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Les m6thodes  au to rad iograph iques  pe rme t t e n t  de d6celer dans les celhtles les 
cons t i tuan t s  qui ont  6t4 m a r q u f s  pa r  des radio iso topes  ~,v; les premiers  r f su l t a t s  obtenus  
pa r  ees m6thodes  s ' f t a n t  montr6s  encourageants ,  il nous a paru  ut i le  d '6 tud ie r  syst6- 
m a t i q u e m e n t  le sort  de cer ta ins  pr fcurseurs  dans  des t issus dont  le m6tabol i sme est d f jk  
connu grace aux m f t h o d e s  biochimiques.  C'est  pourquoi  nous avons choisi le foie de 
souris  comme mat6r ie l  exp6r imenta l ;  nous y avons 6tudi6 l ' incorpora t ion  de divers  prd- 
curseurs des p ro t f ines  et  des acides nuclf iques.  

Le bu t  de tou te  m6thode  cy toch imique  6tant  d ' ident i f ier ,  de local iser  et  de doser 
t e r ra ins  cons t i tuan t s  cellulaires,  il impor te  d 'u t i l i se r  comme marqueurs  les pr fcurseurs  
les plus spfcif iques possibles de ces cons i tu tants .  On peut ,  d ' a u t r e  par t ,  en ad jo ignan t  
aux  observat ions  au to rad iograph iques  des r fac t ions  cy tochimiques  des t infes  k fixer ou 

61iminer les molfeules  marqu6es  de fa~on spfcifique,  esp6rer a r r iver  k les i d e n t i f e r  
avec une prdeision accrue. C'est  pourquoi  nous avons 6tudi6 l 'effet  de f ixateurs  vari6s 
sur des coupes d 'o rganes  fixfs p r f a l ab l emen t  pa r  congf la t ion  sous vide k basse t em-  
p6ra ture  8 ou pa r  cong61ation-dissolution ix parce que ces m6thodes  assurent  au mieux 
la conserva t ion  dans  la cellule des subs tances  solubles. 

Une sfr ie  de coupes a donc 6t6 soumise tel le  quelle au processus au to rad iograph ique  ; 
d ' au t r e s  ont  6t6 trai t6es,  a v a n t  l ' app l i ca t ion  de l '6mulsion sensible, pa r  les solut ions 
su ivantes  ; 

x. l 'a lcool  ac6tique, qui est  un f ixateur  f r6quemment  uti l is6 pour  l ' au to rad iog raph ie  ; 
2. l ' ac ide  t r ichlorac6t ique qui est  utilis6 pa r  les biochimistes  pour  p r fc ip i t e r  les 

p ro t f ines  et  les polynucl6ot ides ;  
3. l ' a c f t a t e  de p lomb  qui a 6t6 propos6 par  TANDLER 14 comme un bon f ixateur  des 

des nuc l fo t ides  acidosolubles;  
4. l ' ac ide  ei tr ique a, en outre,  6t6 choisi parce  qu 'on  l 'u t i l ise  souvent  pour  isoler 

les noyaux  cellulaires 5 et  qu ' i l  pe rme t  done de compare r  nos propres  r f su l t a t s  avec les 
donnfes  obtenues  dans  le cas des t issus fract ionn6s pa r  een t r i fuga t ion  dift6rentielle et 
analys6s pa r  les m f t h o d e s  usuelles  de dosage des radioisotopes .  Rappe lons  que I~IIRsKY 1, 3 
a observ6 que l ' ac ide  ci t r ique ex t r a i t  une propor t ion  eonsid6rable des prot6ines  du 
noyau  eellulaire.  
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Nous avons choisi, comme pr6curseurs, le glycocolle-1-14 C dont le carbone marqu6 
fournit le C 4 des purines et qui s'incorpore aussi duns les prot6ines ; l'ad6nine et la ph6nyl- 
alanine sont, par contre, des pr6curseurs plus spfcifiques respectivement des purines 
et des prot6ines. On sait que si le foie n'est pus en r6gfn6ration, l'acide d6soxyribonuel6ique 
ne s'y marque pratiquement pus 9. 

