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INTRODUCTION 

En 1929, Snell découvre et sélectionne une lignée de souris caracté­
risées par une déficience hypophysäre récessive de type mendélien. 
A l'état homozygote ce gène donne des souris naines gardant une taille 
juvénile. Le site primaire de l'action de ce gène réside dans la partie 
antérieure de l'hypophyse (Carsner et Rennels 1960). Cette lignée pré­
sente un grand intérêt parce qu'elle permet d'étudier la relation existant 
entre la Polyploidie et l'hormone somatotrope, En effet les souris naines 
ne présentent pas les classes de noyaux caractérisées par des volumes 
nucléaires dans le rapport 1:2:4 et normalement présentes dans Ie 
foie des souris normales et d'autres mammifères (Jacobj 1925 : Helweg-
Larsen 1952). En 1954, Leuchtenberger et coll. prouvent à l'aide de la 
microspectrophotométrie que ces classes de dimensions nucléaires 
correspondent à des classes polyploïdes liées à la présence d'hormone 
somatotrope. L'injection de cette hormone aux souris naines, provoque 
la formation de noyaux polyploïdes, mais ne rétablit pas la taille 
normale ; cette expérience indique que d'autres facteurs supplémen­
taires contrôlent la croissance des organes. Inversement, l'hypophy-
sectomie des jeunes rats conduit à l'arrêt de Ia formation des noyaux 
tétraploïdes du foie (Di Stefano et Diermeier 1956). 

La Polyploidie dépend encore de l'âge de l'organe : le foie des enfants 
ne contient que la classe diploide ; chez les adultes des classes tétra­
ploïdes et octoploïdes sont observées (Leuchtenberger et coll. 1954 b). 
La Polyploidie en fonction de l'âge et de la croissance a été étudiée 
plus spécialement par Swartz (1956) chez l'homme. Ses résultats mon­
trent que jusqu'à l'âge de 6 ans, le foie n'a que des noyaux diploïdes. 
Entre 6 et 10 ans certains noyaux synthétisent de l'ADN. Les noyaux 
tétraploïdes apparaissent à 11-14 ans, les noyaux octoploïdes a environ 
20 ans. Les trois classes d'ADN se maintiennent jusqu'à la mort. Les 
conclusions de Swartz mettent en évidence deux faits principaux : pre­
mièrement, le développement de la Polyploidie est en rapport avec 
l'hormone somatotrope. Deuxièmement, là formation de cellules poly­
ploïdes contribue à la croissance du foie. Ce dernier point a été étudié 
plus en détail par Naora (1957) dans le foie du rat. Il compare les popu­
lations diploïdes et tétraploïdes des noyaux du foie en fonction du 
poids de cet organe. Pendant la phase de croissance, Ie nombre de 
noyaux tétraploïdes augmente aux dépens de la population diploide 
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qui diminue. L'hypothèse correspondant le mieux aux faits expérimen­
taux veut que les noyaux tétraploïdes se forment pendant l'interphase 
d'un noyau diploide, sans entraîner la mitose. Un autre modèle fait 
intervenir les cellules binucléées dans la formation des noyaux cellu­
laires polyploïdes (Nadal et Zajdela 1966) : Ie matériel nucléaire fusion­
nerait à un moment déterminé de leur division mitotique. 

De toutes les études précitées, il est évident que l'hormone somato-
trope influence la formation des noyaux polyploïdes, du moins dans 
les organes où ils apparaissent normalement. D'autres observations 
suggèrent l'action importante de cette hormone sur certains aspects de 
la duplication de l'ADN : les tumeurs malignes apparaissent tardivement 
ou croissent lentement dans des animaux hyphysectomisés. L'hypophy-
sectomie inhibe le développement de tumeurs provoquées par des 
substances carcinogènes (Griffin et coll. 1953). Avec des doses d'uré-
thane qui induisent de nombreuses tumeurs chez la souris normale, 
seules quelques rares tumeurs apparaissent chez la souris naine, et elles 
restent confinées à quelques groupes de cellules (Heston 1966). 

Le problème qui se pose dès lors concerne les modifications opérées 
par cette hormone au niveau de la cellule, ou même du noyau. Sont-elles 
durables ou irréversibles, ce qui correspondrait à une réelle différen­
ciation ? L'étude de ce problème in vivo est assez compliquée parce 
que l'organisme vivant est un système fermé, en constant équilibre 
biologique. L'expérimentation est soumise à des contingences difficile­
ment contrôlables : de nombreux facteurs interviennent simultanément, 
constance du milieu intérieur, interactions entre différents organes, 
action conjuguée de plusieurs hormones, etc. Par contre, les conditions 
in vitro offrent un système ouvert où l'environnement des cellules, le 
milieu de culture, la température, etc. peuvent être contrôlés et stan­
dardisés. La comparaison in vitro de tissu ayant eu un développement 
normal (souris normale) avec des tissus atrophiques conditionnés par 
une déficience hypophysaire (souris naine) a paru un bon système pour 
tester les changements induits par l'hormone somatotrope au niveau 
de la cellule. Ce système permet également de libérer des potentialités 
cachées des cellules sous des conditions variables, normales et anor­
males. Comme condition anormale, une infection virale présente un 
intérêt très grand à cause de deux caractéristiques essentielles des 
virus. D'une part, leur matériel génétique est composé soit d'ARN, soit 
d'ADN ; l'interférence des métabolismes des acides nucléiques virais 
et cellulaires est un problème de première importance. D'autre part, le 
virus ne peut se reproduire qu'à l'intérieur d'une cellule hôte. La proxi­
mité de ces deux génomes fournit un système très intéressant pour 
étudier leur interaction, En particulier cela permet d'aborder un pro­
blème biologique fondamental, à savoir la modification éventuelle de 
l'expression biologique du matériel génétique de la cellule hôte sous 
l'influence du virus. Un virus ARN appartenant à la souche PR8 de 
l'influenza type A (groupe des Myxovirus) a été choisi parce que son 
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rôle dans la carcinogénèse expérimentale a été étudié par Leuchten-
berger et coll. (1965, 1966). 

La culture des deux types de cellules dans des conditions normales 
et leur réponse à l'infection fournit deux systèmes de comparaison, 
permettant en outre de connaître un nouvel aspect de la relation virus-
cellule hôte. Une troisième méthode de comparaison consiste à établir 
des subcultures continues ; ce cr i tère est susceptible de donner des 
indications concernant les différences plus physiologiques que morpho­
logiques. 

Le choix du tissu à étudier in vitro est soumis à plusieurs considéra­
tions puisqu'on ne peut parler de différenciation in vitro que si les 
cellules prolifèrent par activité mitotique. Les cellules parenchyma-
teuses du foie où s'observe principalement la Polyploidie ne peuvent 
pas être cultivées in vitro : les cellules qui en dérivent appartiennent 
plutôt à l 'épithélium des conduits biliaires, à ! 'endothelium vasculaire, 
etc. (Perske et coll. 1957 ; Sato et coll. 1960). Le choix s'est porté sur 
le rein qui fournit presque exclusivement des cellules epitheliales pro­
venant des tubules. Cet organe ne contient pas de cellules polyploïdes, 
mais est atrophique chez les souris naines. Les cultures rénales pré­
sentent encore un avantage : elles sont susceptibles d'être infectées par 
le virus PRS. 

La microspectrophotométrie introduite par Pollister et Ris (1947) a 
rendu possible l'estimation de l'ADN du noyau in situ. La valeur de 
cette méthode après coloration au Feulgen n'est plus guère contestable 
(revue Leuchtenberger 1958) ; elle permet le dosage de l'ADN nucléaire 
pendant l ' interphase et s 'applique particulièrement bien à l 'étude de la 
Polyploidie. La microspectrophotométrie ne distingue pas entre Poly­
ploidie (nombre chromosomique multiple entier du nombre de base) et 
polyténie (augmentation du nombre de fibres d'ADN dans les chromo­
somes dont le nombre reste inchangé). Cependant elle possède l'avan­
tage unique de permettre une corrélation directe entre la morphologie 
et le contenu en ADN de la même cellule. Elle a permis à Leuchten­
berger et coll. (1954 a) de prouver que les classes nucléaires présentes 
dans le foie et le pancréas des souris normales et absentes dans les 
souris naines (Helweg-Larsen 1952) correspondent exactement à des 
classes d'ADN. Cette méthode s'applique également à l 'étude de pro­
cessus pathologiques, telles les cellules cancéreuses où la teneur en 
ADN est beaucoup plus variable que dans le tissu normal (Leuchten­
berger et coli, 1954 b). C'est encore une méthode importante pour l'étude 
cytologique et cytochimique simultanée des relations virus-cellule hôte 
lors d'infection (Leuchtenberger et coll. 1959). 
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MÉTHODES 

Abréviations : ADN, acide désoxyribonucléique ; ARN, acide ribo-
nucléique ; Dw1 souris naine (de l 'anglais dwarf) ; Norm, souris normale. 
Les initiales THO suivies d'un numéro d'ordre désignent les expériences 
concernant les cultures de tissu, 

A. Elevage 

Les souris de la souche Snell (Snell 1929] proviennent d'un élevage 
personnel. Elles sont croisées entre frères et sœurs de la même portée. 
A l'origine cette souche a été fournie par le D1" Schultz-Larsen, Institut 
de génétique humaine, Copenhague. Les souris sont nourries avec du 
granulé ; l 'eau esL renouvelée chaque jour. Les cages sont lavées et 
stérilisées deux fois par semaine. 

B. Culture de tissu 

Les reins de souriceaux de 12-21 jours, exceptionnellement de 
38 jours dans une expérience, sont prélevés aseptiquement dans une 
solution tampon stérile. Des pièces de rein et de foie sont fixées au 
Lavdowsky (2 ml acide acétique glacial, 50 ml alcool 95 °/o, 10 ml formol 
c o n c , 40 ml eau dist.) pour un examen histologique. 

