comparables ont été obtenus chez la larve de Bufo

d'une cellule embryonnaire parait déterminé par le ncmbre de
divisions qu'elle a subi.

La vitesse de développement de 1'embryon de pleurodéle
varie, en fonction de la température, seclon une courbe trias
semblable a celle qui représente la variation de la durée du
cycle cellulaire dans divers tissus en fonction de ce méme
facteur. Nous avons pu vérifier qu'ad un stade donné du déve-
loppement, le temps de génération des celilules et le temps
mis par un embryon pour atteindre ce stade sont dans un rapport
indépendant de la température mais variable selon les tissus.
Nous avons conclu de ces observations que chaque stade du

développement, et par conséquent chaque €tape de la différcen-
b ¥ !

ciation, est atteint aprés un nombre de cycles mitotiques

déterminé et indépendant de la température mais particulier a
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chaque ébauche. Cette conception généralise a 1'ensemble du
développement embryonnaire 1'hypothése de DETTLAFF (1964) sclon
laquelle les fonctions nucléaires spécifiques des diverses
lignées cellulaires apparaitraient au cours de la segmentation
aprés un nombre défini de divisions cellulaires. Ainsi, la
détermination et la différenciation d'une cellule seraient
conditionnées par le nombre des divisions qu'elle a subi et
interviendraient au moment ou sont atteints certains degrés

de dilution et de ségrégation des répresseurs cytoplasmiques

de ses geénes.

IV REGULATION DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE

Les résultats de 1'étude de la prolifération cel-
lulaire en fonction de 1'dge des embryons et de la tempéra-
ture d'élevage nous avaient conduit 3 penser que le dévelop-
pement normal de l'embryon de pleurodéle dépend d'une succes-
sion rigoureuse de cycles cellulaires, suggérant que 1'arrét
de division d'une cellule est un événement programmé résul-
tant de son histoire mitotique et notamment du nombre de
cycles mitotiques qui se sont déroulés dans la lignée qui
lui a donné naissance. Cette conception ne permettait pas de
comprendre les capacités de cicatrisation et de régulation bien
connues dans les tissus embryonnaires ; c'est pourquoi nous
avons recherché d'éventuels facteurs extracellulaires inter-
venant dans la régulation de l'activité mitotique embryon-
naire. Les travaux préliminaires entrepris dans ce domaine ont
révélé que les extraits non purifidés de muqueuse intestinale et
les extraits de foie de pleuroddle adulte inhibent respective-
ment l'activité mitotique dans 1'épithélium intestinal et le
parenchyme hépatique de 1'embryon au stade voisin de 1'éclo-
sion (stade 34). La purification partielle des facteurs res-
ponsables de cette inhibition a ¢€té entreprise pour les extraits
de muqueuse intestinale et a permis de caractériser deux subs-
tances antimitotiques. L'€tude cytophotométrique de la'proli—
fération cellulaire intestinale d'embryons traités par ces
substances démontre que 1'une, appelée chalone 1, provoque

l1'accumulation des cellules en phase 61 du cycle mitotique alors
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que l'autre, appelée chalone 2, provoque l'accumulation des

cellules dans la phase GZ'

La chalone 1 est thermolabile a 80° C et n'est pas dialysable ;

son poids moléculaire, estimé@ par chromatographiec sur'gol de
"Sephadex'", est de 120 000-150 000 et son pHi
€lectrofocalisation préparative est de 6,7-7,0.

La chalone 2 est thermostable & 100° C et dialysable ; son

déterminé par

poids moléculaire, estimé par chromatographie sur gel de'Sephadex',
est d'environ 2 000.

Des résultats récents (BRUGAL, non publié) révélent que 1'ac-
tivité ‘inhibitrice de la chalone 1 et de la chalone 2 dispa-
rait aprés incubation de ces substances avec de la trypsine.

La chalone 1 est donc de nature protéique et la chalone 2 de
nature polypeptidique. Des substances ayant le mZme poids
moléculaire et les mémes effets inhibiteurs que les chalones

1 et 2 sur 1'activité mitotique de 1'épithélium intestinal em~
bryonnaire ont €té obtenues par chromatographie sur gel de
"Sephadex'" d'extraits de muqueuse intestinale de caille et de
souris. Ces résultats~suggérent que les facteurs antimitotiques
intestinaux sont -comme les chalones mises en €vidence dans
divers tissus par d'autres auteurs (Nat. Cancer Inst. Monogr.,
38, 1973)- dépourvus de spécificité zoologique parmi les

Vertébrés,

Les chalones 1 et 2 ont été utilisées comme outil
cxpérimental afin de perturber in vivo la prolifération cel-
lulaire de 1'épithélium intestinal embryonnaire.

