EUR 2201.f

{  EIBRARY TOPY

\

s,
s

COMMUNAUTE EUROPEENNE DE L’ENERGIE ATOMIQUE - EURATOM

RADIOBIOLOGIE CELLULAIRE
ET BIOCHIMIQUE

Rapport Final 1964

1965

Rapport établi par le Centre d’Etude de l’Energie Nucléaire - C.E.N.
Mol, Belgique

Contrat Euratom Ne 014-62-1 BIOB




AVERTISSEMENT

Le présent document a été élaboré sous les auspices de la Commission de la Communauté
Européenne de I'Energie Atomique (EURATOM).

Il est précisé que la Commission d EURATOM, ses cocontractants ou toute personne
agissant en leur nom :

1o — Ne garantissent pas I'exactitude ou le caractére complet des informations contenues dans
ce document, ni que l'utilisation d’'une information, d’un équipement, d'une méthode ou
d’un procédé décrit dans le présent document ne portent pas atteinte 4 des droits privatifs.

20 — N’assument aucune responsabilité pour les dommages qui pourraient résulter de l'utilisation
d’informations, d’équipements, de méthodes ou procédés divulgués dans le présent docu-
ment.

Ce rapport est vendu au prix de 40,— francs belges, sur demande
adressée 2: PRESSES ACADEMIQUES EUROPEENNES -
98, Chaussée de Charleroi, Bruxelles 6.

Le paiement se fait par versement a la :

— BANQUE DE LA SOCIETE GENERALE (Agence
Ma Campagne) - Bruxelles - compte N° 964.558,

-— BELGIAN AMERICAN BANK AND TRUST COMPANY -
New York - compte No 22.186,

— LLOYDS BANK (Europe) Ltd. - 10, Moorgate -
London E.C.2,

en mentionnant la référence : « EUR 2201.f - RADIOBIOLOGIE
CELLULAIRE ET BIOCHIMIQUE».

Achevé d'imprimer par Euratom,
Bruxelles, avril 1965.

Ce document a été reproduit 4 partir de la meilleure copie
disponible.

Manuscrit recu le 24 aolt 1964




EUR 2201.f

COMMUNAUTE EUROPEENNE DE L’ENERGIE ATOMIQUE - EURATOM

RADIOBIOLOGIE CELLULAIRE
ET BIOCHIMIQUE

Rapport Final 1964

1965

Rapport établi par le Centre d’Etude de I'Energie Nucléaire - G.E.N.

Mol, Belgique

Contrat Euratom N° 014-62-1 BIOB







SOMMAIRE

1. Modifications protéiques des tissus des souris irradiées.

(A, SASSEN, J.R. MAISIN, F. KENNES et J, FRANSSEN)

2. Etude de 1'influence des radiations sur la perméabilité des cellules
aux macromolécules.

(L. LEDOUX, P. GALAND, M. CALLEBAUT, R. HUART et P. CHARLES)

3. Etude sur la radioprotection du foie de rat en régénération.

(R._GOUTIER; L. BAUGNET-MAHIEU et I. BOLOGNA)




MODIFICATIONS PROTEIQUES DES TISSUS DE SOURIS IRRADIEES

Le but de cette recherche était 1'étude des modifications des
protéines chez &@es souris irradiées ou transplantées par de la moelle osseuse

iso- eu allsgénique,

Nous avons, pour étudier ce probléme, utilisé les techniques de
micreélectrophorése en gélose et d'immunocélectrophorése, Ces méthedes permettent,
en effet, teut en ayant un pofiveir de résolution excellent, d'analyser de trés

faibles quanticés de watériel.

I, ANIMAUX NORMAUX

La premidre étape avait pour but de préciser 1'image du sérum de
seuris normales en fenctieon des différentes races {(C57Bl, AK, C+, CBA) et d'eb-
tenir des dennées quantitatives 3 partir desquelles il serait possible de mesurer
les altérations produites par l'irradiatien, les résultats publiés en détail (1)
peuvent se régumer ainsi: l'électrophorzse en gélose met en évidence, dans le sérum
de souris, 11 fractions protéiques, domt la préalbumine; 1'immunoélectrophor2se
révile 22 lignes de précipitatien; avec certains antisérums, 2 arcs supplémentai-
res peuvent &8ire mis en évidence; 1l'image électropherétique est semblable peour
les &4 races étudiées; les seules différences qui ont €té obgservées pertent sur le

taux de protéines totales et la concentratien en o et en y-globulines,

-2~

Neus avens ensuite sberdé l'étude des protéines tissulaires rafin
de peuveir analyser les modifications survenant dans les erganes aprés une irra~
diation, La mise au point d'une technique utilisable pour le fole;, l& rate et les

gangliens d'une souris a ét& asgez laberieuse,

Une homogénéisation énergique en présence de détergents et une cen-
trifugatien 2 40,000 g ent finslement permis d'obtenir un extrait pretéique cotne
venant 3 1'électrepherése (2). Le foie, la rate et les ganglions montrent respec=
tivement 24, 15 et 16 fractions, En immunoélectrepherése, une fraction des pro-
téines d'erganes denne une réaction creisée avec l'albumine sérique; dans tous
les tissus, cette fraction posside une mobilité relative plus élevée que la sérum~

albumine, et ceci tent chez le vat que chez la seuris (3).
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11 n'a pas été possible de mettre en évidence; par électro-
phorése en gélose, la phosphatase alcaline du sérum; par contre, les isoenzymes
de la lacticodéshydrogénase (LDH) ont é&té étudiés avec plus de succes, Le sérum
et la majorité des organes montrent, en général, 5 fractions dont les propor-

tions varient; le testicule, par contre, posséde 6 ou mEme 7 isoenzymes. (1)

IT1. ANIMAUX IRRAPIES

Chez des scuris irradiées, les modifications des protéines sé-
riques varient selon la dose de rayons X: pour des doses 8upérieure§}a 700
(LD/100) lés phénomenes sont irréversibles et sont résumés dans le Tableau I.
Avec des doses inférieures, les modifications sont, d'une part, moins intenses
et, d'autre part, suivies psr une phase de régénération avec une tendance 3 la

normalisation de 1'image protéique (Tableau I).

