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Summarg. 
- Metap,hase chromosomes were iso,lated from KB

cerl's a'ceording to salzman and Mendrelsohn,s method. 'whole-
m'ount electronic microscopic p,reparations, of chrorrr,oso.rnes insifu, after isol,ation and after purilioation showed that the mor-phological patterns of this rnaterial are preserved in spite of
phy,sical and che,mica,I treatments (pH 3).

De nombreuses techniques d'isolement de matériel chromosomique
ont été mises au point en vue d,analyses biochimiques.

Les premières ont été décrites p_ar Mirsky et Ris (r) .o 19,47, qui ontextrait des << chromosomes interphasiques » provenant de noyâux de
tissus de vertébrés. Des chromosomes métapLasiques ont été"isolés àpartir de cellules de Hamster (2 à g), de cellüIes Hèta (8, 6, 10 à 1B), de
cellules tumorales de souris (14, 15), de Iymphocytes hümains (16i.
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ces techniques d'isolement de chromosomes métaphasiques dérivent
de la technique originale de somers, coles et Hsu (2) et ont été réali-
sées à différents pH : pH acide (2, 10, 11, 15, 16), à pH neutre (9, 8, 14)
ou à pH basique (4, 9).

Le pH ainsi que Ia présence d'ions biva,lents (Mg, Ca) influent sur la
conservation et la structure des chromosomes obtenus (17).

Dans ce travail, nous rapport_ons les résultats d'isolement et de puri-
flcation de chromosomes métaphasiques selon la technique de Salzman
et Mendelsohn (6) que nous avons adaptée à des cellules KB. Les chro-
mosomes ainsi obtenus présentent une morphologie comparable à celle
des chromosomes in situ attestant la conservation de l'intégrité struc-
turale de cet organite eellulaire par Ia technique d'isolement utilisée.

Technique d'isolemenf. -- Nous utilisons des cultures de cellules KB
en suspension (18) (souche KB 3 Green) ("). De la colchicine (colchi-
neos Houdé) est ajoutée à raison de 0,1 microgramme par ml de cul-
ture cellulaire, 15 heures avant l'arrêt de la culture. Chaque litre de
suspension cellulaire contient environ 2 X 10t cellules.

Ces cellules subissent plusieurs Iavages dans le milieu de culture
dépourvu de sérum. Les cellules lysées, les protéines solubles et autre
matériel contaminant sont ainsi éliminés.

Les cellules sont placées dans le milieu hypotonique de salzman et
Mendelsohn (6).

Après centrifugation à 850 tours/mn pendant 10 mn, (centrifugeuse
Jouan K 95), les cellules sont homogénéisées (appareil Dounce) dans
le milieu à pH 2,7 d,e Salzman et Mendelsohn (6). A Ia lin de I'homo-
généisation, on obtient un mélange de chromosomes, de noyaux inter-
phasiques et de débris cytoplasmiques.

L'élimination des noyaux interphasiques peut s'effectuer en passant
l'homogénat sur des liltres métalliques de porosités variables allant de
2 à 10 microns (flltres Poral : Ugine Carbone), mais ces filtres retien-
nent en plus des noyaux, une partie des chromosomes, ce qui entraîne
une dinrinution du rendement de la technique. Nous préférons la cen-
trifugation de I'homogénat (1000 tours/mn pendant 10 mn). Les chro-
mosomes ainsi que des débris cellulaires restent dans le surnageant et

(17) Hearst J. E. a Botchan M, Ann. Reu. Biochemistrg,1970,39, 151-182.
-(1_8)- llc Liman,s W. F., Davis E. V., Glover F. L. a Rak-e G. Iil., .I. Immunol.,

7957,79,429-433
_ (') Nous rernercions M. Ç, Lagrou de l'Unité de Virologie (Professeur J.
Samaille) qui nous a fourni la souche oel,l,ulaire.

Pr,aNcup I.
Flc. 1. - Chromosorrres métaphasiques de cel'l,ul,es KB après élimination

des noyaux. (x fSS).
Flc. 2. - Chromosomes métaphasiques d,ans une celtul,e KB après Ie choc

hSryotonique. On o,bserve la présence d'utr réseau interchromosômique très
dense ainsi que des <<bandes >) sur une dres ch,romatides (flèches noires). Le
centromère est constitué de libr.es inter et intrachromatidiennes (flèches
blanches). (X 13170).

Frc. 3. - Chromosorne in sifu étiré montrant des fibres transversales entre
les deux chnomatides. (X 23940).

Frc. 4. - Chromosome in sifu étiré montrant des << bandes » id,entigues sur
les ,chromatides sæurs. (x 34680).
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Pr-eNcxn I[.

Frc.5. - Détai,ls d'une ce,l,lule KB après le choc hypotonique : ch :-chro-
mosom€ ; fleche a : structur,e qnnul,aire dan's le réseau interch'romosomique ;
Rèct" b :'structure glob{rùeuse dan,s Ie réseau interehromosomiqu'e'. (X 19900).

Frc, 6. - Ce,lrl,ule KB après le ch,oc hypotonique ; flèche a : ré§eau de {ibres
ag-[i'pà interchrnomoso*iqu" de 200 Â'âe diariètre ; flèche b-: Iibre..spiralée
d" 4"2'0 À de diamètre ;'flèche c : Iibre spira,lée de 800 Â de diamètre.
(x 1li480).

