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Pha~ocytose des l iposomes par les macropha~es p6riton6aux de souris 

Phagocytosis of Liposomes by Mouse Peritoneal Macropha~es 

L. MATTENBERGER-KREBER, G. _A_UDERSET 1, 1V][. SCHNEIDER, A. LOUIS-BROILLET, M. ~TROLIN BENEDETTI e t  A. MALNOE 

Battelle, Centre de Recherche, 7, route de Drize, CH-1227 Carouge-Gen~ve (Suisse), 7 avril 7975. 

Summary. Uptake of ~*C-cholesterol or all-cholesterol labelIed liposomes, stimulation of a~C-glucose oxidation, as well 
as ultrastructural and autoradiographieal experiments have shown that  liposomes are phagocytized by mouse peritoneal 
macrophages. Further  results have shown that  degradation of liposomes was not complete 2 h after uptake. 

Les liposomes sont des structures lipidiques sph6riques rapidement dans certains tissus, en particulier dans le 
form6es de doubles couches de phospholipides alternant Ioie et la rate*, ~ et cette propri6t6 a incit6 certains auteurs 
avec des compartiments aqueux dans lesquels diff~rents & proposer l 'utilisation des liposomes comme vecteurs 
agents hydrosolubles peuvent 5tres incorpor6s~,a. In- d'agents th6rapeutiques ~,a. Toutefois de nombreux as- 
ject6s par vole intraveineuse, les liposomes s 'accumulent pects concernant le processus de p6n~tration des lipo- 

cS 

a) 

3C ,~ 

i 20i /" 

[ 10 

�9 -" 30 rain incubation 
~ incubation 

i ~ J r 

0.05 0.1 0.2 0. 

I=  

-8 

o 

8 

b) 

o 060 min incubation 

i i i i 

0.3 ml 0.05 0.1 0.2 0.3 m[ 
Volume de suspension liposomiale 

Fig. 1. Phagocytose de liposomes par des cultures de macrophages pSritonSaux de souris, a Dc~terminatiolCde la phagocytose par la mesure 
de l 'oxydation de glucose-l-X4C. Le 14CO2 produit par les macrophages tdmoins a 6t~ d~duit pour chaque temps d'incubation, b Ddtermination 
de la phagocytose par la mesure de la radioactivitd des liposomes marquis  au cholestdrol-I4C incorpor3s dans les macrophages. 
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Fig. 2. Phagocytose de liposomes marqu6s au cholest~rol-3H par des cultures de macrophages p~riton~aux de souris, a D~termination de 
la phagocytose par comptage du hombre de grains &argent pr~cipit~ sur un minimum de 30 macrophages, b D~termination de la phagocytose 
par la mesure de la radioactivit~ des liposomes marquis  au chol~st~roI-aH incorpor~s dans les macrophages. Le volume de suspension 
liposomiale ajout~ ~ chaque boite de Pdtri est de 100 ~1. 
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somes dans  les cellules ainsi que la cin6tique de l ib6rat ion 
des agents  incorpor6s darts le milieu intracellulaire r e s t en t  
encore peu connus.  

L ' accumula t ion  s61ective des l iposomes dans  cer ta ins  
organes du sys t6me r6ticulo-endoth61ial nous a condui t  

6tudier  Fact ion des macrophages  sur les s t ruc tures  
liposomiales. 

Matd~,iel et mdthodes. Les l iposomes son t  ob tenus  en 
s o u m e t t a n t  aux u l t rasons  d u r a n t  30 sec une suspension 
de 60 mg de phospha t idy lcho l ine  dans  3 ml de t a m p o n  
p H  7,5 (NaC1 150 m M ,  tris-HC1 10 mM).  Les l iposomes 
marqu4s  sont  ob tenus  en a j o u t a n t  a v a n t  t r a i t e m e n t  aux 
ul t rasons  des t races  de cholest6rol marqu6 (nC-choles- 
t4rol ou aH-cholest6rol). 

