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Effet de l'oxygi~ne et de O-( /~-hydroxyaethyl ) -Rutostdea  sur ( H R )  x l ' a r t ~ r e  rn6sent6rlque de l ' embryon 
de poulet  expant6e in vitro 2 

L a  m 6 t h o d e  de  cu l tu re  o r g a n o t y p i q u e  se lon Wol f f  e t  
H a f f e n  (les e x p l a n t s  son t  d6pos6s sur  la  sur face  d ' u n  
mil ieu semi-sol ide,  c o n t e n u  d a n s  une  sali~re;  d a n s  c h a q u e  
sali~re, il y a 7 gou t t e s  de  g61ose, 3 gou t t e s  de  t y r o d e  e t  
3 gou t t e s  d ' e x t r a i t  d ' e m b r y o n  de  p o u l e t  di lu6 ~ 5 0 ~  
d a n s  du  ty rode)  es t  l ' u n e  des  p lus  ind iqu6es  p o u r  c u l t i v e r  
in  v i t r o  d i f f6 ren t s  o rganes  e m b r y o n n a i r e s  d u  poule t .  
C e p e n d a n t ,  les v a i s s e a u x  s a n g u i n s  de l ' e m b r y o n  de  p o u l e t  
(dans  n o t r e  cas,  l ' a r t~ re  m 6s en t 6 r i que  pr61ev6e ap r6s  15 
jours  d ' i n c u b a t i o n )  ne  p r 6 s e n t e n t  pa s  une  b o n n e  su rv i e  
in  v i t r o  avec  c e t t e  m 6 t h o d e :  a u  b o u t  de  6 j o u r s  de  
cu l tu re ,  la  m u s c u l a t u r e  de  l ' a r t~ re  es t  c o m p l ~ t e m e n t  
d6diff6renci6e e t  la  p a r o i  d u  va i s s eau  se r 6 d u i t  ~ u n  
p e t i t  n o d u l e  f i b r e u x  s-a. Toute fo i s ,  nous  a v o n s  d 6 m o n t r 6  6, 6 
qub  l ' a d j o n c t i o n  au  mi l i eu  de  c u l t u r e  de  d i f f6 ren tes  doses  
d ' u n  f l avono ide  s e m i - s y n t h 6 t i q u e  O- ( f l -hydroxyae thy l ) -  
r u t o s i d e a  (HR)1  p e r m e t  u n e  mei l l eure  surv ie  de  l ' a r t~ re  
en  d e h o r s  de  l ' o r g a n i s m e :  pa s  de  s igne de souf f rance ,  la  
d6d i i f6 renc i a t ion  de  la  pa ro i  vascu la i r e  es t  r e t a rd6e  ou 
emp~ch6e,  la  m u s c u l a t u r e  pe r s i s t e  e t  c o n t i n u e  A se 
d 6 v e l o p p e r  en  cu l tu re .  

E n  a p p o r t a n t  ensu i t e  une  p e t i t e  m o d i f i c a t i o n  t ech-  
n i q u e  7 ~ la  m 6 t h o d e  or ig ina le  de  Wolff ,  nous  a v o n s  
o b t e n u  des  r6 su l t a t s  s e n s i b l e m e n t  mei l leurs  e n  c u l t i v a n t  
les a t t i r e s  su r  le mi l ieu  s t a n d a r d .  Au  l ieu de  scel ler  
la  p a r a f f i n e  les sali6res,  nous  les a v o n s  d6pos6es o u v e r t e s  
darts  u n  des s i ca t eu r  e n  v e r r e  q u i  f o n c t i o n n e  doric c o m m e  
u n e  g r a n d e  c h a m b r e  de  cu l tu re ,  d a n s  t aque l l e  t ' h u m i d i t 6  
es t  m a i n t e n u e  p a r  de  l ' o u a t e  i m b i b6e  d ' e a u  dist i l l6e 
d6pos6e sur  le fond :  p a r  le b ia i s  de  ce s imp le  ar t i f ice ,  
o n  a c o n s t a t 6  que  les a t t i r e s  s u r v i v e n t  m i e u x  in  v i t ro .  
Nous  a v o n s  pens6  que  l ' am61iora t ion  de  la  morpho log ie  
ar t6r ie l le  6 t a i t  li6e ~ la  p lus  g r a n d e  q u a n t i t 6  d 'a i r ,  e t  
p a r  c o n s 6 q u e n t  d 'oxyg~ne ,  avec  laque l le  les e x p l a n t s  
v i e n n e n t  en  c o n t a c t  lo r squ ' i l s  son t  p lac6s  d a n s  le des- 
s ica teur .  