MAT1~RIEL ET .~fI~THODES 

Nous  avons inject6 5̀  trois souris, par  vole intrap6riton6ale, du glycocolle-i-14C, de l'ad6nine-8-14C 
et de la DL-ph6nylalanine-3-14C dissous dans du iiquide physiologique. L'act ivi t6 des diff6rents 
pr4curseurs radioactifs utilis6s 6tait de 16/*c dans le cas de la glycine et de 4/~c duns celui de l 'ad6nine 
et de la ph6nylalanine.  

Les an imaux  ont  6t6 sacrifids apr6s 24 heures duns le cas du glycocolle et de l 'ad6nine et apr6s 
60 heures dans  celui de la ph6nylalanine.  Bien qu'il  ne s 'agissait  pas  de foie en r6g6n6ration, nous 
avons  ehoisi ces durdes d 'exp6riences puree que, apr6s h6patectomie,  la synth6se des purines est 
max ima  apr6s 24 heures et celle des prot6ines apr6s 60 h~ures 9. Les foies ortt 6t6 pr61ev6s ct fix6s 
5̀  basse t emp6ra tu re  sous vide par  la technique de GERSH 8 on par  la m6thode de cong61ation-dis- 
solution d6crite par  LlsoN n.  Des coupes d 'environ io l* ont  6t6 effectu6es et leur 6paisseur a 616 
v6rifi6e duns ehaque cas 5̀  l 'aide de la vis microm6tr ique du microscope, puisque la radioactivit6 
observ6e est 6videmment  proport ionnelle au volume du tissu. L'act ivi t6 a 616 corrig6e duns chaque 
c a s e t  ranlen6e ~ nne 6paisseur uniforme de io/z .  

Un certain hombre  de coupes fixaes et d6paraffin6es au xyloI ont  6t6 ensuite soumises aux  
t r a i t ements  suivants  : 

I. Alcool ac6tiquc (3/1 en volumes) pendan t  IO minutes  5̀  20 ~', suivi d ' un  iavage 5̀  l '6thanol 
7 °o pendan t  3 ° minutes.  

2. Acide trichlorac6tique Io % 5̀  o ° pendan t  ~5 minutes,  suivi de lavages r6p6t6s 5̀  l '6ther. 
3- Ac6tate de p lomb lO% acidifi6 par  de l'acide ac6tique (i % en volume) pendan t  12 heures 

5̀  o °, suivi de plusieurs  lavages 5̀  l 'eau distill6e, selon la m6thode de TANDLER 14. 
4- Acide citrique 5 % (pH 3.4) it o ° pendan t  12 heures, suivi d 'un  t ra i tement  pendant  2 heures 

par  de l 'acide trichlorac6tique tt io  %, puis d 'un  lavage 5. l 'alcool-6ther (3/i en volumes). 
5. Un certain nombre  de pr6para t ions  t6moins n 'on t  616 trait6es par  aucune solution. 
Les pr6para t ions  histologiques ont  6t6 recouvertes  d '6mulsion Ilford G 5 "in gel form",  puis 

r6v616es, fix6es et color6es par  le m61ange d 'Unna ,  su ivant  la m6thode pr6c6demment  d6crite 7. Les 
lames ont  6t6 d6velopp6es apr6s 24 heures d 'exposi t ion duns le cas du glycocolle et de l 'ad6nine 
et aprbs 4 8 heures dans  celui de la ph6nylalanine.  