Deg infectione microbiennes, spécialement par B,Pseudomas ou
B.Ptotamus, ont entratné un retard considérable dans 1l'interprétation des résul-
tats obtenus aprés irradiation, suivie ou non de transplantation ise- ou allo-
génique; en effet, l'image protéique peut &tre entilrement modifiée et les effets
normaux de l'irradiation totailement masqués par des infections de ce type., Celles-

ci ont cependant été mattrisées par une chloruration de 1'eau de boisson (6).

Chez le rat, les mffets de l'irradiation sur les protéines sé-
riques sont semblables & ceux observés chez lg souris (4); ces modifications ne
sont pas dues a 1l'imenitiénn survenant suite a 1l'irradiation, car le jeune en-

tratne des anomalies inverses & celles obtenues par celle-ci,

Au niveau des protéines tissulaires, les rayons X ne semblent
provequer que de minimes changements: une zone anodique gituée entre le point
d'insertion de 1l'échantilion et l'albuﬁine augmente de fagon diffuse., Quant a la
LDH, 1a rate et le thymus montrent un accroissement net de l'iaoengyme avec une

diminution simultanée de la fraction 5 (7).

Pour étudier certains aspects des altérations du métabolisme
azoté aprés une irradiatien, 1'incorporation d'acides aminés tritiés dans les
protéines sériques a été déterminée, Une premi2re conclusicn paraft se dégager
de ce travall en cours: tant chez les souris irradiées que chez celles irradiées
et transplantées par de la mowlle osseuse, l'incorporation de phénylalanine-3ﬂ

dans teoutes les fractions protéiques est égale ou parfois supérieure aux valeurs
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des témoins (8). Lors de la perfusion de foie de rats irradiés, on observe exacte
ment le meme phénoméne; de plus, le marquage de la préalbumine indique que celle-

ci est synthétisée par le foie,

Les recherches ultérieures dewront préciser :

1. Si le# diminutions de concentration protéique observées aprés irradiations
sont dues 2 une accélération du catabolisme ou 2 une perte de protéines;

2, Les réactions immunologiques chez les chimdres et l'influence de celles-ci
sur le métabolisme protéique;

3. La nature des fractions observées dans les protéines tissulaires,

TABLEAUY I,

Evolution générale apras:
Fractions
protéiques Rayons X Transplantation
Doge létale - Dose sublétale Isogénique /&llegénique
Préalbumine - 70%C - 30 % puis N = 50 7% puls N - 50 % puis
+ 20 7%
Albunmine - 25%¢C N - 20 7% puis N - 20 %
oy - 40 %V N + 10 % puis N + 20 %
% A + 40 7 puis N N N v
% 5 + 60 7% + 15 7% puis N + 20 % puis N + 60 7% puis N
“2~c + 260 % C + 100 7 puis V + 150 % puis N + 300 %
GZ-D + 507V \' + 60 7% puis N + 100 %
b - 25%V v N N ou V
82 + 707%C + 50 % puis N + 50 7 puis N v
63 \ N N v
Y - 90%C - 50 % puis N - 40 7 puis N - 90 %V
Protéines - 40 % - 10 7 puis N - 10 % puis N - 40 %
totales

- indique le pourcentage de diminution de concentration par rapport aux contrSles
+ indique le pourcentage d'augmentation de concentration par rapport aux contr8les
N indique un taux nermal (équivalent a 100 %)

V indique une évolution variable

C indique une évolutien constante.
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ETUDE DE L'INFLUENCE DES RADIATIONS SUR LA PERMEABILITE DES CELLULES
AUX MACROMOLECULES

I. ORGANES VEGETAUX

A, Translocation d'acides ribonucléiques

A 1'ajde de préparations d'acides ribonucléiques de levure,
I/
marqués au 140, au 3H ou au 14C at au 3H, nous avons pu montrer que le RNA
diffuse progressivemant 2 travers la graine en germination jusque dans le colé-

optile et les racines de la plantule (2),

La quantité de RNA trsndféré, apparemment sans dégradation
appréciable, diminue avec 1'8ge des plantules et avec 1'importance croissante
de leur métabelisme propre du RNA bien polymérisé est mieux absorbé que celui
qui est prédigéré enzymatiquement, Les évidences actuellement obtenues sont
contre toute profonde dégradation préliminaire suiviesd'une resyntheése de la
macromolécule in situ., Ceci a été montré dans les expériences ol nous avons
utilisé du RNA doublement marqué et ol le rapport des marques, au cours de 1l'ex-
périence, est resté constant, Nos résultats montrent également que les racines
absorbent beauceup plus de RNA que le coléoptile. D'autre part, la quantité
ainsi abserbée représente une grande partie de la quantité de RNA qui appawait
normalement durant une période équivalente de croissance normale de la plan-
tule,

Ce RNA de levure peut 8tre détecté dams le cytoplasme du
coléoptile et des racines par autoradicgraphie et dans leurs fractions "granu-

les légers" par ultracentrifugation fractionnée,

Le RNA dé levure posséde une action inhibitrice principale-~
ment sur la croissance radiculaire, ¢'est-a-dire au lieu méme de l'absorption
préférentielile,

Des expériences comparativas ont été effectuées & partir ds

RNA enslogue wmarqué au thioura¢ile-358 ou au thiouraciie-140(+°

. Nos vésultats
montreat que ce thio-RNA pénédtre dans les cellules du coléoptile ou dang celles
des racineg de 1forge en germination, L'igportance de l'absorption est cependant 10

a 30 feis plus faible pour le thio-RNA que pour les RNA normeux et, ici aussi,

+ . A
e Bavernfeind, A. et Ledoux, L?, Arch.intern.Physiol.Biochim,, 71, 121-122,
1963

Bauernfeind, A. et Ledoux, L., Arch.intern,Physiol.Biochim., 71, 123-124,
1963.
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1'affinité des organes pour la mscromolécule diminue avec l'fge de 1l'embryon et

avec l'accroissement de ses activités de synthese (9, 10).