Les reins sont débarrassés de leur capsule et de la^région du bassinet 
pour finalement ne conserver que le tissu du cortex formé en majorité 
de cellules epitheliales. La suspension de cellules est obtenue par traite­
ment des tissus dans une solution de trypsine (« Difco certified » 0,25 °/o 
dans du tampon phosphate sans Ca) avec agitation magnétique continue. 
A intervalles réguliers le surnageant est prélevé, les cellules séparées 
par centrifugation et resuspendues dans du milieu de culture. Le milieu 
de culture est celui de Eagle (1959) spécialement modifié (Smith et coll. 
1960 ; enrichi quatre fois en acides aminés et en vitamines) pour les 
expériences avec virus, et additionné de 10 % de sérum de veau (Micro­
biological Associates Inc.). Ce milieu était préparé à l'institut, mais sa 
composition parfois irrégulière a occasionné la perte de plusieurs 
expériences. 
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La dilution d'ensemencement est de 25-30-IO3 groupes de cellules 
par ml. Les cellules sont cultivées sur des lamelles couvre-objet de verre 
placées dans des boîtes de pétri de plastique. Les boîtes sont disposées 
dans une étuve à CO2 à 37° C. Le milieu de culture est régulièrement 
renouvelé deux fois par semaine. 

C. Virus 

Le fluide allantoïque d'œufs infectés par une haute dilution (10~B) de 
virus PR8 forme la solution stock de virus (titre hémagglutinant 1/512 
avec des erythrocytes humains du groupe 0). Il est conservé en ampoule 
scellée à —70° C. Les cultures de 4 à 6 jours sont infectées avec du virus 
PR8 mille fois dilué dans du milieu de culture. Cette dose infecte prati­
quement plus du 95 °/o des cellules. Le milieu de culture n'est pas renou­
velé pendant les trois à quatre premiers jours qui suivent l'infection. 

D. Hemadsorption et titre hémagglutinant 

Ces techniques sont basées sur une propriété fondamentale des 
Myxovirus, à savoir l 'interaction entre les virus et les hématies se 
manifestant sous forare d'hémagglutination. Les cellules infectées fixent 
également les hématies à leur surface ; c'est le phénomène d'hémadsorp-
tion. L'hémadsorption, comme !'hemagglutination, implique un lien entre 
le matériel de revêtement viral et les récepteurs mucoprotéiques des 
hématies. 

Hemadsorption. — Les cultures sont rincées trois fois avec une 
solution tampon, puis une suspension à 0,5 % d'hématies humaines du 
groupe 0 leur est ajoutée. Après quelques minutes à température ordi­
naire, l 'hémadsorption est observée au microscope. 

Titre hémagglutinant. — La suspension standard d'hématies renferme 
0,5 °/o d'hématies humaines du groupe 0, préalablement lavées trois 
fois avec du tampon phosphate. Des plateaux de plexiglas du type 
SaIk (1948) ont servi au titrage de l 'hémagglutinine des surnageants de 
cultures témoins et infectées prélevés à des intervalles de 14, 24, 43, 
72 et 96 heures après l'infection. Des dilutions successives de raison 2 
de surnageant sont préparées dans du tampon phosphate et on ajoute 
un volume égal de la suspension d'hématies à 0,5 %. On procède à la 
lecture en observant Ia disposition des globules sédimentés et en notant 
le point terminal de ! 'hemagglutination totale. L'unité d'hémagglutina­
tion est la plus haute dilution de virus dans un volume de 0,5 ml causant 
l 'agglutination complète des hématies contenues dans 0,5 ml d 'une 
suspension à 0,5 °/o. 
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E. Techniques cytochimiques 

Acides nucléiques 
Les acides nucléiques jouissent de la propriété de se colorer sélec­

tivement par le mélange de vert de méthyle - pyronine : IARN fixe la 
pyronine, l'ADN fixe le vert de méthyle. La réaction de Feulgen est 
une coloration de l'ADN autrement sûre et précise que la réaction au 
vert de méthyle, c'est pourquoi cette dernière méthode n'a pas été 
envisagée pour étudier l'ADN isolément. La pyronine est un bon colo­
rant pour indiquer la présence d'ARN, mais la coloration n'est pas assez 
fidèle pour permettre des mesures quantitatives (Lison 1953). 

Vert de méthyle - pyronine. — Le vert de méthyle (National Aniline) 
est lavé plusieurs fois avec du chloroforme pour Ie débarrasser de son 
contaminant principal, le violet de méthyle. La pyronine B (National 
Aniline) est recristallisée plusieurs fois dans l'eau. 

Les lamelles sont fixées trois minutes dans l'alcool 95 % puis conser­
vées dans l'alcool 70 % à 4° C. Après hydratation elles sont laissées 
vingt minutes dans la solution colorante suivante (Leuchtenberger 
1950) : 150 mg de vert de méthyle purifié et 83 mg de pyronine B recris­
tallisée dissous dans le mélange contenant 0,5 g de phénol, 20 ml de 
glycerol et 2,5 ml d'éthanol 9 5 % amenés à 100 ml avec de l'eau dis­
tillée. Les lamelles sont rincées rapidement dans de l'eau glacée, 
séchées légèrement et différenciées soixante minutes dans deux bains 
d'alcool butylique tertiaire, puis éclaircies au xylol et montées a 
l'Eukitt. 

Feulgen. — Les cultures sont rincées avec une solution tampon et 
fixées trois minutes dans l'alcool à 95 °/o. Après hydratation, les lamelles 
sont colorées suivant la réaction de Feulgen (Feulgen et Rossenbeck 
1924) sous des conditions rigoureusement contrôlées (Leuchtenberger 
1958). La coloration optimale est obtenue après une hydrolyse de douze 
minutes dans HCl IN à 60° C. L'hydrolyse acide coupe la liaison 
glycosidique purine-désoxyribose dans Ja molécule d'ADN. La fonc­
tion aldéhydique libre du désoxyribose réagit avec la leucofuchsine 
(réactif de Schiff) pour former un composé magenta (Kasten 1960). 
Cette réaction est stoechiométrique et "la coloration suit la loi de Beer-
Lambert : ces deux conditions sont nécessaires pour l'analyse quanti­
tative de l'ADN par microspectrophotométrie (Swift et Rash 1956 : 
Leuchtenberger 1958). 

Protéines 
La coloration de Millon n'a pas été trouvée satisfaisante : son inten­

sité est beaucoup trop faible pour s'appliquer aux cultures de tissu. 
Les groupes aminés libres de différentes protéines fixent de façon 
stoechiométrique les colorants acides (Singer 1952 ; Deitch 1955 ; 
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Alvarez et Cowden 1966). La réaction dépend principalement de la 
nature chimique du colorant, du pH et de la force ionique de la 
solution colorante. Si Ia force ionique est trop élevée; les ions du solvant 
peuvent entrer en compétition avec le colorant pour les groupes 
aminés libres et modifier de façon non négligeable l'intensité de la 
coloration (Singer 1952). Si le pH est suffisamment acide, seuls les 
groupes aminés libres de l'arginine, de la lysine et de l'histidine sont 
ionisés et fixent le colorant. 

Après réaction de Feulgen, les lamelles sont colorées dans les 
conditions suivantes (Leuchtenberger et coll. 1956) : elles sont placées 
quinze minutes dans une solution de O1I °/o de Fast Green (National 
Aniline) dissous dans HCl 0,1N (pH 1,1-1,2). Puis rinçage rapide à 
l'eau distillée, déshydratation à l'alcool et différenciation dans l'alcool 
absolu pendant trente minutes. Passage dans le xylol et montage à 
l'Eukitt. Conduite dans ces conditions, cette méthode a été appliquée 
avec succès à des coupes de tissu (Schrader et Leuchtenberger 1950) 
et à la détermination de la quantité d'arginine après réaction de Feulgen 
dans les spermatozoïdes, où le rapport ADN/arg a été trouvé constant 
(Leuchtenberger et coll. 1956). 

F. La microspectropho tome trie 

Le microspectrophotomètre n'est autre qu'un microscope combiné 
avec un appareil photoélectrique. L'émission lumineuse est fournie par 
une lampe AH] à vapeur de mercure dont la bande verte ?• = 546 Ta1U. 
est sélectionnée par un filtre Wratten 72 (77A + 78). L'éclairage est 
du type Köhler. Le faisceau lumineux est dirigé sur le condensateur 
(NA 1,3) du microscope puis traverse la préparation et par un objectif 
apochromatique à immersion (NA 1,3) plus un oculaire interchangeable 
atteint le tube photoélectrique. Un prisme amovible permet de dévier 
le faisceau lumineux dans un binoculaire pour l'observation directe du 
champ microscopique. L'appareil photoélectrique comprend un miroir 
déviant la lumière à travers un télescope ; ce dernier permet de focaliser 
le noyau, de mesurer ses dimensions sur un réseau micrométrique 
calibré et de délimiter l'ouverture du diaphragme. La rotation d'un 
miroir renvoie la lumière sur le tube photoélectrique (type RCA 931A) 
dont le signal est amplifié par un photomultiplicateur électronique 
(Farrand). L'instrument de lecture est un galvanomètre (Rubicon). 

Dosage de l'ADN nucléaire. 

La méthode du « plug » introduite par Swift (1950) consiste à mesurer 
la lumière transmise au travers d'un cylindre central du noyau, dont 
le diamètre est déterminé par l'ouverture du diaphragme de l'appareil 
photoélectrique. La mesure de la lumière transmise à travers le noyau 
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entier a été trouvée empiriquement moins précise (Leuchtenberger 
1950 ; Swift 1950). La quantité totale d'ADN dans le noyau entier est 
calculée par la formule (Swift 1950) : 

A - I - C 

E = extinction = 
transmission 

F = fraction du volume nucléaire total occupée par le cylindre central 
C = rayon du cylindre central 

A côté des erreurs systématiques inhérentes aux appareils, la nature 
du matériel biologique peut être la source d'autres inexactitudes : erreur 
distributionnelle, orientation spatiale, facteur de proportionnalité (Swift 
et Rash 1956 ; Leuchtenberger 1958)). En pratique ces erreurs sont moins 
significatives que ne le font penser des considérations théoriques. 
L'efficacité de la méthode a été prouvée à maintes reprises (Leuchten­
berger 1958). La microspectrophotométrie après coloration de Feulgen 
est justifiée pour établir des comparaisons de la quantité relative d'ADN 
dans des noyaux pris individuellement. 

