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Ah&act-The effects of Mitomycin C and the aromatic nitrogen mustard Melphalan 
on total nuclear proteins, nucleolar dry mass and DNA in rat fibroblasts cultivated 
in vitro have been studied by means of microinterferometry and cytophotometry after 
Feulgen reaction. With these techniques, the quantity of the three nuclear com- 
ponents can be measured in individual cells and successively in the same cells. Previously, 
Mitomycin C and Melphalan had been shown to inhibit cell multiplication and to cause 
important cytological alterations during interphase and mitosis. 

As far as total nuclear proteins, nucleolar dry mass and DNA are concerned, the 
effects of Mitomycin C (@4 mg/l, during 4 days) and of Melphalan (lo0 mg/i during 
3 days) are quite simifar. Indeed, in the presence of one or another of these antimitotic 
agents, premitotic syntheses of nuclear proteins, nu&oIar material and DNA take pface; 
however, DNA synthesis seems to be somewhat inhibited by Mitomycin C. In both cases 
only a few cells divide. In these fibroblasts, the amount of total nuclear proteins and the 
nucleolar dry mass increase up to twice the normal pre-division value, while the DNA 
content is at the premitotic level. Probably due to inhibition of DNA synthesis, the 
majority of the Mitomycin C treated cells remain in this state. In the case of Melphalan, 
the DNA content continues to increase and the cells become octoploid and even some- 
times hexadecaploid as far as DNA and nuclear proteins are concerned. 

The size of the fibroblasts treated by Mitomycin C or by Melphalan increases 
progressively and the cells slowly degenerate. 

LA MICR~-I~TERF~ROM~RIE et la cytophotom~trie apres reaction de Feulgen sout des 
techniques cytochi~ques g&e auxquelles il est possible d’aborder quant~tativement 
Ie probI&me du mecanisme d’action des substances antimitotiques. Ces deux methodes 
permettent en effet de d&erminer successivement dans les nt&res celfules, les teneurs 
en proteines nucleaires totales et Ies teneurs en acides desoxyribonucleiques (ADN). 

Le comportement respectif de ces macromolecules nucleaires peut &tre ainsi analyst, 
notamment dans des cellules cultivees in vitro et traitees par divers agents cytotoxiques. 
Les effets des rayons X ont et6 etudies 18 ce point de vue par Killander et al. ;1 de notre 
.ccitC, nous avons utilist prectdemment ces techniques pour analyser Ies syntheses de 
proteines nucltaires et d’ADN dans des fibroblastes de rat croissant in vitro en 
presence de Myleran .2* 3 Dans Ie present travail, nous avons porte notre attention sur 
le comportement des proteines nucltsaires et des ADN dans des fibroblastes de rat 
soumis a l’action de la Mitomycine C ou du Melphalan, deux substances a propri~t~s 
anti~totiques dont nous avions auparavant 6tudiC Ies effets sur Ia croissance et les 
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syntheses d’ADN dam des cultures in oitra de fibroblastes de poulet.*-7 Les resultats 
actuels indiquent essentiellement que ces deux antimitotiques emp&chent la plupart 
des cellules de se diviser et provoquent un important accroissement du poids set des 
nucleoles, de la teneur en proteines nucleaires et tventuellement de la teneur en 
ADN. Le r&urn8 de ces observations a CtC publie dans deux notes preliminaires8? g 

MATGRIEL ET TECHNIQUES 

Des fibroblastes de coeur d’embryons de rat ont et6 preleves puis directement mis 
en culture in vitro selon une modification personnelle de la technique sur double 
lamelle et lame de Maximow. Des explants de petite taille sont places sur lamelle dans 
un milieu liquide contenant du TC Medium NCTC 109 Difco, du serum de veau et 
du Iiquide de Tyrode-glycosol. Tous les deux ou trois jours, les cultures sont a&es 
et Ie milieu nutritif remplace sans repiquage des explants. Dans ces conditions, la 
muhiplication cetlulaire est tres active et les cellules s’etalent fortrment sur le verre. 
La Mitomycine C ou le Melphalan ont dti ajoutes d&s l’explantation au milieu de 
culture, aux concentrations finales respectives de 0,4 mg/l . et de 100 mg/l, concentra- 
tions n’empechant pas une certaine croissance mais provoquant de nettes lesions 
cytologiques. Apres 4 jours pour la Mitomycine C et 3 jours pour le Melphalan, les 
cultures ont et6 fixees par la technique de la congelation-substitution au methanol 
absolu. Aprb cette fixation, la perte de matieres seches est relativement faible et 
l’aspect des cellules est trts comparable a celui des cellules vivantes. 

Des dosages interferentiels du poids set nucleaire total-nucleoles non compris- 
ont et6 executes dans les cellules fixtes, considertes individuellement, ii l’aide du micro- 
scope a interferences de Smith-Baker et de son oculaire special ‘half-shade’; pour 
chaque noyau, 3 a 5 mesures de retard optique ont tte effectuees. Ensuite, les cellules 
ainsi Btudiees ayant 6tC rep&es, la reaction de Feulgen classique a die realisee; des 
dosages cytophotom~triques d’acides desoxyribonucleiques (ADN) ont ensuite et& 
effectuts a l’aide du microdensitom~tre int~grateur de Barr and Stroud, muni d’un 
systeme ‘scanning’ selon Deeley (4 a 5 mesures ont ttC realisees pour chaque noyau 
Ctudit). La teneur en ADN des noyaux qui avaient ettc prealablement Ctudits par 
microscopic a interferences a et6 ainsi determinCe. La teneur en prottines nucleaires 
totales a tte calculee en admettant que celle-ci correspond au resultat de la soustrac- 
tion: poids set total du noyau moins la teneur en ADN correspondantere (et Richards 
et Davies, communication personnelle). Les resultats des dosages cytophotometriques 
ont done dQ Ctre prealablement transform& en valeurs absolues; la valeur diploide 
moyenne pour le rat, trouvee par methode biochimique et utilisee ici, est de 5,7 x 

lo-12 g.11 Enfin, le poids set total du materiel correspondant a l’aire de projection des 
nucleoles a et6 determine aussi par microscopic a interferences et par la m6me tech- 
nique que celle utilisee pour calculer le poids SEC total du noyau; lorsque le noyau 
contenait plusieurs nucleoles, ce qui est frequent dans notre materiel, les poids sets 
des differents nucleoles ont CtC additionnes donnant ainsi, pour le materiel nucleolaire, 
une valcur totale par noyau. 