Ces résultats sugg2tent que 1'importance de l'absorption et
(ou) de la rétenpion de 1l'acide ribonucléique par les cellules d'orge dépend de

la composition et (ou) de la structure de celui-ci,

B. Translocation d'acides désoxyribonucléiques (DNA)

Nous avons étendu les recherches décrites ci-dessus & liacide

désoxyribonucléique.

Les premiers résultats obtenus par les méthodes dfanalyse clas-
sique indiquaient que le DNA, qui migre 2 travere la gaine jysqu'aux racines, y
arrive intact, tandis qu'il semblait détruit par les coléoptiles (10).

Afin d'étudier plus en détail. ces phénom2nes, nous avons
mis au point une méthode originale de chromatographie sur papier de DEAE-cel-
lulose (12), Cette méthode ncus permet d'obtenir plusieurs fractions différen-
tes A partir des acides nucléiques utilisés et de suivre des fractionms pendant
leur absorption par les organes de l'orge., Les résultats ainsi obtenus confir%
ment les premiéres données biochimiques et montrent que le DNA est absorbé par
les cellules des racines sans dégradation préalable appréciable et qu'il n'est
pas abserbé ni retenu par les cellules du coléoptile (15). En fait, 1'étude
cinétique révele l'existence d'un pulse initial d'absorption dé DNA par le coléop~
tile suivi d'une élimination tr2s rapide de ce DNA et de l'acido-soluble formé.
Ce phénom2ne est suivi d'une lente réabsorption des composés acido-solubles et

d'une lente synthi2se de novo de DNB a partir de ces composés,

Nous avons préparé, & ce jour, plusieurs lots d'acides dé-
soxyribenucléiques a trés haute activité spécifique (1 Ci/mM). Ces différentes
préparations ont un m@me disgramme spécifique d'élution chromatographique.

Grice & la prepriété d'autoradiolysc(40

de ces DNA, nous avons disposé, au
cours des derniers mois, de préparations présentant des profils différentas,
Nous avons ainsi été en mesure d'effectuer éine comparaison assez é&tendue de

| 1'absoxptien et du sort de différentes espdces macromoléculaires de DNA,

(+*Etudiée;loun contrat Euratom/C.E.N., n® 024-62-3 RISB
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Les résultats obtenus montrent clairement que la structure
chromatographique du DNA absorpé par les plantules se retrouve intégralement
dans les cellules des racines, Dans le coléoptile, au contraire, on observe
une dégradation trés grande et une convergence vers un modéle commun i partir
des différentes wspdces de DNA utiligées, Les autoradiographies confirment 1la
haute radicactivité et 13 localisation spécifique de ces DNA marqués dans le
noyau des cellules des racines d'orge en germination, A noter, qu'ici aussi,
nous observens un effet de 1'@ge de l'embryon: plus 1'embryon est 8gé, plus le

DNA est hydrolysé au cours de son transfert de la graine aux différents organes,

Des expériences toutes récentes, destinées a 1'étude du sort
de la molécule ingérée, ont été effectuées & l'aide de pulses brefs de DNA radio-

actify suivis par une incubation longue en présence de DNA non radioactif,

Il semble que le DNA absorbé& par les cellules des racines
reste nen modifié pendant plusieurs heures; aprés 1 jour, cependant, il semble
(meis ces résultats préliminaires doivent encore 8tre confirmés) que le DNA a
été remodelé par les cellules ol il a pénétré intact sans, pour autant, provo-

quer de diminuation,

A notercque ces résultats sont en accord avec ceux que nous &avons
obtenus (17) en suibant 1l'incorporation de la thymidine-3H dans le DNA des cellu-

les d'ascites. En effet, dans ce cas, bien que la marque globale du DNA reste

stable au cours du temps, on observe une modification progressive de l'importance
relative des différentes fractions éluées par chromatographie, Ceci suggére qu'une |
partie des molécules constituant '"le DNA" celiulaire, subissent, normalement, cer-
tains remodelages cenduisant 3 des modifications progressives de leur structure

fine.

C. Effet des rayons X sur la transiocation des acides nucléiques ot des

protéines marquées dans l'orge en voie de germination

Des acides nucléiques, de l'ovalbumine, de la conalbumine, du
lysozyme et de 1l'ovomucotde (préparés par synthése biologique 2 partir de blanc
d'oeuf de poule) et de la‘rﬁbanucléase (préparée par tritiation in vitro selon
la technique de Wilzbach) ont été utilisés (4).

L'influence des rayons X sur les pnénon2nes de translocation
& été étudiée pour différentes doses, L'irradiation inhibe rapidement la tranms~
location & des deses faibles (500 r); elle la supprime parfois a des doses plus
élevées (2 partir de 3000 r). A cet égard, toutefois, la translocation dés dif-
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férentes macromolécules est affectée de maniére différente par les rayons X et
i1 semble bien que ces phénoménes ne soient pas 1iés au poids moléculaire ni au

point isoélectrique de la molécule étudiée.

Si on compare ces résultats a ceux qui ont été obtenus lers
de 1'étude de 1'influence des rayons X sur le wmétabolisme des différents organes
de 1l'orge, on constate que les mécanismes de translocation sent, en général,
beaucoup plus radiesensibles que les processiis de synthese, 11 faut, en effet,
des doses assez élevées (1) pour que ceux-ci soient bloqués rapidement, alors

que les phénomenes de translocation se produisent immédiatement, meme aux fai-

bles doses.,
Au cours de recherches effectuées sur le métabolisme des acides 1
nucléiques et des protéines, nous avons pu montrer (1) que des doses de 500,
2500, 12500 eu 62500 r de rayons X provoquent des modifications de teneur en
acides nucléiques et en protéines, qui sont perceptibles plusieurs jours apres
que la dose a été appliquée., Nous n'avons cependant pas pu mettre en évidence
une modification immédiate du métabolisme,

Etant donné la grande radiosensibilité des:iphénomeénes de trans-
location et &tant donné que ces phénom2nes semblent &tre tr2s importants aujpeint -

(+°, il n'est pas impossible que leur inhibition par 1l'irra-

de vue ﬁuautitatif
diation puisse aveir quelque importance sur 1'évolution ultértkeure des différen-

tes parties de 1l'embryon.