Dans le dosage d'ADN nucléaire des cellules en culture, l'erreur la 
plus considérable provient de la forme des noyaux. Ces derniers sont 
en majorité des ellipsoïdes aplatis : deux axes (longitudinal et trans­
versal) sont facilement mesurés et le troisième augmente proportion­
nellement aux deux autres (Bûcher 1954). Cette propriété rend possible 
les comparaisons caryométriques sur la seule base des surfaces 
nucléaires, sans qu'il soit nécessaire de calculer le volume nucléaire 
absolu. Les surfaces nucléaires présentées sur les histogrammes et les 
tableaux des résultats sont en unités arbitraires. Elle représentent Ia 
valeur r2u, r étant la moyenne du petit et du grand axe du noyau. 
Kasten (1956) a établi une formule de correction pour les noyaux ellip­
soïdes. Pour la détermination de la quantité d'ADN de cellules en 
culture, les noyaux ont été traités comme des sphères. On a calculé 
le diamètre nucléaire moyen (moyenne des axes parallèles au couvre-
objet) et appliqué la formule de Swift. Cette méthode est valable pour 
reconnaître des classes polyploïdes en culture de tissu, mais n'est pas 
assez précise pour la détermination de la quantité absolue d'ADN. 

G. Préparation des chromosomes 

In vivo. — La souris est injectée une heure et demie avant le pré­
lèvement du tissu avec 0,5 mg de Colcemide Ciba. Le tissu prélevé est 
désagrégé en petits morceaux dans de l'eau distillée. La durée de ce 
traitement hypotonique est d'environ quinze minutes dans l'acide acé-
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tique à 50 0Zo. L'étalement se fait entre une lame albuminée et une 
lamelle graissée serrées entre deux à trois épaisseurs de papier buvard 
et par pression digitale. Les lamelles sont décollées dans l'alcool à 
70 Vo. Coloration au Feulgen. 

In vitro. — Le nombre de mitoses est augmenté par un renouvelle­
ment du milieu vingt-quatre heures avant le prélèvement des cultures. 
Quelques subcultures présentant très peu de mitoses ont été prétraitées 
pendant deux heures avec de la colchicine (10~6 g/ml). Pour assurer un 
bon étalement des chromosomes, les cultures sur lamelles sont traitées 
par une solution hypotonique contenant 0,05 M de sucrose, 7-1O-4M 
CaClâ et 3 • 1O-4M MgCi2 ; cette solution conserve la morphologie des 
chromosomes (Somers et coll. 1963). Le traitement hypotonique dure 
cinq à dix minutes, mais dépend de la culture. Le fixateur (1 partie acide 
acétique et 5 parties d'alcool absolu) est introduit très lentement pour 
ne pas décoller les mitoses de la lamelle ; il est renouvelé pour éliminer 
entièrement la solution hypotonique. Après trois à quatre minutes de 
fixation, les lamelles sont séchées rapidement à l'air et conservées dans 
l'alcool à 70 °/o. La coloration de Feulgen assure des préparations per­
manentes. 

H. Photographies 

Toutes les microphotographies ont été réalisées avec un appareil 
ALPA reflex 6c adapté sur un microscope Leitz par un jeu de tubes 
de rallonge (film : Kodak Panatomic-X). 
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RÉSULTATS 

A. Elevage 

Trois couples Fi de souris de la souche Snell porteurs du gène 
récessif du nanisme sont à l'origine de l'élevage. Tous les couples 
sélectionnés par la suite sont descendants de deux couples originaux, 
une lignée s'étant éteinte à la génération Fg. Les couples sont choisis 
parmi les frères et les sœurs d'une portée comprenant une ou plusieurs 
souris naines. Les souris naines sont stériles (Bartke 1965). Parmi 
77 couples sélectionnés, 34 étaient hétérozygotes et ont donné des souris 
naines. La descendance des couples hétérozygotes, étudiée sur sept 
générations et pendant une période de vingt-huit mois, est distribuée 
comme suit : 487 souris normales et 167 souris naines, ce qui correspond 
au rapport phénotypique théorique 3 : 1 pour un gène allele récessif. 

Les souris naines sont reconnaissables douze à quinze jours après 
la naissance. A cet âge leurs caractères distinctifs sont un museau 
plus arrondi que celui des souriceaux normaux, le cartilage des oreilles 
et de la queue moins développé. Deux à trois semaines après leur 
naissance, les souris naines arrêtent leur développement, ce qui les 
distingue nettement des souriceaux normaux. A cet âge le foie des 
souris normales comparé à celui des souris naines contient des noyaux 
plus volumineux et présente plus de mitoses -, le rein des souris naines 
est déjà hypoplasique, mais le volume des noyaux des cellules n'est 
pas différent. 

B. Cytologie comparée des cultures témoins de tissu rénal 
de souris naines et normales 

Sitôt après la mise en culture, les groupes de cellules, provenant en 
majorité des tubules du cortex rénal, s'attachent au couvre-objet et 
forment de petites colonies. Par division mitotique, ces colonies s'éten­
dent, deviennent confluentes pour former après quatre à cinq jours de 
culture une couche d'une seule assise formant un tapis de cellules 
continu. A ce stade, les cellules subissent l'inhibition de contact et il 
en résulte une réduction marquée de la division cellulaire. Les cellules 
sont en majorité de type epithelial avec une forme polyédrique. En 
quelques endroits de la culture, des cellules de type fibroblastique ont 
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une croissance entrecroisée et superposée ; l'index mitotique y est en 
général plus élevé que dans la couche monocellulaire environnante. 

La pousse cellulaire s'opère à la même rapidité dans les cultures Dw 
et Norm. L'observation de 15 expériences avec chaque type de cellules 
n'a pas fourni de différence significative. Le tableau I donne un exemple 
de détermination de l'index mitotique de cultures de cinq jours : 

Tableau I : Index mitotique de cultures de cinq jours 

Désignations 

THO1)Dw 

THO u l Norm 

N 

5772 

6021 

VtP 

1,04 

1,01 

VoM 

0,31 

0,20 

VUA 

0,14 

0,12 

0AT 

0,24 

0,17 

Index 
mitotique 

en */• 

1,74 

1,45 

Dw : naine ; Norm : normale ; N : nombre de noyaux ; P : prophase ; M : méta-
phase ; A : anaphase ; T : telophase. 

L'observation au microscope de phase des cultures vivantes vingt-
quatre heures après l'ensemencement permet de reconnaître les cultures 
de souris naines à cause de la petitesse des cellules. Malgré les nom­
breuses divisions nécessaires à la formation de la culture confluente, 
les cultures Dw et Norm montrent une différence stable. Cette dernière 
se manifeste par des surfaces nucléaires et nucléolaires plus réduites 
pour les cellules Dw {fig. I a-b p. 23). Elle est observable directement 
au microscope optique sur des cultures fixées et colorées. Des dessins 
à la chambre claire appuient ces observations. Des mesures caryo-
métriques opérées sur tous les noyaux d'une surface choisie au hasard 
confirment ce résultat et en donnent une preuve quantitative (tableau II, 
p. 24). La figure 12 montre par un exemple que les deux populations de 
noyaux sont différentes et que la surface nucléaire moyenne n'est pas 
dépendante dans les cultures Norm d'une fréquence plus élevée de 
cellules polyploïdes, Dans une expérience, après vingt-six jours de 
culture, les noyaux des cellules Dw et Norm avaient une même surface 
moyenne, mais elles différaient par la fréquence de ploïdie : 12,5 0Zo 
pour les cultures Dw et 32,5% pour les cultures Norm (tableau II, 
THOu et THOi2 P- 24 ; fig. 8 p. 35. 

Les surfaces nucléaires augmentent en fonction du vieillissement de 
la culture (tableau II p. 24) ; ce fait nécessite la comparaison de cultures 
de même âge appartenant à des expériences parallèles. Cette différence 
se maintient deux à trois semaines ou même plus dans les cas favorables, 
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Figure 1. — Cultures témoins (34 jours) et infectées par le PR8 (28 jours 
b) culture témoin Norm ; c) culture infectée Dw ; d) culture infectée Norm 



Tableau II : Comparaison entre cultures témoins de 
et normales du contenu d'ADN (micro spec tropno tome trie sur Feu 

sur des noyaux individuel 

Désignations 

T H O 3 Dw 
THO 4 Norm 

» 

D 

T H O n D w 
T H O , 2 N o n n 

» 

11 

:> 

» 

Age des 
souris 
(jours) 

22-23 
23 

B 

» 

18 
21 

» 

» 

» 

» 

Age de la 
culture -
(jours) 

5 
5 

8 
8 

12 
12 

5 
5 

8 
8 

12 
12 

19 
19 

26 
26 

Nombre 
de noyaux 
mesurés 

60 
60 

60 
60 

100 
100 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

40 
40 

Surface 
moyenne 

(t'it) 

33,0 
52,0 

44,8 
72,5 

50,1 
77,0 

36,8 
46,2 

42,0 
53,2 

41,2 
. 50,5 

45,2 
56,5 

52,8 
50,8 



Désignations 

THO ; l 9Dw 
THO 4 0 Norm 

THO2 5Dw 
THOg f iNorm 

THO2 7Dw 
TH0 2 S Norm 

THO1 9Dw 
THO 2 0Norm 

THO., Dw 
THO, 0 Norm -

THO1 3Dw 
T H 0 1 6 N o r m 

THO1 3Dw 
T H O u N o r m 

Age des 
souris 
(jours) 

17 
17 

15 
15 

14 
14 

12-14 
12-14 

21 
20 

18 
16 

14-19 
14-19 

Age de la 
culture 
(jours) 

6 
6 

18 
18 

18 
18 

19 
19 

26 
26 

34 
34 

40 
40 

Nombre 
de noyaux 

mesurés 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

60 
60 

Surface 
moyenne 

(rV) 

30,1 
35,5 

52,0 
65,5 

35,5 
45,3 

33,5 
42,2 

40,0 
61,7 

38,2 
55,0 

31,7 
61,0 

* Les méthodes statistiques appliquées pour le calcul des moyennes et de l'e 
normale des valeurs. Les histogrammes de surface nucléaire sont asymétriques e 
L'asymétrie n'empêche pas d'employer la moyenne et l'erreur-type, et si elle n'e 
indications utiles. 
Pour décider si la différence calculée n'est pas fortuite, les résultats ont été soum 
si le quotient de la différence entre les deux moyennes par l'erreur-type de la 
est significative. Cela revient à dire qu'il y a une possibilité sur 100 pour que la d 



jusqu'à ce que la culture dégénère. Les cultures âgées présentent plus 
de cellules anormales que les cultures jeunes. Ce processus conduit à 
la dégénérescence de la culture qui se manifeste par l'apparition de 
nombreuses cellules pycnotiques, par des nécroses et par la présence 
de débris cellulaires dans le milieu de culture. 