Soulignons que tous nos dosages ont CtC realises dans des cellules rencontrees au 
hasard; dans le cas oti, au contraire, certaines cellules ont ttC pr~alablement choisies, 
nous l’avons indique dans le texte. Soulignons aussi que nous considerons tout 
accroissement de la teneur en proteines du noyau comme le resultat de syntheses 
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mais sans prejuger du lieu oti elles se produisent (noyau et (ou) cytoplasme). En d’autres 
termes, nous ne faisons pas la distinction entre syntheses et accumulation. 

RBSULTATS 

.I. Eflets de la Mitonlycine C 
La Mitomycine C, substance a proprietes antibiotiques et antitumoralesi2-l5 inhibe 

I’activitC mitotique, perturbe la division cellulaire49 5* ls et al&e le noyau en inter- 
phase41 59 17. Dans un travail precedent,41 5, nous avons aussi montrt que dans des 
fibroblastes de poulet trait& par cet agent antimitotique, les syntheses d’ADN sont 
ralenties et que beaucoup de ces cellules restent bloquees en preprophase. Etant donne 
l’utilisation de la Mitomycine C en clinique humaine, nous l’avons fait agir, dans 
le present travail, sur des cellules de Mammifere. 11 est a remarquer que les concentra- 
tions de Mitomycine C actives in vitro sont pratiquement les mCmes pour les fibro- 
blastes de rat que pour les fibroblastes de poulet. Cette observation est valable aussi 
pour d’autres substances antimitotiques telles que le Myleran, le Melphalan ou le 
sulfate de Beryllium. 

Dans les cultures temoins (partie superieure de la Fig. 1 ci-contre), la plupart des 
cellules sont en debut d’interphase, c’est-a-dire contiennent des quantites de proteines 
nucleaires et d’ADN correspondant aux valeurs ‘post-telophasiques’ ou encore sont 
‘diploides’ du point de vue de ces macromolecules. Les cellules en train de rtaliser 
des syntheses premitotiques sont rares; quelques-unes ont double leurs teneurs en ADN 
et en proteines nucltaires : elles sont arrivees en prCprophase.i* On notera que la dis- 
persion des points autour de la valeur diploi’de moyenne est moins grande dans le 
cas des teneurs en ADN que dans celui des proteines; ceci est dQ en partie au fait que 
les dosages cytophotomttriques sont plus precis (erreur de 2 a 5 pour cent environ) 
que les dosages interferentiels (erreur de 5 8 10 pour cent environ). La variation bio- 
logique pourrait aussi 8tre plus importante dans le cas des proteines nucltaires que 
dans celui des ADN. Dans ces cultures temoins, l’activite mitotique est faible (index 
mitotique 3 pour mille) car elles ont ttt fixees deux jours aprbs le renouvellement de 
leur milieu nutritif: c’est-a-dire en fin de croissance. Nous y avons observe en outre, 
une cellule quasi octoploi’de quant aux ADN mais apparemment encore tetraplolde 
du point de vue des proteines nucleaires (voir le point situ6 a l’extreme droite du 
diagramme temoin dans le Fig. 1). On ne peut affirmer que ce fibroblaste exceptionnel 
se divisera mais il est le siege de syntheses (I’ADN dont la quantite depasse nettement 
la valeur preprophasique. 

Dans les cultures traitees, la zone de croissance est moins large que chez les ttmoins 
mais on y observe cependant des mitoses. L’index mitotique y est de 6 pour mille; 
cette apparente augmentation de la frequence des divisions par rapport aux tCmoins 

est due au blocage de la mitose en metaphase comme nous l’avons aussi montre 
anterieurement pour des cellules de poulet 4* 5. Frequemment, de pctits noyaux acces- 
soires se forment en post-telophase, a partir de chromosomes aberrants. Parmi les 
cellules en interphase, beaucoup peuvent &tre qualifites de gtantes ainsi que leur 
noyau. Souvent aussi, le noyau ‘bourgeonne’ et Cmet des micronoyaux dans le cyto- 
plasme; ce phenomene peut se produire a tous les stades de l’interphase. D’autres 
fibroblastes sont en pycnose et des debris nucleaires positifs apr&s la reaction de 
Feulgen s’observent dans le cytoplasme des macrophages; il s’agit de materiel phago- 
cyte. Ccs modifications morphologiques des cellules traitees s’accompagnent de 
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sCvL?res perturbations dans les syntheses des proteines nucleaires et des ADN, ainsi que 
l’indique le diagramme inferieur de la Fig. 1 ci-contre. En effet, la plupart des cellules 
traitees ont une teneut ClevCe en proteines nucleaires et en ADN; peu nombreuses sont 
celles qui sont diplordes a la fois quant aux proteines et aux ADN. Une de ces cellules 
diplo’ides ne contient que 4 picogrammes d’ADN; le reste de la quantite diplo’ide 
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FIG. 1. Relation entre les teneurs en proteines totales et en acides dtsoxyribonuclCiques dans le noyau 
de hbroblastes de, rat trait&s par la Mitomycine C et dans les temoins correspondants. 