II. CRGANES ANIMAUX

A, Organes génitaux en hyperplasie ou en hypertrophie

Nous avons montré (7) que de l'acide désoxyribonucléique tri-
tié d'origine bactérienne, injecté par voie intraveinese 2 des souris femelles
impub2res traitées a 1'oestradiol, est incorporé dans les ovaires et le vagin,

a2 1l'exclusien de 1l'utérus,

Ces résultats ont été confirmés avec plusieurs préparations
de DNA-3H et une étude autoradiographique des organes"a montré l'existence d'un

marquage des noyaux cellulaires 2 minutes déja apreés 1'injection du produit,

™ Dans les embryons d'orge, par exemple, la quantité de RNA exogéne qui peut
etre transférée est voisine de celle qui apparatt normalement, pour un méme

laps de temps, dans les organes en croissance,
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Une étude approfondie de la synthese du DNA dans ces organes a été effectuée 2
1'aide de thymidine-BH ou de DNA-3H hydrolysé. Elle indique que cette synth2se
est trés importante dans 1'utérus et trés faible dans le vagin et lesiovaires.
L'étude de 1'activité mitotique de ces tissus montre l'existence de périodes
d'activitf mitotique intense qui semblent succéder aux périodes d'incorporation

active de thymidine (utérus) ou de DNA (vagin et ovaires )(+).

Ces résultats, obtenus par les méthodes biochimiques classiques,
ont été confirmés par chromatographie sur papier de DEAE-~cellulose, Dans ce cas,
nous avons vérifié que le profil chromatographique du DNA injecté par voie in-
traveineuse dans 1l'animal était retrouvé dans les homogénats d'ovaires, tandis

que,dans 1'utérus, on observe une plus faible incorporation d'un DNA modifié’

Des essais préliminaires ont été entrepris afin d'étudier l'ef-

fet des radiations sur ces phénomenes (5).

B. Tissus normaux ou cancéreux
a) in_vivo

+
Des souris femelles C , porteuses d'un carcinome spontané, ont

été injectées par voie intraveineuse a l'aide d'acide désexyribonucléique marqué.

Les animaux ont été sacrifiés a des temps variables aprés
1'injection. Les tissus et organes sont prélevés, homogénéisés et soumis & 1'ana-

lyse chromatographique sur papier de DEAE-cellulose,

Nos résultats (8, 16) montrent que, 10 minutes déja aprés 1l'in-
jection, un fort pourcentage du DNA injecté a été absorbé par les organes. Ce
pourcentage est proche des 95 7 dans le cas des préparations de DNA les plus
polymérisées, L'avidité des différents organes et thssus, pour le DNA injecté,
est trds variable d'aprés le tissu considéré, Ce sont les ovaires qui manifestent
1'avidité la plus grande, suivis par la tumeur, la peau, l'intestin, les reins,
les poumons, etc... Outre ces différences de quantités, il existe des variations
tr2s nettes dans les diagrammes d'élution de la radioactivité, Les fractions ob-
tenues pour les ovaires, la peau, l'intestin, les reins et la rate sont trés
semblables 2 celles du sang et du DNA original, Dans les autres organes, et spé-
cialement dans le foie, le DNA abeorbé est dégradé, Des résultats ont été con-

firmés sur des organes perfusés ou en culture,

+

On retrouve ici cette ragle d'équilibre entre synth2se et translocations

déja observée dans l'orge (2). Les tissus qui synthétisent beaucoup: de DNA
a partir de petits précurseurs sent, en général, peu avides de DNA exogene,
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Les résultats (8) montrent que:

1. Le feie dégrade le DNA en mononucléotides; il ne retient pas de DNA poly-
mérisé (diagrammes identiques pour les sangs veineux et artériels); la bile

formée pendant 1'expérience est tras radioactive,

2, L'intestin paratt retenir surtout les fractions polymérisées du DNA, Il
semble se saturer rapidement en fractions de faible poids moléculaire (dif-

férences marquées des diagrammes des sangs veineux et artériels).

3. Le rein perfusé semble sccumuler d'abotd les fractions polymérisées du DNA,

pour les libérer ensuite trés rapidement dans le sang veineux,

— s e mm— e e e e e

Des techniques de culture d'organes ont été mises au point
dans le but de maintenir en survie et, éventuellement, de permettre la croissan-

ce d'organes ou de tissus embryonnaires in vitro,

Ces techniquee nous permettent actuellement de maintenir en
survie (révélée par 1l'incorporation de la thymidine-3ﬂ et la réponse 2 1l'oestra-

diol macroscepique); pendant 2 a8 3 jours les ovaires et, pendant 7 jours, l'utérus,

D'autre part, les techniques d'analyse microshimique, rendues

nécessaires par la nature #8me du métériel, sont é€galement au point actuellement,

Les résultats biochimiques (8) obtenus 2 l'aide d'ovaires em-
bryonnaires, maintenus en survie iu vitro et traités par du DNA merqué, montrent
que l'organe est capable de fixer une certaine quantité d'acide désexyribenu-
cléique intact, L'interprétation de ces résultats est cependant, actuellement,
encore difficile et diverses expériences contrbles sont en cours, 2 la fois sur
ovaires embryennaires et sur ovaires de souris impuﬁéres de 3 semaines, traitées
a l'cestradiol, dans le but de préciser la leocalisation exacte et la cinétique

du marquage,

Dans cette optique, des expériences de survie in vitro, aprés

pulse de marquage in vive, szent &également en cours.