D a n s  u n  t r a v a i l  pub l i6  r 6 c e m m e n t  d a n s  ce t t e  r e v u e  s, 
nous  a v o n s  6 tudi6  les ef fe ts  de  d i f f6 ren tes  c o n c e n t r a t i o n s  
d ' oxyg~ne  su r  l ' a r t b r e  m 6s en t 6 r i que  de l ' e m b r y o n  de  
p o u l e t  de  15 jour s  d ' i n c u b a t i o n .  On  a cons ta t6 ,  que  les 
ar t6res ,  cu l t iv6es  e n  hypox ie ,  m o n t r e n t  des  s ignes  impor -  

t a n t s  de souf f rance  t i s su la i re  e t  de  d6g6n6rescence,  malgr6  
que  les sal i~res so ien t  d6posfes  o u v e r t e s  darts  le dessi-  
ca teur .  Nous  a v o n s  a lors  pens6  que  les m a u v a i s  r6su l ta t s ,  
o b t e n u s  p r 6 c 6 d e m m e n t  avec  la m 6 t h o d e  or ig ina le  de  
Wolff ,  6 t a l e n t  li6s au  fa i t  que  d a n s  les sali6res fermdes 
il ex i s te  u n  6 t a t  d ' h y p o x i e ,  p lus  ou m o i n s  m a r q u 6 ;  ce t  
ef fe t  d616t~re d ' a i l l eu r s  p o u v a i t  a t r e  neutra l i s6 ,  du  mo ins  
en  par t ie ,  p a r  l ' a d j o n c t i o n  de  H R  au  mi l ieu  de  cu l tu re .  

E n  nous  b a s a n t  sur  ces cons idd ra t ions  e t  ces r6sul ta t s ,  
on  a eu l ' id6e d ' 6 t u d i e r  l ' e f fe t  c o m b i n 6  (sali6res o u v e r t e s  
darts  le dess ica teur )  de  H R  e t  de  c o n c e n t r a t i o n s  diff6- 
r e n t e s  d 'oxyg~ne .  N o u s  pens ions  en  ef fe t  que  F a c t i o n  de  
H R  sur  la  pa ro i  ar t6r ie l le ,  si el le  se t r a d u i s a i t  r 6e l l emen t  
p a r  u n  ef fe t  p ro t ec t eu r ,  a u r a i t  dfl se m a n i f e s t e r  m ~ m e  
en  r6a l i s an t  des  c o n d i t i o n s  de  cu l t u r e  p a r t i c u l i ~ r e m e n t  
d6favorab les ,  repr6sen t6es  p a r  l ' hypox ie .  N o u s  r6f6rons 
darts  ce t t e  n o t e  les r6su l t a t s  a ins i  ob t enus .  

On  a pr61ev6 e t  e x p l a n t ~  l ' a r t~ re  m6sen t6 r ique  de  
l ' e m b r y o n  de  pou le t  de 15 jours  d ' i n c u b a t i o n .  Les  e x p l a n t s  
son t  d6pos6s su r  le mi l ieu  de  cu l t u r e  semisol ide  de Wol f f  
e t  H a f f e n  darts  des  sali6res, qu i  s o n t  p lac6es  o u v e r t e s  
d a n s  u n  des s i ca t eu r  en  ve r r e  o¢1 l ' a t m o s p h ~ r e  es t  m a i n t e -  
h u e  sa tu r6e  d ' h u m i d i t 6 .  U n  c e r t a i n  h o m b r e  d ' e x p l a n t s  
s o n t  ddpos6s sur  le mi l ieu  s t a n d a r d ,  d ' a u t r e s  sur  u n  
mi l ieu  c o n t e n a n t  20 y de  H R  p a r  sal i6re  (donc 25-28  y 
de  H R / m l  de  mil ieu) .  A t r a v e r s  u n  b o u c h o n  en  c a o u t c h o u c  
avec  2 canu les  e n  ver re ,  o n  i n t r o d u i t  d a n s  le de s s i ca t eu r  
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R6sumd des 6 groupes d'exp6riences (l'expli- 
cation se trouve dans le texte). 
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le m61ange gazeux voulu. Dans une premiere s6rie d'exp6- 
riences, on a introduit des m61anges gazeux contenant  
2, 10, 70 et 97% d'oxyg~ne, le CO 8 restant toujours con- 
stant  au 3%, et le volume au 100% a 6t6 compl6t6 avec 
de l 'Nv  On a fait 6galement une s6rie de cultures dans de 
l 'air atmosph~rique ( ~ 2 0 %  d'Oz) et une troisi6me s6rie 
darts de l 'azote pur, qui, apr6s analyse, ne montrai t  pas 
la pr6sence d'O~ (dans les limites de pr6cision de l 'appareil, 
Mikro-Gasanalyseapparat d'apr6s Scholander: 0,01%) ; 
cel~ pour r6aliser une atmosphere d 'anoxie totale. Les 
explants sont pr61ev6s apr~s 1, 2, 3, 4 et 6 jours de cul- 
ture;  lors de l 'ouverture du dessicateur pour pr61ever 
les explants (le dessicateur contient 14 sali6res), le m6- 
lange gazeux est renouve16. Les explants sont fix6s 
au Carnoy, inclus ~ la paraffine et les coupes sont 
color6es avec les m6thodes de coloration histologique 
habituelle. 