Chacun des points correspond a un noyau dont les teneurs en proteines totales et en ADN ont ttC 
determinbs respectivement par microscopic interferentielle et cytophotometrie apres reaction de 
Feulgen, dans des cellules considertes individuellement. En abscisses, teneurs en ADN exprimkes 
en valeurs absolues (lo-12 g); en ordonnkes, teneurs en proteines nucltaires totales exprimkes en 
lo-i2 g. Les petits traits perpendiculaires aux axes des abscisses ou des ordonnees indiquent les 
valeurs moyennes pour les noyaux diploides, tetraploides ou octoploIdes en ce qui conceme respective- 
ment les ADN et les proteines nuclkires totales. Ces cultures ont et8 fix&es 4 jours apres l’explanta- 
tion; les cellules ont CtC trait&es par de la Mitomycine C a la concentration finale de 0,4 mg/l ., dts 
la mise en culture. 51 noyaux de cellules temoins et 49 noyaux de cellules trait&es par Mitomycine 
C ont CtC Ctudib. 11 existe des differences hautement significatives entre ces cultures, tant au point de 
vue des prottines (xc2 = 35,35; P < 0,001) que des ADN (xc2 = 12,41; P < 0,001). 

d’ADN se trouve dans un petit noyau accessoire situ6 dans le mCme cytoplasme; les 
deux points situ& p&s de l’origine des axes des ordonntes et des abscisses correspon- 
dent a de tels micronoyaux a teneur basse en ADN et en proteines. Dans quelques 
cellules, la teneur en proteines du noyau a double alors que ces noyaux sont rest& 
diploldes quant aux ADN; cette forte dissociation dans le temps entre ces syntheses 
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pourrait s’expliquer ici par un certain degrt! d’inhibition s’exercant sur les syntheses 
d’ADN mais non sur les syntheses de proteines nuclbires. Une dissociation de meme 
nature peut s’observer aussi dans des cultures non traitces et en croissance active, 
comme nous I’avions montre anterieurement ;ls ici, dans les cultures temoins, enfin 
de croissance, une telle dissociation n’apparait pas. Nous pensons que ce phenomdne 
est fortement accentue dans les cultures trait&es par la Mitomycine C en raison de 
l’inhibition selective des syntheses d’ADN que peut provoquer cet antimitotique ainsi 
que d’autres auteurs l’ont signal6 pour d’autres materiels: Shiba ef ~1.~~ et Sekiguchi et 
Takagisl pour Escherichiu co& et Kuroda et Furuyama22 pour les cellules HeLa. 
Dans les cultures trait&es, leqsynthbes d’ADN ne sont cependant pas inhibees com- 
plctement car les ~broblastes peuvent devenir tetraplo1des quant aux ADN. Certaines 
de ces cellules a 4 ADN sont de teneur pr~mitotique en ce qui concerne les proteines 
nuclcaires et queiques-unes peuvent entrer en mitose. D’autres fibroblastes sont aussi 
tetraploides quant aux ADN (4 ADN), ou presque, mais leur teneur en proteines 
nucleaires a nettement depasse le niveau premitotique; ils sont devenus octoploides du 
point de vue des protcines nucltaires (8 p) et leur taille s’est accrue fortement. On 
peut constater ici de nouveau que des syntheses (ou une accumulation) de proteines 
nucleaires peuvent avoir lieu en avance sur les syntheses d’ADN. 11 est vraisemblable 
que certains noyaux arrivent au stade 8 p/4 ADN sans avoir atteint la prtprophase 
(4 p/4 ADN), les syntheses de proteines devancant celles des ADN ralenties par la 
Mitomycine C; dam ce cas, la mitose n’a pu se declencher. De rares cellules octo- 
ploIdes quant aux proteines et aux ADN peuvent aussi se rencontrer, mais il en existe 
parfois aussi l’une ou l’autre chez les temoins. 11 est probable que, les qnthkes (S’ADN 
&ant inhibbes dans une certaine mesure, la plupart des noyaux octoplordes quant aux 
protcines restent 1 ce stade, ne deviennent pas des octoplordes vrais B 8 ADN mais 
deg&&rent progressivement. Remarquons aussi que les noyaux ne deviennent has 
octoploides quant aux proteines alors que la teneur en ADN est encore diplofde. Le 
m&me comportement du noyau s’observe aussi lors de l’action du Myleran sur le 
mdme type de cellules.2~ a 

Nous avons montre anterieurement que le poids set total des nucleoles par noyau 
double au tours de la preparation not-male It la mitose (preparation nucltolaire a la 
mitose,23); il passe ainsi, chez le fibroblaste de rat, de 5 a 10 picogrammes environ. De 
plus, dans les noyaux octoploides quant aux proteines, le poids set nucltolaire total par 
noyau est voisin de 20 picogrammes, (set Fig. 2 d-con&e); inversement, dam les noyaux 
accessoires ou micronoyaux, le poids set des nucleoIes est reduit et quasi proportionnel 
a la teneur en proteines de ces micronoyaux. L’accroissement du poids set total des 
nucltoies paraft done se realiser approximativement en mCme temps que les syntheses 
de proteines dans le reste du noyau; entre ces deux variables nucleaires, on observe 
une correlation positive, statistiquement significative.* 

Dam les cellules traitees par la Mitomycine C, le comportement des nuclrioles 
parait normal ainsi que l’indique la Fig. 3 ci-apres: en effet, le poids set des nucleoles 
est pratiquement le meme que chez les fibroblastes non trait&s (5 picogrammes en- 
viron en debut d’interphase) puis il tend a doubler puis a quadruples respectivement 
dans les noyaux t&raploIdes ou octoploides quant aux prottines. Dans les micronoyaux, 
le poids set des nucleoles est fortement reduit ; parfois m&me, aucune trace de matCrie1 
nucleolaire n’y ert visible. 