Neus espérons, gr8ce & ces techniques, pouvoir étendre netre
étude 2 1l'effet des rayons X sur la fixation de DNA-3H par des organes séparés du

contexte enimal,
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Les premiers résultats obtenus sur des tractus génitaux em~
bryonnaires montrent que la synthése du DNA reste trés active pendant plusieurs
jours, Ceci nous permettrs peut-82tre d'étudier en détail 1'éventualité d'une

translocation de macromolécules 2 l'intérieur du tractus génital,

- d o e e G - e —

Nous avons, dans une série d'expériences, examiné le sort du
DNA hautement pelymérisé, injecté dans le duodénum de souris normales et irra-
diées, Les résultats préliminaires obtenus dans ce domaine indiquent que le DNA
est résorbé trés rapidement par 1l'intestin dans le sang et, de 12, dans les or-
ganes, d'une fagon 2 peu prés semblable & ce qui se passe lérsqu'il est injecté
par voie intraveineuse, La différence est que, dans ce cas, le foie semble capa-
ble d'accumuler de 1l'acide désoxyribonucléique intact; a noter que la voie de
régsorption, trés différente par rapport au cas précédent, pourrait expliquer ces

régsultats apparemment contradictoires.

Dans le cas d'animaux irradiés par 2500 r, 3 jours avant l'in-
jection d'acide désoxybibonucléique dans 1'intestin, on observe une:tras bonne
résorption du DNA par la paroi intestinale, une absorption des molécules polymé¢
risées dans le foie et partout ailleurs, y compris dans le sang circulant, une

destruction complate de l'acide désoxyribonucléique injecté,

Ces résultats préliminaires suggérent que, nous l'action de

1'irradiation, de la DNase circulerait dans le systime sanguin non portal,
Différentes expériences sont en cours dans ce domaine,

C) Tissus embryonnaires

Des souris C+ gravides ont été injectées par voie intraveineuse

d'acide désoxyribonuclébque marqué (16).

Les animaux étaient utilisés environ 10 jours aprés la concep-
tion, moment de la synthése maximum de l'acide désoxyribonucléibque am niveau des
ovaires,

Les soutis sont sacrifiées 3 des temps variables aprés l1l'in-
jection (de 10 minutes 2 2 heures). Les homogénats des tissus et organes des fe-
melles gravides, ainsi que les homogénats des embryons et des placentas, sont sou-

mis 3 une analyse chromatographique sur papier de DEAE-cellulese,

D'autre part, un échantillon de chaque tissu est recueilli,

fixé et préparé pour 1l'aitoradiographie,

Des souris gravides prises comme témoins sont injectées de thy-
midine-3ﬂ.
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Les résultats obtenus montrent que, 30 minutes déja aprés l'in-
jection, un tras fort pourcentage du DNA injecté a été résorbé par 1'embryon (la
quantité trouvée dans le placenta est trés faible). Ce DNA semble apparemment
etre entré dans modification dans les cellules de 1'embryon. Les autoradiographies
montrent qu'il semble s'agir d'une absorption sélective par certains tissus, En
effet, nous trouvons la marque bien localisée dans les ébauches mésodermiques,

I1 est encore tré®Pt8t pour préciser de quelles ébauches il s'agit et de tirer des
conclusions des conséquences éventuelles que cette absorption pourrait aveir sur
la physiologie de 1'anémal. Néanmoins, étant donné 1'incidence possible de ces
résultats sur le comportement de la sburis'adulte et de sa descendance, nous dé-
veloppons actuellement cette étude en utilidant, notamwment, des embryons traités
par de l'acide dés@xyribonucléique‘in viveo, pdia transférés dans un utérus de

souris non radicactive préparée par copulation stérilé.

Les techniques utilisées semblent devoir permettre une survie

et, éventuellement, un bon dévepoppement de 1l'embryon ainsi transplanté.

‘Cette technique devrait nous permettre de suivre le sort du DNA

absorbé par l'embryon et les modifications éventuelles de sa structure fine.

Bien qu'il soit encore trop tdt pour tirer des conclusions des

résultats préliminaites'décrits ici, il nous faut souligner ceci: aprés l'injec-

'tion de thymidine on n'observe pas le méme marquage qu'aprds 1l'injection de

DNA-H,

I1 semble donc bien que, dans le cas des injections de DNA-3H,

~ nous obtenons-une'incorporation 1mmédiate_préférentielie dans certaines structures

MOfpholegiques.

I1T1. CELLULES ANIMALES
A. Pénétration de protéines et d'acide désoxyribonucléique

Nous avens étudié (6) le comportement des cellules de tumeur
d'ascites (LandschOts) incubées in vitro en présence de protéines marquées (oval-
bumiéne, evomucetde, conalbumine, lysozyme) ou d'acide désexyribonucléique (marqué
de bactéries).

L'étude biochimique et autoradiographique (i1) indique que les
cellules peuvent abserber ces macromolécules, qui peuvent meme atteindre les

noyaux cellulaires,
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Maintenues en histioculture, les cellules de tumeur d'ascites
utilisent également le DNA macromoléculaire sans qu'apparaisse de radioactivité
dans leur fraction acido-soluble, Cette observation indique un taux d'utilisation
du DNA trop rapide que pour &tre dQ a un processus complexe de dégradation suivi

de resynthese,

Les cellules d'ascites semblent donc perméables non seulement
a la ribonucléase, ainsi que 1'avaient montré Ledoux et al.(+)(1956), mais méme

3 des protéines plus grosses et 2 l'acide désoxyribonucléique,

B. Pénétration et effets de 1l'acide ribonucléique (RNA)

Nous avons orienté une partie de nos recherches dans la voie
de 1'étude de la pénétrration de RNA hétérologhes dans les cellules de tumeur
d'ascites, afin de préciser les modalités de la pénétration du RNA, son mécanisme

et ses conséquences au point de vue du métabolisme protéique,

(1)

Les résultats de ce travail peuvent se résumer comme guit:

140) de levure ou de bactérie pénétre effectivement dansles cellules

Le RNA (3H ou
de tumeur d'ascites; la courbe de pénétration en fonction du temps montre que la
vitesse d'absefption est initialement trés grande et qu'elle diminue apras 20

minutes, pour tendre vers un platesu, La quantité ingérée peut atteindre 4 % de
la teneur des‘cellules en RNA, Les cellules utilisent mieux le RNA intact que le

méme RNA dégradé par la RNase,

L'autoradiographie montre que le cytop}asme et le noyau se mar-
quent de fagon égale et simultanée, tandis que le nucléole reste tres faiblement
marqué, Ceci va 2 1l'encontre de de qu'on observe généralement dans le cas d'une

synthége & partir de précusseurs,

Le RNA se fixe aux différentes structures subcellulaires, avec
cependant une affinité plus grande pour des granules lourds qui, damns 1'ultracen-

trifugation, selon de Duve, sédimentent avec la fraction mitochondriale,

La distribution des bases du RNA fourni (évaluée par la radio-

activité de ses produits d'hydrolyse séparés par chromatographie) se retrouve

S Ledoux, L., Baltus, E. et Vanderhaeghe, F., Arch.intern.Physiol.Biochim., 64,

135-136, 1956.
(1) qui constitue une partie de la th2se (14) que compte présenter prochainement
P.Galand peur l'obtention du grade de Docteur en .saiences (Faculté des Scien-
ces, U,L.B.,)
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inchangée dans le RNA extridit des cellules qui ont été incubées en sa présence.
I1 en est de m&me de la distribution des fractions &luées par chromatographie

sur papier de DEAE-cellulose.

Ces résultats indiquent que le RNA est ingéré sans qu'il y ait

de remaniement notable de sa composition,

b) Mécanisme de la pénétration di RNA

L'étude des conditions métaboliques présidant 2 la pénétration
du RNA exogene montre que celle-ci se fait sans modifier la consommation d'oxygéne
des cellules (14, 17). D'autre part, la température d'incubation régle la quantité

absorbée. Il n'y a cependant pas de corrélation directe entre l'effet euxercé par

la température sur la consommation d'oxygéne et celui qu'elle exerce sur la péné-

tration du RNA,C'est ainsi qu'a 0°C, ol toute consommation d'oxygéne est abolie,
1'inhibitien de 1'absorption de RNA n'est que de 80 7 environ, Cependant, le dini-
trophénel, qui découple les phosphorylations oxydatives, peut (& condition que son
action précéde l'incubation en présence de RNA) inhiber 1la pénétration du RNA,

I1 n'exerce cependant cette action que sur l'absorption qui a

lieu au-dela des 5 premi2res minutes de 1l'incubation.

Ces résultats, et particulidrement le dernier qui se rapproche
trés fert des observations fajites par Schumaker, dans le cas de la pinocytese chez
1'amibe, indiquent que 1'abserption de RNA se fait grfice 3 l'intervention aétive
de la cellule et, selon toute vraisemblance, par un mécanisme du type "pinocytose",
Cette coﬂciusion doit &tre nuancée par 1l'observation que nous avons faite selon la-
quelle des cellules vieilles absorbent plus de RNA que des cellules jeunes, Etant
donné que les cellules vieilles sent plus pauvres en RNA, cette observation pourrait
suggérer un certain centrdlz exercé par les cellules sur la pénétration du RNA,
qui ne serait retenu dans les celiules qu'en fonction de la présence de "sites"

intracellulaites disponibles.

c) Effets biolegiques du RNA hétérologue

La présence de RNA de levure dans le milieu d'incubation a
pour censéquence une augmentation du taux d'éncorporation des acides aminés mar-

qués dans les protéines cellulsires. (13).
Dans un milieu convenable, l'amqéuwntation peut 8tre de 250 %.
Le RNA d'ascites ou le RNA de foie ont le m@me effet,

Devant la difficulté de mettre en évidence la transmission,

par un RNA hétérelegue, d'une spécificité cerrespondant a 1'organe dent il provient,
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nous aveons préféré étudier un systéme-type constitué par des polynucléotides

artificiels, dont la composition cerrespond & une information unique,

Le poly-U et le poly-A, qui activent respectivement 1l'incor-
poration de la phénylalanine et de la lysine par les systémes gcellulaires de

E.coli, ont été utilisés,

Plusieurs auteurs ayant montré que dea extriits de cellules de
mammi féres: (et notamment de cellules de tumeur d'ascites) répondaient 2 ces
polynucléotides comme les extraits bactériens, la question de l'universalité du

code ne constituait plus un obstacle théorique a notre rentative,

Les résultats obtenus sont trés encourageants, Ils montrent,
en effet, que dans le cas de cellules intsactes, le poly-U active 1l'incorporation
de la phénylalanine (jusqu'a 40 %au+dessu3 du niveau de l'incorporation normale)
et inhibe celle de la lysine. Le poly-A, au contraire, active l'incorporation de

la lysine de 40 7, et est sans effet sur l'incorporation de la phénylalanine.

Ces résultats seront complétés par des essais réaliség en uti-
lisant les m8mes polynucléotides (plus le poly-C) et d'autres acides aminés, afin
de préciger le degré de spécificité de leur action,

Ils indiquent cependant que les cellules de tumeur d'ascites
petivent répondre effectivement a 1l'information véhiculée par des polynucléotides
de synthase (RNA synthétiques).

C. Effet de rayons X sur la pénétration des macromolécules

Nous avons étudié la pénétration de la ribonucléase-3H dans
des cellules non irradiées et dans des cellules irradiées par différentes doses

de rayons X,

Les résultats obtenus (3) montrent que, jusqu'a 1200 r, les
rayons X activent la pénétration de la ribonucléase et qu'au-dela de cette dose,

cet effet disparatt et est remplacé par un effet finhibiteur croissant avec la dése,

I1 est intéressant de noter, par ailleurs, qu'une dose de 800 r
augmente l'abserption du RNA et du DNA (de meme donc que celle de la ribonucléase),
alors que cette dose est sans effet sur la pénétration du lysozyme et de la cenal-
bumine.