Fig. 3. Microphotographie optique d'une culture de macrophages, 
inenb4e durant 60 mm avee la suspension liposomiale puis reeouverte, 
apr6s fixation, d'un film autoradiographique • 1175. Contraste de 
phase. De nombreux grains d'argent r6duit sont assoei6s ~ Ia celhlle 
(fl&ehe). 
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Fig. 4. Diagramme iltustrant par 4tapes successives Ia rfactiou des 
macrophages apr6s incubation avec. une suspension liposomiale 
(pointill6). 

Les macrophages  p6r i ton6aux de souris, p r4a lab lement  
st imul6s par  une inject ion de p ro t6ose-pep tone  son t  r4- 
colt4s par  lavage p6ti ton6al  e t  mis en cul ture  p e n d a n t  
48 & 72 h dans  des boi tes  de P6tr i  Fa lcon de 35 m m  de 
diam6tre.  Le milieu de cul ture est  const i tu6 de Milieu 
Basal  D 'Eag le  addi t ionn4 de 20% de s6rum de veau 
foetal.  - La phagocytose  est  6tudi6e selon des m6thodes  
proches  de celles d6crites par  MICHELL et al.% - L ' au to -  
radiographic  est  r6alis6e en r ecouvran t  d '6muls ion t iquide 
I lford L4 d u ran t  14 jours les couches monocel lulaires  qui 
on t  6t6 expos6es & ta suspension liposomiale, rinc4es, 
fix6es g la g lu tara ld6hyde  puis post-f ix6es au t6 t roxyde  
d 'osmium.  - La f ixation,  l ' enrobage des cellules ainsi que 
la p r @ a r a t i o n  des coupes pour  la microscopie 6Iectro- 
nique on t  4t6 fails  selon les techniques  habi tue l lesL 

Rdsultats. Les mesures  quan t i t a t i ves  de phagocytose  
ind iquen t  que l ' incorpora t ion  des l iposomes marqu6s  et  
l ' augmen ta t i on  de p roduc t ion  de 1~CO2 sont  p ropor t ion-  
nelles au nombre  de l iposomes prdsent6s aux couches 
monocellulaires (figure 1, a e t  b). La  phagocy tose  inter-  
v ien t  tr6s r ap idement .  Elle est  d6j& 6vidente  apr6s 10 min 
d ' incubat ion .  Elle para i t  avoir  a t t e i n t  son m a x i m u m  
apr6s 30 min, et  n ' a u g m e n t e  que 16g6rement ent re  30 et  
60 min (figure 2, a e t  b). L ' au to rad iograph ie  opt ique  
(figure 3) conf i rme l ' incorpora t ion  des l iposomes. 

L '6 tude  u l t ras t ruc tura le  mon t re  que les l iposomes in- 
du isent  dans  une premiSre phase  une prol if6rat ion im- 
p o r t an t e  des villosit4s externes  des macrophages .  Darts 
un second temps ,  ces villosit4s externes  fus ionnent  entre  
elles d6 t e rminan t  de ce fail  de nombreuses  vacuoles in- 
c luant  un nombre  plus ou moins i m p o r t a n t  de l iposomes. 
Un d i ag ramme i l lustrat i f  (figure 4) expl ique les diff6rents  
s tades  observ6s. 

Le ph4nom6ne d ' incorpora t ion  des l iposomes par  les 
macrophages  est  tr6s rapide;  d6jS. apr6s 10 min d ' incu-  
ba t ion  un bon nombre  de l iposomes sont  visibles au niveau 
des vacuoles p6riph6riques des cellules. Ce n o mb re  s 'ac- 
centue  apr6s 30 rain d ' incubat ion .  Le diam6tre  des v4si- 
cules incorpor6s correspond & celui des l iposomes don t  
nous avons  calibr6 les d imensions  par  colorat ion n4gative 
(0,1-1,3 ~zm). A par t i r  de 30 min d ' incuba t ion ,  l ' incorpo-  
ra t ion  des I iposomes par  les macrophages  d iminue  et  
au tour  de 60 min,  il semblera i t  que les macrophages  soient  
satur4s de l iposomes. A c e  t emps  d ' incuba t ion ,  les villo- 
sit6s ex te rnes  des cellules on t  f o r t e m e n t  diminu6es e t  
1'aspect p6riph6rique est  comparab le  & celui des t6moins.  
Le hombre  de vacuoles cy top lasmiques  est  c e p e n d a n t  
beaucoup  plus 61ev6 que chez les macrophages  non  ex- 
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Fig. 5. Macrophage incub~ pendant 30 rain avec la suspension liposomiale, puis apr&~ lavage, incub6 durant 60 inin avec du milieu 
frais. Les liposomes intacts (L) dominent, tout en voisinant parfois avec des liposomes ouverts (Lo). • 20 000. 