Deux facteurs influencent l'établissement de cette différence : l'âge 
des souris et le milieu de culture. Dans une expérience, les souris 
naines et normales avaient trente-huit jours au moment de l'utilisation 
de leurs reins pour la culture ; la croissance des cellules a été anor­
malement lente et aucune différence n'a été observée. Les cellules de 
souris naines se sont montrées très sensibles à des variations de compo­
sition du milieu de culture. Un effet toxique du milieu a été remarqué 
dans huit expériences ; très peu de cellules adhèrent au couvre-
objet ; leur croissance est lente, anormale. Beaucoup de cellules non 
attachées et des débris nécrotiques flottent librement dans le milieu. 
Des granulations cytoplasmiques et des altérations nucléaires affectent 
les cellules. Ce comportement anormal n'a pas été pris en considération 
et ces expériences ont été éliminées. 

C. Effets du virus sur les cultures déterminés par l'hémadsorption 
et !'hemagglutination 

L'hémadsorption des hématies par les cultures montrent que plus 
du 90 % des cellules synthétisent de l'hémagglutinine vingt-quatre 
heures après l'infection. L'hémadsorption est faible, et les destructions 
cellulaires peu importantes sur les cellules de type fibroblastique. Elle 
est nulle dans les cultures témoins. L'hémadsorption par les cultures 
infectées diminué progressivement pour disparaître vers le quatorzième 
jour. 

Le taux d'hémagglutinine dans le surnageant a été mesuré à diffé­
rents temps après l'infection. 11 est nul au temps zéro et croît très 
rapidement entre la quatorzième et la vingt-quatrième heure pour 
atteindre son maximum vers la soixante-douzième heure. Il n'y a pas 
de différence entre les cultures Dw et Norm. D'une expérience à l'autre, 
les courbes de synthèse d'hémagglutinine en fonction du temps sont 
semblables, mais pas identiques (fig. 2 p. 27). 

D. Cytologie des cultures rénales infectées avec Ie virus PR8 

L'action du virus influenza de la souche PR8 sur les cultures de tissu 
rénal de souris naines et normales a été spécialement étudiée sur huit 
expériences. Le résultat principal de cette investigation est que le virus 
produit des effets identiques sur les deux types de tissu. Les effets 
cytopathogènes du virus n'apparaissent pas simultanément dans toutes 
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Figure 2. — Titre hémagglutinant du surnageant de cultures Dw et Norm à 
différents temps après l'infection par le PR8. 

les cellules de la culture et toutes les cellules ne réagissent pas iden­
tiquement. Néanmoins, la réponse cellulaire est divisée en deux phases 
distinctes se succédant aux environs du troisième jour après l'infec­
tion : la première caractérisée par les destructions cellulaires dues aux 
effets cytopathogènes du virus, la seconde par une prolifération cellu­
laire intense, 

L'observation au microscope de phase des cultures vivantes permet 
de reconnaître un agrandissement des nucléoles et des noyaux dans 
les vingt-quatre premières heures après l'infection. Celte manifestation 
de l 'activité virale coïncide avec les premières destructions cellulaires 
qui augmentent graduellement jusqu'à soixante-douze heures après 
l'infection. La morphologie des noyaux infectés est profondément trans­
formée. Les changements comprennent une altération de la chromatine : 
elle est distribuée irrégulièrement et grossièrement dans le noyau qui 
prend un aspect ballonné, vacuolisé (fig. 3 p. 28). Les nucléoles s'agran­
dissent et leur contour devient souvent diffus. Leur nombre augmente, 
deux à cinq par noyau infecté et seulement un à deux par noyau témoin. 
Les mitoses sont arrêtées ou détruites. Environ trois jours après l'infec­
tion, une altération de la membrane nucléaire est observée dans cer­
taines cellules binucléées, Le contour net de la membrane nucléaire 
s'estompe et les deux noyaux tendent à fusionner (fig. 3 p. 28 ; fig. 4 a 
p. 29). 

27 



a 

© ® 

© 
ti 

ti 

^ : 

20JJ 

Figure 3. — Altération de la chromatine et de la membrane des noyaux infectés 
par le PR8. 

a-c : noyaux Dw ; a'-c' : noyaux Norm. 
a, a' : cultures témoins de 9 jours. 
b-c, b'-c' : cultures trois jours après l'infection. 
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Figure 4. — a) Altération de la membrane nucléaire dans une cellule binucléée. 
Culture Norm trois jours après l'infection par le PR8. 
b) Mitose anormale. Culture Dw vingt et un jours après l'infection par le PR8. 
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Figure 5. — Figures mitotiques normales et anormales. 

a-c : cultures témoins de sept jours ; 
d-1 : cultures sept jours après l'infection par le PR8 ; 
a, g, h, i, k, 1 : cultures Norm ; 
b, c, d, e, f, j : cultures Dw, 

30 



Trois jours après l'infection, les cultures manifestent un changement 
complet. L'index mitotique augmente fortement et la croissance cellu­
laire reprend suivant un mode altéré : les cellules de type fibroblastique 
se superposent, s'entrecroisent et perdent complètement l'inhibition de 
contact caractérisant les cultures témoins, La stimulation mitotique est 
particulièrement évidente sur les cellules présentant un type fibro­
blastique déjà avant l'infection et synthétisant peu d'hémagglutinine. Le 
polymorphisme nucléaire s'accentue (fig. I c-d p. 23). Les mitoses anor­
males sont beaucoup plus fréquentes que dans les cultures témoins où 
elles apparaissent spontanément. Les anomalies comprennent surtout 
des ponts anaphasiques, la perte d'un chromosome entier dans Ie cyto­
plasme et plus rarement des mitoses tripolaires (fig. 4 b p. 29 ; fig. 5 
p. 30). En dehors de ces zones de croissance, des cellules épithélioïdes 
survivent à l'infection, mais ne se divisent pas activement. Leur noyau 
devient très volumineux. Des noyaux monstrueux se forment à côté 
de ce type de cellule. 

L'étude cytologique à long terme des cultures de tissu rénal de 
souris normales infectées par le PR8 permet l'observation de noyaux 
monstrueux décrits pour la première fois par Leuchtenberger et coll. 
en 1965. Ces mêmes noyaux anormaux se forment dans les cultures Dw 
après l'infection. Comparés aux "cultures Norm, le temps et la fréquence 
de leur formation, quoique variables d'une culture à l'autre, sont sem­
blables en moyenne. On ne trouve pas de différence dans leur forme 
ou leur dimension ; de nombreux dessins à la chambre claire confirment 
ce résultat (fig. 6 p. 32). Ils apparaissent quatorze à vingt et un jours 
après l'infection dans les zones de raréfaction, à fortes destructions 
cellulaires ; mais ensuite ils sont noyés par la masse des cellules en 
prolifération. Leur forme est extrêmement variable et bizarre, com­
prenant des lobulations secondaires. La majorité de ces noyaux aber­
rants se présentent grossièrement sous forme de deux masses nucléaires 
en relation par un pont de chromatine plus ou moins important. Ils 
sont entourés de nombreux micronoyaux caractéristiques des cellules 
déséquilibrées dans leur structure chromosomique. Leur chromatine 
est grossière et irrégulièrement distribuée. Une unique observation 
d'un de ces noyaux en activité mitotique suggère que certaines étapes 
de la mitose peuvent encore s'effectuer (fig. 7 p. 33). 
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Figure 6. — Noyaux monstrueux apparus quatorze à vingt et un jours après 
l'infection par le PR8. 

a-c : cultures Dw ; d-f : cultures Norm. 
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Figure 7. — Noyau monstrueux en activité mitotique. Culture Norm vingt et 
un jours après l'infection par le PR8. 

E. Comparaison du comportement de l'ADN 
dans les cultures témoins et infectées de tissu rénal 

de souris naines et normales 

Cultures témoins. — Dans les cultures témoins, les noyaux des 
cellules composant une couche monocellulaire ont été soumis à un 
dosage microspectrophotométrique de leur contenu en ADN. Ces cel­
lules sont caractérisées par l'inhibition de contact qui se manifeste par 
un arrêt presque total des mitoses. Chaque histogramme est basé sur 
le dosage d'ADN dans 40 à 100 noyaux représentant toutes les cellules 
d u n e surface de culture choisie au hasard. Les mesures quanti tat ives 
portent sur un total d'environ 2200 noyaux provenant de 40 cultures 
de cinq à quarante jours, et représentant 21 expériences. 

Parmi les 15 comparaisons exposées sur le tableau II (p. 24), 13 mon­
trent une différence : les cultures Norm présentent une fréquence plus 
élevée de noyaux dépassant la valeur diploide 2C (fig. 8 p. 35). Les 
deux cas où cette différence est absente sont présentés sur la figure 9 
(p. 36). Ils appart iennent à des cultures âgées. On constate cependant 
que les noyaux sont plus volumineux dans les cultures Norm. Les 
mesures microspectrophotométriques sur une sélection des plus grands 
noyaux permettent d'aboutir aux mêmes conclusions (fig. 10-lt 
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pp. 37-38. Dans le cas des cultures THOmDw et THO20Norm (fig. 11), 
la distribution des valeurs d'ADN est à peu près identique, mais le 
graphique de la figure 12 (p. 39} rapportant les valeurs d'ADN en fonc­
tion de la surface nucléaire montre deux populations distinctes, les 
noyaux de la culture Norm étant plus volumineux. 

Comme pour les surfaces nucléaires, seuls les noyaux appartenant 
à des cultures du même âge doivent être comparés, parce que la fré­
quence des valeurs fortes d'ADN augmente avec l'âge de la culture 
(fig. 8 p. 35). 

Cultures infectées. — Dans les cultures infectées, les noyaux pré­
sentent un pléomorphisme important, ce qui rend la détermination 
d'ADN moins précise. Il est possible de reconnaître deux types de 
noyaux : premièrement les noyaux qui se divisent très activement ; 
ils appartiennent à des cellules fibroblastiques et gardent des dimen­
sions normales ; leur contenu en ADN est compris principalement entre 
2C et 4C, conformément aux tissus en intense division (fig. 8 p. 35). Le 
second type rassemble tous les noyaux très volumineux ne se divisant 
pas activement et appartenant à des cellules épithélioïdes. Ils contien­
nent des quantités d'ADN anormalement élevées par rapport aux 
cultures témoins. Les mesures microspectrophotometriques sur une 
sélection des plus grands noyaux des cultures infectées ne montrent 
pas de différence reproductible entre cellules Dw et Norm infectées, 
mais la ploïdie est très élevée. Dans les cultures témoins, les dosages 
d'ADN sur une sélection identique des noyaux révèlent une différence 
entre culture Dw et Norm (fig. IO à 12 pp. 37 à 39). 