No-ons toutefois que ces conclusions résultent d'une étude
globale par voie biochimique. Cette remarque est nécessitée par le fait que, dans -
des expériences préliminaires ol nous avons fait appel & la technique autoradio-
graphique, neus avens constaté que les rayons X agissent sur la distribution in-

tracellulaire des macromolécules ingérées,
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C'est ainsi qu'une irradiation de 800 r semble aveir pour résul-
tat de lever une batriére localisée au niveau de 1’ membrane nucléaire, On ob=
serve, en effet, qu'en présence de 1ysozyme-3H, ia marque gurtout cytoplasmique
chez les centr8les, devient spécifiquement nucléaire dans le cas des cellules
irradiées,

Ces résultats, qui demandent encére & 8tre précisés et dévelop-
pés, suggirent 1'existence d'un effet des radiations sur la perméabilité des

différentes membranes cellulaires aux macremclécules,

Comme il s'agit d'effets imuédiats des radiations, ebservés a
des deses qui ne modifient pas 1'incorporatien des précurseurs, ces données
ouvrent une veie particulidrement intéressente a l'étude des 2ffets primaires

du rayennement sur les cellules,
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ETUDE SUR LA RADIOPROTECTION DU FOIE DE RAT EN REGENERATION

I. DISTRIBUTION INTRACELLULAIRE D'HYDROLASES CYTOPKASMIQUES

Il est bien connu que l'irradiation totale d'un mammifare pro-
vogle une hausse de 1’activité des nucléases dans la fraction soluble du cyto-
plasme de rate et de thymus aux dépens des fractions granulaires (mitochondries
et lysosomes).

Afin de voir si cette labilisation d'enzymes est en rapport
avec la radiocsensibilité, nous nous sommes adressés A un organe dont la radio-
sensibilité gemble varier au cours du temps: le foie en régénération (1, 2), On
galt, en effet, que la régémération est retardée davantage et par de plus fai-
bles deoses de rayons X lorsque l1l'irradiation est donnée avant le début de la

synthése du DNA (c'est-2-dire avant la 18&me heure) qu'apres,

Le cytoplasme soluble, c'est-a-dire la fraction restante
aprés sédimenta2tion des mitochondries et des lysosomes; contient envirom 15 %
de 1'activité totale de la désoxyribonucléase acide et de la phosphatase acide

de 1'homogénat de foie normal ou en régénération,

En irradiant le rat par 700 r, immédiatement avant ou aprés
1'hépatectomie partielle, on constate que, 6 heures aprés l'irradiation, le pour-
centage des deux enzymes solubilisés passe de 15 & 30 %. Si l'irradiation est
donnée 12 heures aprés l'hépatectomie, la proportion d'enzymes dens le cytoplasme
soluble n'atteint pas 25 % en 6 heures; elle est inférieure 3 20 % aprés une
irradiation donnée a4 la 182me heure, Enfin, on n'observe plus aucune solubilisa-
tion de DNase acide ou de phosphatage acide lorsque les rats sont irradiés 24
heures apr2s l'hépatectomie partielle, Dans ce dernier cas, la gynth2se de DNA
avait déja commencé au moment de l'irradiation et l'organe était donc moins radio-
sengible, La période de plus grande radiosensibilité du foie en régénération cer~
regspond donc 3 une période ol les lésions des lysosomes sont également plus

pronencées,

LI. RELATION ENTRE L'ACTIVITE DE_LA DESOXYRIBONUCLEASE ACIDE ET LA CROISSANCE

Nous avions observé précédemment que, dans les racines de pois,
1%activité spéeifique de 1a DN&se 2cide était beaucoup plus élevée dans le méris-
téma, ol se localiszent leg mitoses, que dans le segment supérieur. C'est chez le

rat en croissance que nous avons poursuivi cette étude en mesurant 1l'activité de

la DNase acide d'organes ayant des vitesses de croissance différentes (3),.
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Sur des rats 8gés d'une heure, 1, 2, 6, 21 et 49 jours, on a
prélevé le cerveau, le foie, la rate et le rein et rapporté l'activité de leur
DNase acide & la teneur en protéines ou au taux de DNA, A tous les 8ges, l'in-
dex mitotique est plus élevé dans la rate que dans les autres tissus, Exprimée
par mg de DNA (c'est-a-dire approximativement par cellule), l'activité de la
DNase acide est moinsiélevée dans la rate, qui est pourtant le tissu & crois-
sance la plus rapide. Mais les cellules de la rate sont plus petites que celles
des trois autres tissus, comme l'indiquent le nombre de noyaux par camp micros~

copique et aussi le taux de protéines par cellule (par mg de DNA).

La teneur d'une cellule en DNase acide est donc en rappatt di-
rect avec la taille de la cellule., Par contre, l'activité spécifique par mg de
protéines est toujours la plus élevée dans la rate et la plus basse dans le cer-

veau, comme le sont aussi les index mitotiques,

Si la relation entre l'activité de la DNase acide et la crois-
sance n'apparaft pas nettement lorsqu'on compare des prganes 2 vitesses de crois-
sance différentes, elle s'impose, par contre, lorsqu'on 1l'étudie dans un organe
a2 mitoses synchromisées, comme le foie '‘en régénération. Dans ce cas, l'activité
de la DNase acide augmente de pres de 100 7 entre la 122me et la 182me heure qui
suit 1l'hépatectomie. Or, & ce moment, il n'y a encore ni mitoses, ni synth2se de
DNA,

On peut donc affirmer qu'il s'agit bien, dans ce cas, d'une
haugse du taux de DNase acide par cellule et que, de plus, cette hausse précéde

le début de la synthese du DNA,

III. RADIOPROTECTION DE LA BIOSYNTHESE DU DNA DANS LE FOIE DE RAT EN REGENERATION

Dans cette série d'expériences on a mesuré l'incorporation de
thymidine tritiée dans le DNA de foke de rats hépatectomisés et soumis & une irra-
diation totale de 700 r, avec ou sans protection chimique par 1'AET.