Au moins mille cellules ont  6t6 compt6es dans chaque c a s e t  les traces des 61ectrons 6mis par  
le 14C (environ 3oo traces pour  I.OOO cellules habituellement)  ont  6t6 d6nombr6es duns le cytoplasme 
et les noyaux  des cellules pa renchymateuses  et des cellules de KUPFFER; elles ont  6t6 rapport6es 
5, la surface cor respondant  5. chacun de ces 616merits. Le diam6tre moyen des noyaux  des cellules 
pa renchymateuses  et des cellules de KUPFFER a 6t6 mesur6 au moyen d 'un  micromhtre. La surface 
du cytoplasme a 616 6valu6e en mesuran t  la surface totale de tissu observ6e, dent  on d6duit la surface 
des noyaux  et celle des espaces intercellulaires, qui peut  6tre estim4e "g environ i/5 de celle de Fen- 
semble des noyaux.  I1 n ' a  616 tenu compte que des traces des 61ectrons d 'au  moins 4 grains. Le 
" b a c k g r o u n d "  a 616 d6termin6 dans 20 champs  de chaque lame; on a d6duit de la radioactivit6 
de chaque 614ment cellulaire, l 'activit6 d 'une  surface correspondante  de background.  Le background 
des environs imm6diats  de la pr6parat ion histologique est environ 2 lois plus 61ev6 que eelui des 
r6gions qui en sen t  61oign6es; il n'exc6de jamais  i trace par  champ microscopique de 16,ooo/~2 et 
il correspond 5. environ io % de la radioaetivit6 totale. Les r6sul tats  exp6r imentaux  sent  exprim6s 
en nombre  de t races pour  i,ooo/~2 de tissu ; il est donc possible, si l 'on connalt  les teneurs  relatives 
des diverses fractions cellulaires en prot6ines et en acides nucl6iques, de d6terminer de fa~on ap- 
proximat ive  la valeur  de la radioactivit6 sp6cifique. 

Nous  avons  utilis6 comme 6talon de la radioactivit6 une suspension de cellules de levures 
marqu6es au 14C, dent  la radioactivit6 par  cellule avai t  au pr6alable 616 d6termin6e au compteur  
Geiger. Une gout te  de cette suspension a 6t6 d6posde sur  chacune des lames et le nombre  de traces 
pour  500 celiules a 6t6 d6termin6 duns chaque cas, Cet artifice permet  de v6rifier la constance du 
processus de l ' autoradiographie  (6paisseur de l '6mulsion photographique,  dur6e de l 'exposit ion et 
conditions de d6veloppement).  

RI~SULTATS EXP]~RIMENTAUX 

Les r6sultats sent rassembl~s dans le Tableau I, tandis que la microphotographie 
(Fig. I) montre l 'aspect d'une pr4paration de tissu trait6e par cette technique. 
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1)~ ~, 

Fig.  ~. A u t o r a d i o g r a p h i e  de t i s su  h 6 p a t i q u c ,  colord  au  m61ange  de f n n a  e t  p h o t o g r a p h i 6  en lumib rc  
v e r t e  (les n o y a u x  s o n t  en c la i r  e t  la b a s o p h i l i e  c y t c p l a s m i q u e  es t  tr(,s a p p a r e n t e / .  

On observe une radioactivit6 du m~me ordre de grandeur dans les coupes de 
l'animal tu6 60 heures apr~'s l ' injection de ph~nylalanine et dans celles de l 'animal tu6 
2 4 heures apr6s l' injection d'ad(,nine. Mais, dans ce dernier cas, l 'exposit ion de l'6mulsion 
photographique n'6tait que de 2 4 heures alors qu'elle 6tait de 4 8 heures dans le premier. 
On peut en conclure que l ' incorporation de la base purique dans l e s  n n e l ~ o t i d e s  e s t  p l u s  
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rap ide  que celle de l 'acide amind dans los prote!ines, tmisque la radioact iv i td  de la solution 
inject( 'e dtai t  la m6me. On ava i t  inject(, une dose de radioac t iv i td  quat rc  fois plus 
(,levde t)our It" glycocolle;  il n 'est  done |)as d tonnant  d 'obse rver  une radioact ivi t ( '  
sp('eifi(lUe plus dlevde dans son cas. 

l.e t r a i t emen t  par  l 'alcooI acdtique ou par  l 'acide t r ichloracdt ique semble conserver 
une activit( '  comparab le  dans le eas du glyc()colI(' et dans celui de la ph( 'nylalanine;  
clans le cas de l 'addnine,  l 'alcool aedtique conserve deux fois plus d ' ac t iv i td  que l 'acide 
t r ichloracdt ique.  Le tdmoin fixd par simple congdlat ion-dissolut ion demeure  cependant  le 
plus actif. En g(,n("ral, la fixation par  l ' acdta te  de p lomb ent ra ine  une per te  de radio- 
act ivi td  darts ie cas des 3 isotopes  utilisg, s : elle sc manifeste  sur tout  dans le cy toplasme;  
il faut en conclure (lue, dans le cas de l 'addnine,  la fixation des nuclOotides n 'es t  certaine- 
ment  pas quan t i t a t ive ,  l.e t r a i t e inen t  par  l 'acide ci t r ique s ' aceompagne  d 'une  d iminut ion  
notable  de la radioact ivi t ( ,  p r inc ipa lement  au niveau des protdines (expdriences x ~?t e) : 
los noyaux  cel lulaires peuvent  perdre jusqu' i t  75% de leur act ivi td  (expdrience 2). Unc 
fraction des t)rotdines cy top lasmiques  semble dgalement  {,tre dliminde par  ce t r a i t ement .  
11 s ' ag i t  vra isembla l f lement  de prot( ' ines basiques parce que, darts ce cas, la basophi l ic  
des nuch"o|es et celle du cy top lasme  sent  par t icul ibrement  dvidentes.  