Le dosage microspectrophotométrique de l'ADN dans les noyaux 
monstrueux n'est qu'approximatif à cause des erreurs dues à leur forme 
et à la distribution irrégulière de leur chromatine, mais il permet 
d'évaluer un contenu en ADN très supérieur aux plus grandes valeurs 
détectées dans les cultures témoins. 

F. Cytochimie de 1'ARN et des protéines 

Coloration au vert de méthyle - pyronine. — La comparaison des 
cultures témoins Dw et Norm n'a pas permis de constater une différence 
d'intensité ou de sélectivité de la coloration au vert de méthyle - pyro­
nine. Par contre, dans les cultures infectées, le premier événement cyto-
chimique qui accompagne l'agrandissement du nucléole est sa très 
grande affinité pour la pyronine ; mais cette coloration ne permet pas 
d'attribuer cette accumulation d'ARN à la présence d'un ARN viral ou 
cellulaire. Ensuite le cytoplasme se colore plus intensément que dans 
les cultures témoins, donnant à certaines cellules un aspect caracté-
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Figure 12. — Relation entre le contenu en ADN (microspectrophotométrie sur 
Feulgen) et la surface nucléaire mesurée sur des noyaux individuels des cul­
tures témoins THOieDw et THOioNorm. Comparer avec l'histogramme de la 
figure 11 p, 38. 

ristique (fig. 13 p. 40). La distribution de TARN est homogène, mais assez 
bien délimitée autour du noyau. Au cours des semaines qui suivent 
l'infection, pendant lesquelles les cultures prolifèrent activement, les 
nucléoles et le cytoplasme sont toujours bien colorés par la pyronine. 

Coloration des protéines. — La coloration des protéines avec le 
Fast Green FGF à un pH acide n'a pas montré de différence entre 
cultures témoins Dw et Norm. La répartit ion de ces protéines après 
l'infection est topologiquement identique à celle de l'ARN dans les 
mêmes conditions (fig. 13 p. 40). Les nucléoles se colorent très bien, et 
ensuite dans certaines cellules, le cytoplasme entourant immédiatement 
le noyau. 

Les études quanti tat ives par microspectrophotométrie montrent que 
la coloration intense des nucléoles après infection n'est pas une simple 
conséquence de leur agrandissement, mais que réellement la concen­
tration en protéines est augmentée. Une sélection des plus grands 
nucléoles de cellules témoins et infectées (marquées avec des érythro-
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Figure 13. — Répartit ion de TARN (a-b) et des protéines (c-d) dans des noyaux 
infectés par Ie PR8, trois jours après l'infection. 

a et c : culture Dw ; b et d : culture Norm. 
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cytes) a été mesurée : l 'extinction des nucléoles rapportée en fonction 
de leur surface donne une représentation de leur concentration en 
protéines (fig. 14 p. 41). ^ 
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dans des cellules individuelles de cultures Dw et Norm, témoins et infectées 
par le PR8, trois jours après l'infection. Coloration des protéines (Fast Green 
à pH acide). 

G. Etablissement et étude des subcultures 

Les cellules de première explantation présentent une adaptation 
temporaire en milieu artificiel in vitro. Après quelques semaines, la 
division mitotique se fait rare ; la culture primaire dégénère au bout 
de-quelques mois. Cependant dans quelques cas, les cellules croissant 
lentement sont soudainement recouvertes par un nouveau type de 
cellules à prolifération rapide et indéfinie. Cette transformation morpho­
logique apparaît multifocalement. Les fréquences de son apparition sont 
notées dans le tableau III. 
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Tableau III : Fréquence de Ia transformation morphologique 
dans les cultures Dw et Norm, témoins et infectées 

Type 
de 

culture 

Dw 

Norm 

Fréquence de transformation 
(transformation / total des essais) 

Cultures témoins Cultures PR8 

1/8 1/8 

3/8 4/7 

Les cultures Norm montrent une fréquence de transformation 
morphologique plus élevée que les cultures Dw. Dans les cultures Dw, 
l'infection par le PR8 ne modifie pas la faible fréquence de transforma­
tion observée dans les cultures témoins. La petite différence entre 
cultures Norm témoins et infectées n'est pas très significative étant 
donné le faible nombre des essais. 

La transformation s'opère dans les cultures primaires ou après 
quelques repiquages qui ne sont effectués que pour les cultures à crois­
sance rapide. Le délai d'apparition de la transformation morphologique 
a tendance à être plus court pour les cultures infectées par le PR8, et 
d'une manière plus générale, pour les cultures à croissance rapide en 
début d'explantation. 

Les subcultures continues ont été comparées en utilisant les trois 
critères suivants (tableau IV p. 43) : 1. vitesse de croissance ; 2. irré­
gularités nucléaires ; 3. nombre chromosomique. Une seule subculture, 
TH04cNorm témoin, n'a pas pu être analysée à cause de sa perte 
accidentelle. 

La vitesse de croissance a été étudiée par comparaison de la pousse 
cellulaire dans des subcultures entre le huitième et le dix-neuvième repi­
quage et à différents temps après la trypsination. Ces subcultures 
subissent un temps identique de trypsination et sont ensemencées avec 
la même concentration cellulaire. Elles sont récoltées après sept, qua­
torze et vingt et un jours. Pour chaque période, les anomalies nucléaires 
ont été comptées sur la base de 1500 à 3000 noyaux. Ces irrégularités 
comprennent les micronoyaux et les bourgeonnements nucléaires, 
comme représenté sur la figure 15 (p. 43}. La comparaison de toutes 
les subcultures présentées sur le tableau IV donne des fréquences 
d'irrégularités variant entre 1,5 et 5 Vo, augmentant plus ou moins 
proportionnellement au nombre de chromosomes. Aucune différence 
fondamentale ne sépare les cultures témoins et infectées, les cultures 
Dw des cultures Norm. 
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Tableau IV : Vitesse de croissance, irrégularités nucléaires 
et nombre chromosomique des subcultures 

Désignations 
des 

subcultures 

THCXgNorm tém 

THO]4Norm tém 

THO4 5Dw tém 

THO, 6 Norm PR8 

THOi 8 Norm PR8 

TH0 4 G Norm PR8 

TH0 4 4 Norm PR8 

T H O ^ D w PR8 

Vitesse 
de 

croissance 

++ 

t 

++ 

+++ 

++• 

+ • • 

+• 

+ 

Irrégularités 
nucléaires 

V» 

3,2 

2,1 

3,1 

2,2 
4,1 

1,6 

• 4,1 

4,1 

5,1 

Nombre 
chromosomique 

52-59 

61-70 

59-73 

39-41 
57-69 

45-54 

61-69 

66-78 

70-84 

2OjJ 

Figure 15. — Surface représentative d'un huitième repiquage de la subculture 
THO«Dw PR8 montrant des irrégularités nucléaires (bourgeonnement et micro­
noyaux). 
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Le comptage des chromosomes a donné des résultats très variables 
d'une subculture à l'autre (fig. 16 p. 45) ; les caractéristiques principales 
sont résumées dans le tableau V (p. 44) ; 100 métaphases de chaque 
subculture ont été dessinées à la chambre claire avec un facteur 
d'agrandissement d'environ 1300. 

Toutes les subcultures sont fortement aneuploïdes et le nombre 
de chromosomes varie dans certaines limites. Chaque subculture corn-

Tableau V : Etude chromosomique des subcultures 

Désignations 
des 

subcultures 

THO^gNorm tém 

TH0 1 4 Norm tém 

THO1J5Dw tém 

TH01 GNorrn PR8 

TH0 1 6 Norm PR8 

TH04 GNorm PR8 

THO^Norm PR8 

THO4 3Dw PR8 

Nombre chromosomique 
pseudodiploïde 

Limites 
extrêmes 

52-59 

61-70 

59-73 

39-41 
57-69 

45-54 

58-69 

66-78 

70-84 

Moyenne 

55,5 

66,9 

67,1 

. 40,1 
64,0 

50,2 

64,4 

73,3 

77,1 

V 
Vd 

2,8 

2,7 

3,4 

1.7 
4,1 

4,3 

3,2 

3,1 

3,6 

Remarques 

— 

Fragments de chromo­
somes. 39 °/o de méta­
phases avec 1-2 chro­
mosomes metacen­
tri ques. 

Changement du nom­
bre chromosomique 
dans une 9e subcul­
ture. 

12 %> de métaphases 
avec un chromosome 
métacentrique. Diplo-
chromosomes. 

Chromosomes t rès 
longs ou en anneau. 
40 % de métaphases 
avec un chromosome 
métacentrique. 

— 

Nombreux fragments 
de chromosomes uni­
ques ou doubles. 

V : variance. 
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prend dans son caryogramme un à deux fragments de chromosomes 
uniques ou doubles. Cependant, dans les subcultures THO45DW tém 
et THO43DW PR8, le nombre de fragments est notablement plus élevé, 
soit trois à cinq par métaphase. Le caryotype normal de la souris ne 
comprend que des chromosomes télocentriques. Dans toutes les sub­
cultures des chromosomes métacentriques sont observés passagèrement 
et très rarement. Deux subcultures infectées à l'origine par le PR8 ont 
montré une fréquence élevée de figures métaphasiques avec un chro­
mosome métacentrique, THOisNorm PR8 et THC^cNorm PR8 avec 
respectivement des fréquences d'apparition de 12 % et 40 0Io. La sub­
culture THO45DW tém comprend également 39 °/o de métaphases avec-
un à deux chromosomes métacentriques. La subculture THC>4oNorm 
PR8 montre parfois des chromosomes en anneau (fig. 17 a-b p. 47). 
Des métaphases avec des diplochromosomes ont été observées seu­
lement dans la subculture THOisNorm PR8 (fig. 17 c p. 47). Un 
autre événement anormal est le changement du nombre pseudo-
diploide de la subculture THOioNorm PRB dans le sens d'une réduc­
tion ; il passe d'une valeur hypotétraploïde à une valeur diploide. 
Notons encore que la variance du nombre chromosomique est en 
moyenne plus élevée pour les subcultures infectées, mais le genre des 
irrégularités varie d'une subculture à l'autre. 