La Figure r6sume les r6sultats de nos observations. 
Le crit6re d '6valuation sur l '6tat  de conservation de 
l 'art6re se base sur le syst6me des plus et des minus, 
que nous avons d6crit en d6tail dans notre pr6c6dent 
travail  s. Les colonnes en noir repr6sentent la moyenne 
des valeurs donn6es aux explants cultiv6s sur milieu 
standard et les colonnes en blanc celle des cultures sur 
milieu standard contenant  20 ~, de H R  par sali6re. Le 
graphique en haut  A gauche repr6sente des cultures dans 
un milieu gazeux constitu6 par Fair atmosph6rique apr6s 
1, 2, 3, 4 et 6 jours de culture, sans et avec HR.  M~me 
si l 'on peut  observer une certaine diff6rence entre standard 
et H R  pendant  les premiers jours de culture, diff6rence 
pouvant  indiquer une faible action favorable de cette 
substance sur les explants, nous ne pouvons pas consi- 
d6rer ces r6sultats comme significatifs. 

Si l 'on cultive les art6res dans de l 'azote pur, c'est-A- 
dire en anoxie toale, on constate, m6me apr~s 6 jours de 
culture, que la morphologie g6n6rale du vaisseau est 
assez bien conserv6e: les 2 couches de musculature per- 
sistent, les ph6nom6nes de d6g6n6rescence sont tr6s peu 
nombreux, la paroi de l 'art6re ne devient pas hypotro- 
phique. Mais, en observant de plus pr6s l 'aspect cytolo- 
gique des cellules musculaires, on voi t  que leur noyau 
est souvent pycnotique, on observe une coarctation du 
cytoplasme autour du noyau et parfois un d6collement 
de l ' in t ima de la media. L'aspect  de tous les explants se 
maint ient  plus ou moins identique pendant  toute  la 
p6riode de culture: on a comme l 'impression que le 
m6tabolisme cellulaire est bloqu6, emp~chant ainsi soit 
les processus de croissance, soit tout  processus d6g6n6- 
ratif  et  de d6diff6renciation. Un fair nous paratt  int6res- 
sant ~ souligner: apr6s 1 jour de culture, les art6res cul- 
tiv6es en pr6sence de H R  montrent  un aspect tout  
fait diff6rent darts la moiti6 de la circonf6rence qui est 
en contact avec le milieu de culture et dans la moiti6 
libre se t rouvant  directement expos6e A l 'azote:  la pre- 
miere pr6sente un aspect toujours ne t tement  meiUeur 
par rapport  A la seconde; ce ph6nom6ne ne se pr6sente 
jamais dans les art~res cultiv6es sur milieu standard. 
Dans le graphique, nous avons rapport6 s6par6ment, sur 
la m~me colonne, la moyenne des valeurs donn6es aux 
2 moiti6s de la paroi artfrielle. La ligne continue est celle 
de la moiti6 en contact avec le milieu de culture, la ligne 
pointill6e repr6sente la moyenne des valeurs donn6es 
la moiti6 en contact direct avec l 'azote. I1 apparalt  6vi- 
dent que, darts les premi6res 24 h de culture, H R  mani- 
feste une action protectrice sur le m6tabolisme cellulaire, 
en le maintenant  actif, m~me en condition d 'anoxie 
compl6te. Cet effet ne dure cependant pas longtemps, et 
apr6s 2 jours de culture, on n'observe pas de diff6rence 
entre les 2 moiti6s de la paroi art6rielle explant6e sur le 
milieu contenant HR. 