* Cette analyse mathhmatique a Ct6 &lisk en collaboration avec G. Lennes. 
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Darts nos conditions d’experience, malgri: la presence de Mitomycine C dans le 
milieu de culture, les syntheses premitotiques de proteines nucleaires et de materiel 
nucleolaire se realisent done, bien que les syntheses d’ADN paraissent subir une 
certaine inhibition. Darts la plupart des cellules, toutefois, l’entree en mitose est inhi- 
bee. Dans ces fibroblastes trait&, la teneur en proteines totales du noyau et le poids 
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FIG. 2. Relation entre la teneur en proteines totales et le poids set total du materiel nucleolaire dans 
le noyau de fibroblastes de rat normaux. 

Chacun des points correspond a un noyau dont la teneur en proteines totales (nucleoles non com- 
pris) et le poids set total des nucltoles ont CtC d&ermines par microscopic interferentielle. Lorsque 
le noyau contenait plusieurs nu&oles, c’est la somme des poids sets de chacun d’eux qui est donnte 
ici. En abscisses, la teneur en proteines totales du noyau; en ordonnees, le poids see total des nucleoles; 
les petits traits perpendicuiaires 1 l’axe des abscisses indiquent les valeurs moyennes pour chacune 
des 3 classes de noyaux: diploldes, t&raploLdes ou encore octoploldes en ce qui wncerne les proteines 
totales. A 63 valeurs correspondant a des ceilules rencontrees au hasard, 3 vaieurs octopioides du 
point de vue des proteines nucI&aires ont cte ajoutkes; elles ont ttC choisies dans differentes cultures 
de fibroblastes de rat normaux afin d’ctudier lcs relations entre le quantite de matcriei nucleoiaire 
et la teneur en proteines nuclkaires totales dans de tels noyaux gkants. Dans ce diagramme, le nombre 
de points situ& en haut et a droite ne reprksente done pas la frequence avec laquelle se rencontrent 
ces noyaux de grande taille dans les cultures ttmoins. La valeur sit&e pris de l’origine des axes des 
abscisses et des ordonnees a CtB observke dans un petit noyau accessoire ou micronoyau. L’analyse 
statistique a montre i’existence dune corrciation positive et signiticative au seuil de P < 0,001 

entre ces deux variables nuclkaires (r = 0,933). 

see total des nuclColes continuent de s’accroitre fortement alors que, le plus souvent, 
la teneur en ADN ne depasse pas le niveau premitotique. Ces cellules augmentent 
considerablement de taille mais sont vouees a la degenerescence. 

B, Eflets du Melphalan 
Le MeIphalan (pdi-(2 chloro~thyl)amino-L-ph~nylala~ne)s6 est une substance 

douee de propri&s antitumorales et aIkylantes.Nous avons montre recemments* 7 
qu’il provoque dans des cuhures de fibroblastes de poulet, une i~ibition de la crois- 
sance et de l’activite mitotique, des anomalies de la division et le blocage de nom- 
breuses cellules en preprophase. 
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Dans le present travail, effectue, rappelons-Ie, sur des fibroblastes de rat, l’effet 
i~bite~ sur la croissance s’est manifest6 nettement car l’index ~to~que n’est que 
de 1 pour mihe apres un contact de 72 h avec le produit, a la concentration finale de 
100 mg/l.; cet index est de 19 pour mille dans les cultures temoins, fixks en pleine 
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FIO. 3. Relation entre la teneur en protbines totales (nucleoles non compris) et le poids set total du 
materiel nucleolaire dam le noyau de fibroblastee de rat trait& par la Mitomycine C. 

Ce diagramme a Cste construit de la miSme man&e que oelui de la Pig. 2. II est a noter toutefois 
qu’ici, les 42 valeurs ont toutes tte rencontnks au hasard. Les deux valeurs situ&es B gauche, contre 
I’axe des abscisses, ont tit& observks dans deux petits noyaux accessoires. Lcs celhks ont &b trait&es 
d&s I’explantation par de la Mitomycine C a ia concentration finale de 0,4 m&l., pendant 4 jours. 

La correlation entre les deux variables est signihcative (r = 0,876; P < 0,001). 

croissance. De t&s nombreuses cellules trait& contiennnent plusieurs petits noyaux 
accessoires, dans d’autres, le noyau est en pycnose. Les macrophages phagocytent les 
cristaux de Melphalan qui ne se sont pas dissous. 