Nous avons constaté que, chez le pleurodéle, comme chez
les autres Vertébrés, la différenciation histologique de 1'in-
testin commence d la fin du développement embryonnaire et
s'achéve au moment ol 1'animal commence i se nourrir. Cette
différenciation s'accompagne de la ségrégation topographique
entre la population des cellules & mucus et des cellules
absorbantes, qui constitue 1'épithélium fonctionnel, et la
population des cellules génératrices qui constitue des nids
sous-épithéliaux représentant l'équivalent fonctionnel des
cryptes de LIEBERKUHNdes Vertébrés supérieurs.

La sensibilité des cellules de 1'épithélium intestinal

aux chalones 1 et 2 se manifeste précisément au moment ol, dans
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le développement non perturbé, apparaissent les premidres
cellules qui cessent de se diviser. A partir.de ce stade,
la chalone 2 exerce une action inhibitrice proportionnelle i

la dose injectée ; cependant, le quart environ des cellules
intestinales en activité mitotique est réfractaire 4 1'inhibition
méme aprés des injections répétées de chalone 2. Cette

substance ne provoque d'ailleurs qu'un blocage temporaire

du cycle mitotique en phase G2 car un traitement de longue

durée n'empéche pas toutes les cellules engagées dans un

cycle mitotique de passer en mitose bien qu'un retard de 20h
environ dans le déroulement de leur phase G, soit provoqué

par l'inhibiteur.

La population des cellules intestinales en activité
mitotique semble hétérogéne a 1'égard de 1'activité inhibi-
trice exercée par la chalone 1 et comprend un quart de cel-
lules réfractaires a l'activité antimitotique de la chalone
1 : ces cellules sont probablement les mémes que celles qui
sont insensibles i 1la chalone 2. Parmi les cellules sensibles
a la chalone 1, la moitié environ n'est que retardée dans le
déroulement de la phase G1 alors que l'autre moitié repré-
sente des cellules qui sont définitivement bloquées dans cette
phase et se différencient. Il est remarquable que la moitié
environ des cellules ‘sensibles & la chalone 1 est inhibée
par des doses faibles alors que l'autre moitié représente
des cellules qui ne sont inhibées que par des doses cent fois
plus élevées d'inhibiteur. Nous avons émis 1'hypoth&se que
les cellules qui sont bloquées définitivement dans leur cycle
mitotique par la chalone 1 et se différencient sont préci-
sément celles qui, déja trés engagées dans la voie de la diffe-
renciation, ne nécessitent qu'une faible dose d'inhibiteur pour
cesser de se diviser. Réciproquement, les cellules qui ne
sont que retardées en phase G, par la chalone 1 seraient pré-
cisément celles qui, moins engagées que les précédentes dans
la voie de la différenciation, nécessiteraient unec dose élevée
d'inhibiteur au plus capable de ralentir leur division. La
sensibilité des cellules embryonnaires aux chalones dépendrait
donc de leur état de maturation : une fois atteint un certain
degré de maturation (différenciation discréte), la sensibilité

des cellules aux chalones se manifesterait tout d'abord par un
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allongement des phases b1 ou G2 sous 1'elfct de la chaione
correspondante, puis, pour les cellules encore plus différen-
ciées, par un blocage du cycle mitotigue rendu définitif par
l'achévement de la différenciation. La chalone 2, qui chez
1*embryon dgé de pleurod&le ne provoque pas de blocage défini-
tif des cellules en phase C7, ne serait pas impliquée dans
ltarrét de division des cellules qui précéde 1l'achévement de
leur différenciation. Par contre, elle pourrait jouef un rdle
essentiel dans la régulation du renouvellement cellulaire de
1'épithélium intestinal de la larve et de 1l'adulte. Cette
opinion est en accord avec les observations de PEDERSON et
GELFANT (1970) selon lesquelles 1'épithélium intestinal de souris
adulte comporte une sous-population de cellules bloquées en

phase GZ'