Les subcultures suivantes ont été injectées dans Ia cavité thora-
cique de souriceaux nouveaux-nés à raison de 1-2 -10E cellules par 
individu : THO^Norm tém 8e subculture ; THO]oNorm PR8 8e, 9° et 
10e subcultures ; TH038Norm PR8 8° et 14e subcultures ; THO43DW 
PR8 6Q subculture. Aucune tumeur n'a été observée dans la période 
de cinq à neuf mois après l'injection, selon les expériences. 

La subculture THO^Norm tém a été établie à partir du même lot 
de cellules dont provient une subculture Norm PR8 (TB4TS72) appartenant 
à un autre groupe d'expériences *. Après un trentième passage in 
vitro, cette subculture PR8 transplantée chez des souriceaux a pro­
voqué l'apparition de tumeurs subcutanées. L'analyse chromosomique 
a révélé deux sortes de tumeurs. L'une a un nombre chromosomique 
dans la région diploide, et deux chromosomes métacentriques et un 
fragment de chromosome sont régulièrement observés (fig. 17 d p. 47). 
Les tumeurs du second type sont hypotétraploïdes avec six à huit 
chromosomes métacentriques et également un nombre variable de frag­
ments de chromosomes. Les analyses du nombre chromosomique sont 
le résultat d'études in vivo et in vitro. 

* Leuchtenberger et coll. (manuscrit en préparation). 
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Figure 17. — a) métaphase pseudotetraploïde avec un chromosome trè 
THOwNorm PR8) ; b) métaphase pseudodiploïde avec un chromosome trè 
PR8) ; c) métaphase avec dìplochromosomes (subculture THOisNorm PR8 
p. 46). 



DISCUSSION 

A. Différenciation des cellules in vivo avant la mise en culture 

Les noyaux des cellules du rein sont essentiellement diploïdes et 
ont un volume nucléaire identique chez les jeunes souris naines et 
normales. C'est une confirmation des résultats obtenus par Leuchten­
berger et coll. (1954 a) pour des souris plus âgées de Ia même souche. 
L'injection d'hormone somatotrope ne modifie pas cette similarité dans 
le rein, alors que, sous les mêmes conditions, le foie montre des change­
ments importants (Leuchtenberger et coll. 1954 a). Dans le rein, l'action 
de l 'hormone somatotrope sur la Polyploidie et le volume nucléaire est 
inhibée ; les changements initiés dans d'autres organes n'ont pas la 
possibilité de s'y manifester. Par contre, le rein des souris naines est 
considérablement hypoplasique comme celui des souris hypophysecto-
misées (Tuchmann-Duplessis 1956). La manifestation du nanisme est 
relat ivement tardive, soit environ douze jours après la naissance. Cela 
peut être expliqué par le fait que le développement embryonnaire 
semble autonome, tandis que la croissance juvénile est soumise à une 
régulation hypothysaire très stricte (Tuchmann-Duplessis 1956). Chez 
la souris naine le manque d'hormone somatotrope pendant la croissance 
produit une différenciation de l 'organisme entier, et en particulier du 
foie et du pancréas où la Polyploidie n 'apparaî t pas (Leuchtenberger 
et coll. 1954 a). Cette hormone ne semble .pas agir sur les phénomènes 
locaux -de la cicatrisation ou de la régénération ; c'est le sujet de 
discussion du paragraphe suivant. 

Walker (1958) a trouvé des valeurs très fortes d'ADN dans !'epi­
thelium de Ia vessie urinaire chez la souris naine et conclut que 
l 'hormone somatotrope n'est pas indispensable pour la Polyploidie, 
contrairement à de nombreux autres travaux. Sur la base de 15 et 
40 déterminations microspectrophotométriques d'ADN sur des noyaux 
individuels, il établit que chez les souris normales et naines les valeurs 
d'ADN sont groupées en classes distinctes, indiquant Ia présence de 
Polyploidie. L'observation histologique de cet epithelium montre fré­
quemment des figures de noyaux en voie de fusion. La mesure par 
l 'auteur de cette thèse de 200 noyaux de l 'épithélium de la vessie 
urinaire de souris naine et normale n 'a pas mis en évidence des classes 
définies, bien que la majorité des noyaux ont la valeur tétraploïde ; 
les histogrammes révèlent la synthèse continue d'ADN dans cet épithé-
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Hum (fig. 18 p. 50). La souris normale présente quelques valeurs d'ADN 
plus élevées que la souris naine, et une surface nucléaire moyenne plus 
grande [i-fx : 22,4 ± 1,3 et 17,6 ± 1,1 respectivement) ; cependant cette 
différence n'est pas très significative parce que tous les noyaux mesurés 
n'ont pas été choisis absolument au hasard. Un examen plus appro­
fondi des coupes a permis de découvrir la présence de prophases, sans 
destruction de la membrane nucléaire. Les noyaux ont une activité 
mitotique partielle et une tendance à fusionner, ce qui explique les 
grandes valeurs d'ADN. Ce processus n'est pas à comparer à la véri­
table Polyploidie du foie. La conclusion de ces observations est que 
l'épithélium montre un remplacement continu de cellules qui dégé­
nèrent et disparaissent dans la lumière de la vessie urinaire par 
desquamation. Cela est en accord avec l'observation que l'hormone 
somatotrope ne semble pas intervenir dans le déterminisme de la 
cicatrisation, ni dans les phénomènes de régénération (Tuchmann-
Duplessis 1956). 
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Figure 18. — Quantité d'ADN dans les noyaux de l'épithélium de là vessie 
urinaire de souris naine et normale, et surface nucléaire (rayon en microns)*. 

N = Nombre de noyaux mesurés. 
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B. Différenciation des cellules in vitro 

a) Dimensions nucléaires et Polyploidie in vitro 

Comparés à ceux des souris naines et pour une teneur identique 
en ADN, les noyaux des cellules de culture de souris normales sont 
plus grands et présentent une variabilité plus prononcée. Cela montre 
que le volume nucléaire dépend de l'état physiologique de la cellule, 
ou de sa différenciation proprement dite, et non pas de son contenu 
en ADN. Une preuve particulièrement convaincante de cette indépen­
dance a été fournie par Schrader et Leuchtenberger (1950) : ils obser­
vent chez un insecte des classes de volume nucléaire associées à un 
contenu en ADN constant. On sait maintenant que le volume des 
noyaux est associé à l'état fonctionnel de la cellule et dépend de leur 
contenu en protéines non-histone (Leuchtenberger et Schrader 1951 ; 
Alfert et coll. 1955 ; Bachmann 1965). Sur la base de ces résultats on 
peut affirmer que sous l'influence de l'hormone somatotrope les cellules 
de souris normales acquièrent d'autres propriétés que celles des souris 
naines. Cette différenciation physiologique nucléaire est gardée dans 
les cultures de première explantation. 

Des souris trop âgées au moment de l'utilisation de leurs reins et 
un milieu mal équilibré sont deux facteurs qui empêchent cette diffé­
renciation de se manifester in vitro. II est probable que dans ces 
conditions seules certaines cellules sont sélectionnées à cause de leur 
résistance, étant peut-être moins différenciées ou prédisposées à une 
multiplication active in vitro (Sato et coll. 1960 ; Zaroff et coll. 1961). 
On sait d'autre part que les cellules d'individus âgés croissent diffi­
cilement en culture de tissu (John 1965). 

Les cultures de rein contiennent un certain nombre de noyaux 
appartenant à des classes d'ADN multiples. Ce phénomène est toujours 
plus marqué dans les cultures Norm. La technique microspectrophoto-
métrique ne permet pas de distinguer entre polyploïdie, polytenie ou 
un simple doublement du contenu en ADN précédant la mitose. Mais 
les travaux de Levan et Biesele (1958) sur des tissus embryonnaires 
cultivés in vitro montrent que la polyploïdie et l'aneuploïdie appa­
raissent rapidement et qu'elles sont déterminées principalement par 
les conditions in vitro. 

La question la plus importante concerne l'origine de cette poly­
ploïdie, puisque le point essentiel de la comparaison des cultures 
naines et normales in vitro est précisément la tendance à une poly­
ploïdie plus fréquente des cellules normales. Les cellules en intense 
activité mitotique dans les cultures jeunes ou dans les cultures infectées 
conservent en majorité leur valeur diploide. Les déterminations 
d'ADN portent sur des cellules soumises à l'inhibition de contact. Dans 
ces conditions Levine et coll. (1965) ont trouvé que les cellules pré­
sentent une réduction de la synthèse d'ADN, d'ARN et des protéines. 
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Dès que l'activité mitotique cesse, les cellules polyploïdes apparaissent 
et s'accumulent au cours du temps. Une observation similaire a été 
faite par Mittwoch et coll. (1965) en comparant différentes souches 
cellulaires humaines in vitro ; tandis que les cellules en activité mito­
tique retiennent leur nombre diploide de chromosomes, une partie des 
cellules deviennent polyploïdes pendant !'interphase. Il n'est pas exclu 
qu'une fusion de mitoses peut provoquer la polyploïdie ; mais dans 
ce cas le noyau résultant est souvent irrégulier de forme. Il ressort 
des travaux de Marciera-Coelho et coll. (1966) que l'inhibition de 
contact bloque certaines cellules pendant la période G2 de la division 
mitotique, c'est-à-dire après la phase de replication de l'ADN. Cela 
confirme les travaux montrant l'indépendance des phénomènes de la 
mitose et de la synthèse d'ADN (Swartz 1956 ; Naora 1957 ; Patau et 
Das 1961). L'ensemble des résultats rapportés ci-dessus favorisent 
l'hypothèse que la mitose est plus rapidement inhibée que la synthèse 
d'ADN. La différence entre cellules Dw et Norm in vitro porterait 
principalement sur l'induction de la synthèse d'ADN ; elle serait moins 
fortement inhibée dans les cellules normales. Une différenciation sous 
contrôle de l'hormone somatotrope agissant sur l'induction de la syn­
thèse d'ADN a déjà été suggérée par Leuchtenberger et coll. (1954 a). 

La contribution des résultats obtenus in vitro à la solution du 
problème de l'origine de la polyploïdie du foie chez les animaux tend 
à favoriser l'hypothèse de l'endoduplication du matériel génétique. C'est 
Naora (1957) qui a le plus complètement étayé cette théorie par des 
expériences in vivo. Cet auteur observe que les noyaux tétraploïdes 
apparaissent pendant une phase de croissance du foie sans que le 
nombre total de noyaux varie ; son hypothèse veut que les noyaux 
tétraploïdes se forment pendant !'interphase de noyaux diploïdes sans 
nécessiter la mitose. 