I .a rad ioac t iv i td  des noyaux  est 4 fois plus dlev('e que celle du cytoplasme,  rant  
cn co qui concerne los protdines (tue h's nucldot ides;  les i lovaux d e s  cellules de K~:P~qq~.R 
semblent  tr(',s actifs dans tous les cas ol)serv('s. 

I)ISCUSSI()N 

I1 ressort  des r(,sultats qui ont d% rassemblds dans le Tableau  I que les noyaux  
h@at iques  incorporent  plus de glycocolle,  d 'addnine  et de phdnyla lanine  que le cy toplas-  
me, par  unitd de volume. 

Mais il impor te ,  avan t  de d iscuter  ce rdsul tat ,  d ' c xa mine r  les causes d 'e r reurs  
techniques qui peuvcnt  in te rveni r  au cours de ces d&ermina t ions .  

( 'onsiddrons d ' abo rd  les erreurs  que l 'on pout commet t re  en ce qui concerne la 
local isat ion de l 'origine cel lulaire de la radioact ivi t ( ' .  I.e d iamStre  appa ren t  des noyaux  
h@at iques  <'st de l 'ordre  de Io ,t. Le diam¢'tre d 'un  gra in  d ' A g B r  est de I 'ordre de 
o. 5 it: la  dis tance entre  les tout  premiers  grains est de I "t o. 5/*- I .a per te  de premiers  
grains  d 'une  trace pour ra i t  done occasionner une er reur  assez consid( 'rable dans la 
localisation de son point  d 'origine.  ( ' c t te  er reur  peut ,  cependant ,  &re n('glig~e car  It' 
dd \ ' e loppement  pho tograph ique  de routes les plaques a did homogt"ne dans tou te  la 
profondeur  de l 'dmulsion (environ 4 °/~ d 'dpaisscur  d 'dmulsion sbche). Une autre  er reur  
(It' localisat ion ponrra i t  r(,sulter du ph(mombne de "bacl,: sca t t e r ing"  (l '( ' lectron peut  
effectuer un certain parcours  dans lc tissu et dans  le vcrre du por te -ob je t  avan t  (It, 
p( 'ndtrer dans l 'dmulsion sensible):  il serait  possible d 'dva luer  cet te  erreur  en u t i l i sant  
des por te-obje ts  constitu(,s par  des dl~ments ldgers (matibres plast iques) ou Iourds (verres 
riches en plomb) qui d iminuera ien t  ou exag( ' reraient  son impor tance .  I1 semble toutefois  
que des erreurs  de ce type  doiveut  jouer  p lu ta t  en d(,faveur des noyaux,  puisqu ' i l s  
r e p r & e n t e n t  Ia surface la plus pet i te .  Cependant ,  si la zone cy toplasmique  pdrinuchiaire 
(4ait  par t icul iSrement  act ive,  on r i squera i t  d ' a t t r i b u e r  aux nowmx un nombre  t rop  
consid( ' rable de t races :  or on salt  (tue cet te  zone est part iculi~ 'rement basophi le  et  qu 'el le  
est d o n c  f i c h e  en  m i c r o s o m e s .  ( 'es  pa.rticules cons t i tuent  prdcisdment la fraction qui 
incorpore le plus intens( 'ment  les prdcurseurs des aeides nucl('iques et des prot ( ines .  