Comme I’indique la Fig. 4 ci-contre, dans les cultures temoins, les cellules en debut 
d’inte~h~, c’est-&dire & teneur en proteines nucktires voisine de 25 pi~o~~es et 
a teneur en ADN diplorde (5,7 picogrammes) sont relativement nombreuses. D’autres 
cellules sont en train de realiser leurs syntheses prknitotiques; on remarquera que 
de telles cellules sont plus nombreuses ici que dans les cultures temoins de l’expbrience 
‘Mitomycine C’. Ces dernieres etaient en effet en fin de croissance contrairement ZI 
celles de l’experience ‘Melphalan’, fix&es en pk-iode de croissance active. Certaines 
cellules en@ (Fig. 4) sont arriv6es en preprophase oh teneurs en prodines et en ADN 
ont double toutes deux. Dans les cultures traitees, il n’existe que de rares cellules en 
debut d’interphase. La plupart des fibroblastes sont t&raploIdes quant aux ADN, ou 
presque, et plusieurs sont en preprophase (4 p/4 ADN); cependant, on constate une 
forte diminution du nombre des mitoses dans ces cultures. Dans beaucoup de noyaux, 
la quantite de proteines nucleaires totales a fortement augmente et est meme parfois 
devenue octoplojlde (100 picogrammes environ), bien que la quantite d’AD.N ne depasse 
pas le niveau prknitotique (4 ADN). Quelques-unes de ces cellules geantes devien- 
nent ensuite des octoploIdes vraies, c’est-a-dire a teneurs en proteines et en ADN 
SC 
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octoplordes; rarement, le noyau semble mEme pouvoir atteindre le niveau 16plojide 
(voir le point situ6 dans le coin superieur droit du diagramme inferieur de la Fig. 4). 
Ces noyaux a teneur premitotique ou devenant polyploldes subissent t&s souvent le 
phenomene du bourgeonnement a la suite duquel de petits noyaux accessoires 
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Fro. 4, Relation entre les teneurs en proteines totales et en acides desoxyribonucleiques dans le noyau 
de fibroblastes de rat trait& par le Melphalan et dans les temoins correspondants. 

Ce diagramme a et& etabl; de la mdme facon que celui de la Fig. 1; ici 47 noyaux de cellules temoins 
et 53 noyaux de cellules trait&es par le MelphaIan ont Cte Ctudies. 11 existe des difkences hautement 
siguitkatives en ce qui concerne les proteines (x0* = 42,4O; P < 0,001) et les ADlV (,$ = 40,22; 

P < O,OOl), lorsque I’on compare les cultures trait&es aux temoins. 

sont lib&es dans le cytoplasme, comme c’est aussi le cas avec la Mitomycine C. Now 
pensons qu’il s’agit d’une degentkescence cellulaire progressive au tours de laquelle la 
teneur en ADN de la cellule parazt diminuer. Un fibroblaste fix6 au tours de ce pro- 
cessus degentratif est rep&sent& dam le diagramme de la Fig. 4: il est octoplo’ide quant 
aux prot&mes nucleaires mais seulement diplo’ide quant aux ADN. Notons que dans 
ces cultures, certaines des cellules contenant plusieurs noyaux accessoires peuvent 
aussi resulter de mitoses anormales avec chromosomes aberrants,*l 7 

Au tours de l’important accroissement de la teneur en proteines totales du noyau 
provoque par. le Melphalan, le poids set total des nucleoles par noyau augmente lui 
aussi nettement. Comme l’indique la Fig. 5 ci-contre, les noyaux octoplo’ides quant 
aux proteines (100 picogrammes environ) contiennent en moyenne 4 fois plus de 
mat&e s&he nucldolaire (20 picogrammes environ) que les noyaux diploides en ce 
qui conceme les proteines (5 pillages, voir ci-dessus). Ajoutons que dans ces 
noyaux geants, la taille des nucl&oles s’est aussi fortement accrue. La relation qti, 
selon nous, lie les syntheses de proteines nucleaires et Ies synth&ses nucl&olaires ap- 
parait particuli&re-ment bien dans ces cellule trait&es par du Melphalan. 
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Malgre la presence de Melphalan dam le milieu de culture, les syntheses d’ADN, de 
proteines nucteaires et de materiel nu&olaire se poursuivent, amenant certaines 
cellubs en preprophase; cependant, peu de fibrobI~tes entrent en mitose. Au tours du 
traitement, les teneurs en proteines nuclbires et le poids set nucIColaire s’accroissent 
fortement bien que la teneur en ADN ne d&passe pas le niveau premitotique; dans la 
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FIG. 5. Relation entre la teneut en prot&nes totaIes (nucledes non compris) et Ie poids set totaf du 
materiel nucleolaire dans le noyau de fibroblastes de rat trait&s par le Melphalan. 

Les memes remarques que pour le Fig 2 sont a faire concernant la construction de ce diagramme. 
Soulignons toutefois que les 23 valeurs pr&ent6es ici correspondent a des cellules rencontr& au 

hasard. Ia correlation entre Ies deux variables est significative {r = 0,717; P < 0,001). 

suite, certains noyaux deviennent octoploi’des et parfois meme 16-plo’fdes a la fois 
quant aux ADN et aux proteines. Cette ‘polyploidisation’ du noyau associee a du 
gigantisme cellulaire paralt done se produire, d’une man&e g&kale, en presence des 
substances antimitotiques capables d’inhiber l’entree en mitose; nous l’avons en effet 
observee aussi dans le cas de la Mitomycine C (voir ci-dessus) et du Myleran.29 3 

DISCUSSION 
Les deux substances 21 proprietes antimitotiques ttudiQs dans le present travail, la 

Mitomycine C et le Melphalan, provoquent toutes deux une forte diminution de 
l’activite mitotique dans des cultures in vitro de fibroblastes de rat. Cet effet est dti 
non pas a une inhibition des syntheses de proteines nucldaires et d’ADN mais a un 
blocage de l’entree en mitose. Les noyaux r&&sent des syntheses pr~~totiques de 
proteines et d’ADN et deviennent tetraplo’ides a ce point de vue (4 p/4 ADN); 
bien que le rapport prot&nes/ADN y soit alors normal et compatible avec l’entrke en 
mitose,a la plupart de ces cellules sont cependant incapables de se diviser. 11 existe 
done dam ces fibroblastes trait&, une perturbation dans les m&urismes complexes 
et encore ma1 connus qui font passer la cellule de la preprophase a la mitose. 11 semble, 
d’apr&s nos rkwltats, que cette alttkation soit d’ordre qualitatif et non qu~ti~tif. 
Sous l’effet du traitement, Ia teneur en proteines du noyau continue de s’aecro2tre 
jusqu’a atteindre un niveau double de la valeur pkuitotique alors que Ia teneur en 
ADN ne ddpasse pas ce niveau (8p/4ADN); ils deviennent ainsi geants mais incapables 
de donner lieu a une mitose octoplolde. Soulignons que nos techniques ne nous 