Avec une concentration d'oxyg~ne de 2%, ce qui 
repr6sente une hypoxie tr~s pouss6e, apr~s 1 jour de 
culture, on n'observe plus la diff6rence entre les 2 moiti6s 
des explants;  toutefois, les cultures avec H R  ressentent 
moins les effets de l 'hypoxie. Aprbs 2, 3, 4 et 6 jours de 
culture, H R  ne manifeste plus aucun effet. 

Pour les trois groupes d'exp6riences repr6sent6s dans 
les graphiques de droite, c'est-~-dire avec les concentra- 
tions de 10, 70 et 97% d'oxyg~ne, on observe, dans 
l 'ensemble, les mSmes ph6nom~nes: les explants mani- 
festent des signes de d6g6n~rescence et de d6diff~rencia- 
tion plus rapidement  que lorsqu'ils sont cuttiv6s dans 
Fair. L 'adjonction au milieu de culture de 20 ~ de H R  
par sali~re, ne modifie pas, en g6n6ral, ces ph6nom~nes. 
Seulement au 3 e jour de culture, en forte hyperoxie 
(97% d'oxyg~ne), nous avons observ6 une nette action 
favorable du H R  sur les art~res. CelA serait en accord 
avec l 'action ant ioxydante attribu6e aux flavonoides par 
de nombreux auteursg, 1°. On pourrait  se demander pour- 
quoi cette action se manifeste uniquement au 3 e jour de 
culture. L'exp6rience acquise lors de nos recherches sur 
les cultures organotypiques d'art~res, nous a montr6 que 
le 3 e jour de culture repr6sente un moment  particuli~re- 
merit critique pour la vie in vitro, off les signes de souf- 
france des explants deviennent particulibrement 6vidents. 
I1 ne nous parait  pas hasard6 de penser que H R  mani- 
feste en particuIier son action Ace  moment  critique. 

Quant au comportement  des explants cultiv6s sur 
milieu standard, les resultats obtenus confirment les 
effets toxiques soit de l 'hypoxie, soit de l 'hyperoxie sur 
les cultures, ce que 1'on avai t  d6j~ observ6 pr6c6dem- 
ments. 

Conclusions. Les r6sultats illustr6s dans la Figure nous 
montrent  que l 'adjonction au milieu de culture de 20 7 
de H R  par sali&re (25-28 ~ de HR]ml  de milieu) n 'a  pas 
manifest6 d'effet  protecteur dans des atmosph6res ga- 
zeuses contenant 10, ,-,20 (air) et 70% d'oxyg~ne. En 
condition d 'anoxie compl6te (N~), et de forte hypoxie, 
il y a un effet favorable pendant  les premieres 24 h de 
culture. 

L'effet  de H R  sur les explants en atmosphere d 'azote 
se manifeste en maintenant  actif le m6tabolisme cellu- 
laire lorsqu'il  est compl6tement bloqu6 par !e manque 
absolut d'oxygbne. Cette action est 6vidente dans la 
moiti6 de l 'explant  se t rouvant  en contact avec le milieu 
de culture, mais seulement apr~s un jour de culture. 

En Ce qui concerne la forte hyperoxie (97% d'oxyg8ne), 
on peut noter un certain effet favorable seulement au 
troisi6me jour de culture, correspondant au moment  le 
plus critique pour la vie des art~res explant6es in vitro. 

Summary. The effect of oxygen and of the semi- 
synthetic flavonoid O-(fl-hydroxyaethyl)-rutosidea (HR) 
on the mesenteric artery of chicken embryo explanted in 
vi tro has been studied. The protective effect of H R  on 
the explants appears in anoxic (N2) and hypoxic (2% O,) 
atmosphere, but  only during the first 24 h of culture. 
In hyperoxic atmosphere (97% O~) only after 3 days of 
culture H R  has a protect ive action on the explants 
against the toxic effects of oxygen. 
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