Par contre, l'hypothèse de Nadal et Zajdela (1966) semble devoir 
être écartée. Ils constatent une diminution des cellules binucléées 
simultanément avec une augmentation des cellules tétraploïdes ; ils 
en déduisent que la cellule binucléée est un stade de transition vers 
la polyploïdie, par fusion des cellules au moment de la mitose. Mais 
leur comparaison paraît mal choisie parce que le foie des souris naines 
contient des cellules binucléées (observation personnelle) et pourtant 
aucun noyau tétraploïde ne se forme. 

Pour Wilson et Leduc (1948) la formation de cellules tétraploïdes 
dans le foie est due à une suppression progressive de l'activité mito­
tique : «La première étape est un ralentissement, et finalement l'impos­
sibilité de la division cytoplasmique dont résulte la cellule binucléée. 
L'étape suivante est l'impossibilité de former le fuseau, ainsi la pro­
metaphase va jusqu'à Ia telophase sans division. Finalement, dans 
l'endomitose, les chromosomes peuvent se former et se dédoubler sans 
destruction de la membrane nucléaire. » Ce dernier point recouvre 
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l'hypothèse de Naora. Les observations in vitro confirment que l'hor­
mone somatotrope initie ou provoque la duplication de l'ADN pour 
former des classes multiples sans que la mitose soit impliquée. 

b) Manifestation de Ia diUérenciation in vitro 

Après désagrégation du rein par trypsination, les cellules rénales 
cultivées in vitro perdent leur fonction d'organe et sont soumises à 
deux changements fondamentaux. D'une part les contacts entre cel­
lules dans une couche monocellulaire in vitro ou dans un organe in 
vivo sont très différents. D'autre part, les cellules baignent dans un 
nouvel environnement ; elles sont soumises à des stimulus extérieurs 
nouveaux qui sont les mêmes pour chaque type de cellules. Dans ces 
conditions, on constate qu'une différenciation portant sur la Poly­
ploidie et le volume nucléaire est exprimée par les cellules Dw et 
Norm. La signification réelle des résultats obtenus en culture de tissu 
a souvent été mise en doute. On peut reprocher le caractère apparem­
ment indifférent adopté par les cellules en culture ; les conditions in 
vitro sont trop artificielles et n'ont aucun rapport avec des conditions 
physiologiques. Mais il faut connaître les limites de cette technique ; 
son utilisation dépend du problème à résoudre. La culture de tissu offre 
la possibilité unique d'isoler les cellules, de les dégager de tous les 
facteurs complexes qui les influencent dans l'organisme intact. Dans 
le cas particulier, le simple fait de comparer deux tissus dans un même 
environnement in vitro a provoqué l'apparition d'une différence impos­
sible à remarquer dans l'animal. Plusieurs explications sont possibles. 

1. L'hormone somatotrope active Ia croissance cellulaire in vitro 
(Moon et St Vincent 1957 ; Moon et coll. 1962). Une certaine quantité 
de cette hormone peut subsister dans les cellules normales et activer 
leur métabolisme. L'objection est que la survie de cette hormone chez 
Ie rat est au maximum de neuf heures (Tuchmann-Duplessis 1956) et 
probablement du même ordre de grandeur dans les cultures alors que 
la différenciation peut persister durant plusieurs semaines. 

2. Les génomes des cellules comparées in vitro diffèrent dans leur 
structure par un gène de type mendélien. Les expériences de transplan­
tation prouvent que le site primaire de l'action de ce gène réside dans 
la partie antérieure de l'hypophyse (Carsner et Rennels 1960) conduisant 
à une altération de la fonction de la glande. Il est peu probable que ce 
gène défectueux modifie le métabolisme de la cellule naine en culture ; 
à lui seul il ne saurait expliquer des différences de Polyploidie et de 
volume nucléaire. 

3. La différenciation est un reflet de changements dans l'expression 
du génome. Cette explication paraît très raisonnable à l'auteur de cette 
thèse à cause des publications suivantes. Tous les tissus d'un même 
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organisme, ayant le même génome, n'ont pas un comportement similaire 
en culture de tissu ; par exemple les cellules parenchymateuses du foie 
ne sont pas cultivables in vitro (Sato et coll. I960) ; d'autres tissus 
retiennent certaines particularités métaboliques en culture de tissu 
(Schindler et coll. 1959 ; Davidson 1964). Les effets induits par l'hormone 
somatotrope au niveau du génome ne peuvent pas s'exprimer in vivo 
dans le rein ; ils se traduisent par des caractéristiques morphologiques 
et cytochimiques in. vitro, dans ce nouvel environnement où Ie fonc­
tionnement des gènes est moins sélectif. 

c) Action de l'hormone somatotrope sur les cellules 

Trois voies générales d'investigation ont servi à l'approche du pro­
blème encore non résolu du mode d'action de l'hormone somatotrope 
sur les cellules. 

1. Les études in vivo ont confirmé son rôle dans la stimulation de 
la synthèse des protéines à partir des acides aminés ; elle accélère la 
mobilisation des graisses et leur oxydation. Elle active encore la syn­
thèse de l'ARN, 1'ARN messager inclus (Talwar et coll. 1962 ; Körner 
1963) et provoque la formation de cellules polyploïdes (Leuchtenberger 
et coll. 1954 a ; Swartz 1956 ; Di Stefano et Diermeier 1956). 

2. Les expériences in vitro sur des fractions cellulaires de rats nor­
maux et hypophysectomisés montrent que l'hormone somatotrope peut 
influencer la régulation de la synthèse des protéines au niveau des 
ribosomes. Le rendement des ribosomes de rats hypophysectomisés est 
inférieur à celui des rats normaux (Körner 1961, 1966 ; Staehlin 1965). 
La morphologie des polysomes peut être affectée par l'hypophysectomie 
(Yatvin 1966). 

3. La troisième méthode a consisté à comparer en culture des tissus 
de souris normales et des tissus de souris naines privées d'hormone 
somatotrope à cause d'une déficience hypophysäre. Cela a permis de 
constater que les deux types de cellules ont un comportement différent. 
On sait que l'hormone somatotrope est une protéine capable d'affecter 
des mécanismes régulateurs du métabolisme des acides nucléiques et 
des protéines (Talwar et coll. 1962). Ces raisons conduisent à l'hypothèse 
suivante : la différenciation observée in vitro dépend d'une modification 
de l'expression du génome induite par l'hormone somatotrope et elle 
n'est pas causée directement par un gène particulier. Cela confirme le 
concept concernant le rôle de cette hormone dans la croissance (Knobil 
1961) : la croissance embryonnaire est indépendante de l'hormone soma­
totrope et le reste pendant quelque temps après la naissance ; puis à 
un moment critique du développement postnatal la glande pituitaire 
assume les fonctions qui jusque-là étaient assurées par un système 
régulateur plus primitif. En l'absence d'hormone somatotrope ces fonc-
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tions régressent et disparaissent, avec comme conséguence l 'arrêt de 
la croissance (exemple des souris naines). L'induction de changements 
durables, irréversibles a été démontrée in vivo pour une autre hormone, 
l 'œstrogène (Anderwont et coll. 1957). Une stimulation limitée avec 
cette hormone provoque des changements irréversibles conduisant 
rapidement à l 'apparition de tumeurs du testicule lors d'une seconde 
stimulation, cette dernière étant séparée de la première par une longue 
période. 

L'hormone somatotrope est à l 'origine de multiples effets physio­
logiques, directs ou indirects. Il serait intéressant de pouvoir intégrer 
tous ces effets différents dans un système plus simple, à un niveau plus 
unifié. La démarche à suivre pour arriver à un tel but est suggérée 
par les résultats de cette thèse : tous les effets variés dépendent 
d'enzymes eux-mêmes soumis, soit dans leur synthèse, soit dans leur 
action, à des systèmes régulateurs de la croissance modifiés par la pré­
sence ou l 'absence d'hormone somatotrope. La biologie actuelle ne 
dispose peut-être pas encore des techniques pour l 'observation de chan­
gements au niveau des chromosomes des ver tébrés supérieurs, mais 
une voie d'approche est ouverte. Il est intéressant de signaler ici 
l 'action d'une hormone de croissance et de différenciation des insectes, 
l 'ecdysone, qui agit directement sur le noyau par régulation de l 'expres­
sion du matériel génétique (Clever 1964). 

C. Réponse cellulaire à l'infection par le virus PR8 
et établissement des subcultures 

a) Cultures inlectées par Ie PR8 

La prolifération cellulaire intense succédant aux effets pathogènes 
du virus est caractérisée par une croissance accélérée, entrecroisée avec 
per te complète de l'inhibition de contact : elle concerne des cellules 
de type fibroblastique. Cet effet est en accord avec les t ravaux déjà 
publiés sur ce sujet (Niven et coli, 1962 ; Leuchtenberger et coll. 1965) 
et a été décrit pour d 'autres virus, tels le polyome et le SV40 (Vogt 
et Dulbecco 1960 ; Shein et coll. 1964). Ce qui est observé dans les cul­
tures après infection par le PR8 illustre remarquablement bien les 
thèses élaborées par Leuchtenberger et Leuchtenberger (1963 a, 1964) 
concernant la relation virus - cellule hôte. L'analyse cytologique et cyto-
chimique simultanée des altérations morphologiques et des changements 
du métabolisme des acides nucléiques après infection in vitro ou in 
vivo par une var ié té de virus (virus ADN et ARN) leur a permis de 
mettre en évidence un phénomène commun. Il s'agit de deux effets du 
virus strictement opposés. L'effet I concerne la relation virus - cellule 
hôte en faveur de la duplication du virus ; l 'activité du virus est visible 
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dans la cellule, mais celle-ci est vouée à la mort. L'effet II concerne 
la relation virus - cellule hôte en faveur de la multiplication cellulaire ; 
il n'y a pas d'activité visible du virus, mais la mitose cellulaire est 
stimulée, conduisant dans certains cas à la formation de tumeurs. Dans 
les cultures rénales Dw et Norm l'effet I touche principalement les 
cellules de type epithelial. L'effet II s'observe sur les cellules de type 
fibroblastique. On peut supposer que la susceptibilité différente de ces 
deux types de cellules dépend de la constitution de la membrane cellu­
laire qui doit comporter des récepteurs spécifiques pour l'attachement 
et la pénétration du virus. 