Les résultats que nous avons obtenus révélent que des
injections répétées de chalone 2 ne perturbent pas de fagon
décelable le déroulement de la différenciation dans 1'épithé-
lium intestinal embryonnaire. Les injections répétées de chalone
1, par contre, rendent plus précoce la consommation du vitellus
dans ce tissu. Etant donné que le catabolisme du vitellus
fournit notamment 1'é€nergie nécessaire aux synthéses de pro-
téines structurales et que ces synthéses se déroulent princi-
palement pendant la phase‘G1, l'accélération de la consomma-
tion du vitellus sous 1l'effet des injections répétées de chalone
1 est certainement consécutif au ralentissement ou au blocage
des cycles cellulaires dans cette phase 4 la suite du traite-
ment. Nous avions d'ailleurs remarqué que, chez les embryons
€levés a basse température (12° C), et chez lesquels la phase
G1 du cycle mitotique n'est pas décelable, la consommation du
vitellus était retardée par rapport A celle des embryons €levés
a une température plus élevée (26° C) et chez lesquels la
phase G1 dure plusieurs heures. Il est raisonnable de penser
que 1'allongement de la phase G1 et l'accé€lération corrélative
de la consommation du vitellus avec 1'élévation de température,
sont attribuables d une activation de la synthése de chalone 1
dans les tissus embryonnaires sous 1'effet de ce méme facteur.
Cette activation serait responsable de 1l'allongement de la phase
G1 avec 1l'élc¢vation de température.

Bien qu'un traitement prolengé par 1a chalone 1 rende plus

précoce la consommation du vitellus, il ne semble pas rendre
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corrélativement plus précoce la différenciation de 1'épithélium
intestinal. Cependant, au stade ol apparaissent les cellules

d mucus au cours du développement normal (stade 36), le nom-
bre de ces cellules qui se différencient aprés un traitement
prolongé par la chalone 1 est plus élevé que chez les témoins
et le nombre des cellules en activité mitotique dans les nids
sous-€épithéliaux est plus faible. Il semble donc que les cel-
lules aptes a cesser de se diviser sous 1l'effet de la chalone

1 achévent leur différenciation mais que 1l'aptitude d'une
cellule a cesser de se diviser dépend de son Age, c'est-a-dire

du nombre de cycles mitotiques qu'elle a subi.

Les résultats que nous avons obtenus ne nous per-
mettent pas d'envisager par quel mécanisme les chalones pro-
voquent 1'allongement ou le blocage des phases G1 et G2 du
cycle cellulaire ; néanmoins, 1'absence de spécificité zoo-
logique de ces substances permet de soupconner que leur mode
d'action s'apparente d celui des enzymes ou des hormones dont
la constitution biochimique présente aussi une stabilité re-
marquable au cours de 1'évolution. Si la structure des enzymes
et des hormones n'a pas été altérée par des mutations successives,
cela tient évidemment au fait que ces substances ont un mode
d'action impliquant leur combinaison avec un site récepteur
qui leur est spécifique ; ainsi, toute mutation aléatoire
qui affecterait indépendamment le site spécifique ou la subs-
tance elle-méme rendrait impossible la coaptation substance-site
et provoquerait chez le mutant la perte de la fonction assurée
par cette substance. De telles mutations, lorsqu'elles se pro-
duisent, sont 1lé€thales ce qui explique 1'apparente stabilité
évolutive des mécanismes hormonaux ou enzymatiques. Il est
raisonnable de penser que la stabilité évolutive des chalones
implique que ces facteurs antimitotiques agissent eux aussi par
combinaiscen avec un site récepteur. En raison de la nature ex-
tracellulaire des chalones, et par analogie avec les mécanis-
mes hormonaux, le site récepteur des facteurs antimitotiques
serait probablement membranaire et pourrait s'apparenter aux
récepteurs adrénergiques. Selon cette hypothése, les chalones

provoqueraient une activation de 1l'adényl-cyclase des membranes
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et par conséquent une augmentation intracellulaire du .taux .
d'AMP cyclique. Ce messager aurait pour fonction de neutraliser
ltactivité des nucléoside-kinases provoquant ainsi une inhi-
bition de la synthése des ARN et de 1'ADN.