1504 ILBASSLEER 

permettent pas de dire si les proteines dont la quantit& augmente ainsi dans le noyau 
sont synthetides dans ce dernier ou proviennent du cytoplasme ou encore prennent 
leur origine dam les deux a la fois. Une telle dissociation dans le deroulement des 
syntheses nucieaires de proteines et d’ADN existe egalement dans des fibroblastes 
de meme nature mais trait& par du Myleran. 2,s Un phenomene semblabie a aussi Ctd 
d&crit par Killander et al.1 pour des cellules ~Ehrlich ayant subi un traitement par 
rayons X: les cellules ayant synthetise des ADN jusqu’au niveau prtmitotique ne 
peuvent cependant entrer en mitose mais continuent cl’accumuler des proteines dans 
leur noyau. L’yperite (moutarde) a l’azote,ss-a* provoque aussi une forte inhibition 
de l’activite mitotique et du gigantisme cellulaire dans des cultures de fibroblastes de 
Mammifere: il y a blocage au stade premitotique en ce qui concerne les syntheses 
d’ADN mais la teneur en proteines cellulaires totales et en acides ribonucleiques 
s’accroit et depasse largement Ie niveau pr~~totique. La cellule, bien que incapable de 
se diviser, est done le siege d’actives syntheses. 

Dans nos conditions experimentales et plus specialement dans le cas du Melphalan, 
certaines cellules deviennent,.a la longue, octoploi’des vraies, c’est-a-dire a la fois quant 
aux ADN et aux proteines nucleaires. Toutefois, ccs cellules g&antes ne donnent 
generalement pas lieu a des mitoses octoploi’des bien que le rapport proteines/ADN 
dans le noyau (8p/8ADN) soit compatible avec une telle eventualit& Ces fibroblastes 
paraissent done de nouveau bloques en preprophase et certains d’entre eux, rares ii 
est vrai, continuent de synthetiser des proteines aucleaires et des ADN et pcuvent 
devenir ainsi 16-ploldes. Cette ‘polyplo~di~tion’ du noyau se produit sous l’effet du 
Melphalan mais ne s’observe que dans une beaucoup plus faible mesure dans les 
cultures traitees par la Mitomycine C. Darts ce demier cas, la plupart des cellules 
restent au stade 8p/4ADN probablement parce que l’antimitotique inhibe ou ralentit 
fortement les syntheses d’ADN. Comme nous l’avons signale plus haut, differents 
auteursee-es ont en effet montre pour d’autres materiels, que la Mitomycine C exerce 
un effet inhibiteur specifique sur ies syntheses d’ADN. 

11 faut souligner ici que pour des cellules &udi&es, comme ici, apres plusieurs jours 
de contact avec l’antimitotique, il est difficile de determiner depuis combien de temps 
a lieu un Cventuel biocage en preprophase ou par exemple, une inhibition selective des 
syntheses d’ADN. Les raisons en sont les suivantes: dune part, les effets de la sub- 
stance cytotoxique s’accentuent avec la durQ de contact et d’autre part, alors que 
certaines cellules parviennent a se diviser, beaucoup d’autres disparaissent au fur et a 
mesure, par degenerescence. 11 est B noter que, habituellement, les noyaux ne devien- 
nent pas octoplo%des quant aux proteines alors que leur teneur en ADN est encore 
diplorde et ils ne paraissent pas devenir 16-plo’ides quant aux proteines alors qu’ils sont 
encore tetraploxdes quant aux ADN. Le meme phtnomene s’observe pour la Mito- 
mycine C mais, nous l’avons vu, jusqu’& un degrt moindre de “polyploidisation’. I1 
est vraisemblable que la teneur en ARN du noyau de ces cellules geantes augmente 
elle aussi mais nos techniques ne nous permettent pas de prdciser dans quelle mesure. 
Nous avons recemmeat tire des conclusions identiques dune etude concemant les 
effets du Myleran sur le mgme type de cellules. 2~ a I1 est g remarquer ici que le Myleran 
et le Melphalan font partie du groupe des agents alkylants et que l’on tend actuelle- 
ment a expliquer les effets biologiques de la Mitomycine C en lui attribuant des pro- 
prietts a.nalogues.sQ-91 Un m&can&me d’action commun ou du moins semblable peut 
done caracteriser ces trois substances cytotoxiques. 
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D’apres nos observations, dam les cellules trait& par le Melphalan ou la Mito- 
mycine C, les syntheses d’ADN qui se deroulent au cows de la ‘polyplo’idisation’ du 
noyau, se declenchent aprh les synth&es de proteines nucleaires ; en d’autres termes, le 
noyau devient souvent d’abord octoplojide quant aux proteines avant de devenir 
octoplo’ide quant aux ADN; le contraire parait t&s rare. Nous ne pouvons dire si 
ce ph~nom~ne se produit ainsi au tours de toute ~lyplo~di~tion cellulaire ou si au 
contraire il est lie ici, par exemple a l’alkylation des ADN. 