l';lt~lio,.,raphic p 5" 
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tant  in  vitrolO, 13 que in  vivo 2. Cependant, selon ces mSmes auteurs2,a°, 13, la fraction 
nucl4aire incorpore aussi tr~s activement les pr6curseurs des prot6ines et des nucl4otides. 
I1 semble done que les valeurs 61ev6es trouv6es pour les noyaux des cellules paren- 
chymateuses et, plus encore, pour ceux des cellules de KUPFFER soient significatives. 
Le rapport  entre l ' incorporation des pr6curseurs dans le noyau et dans le cytoplasme 
est du m6me ordre de grandeur, quel que soit te pr6curseur consid6r4 (Tableau I). 
SMELLIE et ses collaborateurs 13 ont observ6, par des m6thodes biochimiques, un en- 
richissement en 15N plus 61ev6 dans I 'ARN et les prot6ines du noyau que dans les m6mes 
constituants du cytoplasme total. 

D'apr~s SCHNEIDER 12 la teneur en prot6ines et en ARN du noyau est environ Io% 
de celle du cytoplasme. Nos estimations montrent  que le rapport  nucl6o-cytoplasmique 
des cellules h6patiques correspond ~t o.I, ce qui concorde avec les observations de 
ALLFREY' et al 1. 

Pour que les valeurs consign6es dans le Tableau I repr6sentent des radioactivit6s 
sp6cifiques, il faudrait que la concentration en prot6ines et en acides nucl6iques soient 
identiques dans le noyau et dans le cytoplasme. Ceci semble approximativement  exact 
en ce qui concerne les prot6inesa2; mais I 'ARN est, d'apr6s MIRSK¥ l, deux fois moins 
concentr6 dans les noyaux que dans le cytoplasme. 

Remarquons que les valeurs que nous avons observ6es par autoradiographie tendent 
& mettre l 'accent sur le m6tabolisme particuli~rement 61ev4 des noyaux. Cette conclusion 
reste valable, que les tissus soient seulelnent congel6s et dess6ch6s, ou qu'ils soient 
ensuite fix6s par l'alcool ac6tique ou par l'acide trichlorac~tique. Dans le cas de l'ad6nine, 
l'acide trichlorac6tique 61imine, semble-t-il, une proportion assez consid6rable de 
nucl~otides marqu6s, tant  dans le noyau que dans le cyLoplasme. Nous avions esp6r6 
fixer quanti tat ivement les nucl6otides acidosolubles en les pr6cipitant ~ l'aide d'ac6tate 
de plomb, comme le pr6conise TANDLER14: le rapport  d' incorporation nucl6ocytoplas- 
mique est en effet plus marqu6 dans ce cas; mais il r6sulte d'une perte de radioactivit4 
dans le cytoplasme, tant  en ce qui concerne les prot6ines que les acides nucl6iques. I1 en 
r6sulte done, et ceci est particuli~rement 6vident dans le cas de l'ad6nine, que l 'ac6tate 
de plomb ne fixe pas les nucl6otides aeidosolubles de mani6re quantitative. Enfin, le 
fait que la plupart des auteurs aient trouv6, par voie biochimique, une activit6 de la 
fraction nucl6aire re]ativement moins 61ev6e que celle que nous observons, r6sulte 
vraisemblablement de l 'utilisation d'acide citrique comme milieu d'isolement: cet acide 
extrait,  en effet, jusqu'~ 75% de l 'activit6 due aux prot6ines et pros de 50% de eelle 
due aux nucldotides. 

~IRSK¥ 1 observe 6galement que t'acide citrique peut enlever jusqu'k 55% des 
prot6ines du noyau, principalement des histones; ce fair explique la basophilie accrue 
des nucl6oles, que nous avons observ6e. La baisse de la radioactivit6 due aux nucl6otides, 
"t la suite d'un trai tement prolong~ ~ l'acide citrique, ne peut s 'expliquer que par une 
hydrolyse lente des bases puriques ou des polynucl4otides. Ajoutons, d 'autre part,  que 
l'acide triehlorac6tique, m6me X froid pendant I5 minutes, 61imine une certaine propor- 
tion des nucl4otides qui ont incorpor6 de l'ad6nine. I1 est difficile d'expliquer, ~ l 'heure 
aetuelle, pourquoi une mSme extraction ne s 'observe pas quand la glycine est utilis6e 
comme pr6eurseur. Peut-6tre y a-t-il une incorporation plus 61ev6e d'ad6nine que de 
glycine dans les petits nucl6otides. Dans le cas des prot6ines, la diminution de la radio- 
activit6, apr6s trai tement & l'acide trichlorac4tique, est n6gligeable et elle est de l 'ordre 
des erreurs exp6rimentales. 

l?ihliographie p. 50. 