V CONCLUSION ET HYPOTHESE

L'ensemble des résultats que nous avons obtenus nous
ont conduit 4 émettre 1'hypothése selon laquelle le déroule-
ment des cycles cellulaires pendant la période de 1'organoge-
nése embryonnaire dépendrait 4 la fois du nombre de divisions
subies par les cellules et du taux de chalone dans les tissus
auxquels elles appartiennent. En particulier, deux signaux,
1'un intracellulaire et 1l'autre extracellulaire, seraient né-
cessaires pour qu'une cellule cesse de se diviser et acheéve sa

différenciation structurale et fonctionnelle. Le signal intra-~

~

cellulaire conférerait 3 la cellule l'aptitude 3 cesser de sc

diviser ; il apparaitfait au moment ou .est atteint un certain
degré de dilution des répresseurs cytoplasmiques du géndme

de 1'oeuf fécondé, c'est-a-dire aprés un nombre déterminé de
divisions cellulaires. Ainsi, le mécanisme par lequel une
cellule deviendrait apte a cesser de se diviser serait sem-
blable, sinon identique, d celui qui préside a 1l'apparition de
la compétence des cellules embryonnaires. L'aptitude a cesser
de se¢ diviser, comme la compétence, impliquerait un certain
degré de différenciation discréte qui se manifesterait, entre
autre, par la sécrétion de chalones dont le taux croissant au
cours de l'organogenése pourrait &tre en partie responsable de
1'allongement de la phase G2 et principalement de la phase G1»

pendant cette période. Le signal extracellulaire apparaitrait

au moment ou est atteint un taux tissulaire de chalone suffisant
pour arréter en phase G1 le déroulement du cycle mitotique des
cellules rendues aptes a cesser de se diviser par le précédent
signal. Si, au cours de l'organogenése, l'un de ces. deux signaux
ne se produit pas (insuffisance du nombre de cycles mitotiques
dans une lignCe cellulaire et par conséquent insuffisance du
nombre de cellules dans une ébauche) ou disparait (perte cellu-

laire accidentelle ou expérimentale) les divisions se pour-
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suivent jusqu'a ce que les conditions nécessaires au blocage
mitotique soit instaurées ou restaurées. Une certaine propor-
tion de cellules génératrices, insensible aux chalones pen-
dant la vie embryonnaire, représenterait dans chaque tissu,
la lignée des cellules souches destinées 3 assurer son re-

nouvellement &ventuel chez 1a larve et chez 1'adulte..
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RESUME

D i L 2N

I - ETUDE DE LA PROLIFERATION CELLULAIRE EMBRYONNAIRE : ASPECTS
METHODOLOGIQUES

L'étude de la prolifération dans les populations cellulaires
embryonnaires revét diverses particularités concernant 1'indice de
marquage, le coefficient de prolifération et les erreurs éventuel-

les introduites par la durée de disponibilité de la thymidine tritié

Indice de marguage

Les courbes de variation de 1'indice de marquage, en fonction
du temps €coulé apres une-injection de thymidine triti€e a des em-
bryons de pleurodéle,sont périodiques et diffé&rent notablement des
courbes homologues obtenues dans les populations cellulaires stables
Elles sont caractéristiques des populations cellulaires en croissan-
ce de type exponentiel et permettent de calculer graphiquement la

durée du cycle cellulaire et de ses phases.

Coefficient de prolifération

Un modéle mathématique, représentant la cinétique de prolifé-
ration des populations cellulaires embryonnaires, a été &tabli afin
de permettre le calcul du coefficient de prolifération. Ce modéle
montre que, dans les populations cellulaires en croissance de tvpe
exponentiel, le coefficient de prolifération peut &tre évalué a
l1'aide de relations simples si 1'on connait, outre 1'indice de

marquage ou l'indice mitotique, le temps de génération et la durée

des phases du cycle cellulaire.

Durée de disponibilité de la thymidine tritiée

La durée de disponibilité de la thymidine tritiée, injectée

par vole intrapéritonéale a de jeuﬁes pleurodéles métamorphosés et

4 des larves au stade 36, a été étudiée par histo-autoradiographie
et scintillation en phase liquide. Chez les animaux métamorplhosés,
la thymidine exogéne est disponible pendant 4 heures environ ; en
ocutre, un marquage différé de 1'ADN, probablement & partir des cata-
bolites tritiés initiaux de la thymidine injectée, s'cbserve 7 heure.

la

aprés l'administration du précurseur. Chez les larves, la durée de
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disponibilité du précurseur est de 60 minutes, pendant lesquelles
23 % environ de la thymidine est incorporé dans 1'ADN des collules
alors engagées dans la phase S d'un cycle mitotique.