En ce qui concerne les syntheses de proteines nucl6aires et d’ADN au tours de la 
preparation a la mitose dans des cellules normales, nous avons Btudie nos resultats por- 
tant sur un grand nombre de cultures, par differentes methodes. En posant comme 
hypothesel@ que les syntheses de protdines nuclCaires seraient continues Iors de la 
preparation B la mitose, nous avons calcule que la dun% des syntheses d’ADN serait 
d’environ 5 h dans ce materiel, ce qui est g&n&alement admis. Rappelons que Ies 
syntheses de proteines ~ellu~a~res totales et d’acides ribonucl~iques@?~ @@ seraient ehes 
aussi continues, contrairement aux syntheses d’ADN qui sont pr&%d&es, on le sait, 
par une p&ode de ‘repos’ (Gl). Rappelons d’autre part, qu’une association Btroite 
entre les syntheses d’ADN et les syntheses de materiel nucleaire absorbant les rayons 
ultraviolets (ADN+ ARN) a Ctb aussi signalee.@@ Une analyse mathtmatiqueplus r6cente 
de nos resultats relatifs a des cultures de fibroblastes de rat non trait&es (observations 
non encore pub%es) a montre que dans notre materiel, les syntheses de proteines 
nucleaires et d’ADN ne paraissent pas se derouler n~ss~rement selon les m&es 
courbes, au tours de la preparation 1 la mitose .* Le calcul des courbes de syntheses 
moyennes selon Walked a et6 aussi effectue bien que les conditions requises ne soient 
pas entierement realisees dans notre materiel (croissance logarithmique, notamment). 
Les courbes obtenues montrent, meme si l’on tient compte de 20 ou 30 pour cent de 
cellules non participantes, que les syntheses de proteines nucleaires debutent avant 
cehes des ADN et sont quasi continues au tours de I’interphase, contrairement aux 
syntheses d’ADN qui ne co~en~t qu’apres un certain d&i. Nous n’a~eptons 
cependant pas ces courbes sans formuler certaines reserves car, &ant moyennes, 
elles peuvent masquer le comportement Cventuehement particuiier de certaines ceflules 
et d’autre part, surtout en ce qui conceme les proteines, la precision plus ou moins 
grande des mesures ainsi que l’existence de larges variations individuelles peut in- 
fluencer I’allure de telles courbes. Toutefois, ces differentes miithodes d’analyse de 
nos resultats se heurtent 8 diverses difficult& En effet, les modeles mathematiques 
utiiises exigent que les don&es experimentales repondent a un certain nombre de 
conditions qui ne sont pas toujours remplies; de plus, les mesures biolo~ques elles- 
memes peuvent &re influencees par plusieurs types d’erreurs, parmi lesquefles figu- 
rent notamment les limites de precision des mesures et des variations individuehes 
plus larges dans le cas des proteines que dans celui des ADN. C’est pourquoi nous ne 
pouvons, sur la base de nos resuhats actuels, definir avec certitude et precision, le 
rythme exact de ces syntheses prtmitotiques dans notre materiel. Nous admettons 
toutefois actuellement que les courbes de syntheses de prottines ou d’ADN n’y sont 
pas n&cessairement identiques. 

Dans le cas particulier des cellules traitees par la ~itomycine C, la dissociation 

* Cette analyse a 6ti: effectu6e en appliquant le test de linka&& habitue1 (F de Snedecor) et le test 
de ,Wald-Bartlett.84 Ce dernier tient compte du fait que Ies deux variables nucl6aires sent sujettes 
;i une erreur de mesure. Les r&hats obtenus par chacune de ces m&hodes concordent parfaitement. 



entre les syntheses d’ADN et de proteines est t&s accentuee en raison, pensons-nous, 
de l’inhibition specifique que peut exercer la Mitomycine C sur les syntheses d’ADN. 
R&emment,ss nous avons Btudie un autre exemple de dissociation entre syntheses de 
proteines nucleaires et d’ADN: lorsque des fibroblastes de rat sont cultives en presence 
de sulfate de R&ylhum, la teneur en proteines du noyau peut doubler et meme souvent 
qua~pler en l’absence de toute synthtsse d’ADN. Ces cellules B noyau g&ant et zt 
teneur octoplorde en proteines restent diplo’ides quant aux ADN. 

Dans les cellules trait&es par le Melphalan ou la Mitomycine C et dont les teneurs en 
proteines nuclCaires et en ADN s’accroissent, nous avons constate que le nombre et 
la taille des nucleoles augmentent. Le poids set nucleolaire total par noyau s’eleve 
lui aussi et quasi proportionnellement a la teneur en proteines du reste du noyau. 
11 est frappant de constater que le poids set total des nucleoles est quasi double 
dam les noyaux t6traploides quant aux proteines et a peu pr&s quadruple dans les 
noyaux octopfdldes. 11 semble done exister une relation entre les syntheses des pro- 
teines nucleaires et les synth&ses nucl&olaires. Cette relation existe aussi dam la cellule 
normale ou, nous l’avons montr6 ant&ieurement, le poids set total des nuclColes 
double lors de la preparation a la mitose (preparation nucleolaire a la mitosess); 
notons de plus que dans lea rares cellules octoploSdes que nous rencontrons parfois 
dans nos cultures normales de fibroblastes de Mart&f&es, le poids set nucltolaire 
total par noyau est quatre fois plus &eve que celui correspondant aux cellules diplo’ides, 
c’est-a-dire en debut d’inte~hase. En ce qui concerne le comportem~t des nucleoles au 
tours de l’action d’autres agents antimitotiques, nous avons aussi constate un accrois- 
sement du poids set des nucl6oles dam des fibroblastes de rat trait& par du Myleran 
et dont le noyau subit une ‘polyploldisation’ comparable a celle que provoque le 
Melphalan;@p s du point de vue des nucleoles, les effets de ces deux substances sont 
pratiquement les mbmes. Killander et al. 37 de leur c&5, ont observe un accroissement 
d’environ 100 pour cent du volume des nucldoles dans des cellules d’Ehrlich irradiees 
et bloquees en preprophase. Caspersson et aI. ont montre que l’yp&ite B I’azote 
bloque les fibroblastes de souris en prtsprophase et provoque, au niveau du systeme 
nuclt!olaire, une augmentation de la taille et de la teneur en proteines et en ARN. 