5 ° A. FICQ, M. ERRERA VOL. 16 (1955) 

N o s  % s u l t a t s  i n d i q u e n t  q u e  la  m ~ t h o d e  a u t o r a d i o g r a p h i q u e  e s t  s u s c e p t i b l e  d ' a p p o r -  

t e r  d e s  r e n s e i g n e m e n t s  d ' o r d r e  q u a n t i t a t i f .  I1 s e r a i t  t o u t e f o i s  d6s i r a b l e  de  t r o u v e r  u n  

m o d e  de  f i x a t i o n  qu i  so i t  h l ' a b r i  de  t o u t e  c r i t i q u e  e t  qu i  mod i f i e  le m o i n s  pos s ib l e  la  

c o n s t i t u t i o n  d u  t i s su .  L a  m ~ t h o d e  de  c o n g 6 l a t i o n - d i s s o l u t i o n  s e m b l e ,  ~ ce p o i n t  de  v u e ,  

offr ir  u n  n e t  a v a n t a g e ,  en  t o u s  cas ,  en  ce qu i  c o n c e r n e  la  f i x a t i o n  de s  n u c l 6 o t i d e s .  Ce t t e  

c o n c l u s i o n  c o n c o r d e  a v e c  les o b s e r v a t i o n s  de  DAVIES e t  W a L K E I d  5, f a k e s  p a r  m i c r o -  

s p e c t r o p h o t o m ~ t r i e  d ' a b s o r p t i o n .  A j o u t o n s  q u e  les  i m a g e s  c y t o l o g i q u e s  o b t e n u e s  p a r  

ce m o d e  de  f i x a t i o n  s e n t  e x c e l l e n t e s .  

Rt~SUM~ 

Nous avons 6tudi6, par autoradiographie,  l ' incorporation in rive dans le foie de souris de 
glycine-i-14C, de DL-ph6nylalanine-3-14C et d'ad6nine-8-14C. La m6thode est quant i ta t ive  et les 
r~sultats eoncordent avec ceux obtenus  par  les m6thodes biochimiques usuelles. Toutefois, dans le 
cas des trois pr~curseurs utilis6s, nous avons treuv6 une activit6 m6tabolique des noyaux h6patiques 
d 'environ 4 lois sup6rieure ~ celle du cytoplasme. Les noyaux  des cellules de KUPFFER ont une 
activit6 encore plus consid6rable. 

Nous avons 6tudi6 de mani~re syst6mat ique par la inSme technique les propri6t6s des divers 
fixateurs histologiques. 

SUMMARY 

The in rive incorporation of glycine-I-laC, DL-phenylalanine-3-1ac and adenine-8-14C in mouse 
liver has  been studied by radioautography.  Results may  be given quant i ta t ive ly  and are in fair 
agreement with those obtained by the usual biochemical methods.  However, in the case of all three 
precursors, we have found a metabolic act ivi ty of the nuclei of liver cells about  4 t imes tha t  of 
the cytoplasm. The nuclei of the KUPFFER cells have a still greater activity. 

We have investigated systematical ly by the sanle technique the properties of various fixatives. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In  rive wurde der Einbau von Glycin-I-14C, DL-Phenylalanin-3-14C und Adenin-8-14C in die 
Leber der Maus mittels der Radioautographie untersucht .  Die Methode liefert quant i ta t ive  Ergeb- 
nisse, die mit  denen der gew6hnlichen biologischen Methoden iibereinstimmen. Jedoch fanden wir 
im Falle der drei verwandten Vorl~iufer in den Kernen der Leberzellen eine viermal so hohe Aktivit/it 
wie im Zellplasma. Die Kerne der KUPFFER'schen Sternzellen haben eine noch grbssere Aktivit/tt. 
Mit der gleichen Technik haben wit die Eigenschaften verschiedener histologischer Fixierungsmittel  
systemat isch untersucht .  
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