Le fait que la durée de disponibilité de la thymidine exogéne
est environ 4 fois plus longue chez les animaux adultes que chez
les larves, bien qu'ils aient recgu une dose de précurseur 20 fois
moins &levée, est 4 mettre en relation non seulement avec des diffé-
rences de la vitesse du catabolisme et de 1'élimination urinaire de

la thymidine entre ces deux stades, mais aussi avec de grandes diffé-

_rences du coefficient de prolifération des tissus en fonction de

1'4ge et de leur état de différenciation. En effet, selon les organes
30 2 56 % des cellules sont engagées dans un cycle mitotique chez les
jeunes larves alors que, chez les animaux métamorphosés, 5,5 % seule-
ment d'entre elles se divisent dans 1'épithélium intestinal qui est
certainement le tissu proliférant le plus rapidement. La durée de
disponibilité de la thymidine tritiée doit &tre enlevée a la durée
de la phase S calculée graphiquement sur les courbes de variation

du pourcentage de mitoses marquées et doit &tre ajoutée, par contre,

d la durée de la phase G1°

Il - EVOLUTION DE LA CINETIQUE DE PROLIFERATION CELLULAIRE AU COURS
DE L'ORGANOGENESE

L'étude autoradiographique de l1'activité mitotique chez les
embryons et les jeunes larves de pléurodélc - aux stades voisins
de 1'éclosion, révéle d'importantés modifications qualitatives et
quantitatives de la prolifération cellulaire au cours du déve~
loppement. Les modifications qualitatives consistent principalement
en un allonggment important de la durée de la phase G1, et a un
moindre degre de 1la phase G2 La phase G1 qui occupe une place
grandlssantc dans 1le cycle cellulaire a mesure que la différencia-
tion s'accentue, semble représenter la perlode du cycle mitotique
durant laquelle sont synthétisées les protéines structurales et
fonctionnelles particuliéres a chaque tissu. Les modifications
quantitatives consistent en une diminution rapidé du coefficient
de prolifération et de la vitesse de multiplication des ccllules
au cours du développement. Il est donc probable que les cellules
en cours de différenciation se divisent de plus en plus lentement,
puis cessent toute activité mitotiqué pour entrer dans une phase
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de maturité, dite GO’ qui pourrait 8tre comprise comme une phase

G, indéfiniment prolongée.

1 -

IIT - EFFETS DE LA TEMPERATURE SUR LA CINETIQUE DE PROLIFERATION
CELLULAIRE CHEZ L'EMBRYON

Chez l'embryon de Pleurodelc au stade 04, la durée du cycle
cellulalxo et dc ses phas es Varze peu se]on les tissus mais
depend CTlOltGanL de ld tempcratufb. Le temps de génération
et la durée de la phase S sont environ 3 ou 4 fois plus longs
a 12°c qu'>'26°C. Loraun la température s'éldve, la phase G,
est abrégée daug les mémes proporr ons que la phasé M ; par
contré, la durée de la phase G1 qui est nulle & 12°C s'allonge
considéra b]emopt pour représenter environ 1/4 de la durée
totale du cycle céllulairé 4 26°C. La duréde de cette phase est

'autant plus longué, 4 une témpératurd donnéé, que les cellules
sont plus dif fférenciées. Les tissus ctudic réprésenteﬁt des
popu¢aflon cellulaires en croissance exponenulellc. Le coefficient
de pr OLLLGI&LLOH, duquel dcpend la base de la fonction exponen-
tielle de ¢croissance, est zndopcudaxt de la temperatu;“’mdLa
particulier i chaque tissu. Il est d'autant plus faible que le
tissu est plus différencié. En “cvanchu, la vitesse de multipli-
catlion des ce;lulos)oul est inversement proporuxonnellﬂ au temps
de Gcn;ratlon varie argomenu en fonction de la templrature ;
en outre, elle snnb]e dctermlner a clln euJo la vitesse du

développement des embryons aux tbmporaturc choisies.