Si nous voulons schematiser les resultats de nos observations concernant les effets 
in vitro de la Mitomycine C ou du Melphalan sur les fibroblastes du rat, nous 
retiendrons essentiellement que ces deux substances inhibent l’entree en mitose et 
provoquent, jusqu’a un degr6 plus ou moins elev4, un accroissement de la teneur 
en ADN, en proteines nucl&ires et en mat&iel nucl~olaire dans ces cellules vou6es 
a la d~g~n~res~n~ et dont la taille au~~te fortement. 

En ce qui conceme le mode d’action de la Mitomy~ne C, differentes hypotheses 
ont et6 proposQs; nous ne les reprendrons pas ici en d&ail. Nous retiendrons cepen- 
dant que Schwartz et Sodergren@@ pensent que la Mitomycine C agit par alkylation. 
Iyer et Sxybalskis@ sugg&ent que l’action prima_& de cette substance est le ‘cross- 
linking’ au niveau des mol&ules d’ADN. Une opinion analogue a et6 enrise par 
Matsumoto et Lark.31 Quant au Melphalan, il s’agit rappelons-le, d’un agent alkylant 
dont le groupe actif est port6 par un acide amin& Cet ensemble de dom&s pennet 
peut-&e de mieux comprendre pourquoi les deux substances ~oto~ques &ud%es 
dans le present travail provoquent des alterations assez cornparables au niveau des 
fibroblastes, tant au point de vue cytologique que cytochimique. Pour plusieurs 
auteurs, les agents alkylants exercent leur activite antitumorale par inhibition des 
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biosynthbses des proteines et en particulier des prot&res nuclCaires.~-io Dans nos 
conditions ex~rimentales, t%ant don& la longue du&e de chacun de ces trait~~ts, le 
fait que dans la plupart de ces cellules, la teneur en proteines ne depasse pas le niveau 
octoplofde sugg&re que ces syntheses pourraient etre ralenties comme celles des ADN, 
mais peutQtre dans une moindre mesure. Cependant, nous devons tenir compte 
aussi de la disparition par dtgenerescence de bon nombre de cellules polyploIdes. Mais 
dans notre materiel, comme de tares mitoses persistent, il n’est pas possible de fixer 
avec certitude le moment oti, par exemple, aurait dbbute un arr& de syntheses ou un 
blocage au niveau pr~mitotique. Nous avons d’autre part rappelt! plus haut les travaux 
de phzsiers auteurss*-s* selon Iesquels les syntheses de proteines continuent dans des 
cellules trait&es par de I’yperite a I’azote et bIoquees de ce fait, en preprophase. 
On sait de plus qu’une certaine spCcificitC d’action caracterise les acides amin& 
portant un groupe alkylant, ceux-ci pouvant inhiber la croissance de cellules tumorales 
mais non de cellules normales.4* 

RBSUMJ.? ET CONCLUSIONS 
Les effets de deux substances & activiteS ~ti~totique, la Mitomy~ine C et le Mel- 

phalan, sur les synth&ses de prot&nes nu&aires et de mat&ieI nuclColaire d’une part 
et d’ADN d’ autre part, dans des fibrobJastes de rat cultivCs in vitro ont Cte citudi& 
respectivement par micro-interf&om&rie et cytophotometrie aprts rCaction de 
Feulgen. Grace a ces deux techniques cytochimiques, la teneur en proteines totales, 
le poids set des nucltoles et la teneur en ADN peuvent Qtre d&em&& successivement 
dans les memes noyaux consid&% individuellement. 

La Mitomycine C ainsi que le Melphalan inhibent Ia multiplication des ceJJuJes et 
provoquent ~importantes anomalies morpholo~ques au tours de i’interphase et de 
la mitose. Nous avons ttudid ces derni&res dans des travaux precedents. En ce qui 
conceme le comportement des ADN, des proteines nuclCaires et des nu&oIes dans 
des cellules cultivdes en presence de l’un ou l’autre de ces agents cytoxiques, nos resul- 
tats indiquent que ceux-ci ont des effets assez semblables. En effet, malgre la presence 
de Mitomycine C ou de Melphalan dans le milieu de culture, les syntheses prtmito- 
tiques de proteines nucleaires, d’ADN et de materiel nucleolaire ont lieu; toutefois, 
une certaine inhibition des syntheses d’ADN parah bien exister darts Jes tibroblastes 
traites par la Mitomy~ine C. La plupart des cellules traitees par la Mitomycine C ou 
Je Melphalan ne reussissent pas B se diviser. Dans ces fibroblastes, la teneur en pro- 
teines totales du noyau et Je poids set total des nucItoles continuent de s’accroitre 
et arrivent a un niveau double de celui de la preprophase alors que la teneur en 
ADN ne dCpasse pas le niveau prtmitotique. Vraisemblablement en raison de J’inhi- 
bition des syntheses d’ADN qu’exerce la Mitomycine C, la majorit& des cellules 
traitees par cette substance restent a ce stade. Dans le cas du MelphaJan, la teneur en 
ADN peut ensuite au~enter: les cellules deviennent alors octoploIdes et parfois 
meme 16-pIofdes a la fois quant aux prottiines nucleaires totales et aux ADN. 

Sous l’effet de la Mitomycine C ou du Melphalan, la taihe des fibroblastes augmente 
fortement et ceux-ci dtgenerent progressivement. 
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