pos6s aux Iiposomes. Ces vacuoles sont  charg~es de d6bris 
membrana i res ,  p r o v e n a n t  p r o b a b l e m e n t  de l iposomes 
d6grad6s et  de l iposomes identifiables,  encore referm6s. 

Des l iposomes non  d6grad6s sont  aussi pr6sents  darts 
ies vacuoles des macrophages  qui, apr6s avoir  6t6 expos6s 

la suspension l iposomiale p e n d a n t  10 ou 30 min,  on t  
~t~ rinc6s et  incubus p e n d a n t  60 ou 120 min  avec du 
milieu de cul ture  frais (fig~re 5). 11 ressor t  de ce t t e  der- 
nibre exp6rience que 2 h apr~s la phagocytose ,  les lipo- 
somes ne sont  pas  encore to ta lemel l t  d~grad6s par  les 
macrophages .  

E n  conclusion, llos r6sul ta ts  d 6 m o n t r e n t  que les lipo- 
somes son t  phagocyt6s  par  les macrophages ,  lls sont  en 
accord avec d ' au t r e s  t r a v a u x  sur l ' endocytose  des lipo- 
somes 7-1~ et  conf i rment  llos observa t ions  ant6rieures sur 
la lenteur  de la d6gradat ion  des l iposomes apr6s lear  in- 
corpora t ion  cellulaire 11. 
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Milieux h base  de poudre de musc l e  pour la num6rat ion  des m i c r o o r g a n i s m e s  prot6olytiques 

Muscle  Powder  Media for Enumerat ion  of Proteolyt ic  M i c r o o r g a n i s m s  

j ,  PROTH, A. MOUREY et  G. KILBERTUS 

Laboratoire de Bota~r et de Microbiologie, Universitd de Nancy I, Case o//icielle 740, 1::-54037 Nancy-Cedex (France), 
25 juin 7976. 

Summary. New media,  w i th  ox muscle powder  as a subs t ra te ,  are proposed for e l lumera t ion  of proteolyt ic  micro-  
orgall isms in m e a t  products .  

Les mil ieux de cul ture classiques pour  la d6tec t ion  et  
la l lum6rat ion des microorganismes  pro t6oly t iques  au 
seill d ' une  popu la t ion  microbienne  sont  essent ie l lement  

base de casdine ou de gdlatine. 
La  cas6ille p e r m e t  la mise en 6vidence des microorga-  

n ismes cas6olytiques,  suscept ibles  de d6grader  les pro-  
dui ts  laitiers 1. L 'u t i l i sa t ion  de la g6Iatine est  j ustifide par  
le fai t  clue Ies 6tudes taxonomiclues  des microorganismes  
n~cess i tent  l 'u t i l i sa t ion  de snbs t r a t s  bien d6fillis. Dans  

les cas de num6rat ions ,  on doit  incorporer  ce p rodu i t  
dans  des mil ieux solides ell boites de P6tr i  (g6Iose-g61atine) 
e t  la mise en 6vidence de la g61atinolyse n6cessite l ' emploi  
de ~r6v61ateurs~ qui en p r6c ip i tan t  le subs t r a t  en t r a tnen t  
ell m~me t e m p s  la des t ruc t ion  des colonies ce micro-  
organismes.  L ' emplo i  de la g61atille ou de la cas6ille est  
li6 5. des cas bien pr6cis e t  l ' hydro lyse  de l 'une de ces 
deux  subs tances  n ' impl ique  pas fo rc6ment  pour  le micro-  
orgall isme en cause la possibili t6 de i 'hydro lyse  de l ' au t re  ~. 