IV = Mise EN EVIDENCE DE FACTEURS ANTIMITOTIQUES (CHALONES) DAN
LES TISSUS DIFFERENCIES -

Les extraits non purifiés de muqueuse intestinale et de foie
de pleurodidle adulte inhibent respectivement 1'activité mitotique
dans 1'épithélium intestinal et le parenchyme hépatique de 1'em-
bryon au stade voisin de 1'é€closion (stade 34). La purification
partielle et la caractérisation des facteurs responsables de cette
inhibition ont €t¢ entreprises pour les extraits de mugucuse intes-
tinale., Ceux-ci ont été fractionnds par chromatographie sur gel de
Sephadex G-200 et 1'effet des. fractions sur la prolifération cellu-

laire de 1'é€pithélium intestinal embryonnaire a été étudié in vivo



f)
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par le comptage de 1'indice mitotique et la mesure de I'incorpora-
tion de thymidine tritiée. L'effet des fractions qui se sont révé-
lées inhibitrices a &té contrdlé par une étude cytophotométrique de
la prolifération cellulaire fondée sur le dosage de 1'ADN nucléaire
et permettant de dénombrer les cellules intestinales dans les diffé
rentes phases du cycle mitotique. Les résultats obtenus montrent -
que 1'intestin de pleurodéle adulte contient deux facteurs antimi-
totiques inhibant le déroulement des cycles cellulaires de 1'épi-
thélium intestinal embryonnaire. L'un de ces facteurs, caractérisé
par un poids moléculaire de 120 000 - 150 000, inhibe les cellules
en phase G1 ; l'autre, caractéris¢ par un poids moléculaire de
2000 environ, inhibe les cellules en phase G,. Des facteurs anti-
mitotiques ayant les mémes caractéristiques ont été isolés de
1'intestin de caille et de souris adultes. Ces facteurs ne semblent
donc pas présenter de spécificité zoologique parmi les Vertébrés

et méritent de ce fait le nom de chalones intestinales.lLa chalone 1,

inhibant les cycles mitotiques en phase G1, est thermolabile a
80 °C et n'est pas dialysable. 11 s'agirait d'une protéine de pH
estimé par €lectrofocalisation préparative a 6,7-7,0. La chalone 2

inhibant les cycles mitotiques en phase GZ’ est dialysable et
thermostable a 100 °C. Il s'agirait d'un polypeptide.

LLes chalones 1 et 2 ont €té utilis€es comme outils expérimen-
taux afin de perturber in vivo 1la prolifération céllulaire de

1'épithélium intestinal embryonnaire et larvaire.

V - RELATIONS ENTRE LA PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION CELLU-
LATRES DANS LIEPITHéLIUM INTESTINAL EMBRYONNAIRE ET I.LARVAIRE

dntre Ja fin du dévelioppoement embryonnaire {stade 3. ct
le début de la vie larvaire (stade 37), 1'épithélium intestinal
wa peeusodcle passe en 4 jours de 1'¢tat de cordon endodernmigue
‘n¢.{f¢rencié a celui d'épithélium fonctionnel constitué de cel-
.ules wousorbantes & platecu strid¢ et de cellules 4 mucus. Au
cours de cette différenciation, le nombre de cellules augmente
«c 2,6 fois cnviron bien que l'activité mitotique diminue régu-
liérement par abalssement du coefficient de prolifération de
52% 4 22%. Les mitoses gui, dans le cordon endodermicue au stade
34 sont uniformément distribudces, coparaissent bruscoement 10-
calisCes, au stade 36, dans les nids cellulaires sous-épithé-
liaux qui représentent dés lors la totalité du compartlmont gt~

nérateur intestinal. Avant méme d'&tre localisé, ce compartiment
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produit autant de cellules qui, bloquées en phase Gq du cycle
mitotique, cessent de se diviser et sc di ffulCﬂCani quc de
cellules qui parcourcnt le cycle mitotique et se divisent &
nouveau. Un tel processus laisse persister dans 1'épithcliunm
intestinal un nombre constant de cellules douges d'activité
mitotique ot capables d'assurer ainsi le renouvellement de ce
tissu.

L'¢évolution de la prolifération et de la différenciation
cellulaires dans l'intestin de pleurodéle est trés comparable
a celle observée chez les Mammiféres et confirme, en particulier,
l'analogie longtemps contestée entre les cryptes de LIEBERKUHN
de ces derniers et les nids cellulaires sous~-&pithéliaux des

Urodéles.

VI -~ EFFETS DES CHALONES SUR LA PROLIFERATION ET LA DIFFERENCTA-
TION CELLULAIRES DE L'EPITHELIUM INTESTINAL EMBRYONNAIRE

Les chalones 1 et 2, extraites de l'intestin de pleurodile
adulte, inhibent cen phase G, ot-G( respectivement les cycles
>ts

re
RO

by
@]

mitotiques de 1'Cpithcélium int “Canal embryonnaire. Les e
de ces chalones sur la prolifération et la diffCrenciation cellu-

iaires dans cc tissu ont étdé¢ étudifés en fonction de la dose, in-

+

jectle, du stade de développement ct de la dur

- P R
¢odu Trarntanent.