L'augmentation anormale d ADN se remarque dans des noyaux de 
type épithélioïde qui ne se se divisent pas activement ; leur teneur en 
ADN est 20 à 30 fois plus élevée que celle d'un noyau diploide. L'ori­
gine de cette augmentation doit dépendre, comme dans les cultures 
témoins, de plusieurs endoduplications successives du matériel géné­
tique, plutôt que par fusion de noyaux ou par mitoses anormales. La 
mitose semble y être inhibée, mais pas la synthèse d'ADN. Ces noyaux 
géants voisinent avec les noyaux monstrueux reconnus pour la pre­
mière fois par Leuchtenberger et coll. (1965) dans des cultures infectées 
par le PR8. De semblables noyaux ont été décrits dans des cultures 
infectées par le SV40 (Enders et coll. 1964). Leur forme irrégulière doit 
dépendre d'un déséquilibre chromosomique très prononcé. Une autre 
cause de ces monstruosités peut être recherchée dans une altération 
de la membrane nucléaire pendant l'infection, ce qui est observé dans 
certaines cellules binucléées. La polycaryocytose n'a pas été observée 
après infection par le PR8 bien que certains virus du groupe des Myxo­
virus et d'autres l'induisent (Shein et coll. 1964 ; Roizman 1962 ; Kbhn 
1965). 

La présence du virus dans la cellule perturbe complètement les 
mécanismes de régulation, tant dans les cultures Dw que Norm. Les 
différences sont abolies : même titre hémagglutinant du surnageant, 
séquence identique des événements cytologiques et cytochimiques sont 
autant d'éléments qui soulignent qu'une fois que le virus agit dans la 
cellule, il est capable de masquer le métabolisme normal et de le 
détourner à son propre profit. A priori cette observation n'est pas 
inattendue parce que dans le conflit qui oppose la duplication du virus 
au métabolisme normal de la cellule, l'activité virale domine toutes les 
autres fonctions de manière générale. La mort de la cellule hôte semble 
bien être un effet direct de l'activité virale, tandis que l'induction de 
la mitose succédant à la phase aiguë de l'infection est plus difficile à 
comprendre. Leuchtenberger (1964) suggère que Ia prolifération anor­
male succédant à l'infection est un effet indirect : les substances virales 
et cellulaires relâchées par les cellules détruites modifient l'écologie 
de la cellule non infectée initiant la mitose. Ce processus serait partiel­
lement analogue à une régénération ou une réparation cellulaire. 
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b) Subcultures 

L'aneuploïdie apparaît très rapidement en culture de tissus embryon­
naires de souris (Levan et Biesele 1958) et les subcultures qui en déri­
vent sont toujours hypotétraploïdes et jamais diploïdes (Hsu 1961 ; 
Todaro et Green 1963). Les résultats obtenus avec des cellules d'origine 
plus âgées (nouveaux-nés de deux à trois semaines) confirment ces 
observations. Il est cependant remarquable qu'une des subcultures 
dérivant de cellules infectées (THOioNorm PR8) ait retrouvé un génome 
diploide, très probablement hétéroploïde bien que la preuve n'en soit 
pas donnée. Des subcultures diploïdes de tissus d'origine humaine ont 
pu être obtenues dans des conditions très strictes, mais leur limite de 
vie n'est pas indéfinie (Hayflick et Moorhead 1961). 

Deux conditions sont nécessaires pour Ia transformation morpholo­
gique des cultures de tissu rénal de souris : l'aneuploïdisation et l'induc­
tion de la mitose. L'aneuploïdisation apparaît à Ia suite de non-disjonc­
tions ou d'une perte de chromosomes dans le cytoplasme au cours de 
la mitose. Les changements structuraux comprenant des chromosomes 
anormalement petits et la formation de métacentriques à partir de chro­
mosomes télocentriques sont régulièrement trouvés, conformément à 
d'autres observations (Rolhfels et coll. 1959 ; Hsu 1961). Certaines évi­
dences données par Ohno et coll. (1960) et par Nelson-Rees et coll. 
(1964) permettent l'interprétation suivante : un chromosome métacen-
trique se forme suivant un processus de type robertsonien, c'est-à-dire 
par fusion centromérique de deux chromosomes télocentriques. Les 
fragments de chromosomes pourraient appartenir à la région centro­
mérique d'un chromosome. Apparemment, la transformation morpho­
logique in vitro est un processus de réajustement génétique de cellules 
soumises à un nouvel environnement. Le génome le plus compétitif est 
sélectionné. 

Le virus PR8 peut accélérer ce processus d'adaptation qui est la 
conséquence d'un réarrangement du génome opéré au moment de la 
mitose. Le virus agit de deux manières sur la mitose : d'une manière 
directe au moment de l'infection, en provoquant de nombreuses mitoses 
anormales ; d'une manière indirecte en stimulant la multiplication cellu­
laire, et par là en augmentant les possibilités de remaniements du 
génome. L'incidence d'anomalies chromosomiques est plus élevée dans 
les subcultures infectées à l'origine par le PR8. On sait qu'après infec­
tion par différents virus, certains enzymes, en particulier une désoxyri-
bonucléase, sont libérés par les lysosomes et sont capables de causer 
des dommages aux chromosomes (Allison et Mal lucci 1965 ; Allison et 
Paton 1965). Certains virus provoquent des aberrations spécifiques sur 
les chromosomes (Stich et coll. 1965 ; Yerganian et coll. 1962). Les ano­
malies chromosomiques rencontrées dans les subcultures infectées par 
le PR8 ne suggèrent pas une action spécifique du virus, mais le virus 
semble plutôt contribuer à l'exagération de certains remaniements struc-
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turaux apparaissant spontanément dans les subcultures témoins. Ce 
concept de l'exagération de processus pathologiques sous l'influence du 
PR8 est supporté par d'autres travaux. Imagawa et coll. (1957) rapportent 
que des souris infectées avec le virus influenza et traitées avec l'uré-
thane développent plus de tumeurs du poumon que celles traitées à 
l'uréthane seul. Dans les bronches, le PR8 augmente la fréquence et la 
sévérité de la prolifération atypique provoquée par l'inhalation de la 
fumée de cigarette (Leuchtenberger et coll. 1963 b). Le virus influenza 
est un facteur additionnel impliqué dans la prolifération atypique pou­
vant conduire à des cancers pulmonaires après inhalation combinée de 
virus et d'un aérosol d'hydrocarbures (Kotin et Wiseley 1963). 

En ce qui concerne la transformation morphologique proprement 
dite, l'origine des cellules importe plus que l'action du virus PR8 : les 
cultures Dw infectées ou non se transforment plus rarement que les 
cultures Norm. Cette différence est quantitative et non qualitative. Dans 
ce phénomène le rôle de l'hormone somatotrope peut être comparé au 
facteur de promotion dans la théorie de Berenblum (1959). Cet auteur 
met en évidence deux étapes nécessaires à la carcinogénèse. La pre­
mière comprend un processus irréversible d'initiation, la seconde un 
processus de promotion qui détermine l'évolution visible de Ia trans­
formation opérée par le processus d'initiation. Le second processus est 
un facteur quantitatif. Après disparition de l'activité visible du virus 
dans les cellules, certains mécanismes de régulation sont retrouvés. 
Une observation similaire a été rapportée par Medina et Sachs (1965) : 
la morphologie d'une cellule transformée par le polyome dépend étroi­
tement du type cellulaire normal avant l'infection. 

Les subcultures Dw et Norm, témoins et infectées donnent des résul­
tats pour lesquels la fréquence des irrégularités nucléaires varie plus 
ou moins proportionnellement au nombre de chromosomes. Le méca­
nisme du bourgeonnement nucléaire et de la formation de micronoyaux 
n'est pas encore compris, mais il pourrait résulter d'une élimination 
sélective de chromosomes pendant !'interphase (Crosby-Longwell et 
Yerganian 1965). L'analyse de ces irrégularités morphologiques du 
noyau présente un intérêt parce que leur fréquence peut varier après 
une infection virale. Après transformation par le virus du sarcome de 
Rous, des cultures ne présentent pas d'augmentation du nombre de 
micronoyaux et de bourgeonnements nucléaires, tandis que les mêmes 
cultures après transformation par le SV40 montrent une fréquence éle­
vée de ces mêmes irrégularités morphologiques (Elston et Stenkvist 
1965). 

Une connaissance plus approfondie de la transformation morpholo­
gique, c'est-à-dire de l'acquisition de propriétés conduisant à une multi­
plication indéfinie permettrait une meilleure compréhension de la crois­
sance, normale ou tumorale. Le parallélisme entre la transformation 
morphologique in vitro et l'acquisition de propriétés néoplasiques n'est 
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pas vérifié avec ce genre de culture. La transformation morphologique 
est rare dans les cultures rénales de souris naines et il se peut qu'elle 
soit un premier stade vers la transformation néoplasique. Par analogie, 
il est intéressant de rappeler ici quelques-uns des nombreux travaux 
prouvant le rôle déterminant de l'hormone somatotrope pour la crois­
sance de certains types de cancer (Griffin 1953 ; Sterental et coll. 1963 ; 
Weisburger 1964) tandis que la transformation néoplasique est très rare 
chez les souris naines (Heston 1966). 
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RÉSUMÉ 

Dans cette thèse, les reins de souris normales et de souris naines 
caractérisées par une déficience nypophysaire {souche Snell) sont 
comparés in vivo et in vitro (culture de tissu). Les résultats essentiels 
des études cytologiques et cytochimiques corrélatives sont brièvement 
résumés comme suit. 

1. In vivo la seule différence observable est l'hypoplasie du rein chez 
la souris naine sans que les dimensions cellulaires soient affectées. 

2. In vitro les cellules témoins des reins de souris naines ont des 
dimensions plus réduites et présentent moins de Polyploidie (micro-
spectrophotométrie sur Feulgen} que les cellules des reins de souris 
normales. 

3. La réponse globale des cellules rénales de souris naines et normaler 
à l'infection par le virus influenza PR8 in vitro est essentiellement 
la même. Mais la transformation morphologique des cultures de 
tissu rénal de souris naines est beaucoup moins fréquente que celle 
des cultures de tissu rénal de souris normales, et cela même en dépit 
de l'infection par le virus PR8. 



Achevé d'imprimer 

le quinze juillet mil neuf cent soixante-sept 

sur les presses 

de l'Imprimerie Vaudoise à Lausanne 