I1 ressort des premiers résultats obtenus que l'inhibition de
biosynthé¢se de DNA observée apreés l'irradiation est moins pronencée, 2 la 482me

heure, chez les rats injectés d'AET que chez les raté irradiés sans protection.

IV. INHIBITION DE LA POLYMERASE DU DNA PAR LES MICROSOMES DU FOIE DE RAT

Davidson (Glasgow) a montré que des extraits aqueux de foie
de rat normal inhibent la DNA-polymérase d'extraits aqueux de tissus en prolla-
fération, Tout en confirmant cette observation, nous avons constaté cependant
que des extraits de foie normal en sackharose 0,25 M (isotonique) étaient dépour-
vus de pouveir inhibiteur, Nous avons ainsi été amenés & fractiomner du tissu

hépatique par centrifugation différentielle en noyawx, mitochondries et microsomes




- 23 -

organites que nous avons ajoutées ensuite au milieu-test pour la mesure d'activi-
té de la DNA-polymérase, Seule la fraction de microsomes produit une inhibition
prononcée (80 % 90 %) de l'incorporation de thymidine marquée dans une amorce de
DNA. Les ribosomes, par contre, n'ont aucune action inhibitrice. Les membranes
microsomiales, responsables de 1'inhibition, sont riches en phosphatases suscep-

tibles d'interférer avec la synthése du DNA in vitro,

Nous avons cependant observé aucune corrélation entre le
degré d'inhibition de la DNA-polymérase et l'activité des phosphatases, Ainsi
un extrait de foie en saccharose 0,25 M est dépourvu de pouvoir de pouvoir inhi-
biteur, alors qu'il manifeste une activité phosphatasique plus élevée que celle

*
d'un extrait aqueux.

En préparant par centrifugation quatre fractions de microsomes
de plus en plus légers, on constate que la derniére, la plus légére, n'a plus de
pouveir inhibiteur, alors que 1"activité spécifique de ses phosphatases est pres~

que'égale a celle des fractions de microsomes globaux,

A teneur en protéines égale, les microsomes de foie en régéné-
ration ont un pouveoir inhibiteur moitié moindre de celui des microsomes de foie
normal, Le fait que la DNA-polymérase paralt bien se trouver en grande, si pas en
ma jeure partie dans le cytoplasme, renforce l'intér8t de 1l'observation d'un fac-
teur inhibiteur de cet enzyme sur les microsomes. Que ce facteur pmisse jouer un
rBle physiologique est suggéré par le fait que son activité diminue au cours de
la régénération hépatique (4, 5, 6, 7, 9 et 12).

V. LES_PHOSPHOKINASES DE LA THYMIDINE DANS LE FOIE EN REGENERATION

Des extraits aqueux de foie en régénération ont servi a mesurer
1'activité des ATP-thymidine-phosphotransférases. On incube les extraits a pH
8,0 mn présence d'ATP, de Mg et de thymidine-2-14c; apr2s 30 minutes, on arréte
la réaction par addition d'acide perchlorique., La fraction acido-soluble est chro-
matographiée sur papier pour séparer la thymidine (TdR) et ses esters mono-, di-
et triphosphates (TMP, TDP, TTP). ’

Une premidre série d'expériences a eu pour but de voir les ef-

fets de 1l%irradiation totale et d'um radioprotecteur chimique, 1'AET, sur l'acti-

vité des kinases du foie en régénération,

Les kinases de la thymidine, inactives dans le foie normal,
Eommencent 3 s'activer 12 heures aprés l'hépatectomie partielle; un maximum

d'activité est atteint a la 362me heure,




En irradiant les rats par 1000 r avant 1l'hépatectomie, on re-
tarde de 12 heures l'apparition des kinases, L'injection d'AET avant l'irradia-

tion ne diminue par ce retard (8).

VI. ANOMALIE DE COMPORTEMENT DE LA THYMIDINE TRITIEE IN VITRO

Au cours des mesures d'activité des phosphokinases de la thy-

midine, nous nous sommes étonnés d'obtenir des résultats tres différents avec la

thymidine12-14C et avec la thymidine-6-3H.

Noug avons donc comparé systématiquement le comportement de

ces deux thymidines (10, 11),

1
Par rapport & 3H-TdR, une plus grande proportion de TdR- 40

est convertie en ssters phosphorés, Quatre extraits de foie ont assuré: la phos-
1

phorylation de 22, 32, 34, et 43 % de 4C-TdR (somme de TMP 4+ TDP +TTP) et res~

pectivement 3,3, 6,1, 5,9 et 8,3 % de 3H-TdR.

Les produits de radiolyse de 3H-ldR (représentant au maximum
15 % de la radioactivité totale) n'interférent pas avec la réaction enzylatique,

car la présence d'3H-TdR ne diminue pas la phosphorylation de lac-TdR,

On sait que les extraits de foie catabolisent la thymidine en
dihydrothymine, en acide g-ureido puis Beaminoisobutyrique, Au cours de cette der-

nidre transformation, le carbone 2 est perdu (en CO,). Nous constatons; en:effet,

une certaine perte de radioactivité de le TdR-Z-IQC? Mais, dans les mémes condi-
tions, 1'3FaTﬂR perd plus de radioactivité, C'est ainsi qu'én a observé des per-
tes de 3, 5, 10, 15 et 16 % pour le 14C-TdR contre, respectivement, 25, 32, 49

et 36 % pour 3H-TdR. Cette perte d'3H ne péut k'expliquer par le seul catabolisme--
de la thymine. Il est possible qu'il se passe un échange d'3H entre la thymine et 1
le milieun,

Les faits décrits ci-dessus expliqueraient certaines anomalies
constatées par d'autres auteurs comme, par exemple, une période d'incorporation
d'3H-TdR dans le DNA beaucoup plus courte que celle de 14C-TdR (Rubini et Cronkite)
ou certains marquages cytoplasmiques inattendus par 3H-TdR (Takats et Smellie;

de Recondo et Fraysainet),
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