L'inhibition provoquée par la chalone 2 est proportionnellc 3

la dosc injectée entre deux scuils d¢ concentration. ¢ quart
cnviron des cellules intestinales cn activité mitotigue cst
inscensible 4 la chalone 2 méme 4 la suite d'injections vipltcées
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de i'inhibitcur. Scules les celiules intestinales des onm
dgés (stade 34) sont sensibles d cette chalone ct répondent.par

. . e A
injections yepe-

[
[@XS
~
o
o
&

gr

un allongement de la phasc GZ qui, ma

tées de 1'inhibiteur, n'excéde pas une vingtaine d'heures. La

+héliws intestinal & 1a chalone |

sensibilité des cellules de 17épit

se manifeste 4 la fin du développement (stade 33) , comne dans
le cas de la chalone 2. A 1'ézard de la chalone 1, la pupulation
cellulaire cen activité mitotigue dans 1'intestin embryonnaire
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plus ¢levées et 25% environ de cellules inscnsibles 4 cet inhibi-
teur. Les injections vépét
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2es de chalone 1 bloquent définit

vement en phasc GT la moiti¢ environ des cellules en activité



mitotique dans 1'épithélium intestinal indifférencié au stade, 34 ;
en outre, clles accélcérent la consommation du vitellus, favo-
risent la différenciation des cellules @ mucus et diminuent le

nombre des cellules constituant les nids sous-épithéliaux qui

o

apparaissent au stade 36 et représentent le compartiment gén
ratcur de 1'épithélium intestinal. Les résultats obtenus per-
mettent de proposer un modéle de cinétique de la prolifcration
cellulaire au cours de la différenciation de 1'épithélium intes-
tinal du pleuroddle ; de plus, ils conduisent a 1'hypothése

que le nombre de divisions subies par une cellule embryonnaire
et le taux de chalone dans le tissu auquel elle appartient,

sont les deux signaux complémentaires qui déclenchent le blocage
du cycle mitotique et l'achdvement de la différenciation dans

cette cellule.

VIT - CONCEPTION ET REALISATION D'UN SYSTEME AUTOMATIQUE
D'ANALYSE MICROPHOTOMETRIQUE DES POPULATIONS CELLULAIRES

Un systéme d'analyse microphotométrique a balayage (S.A.M.B.)
a €t¢ congu et réalisé pour acquérir et traiter 1'image donnée
par un microscope. Le systéme procéde par balayage de 1'image au
moyen d'un disque de Nipkow interposé entre le micfoscope et un
photomultiplicateur. Un dispositif d'é@chantillonnage du signal
photométrique, dépendant du disque, permet d'éviter les erreurs
dues 4 la géomltrie du balayage. Le signal photométrique et les
impulsions d'échantillonnage de ce 'signal sont appliquées a 1'en-
trée d'un convertisseur analogique-numérique. Une unité de com-
mande et de contrdle, organisée autour d'un microprocesseur, per-
met d'alterner les déplacements de la préparation microscopique
entrainée par des platines motorisées , et le balayage des champs
successifs. L'image de la totalité de la préparation histologique
peut donc étre ainsi explorée puis reconstituée et analysée par
un ordinateur. Les performances du S.A.M.B. sont les suivantes :
pouvoir de résolution = 0,25 ym ; nombre de niveaux = 512 ; vites-
se = 4 KHz.

Les résultats préliminaires de 1'analyse densitométrique et
morphologique de cellules télencéphaliques embryonnaires colorées
par le réactif de FEULGEN, montrent que le S.A.M.B. permet de re-
connaitre et compter sélectivement les cellules en mitose, les

cellules en phase G1, S et'Gz ainsi que les cellules qui ne sont



. v 0 :
Ces données permettent d'établir les paramdtres de la prolifération

pas engagées dans un cycle mitotique (phase G, au sens large).
dans une population cellulaire, et notamment l'indice mitotique et
le coefficient de prolifération, & partir d'un seul &chantillon de
la population. En raison de ses performances, le S.A.M.B. peut
€tre appliqué & des analyses trés diverses dans tous les domaines

de 1'histologie et de la cytologie.
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