Frc. 7. - Chromosom,es métaphasiques de cel,l,ule KB -après l'homogénéisa-
tion.- Le réseàu interchromosoniiq'ue èst fragmenté, mais- on- note^l|- persis-
tar,"e de ponrts fibril'laires rectiligries entre lei chromosomes. (X 18320).

Fro. 8. - Ch,romosomes métaphasiques is'olés et puriliés.-lt^rygte des ponts
Iibrillaires reetilügnes entre deui chromosomes voislns. (X 22680).



Plexcrrp III.
FIe. 9. - Chromosome métaphasigue isolé et purilîé : l'axe chnomatid,ien est

très opa.que aux_ é'lectrons pàr rairport aux zones périphériq,u,e et inter-
chromatidien,ne. (X 30550).

Flc. 10. - Détails de la périphérie du chromosome d,e la fig. g. Fig. 1,0 a :
certain,es, Ilbres forment dei boucles pour ret'ourner vers I'axé chroniatidien.(x 37660). Fig. 10 b : d'autres fibre3 sont parallèles à I'axe ch,romatidien.(X 38600). Fig._10c : en certains endroits, cés fibres se ramilient. (X 72800).
Fig. .X0 d : on distingue également des Iibres interchromatid,iennes p,erpendi-
culaires aux axes shromatidiens. (X 38600).
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sont récupérés par centrifugati-on à 2b00 tours/mn pendant t heure30 mn (centrifugeuse Jouan r g,s). Le culot est iavé rrï.i""".-roir'aurrsune solution tampon à pH B (6).
La purilication des chromosomes est assurée par une centrifugation

à.50 0o0 g pendant un9 r_r_eu1e (spinco 
"oio. 

Sw àzl, à travers une soru_tion de saccharos e 2,2 M dans 
-re 

tampon pH s. i,e culot aL 
"irrorrro_somes purifiés subit un dernier lavage âansla solution tampon àepH Bà 4"c afin d'élim,iner Iexcès de .r"Ëhrro.e z,i M (2b00 tours/Àn'nur_dant t heure B0 mn). Les chromosomes sont conservés à 4,c tlans Iamême solution tampon de pH g (6).

Techniques d'étude morphologique et Résultals. _ A chaque étapede l'isolement nous avons pratiqüé des contrôt., ài""o."opiô:; "

1. MrcnoscoprE oprreuE. 
- Nos contrôles ont porté sur Ia compa_raison entre l'aspect des chromosomes en contrasie de prrrr" urrrrt 

"taprès Iixation, et Ieur aspect après fixation et c,oioration au Giemsa R.Après Ie choc. hypotrlnique, iles préparations montrent des ehromo-somes métaphasiques dispersés dans lè 
"ytopius*".A'près homogénéisation des cellules, les chromosomes Iibérés dans Iemilieu subissent un ggonflement. sur au, iu*Ë. .t"t e,". à l,air, Ies chro_matides n,e sont plus boursouflées ";;;; 

""p'"e"ea.*il;t -Ài"a,
séchage et flxation (alcool méthyliqu.-r"ia" u"âtiqo" z/r), ra eorora-tion montre la conformité des st"uètu.es ct roÀosomiques avec celredes chromosomes de celrules entières ;;;ii;i;;àgénéisation. par a1_leurs, iI faut noter la présence de fragm.;i, ;;;;iriques.

Après élimination des noyaux et conservation dans la solution tam-pon de pH 3 à 4oc,.,la morpÉologie des chromoro*.. n,est pas modifiée(même après un séjour p.àtorgE d,un mois-àà"r-à"tte sorution) (pI. I,fig. 1).
ces contrôles nous conduisent à admettre que Ia majorité des chro_mosomes métaphasiques reste intacte uo 

"ou"i de l,isoiement.
2' MrcnoscoprE Ér-scrnoNreuE. 

l.pou-" I,anaryse en microscopie élec_tronique, nous utilis.ons. 3 à b gouttes du matéïi*t 
"r, suspension, soitdans le milieu hypotoniqr" poü.,Ies cerur;, ;;;iJ".s, soit dans Ie mi_lieu d'homogenOisàtio, pàr"ià. 

"rt"o-oro*.r-Jài*rassés des noyaux,soit dans la solution tampon de pH s po"" l;.""t 
"o*o.omes puriflés.

- La suspension est_ déposée sur. des grilles recouvertes d,une mem_brane de formvar. Les^grilIes déshydiaia;, ààii'des bains rl,alcooléthvlique de degré croisünt puis da"ns "" rui"*âL"àirt" à;rhü"'rà"tséchées à I'air avant d'être observé,es ,; ;i;;scope éIectronicue(Zeiss EM 9) (**). Nous n'ut,isons pas Je disposttti-àü*âà"rtî'iiglpour parfaire ra déshydratation. Lôs or."""uiio"s et phoi;s"ùil.,ont été ré'atisées sans ôororation préarabte âu, â"iirur.a. Eæamen de ceilures entières dans re miliei hgpotonique. _ Lesnoyaux des cellules interphasiques ont Iraspect àe masses arrondieset uniformément opaques aux êIectrons ; dà ces ,oyur* partent des
(**) lr{'ous remercions M,me F. puvion de l,Institut de Recherch,e su, re cancerde Lille (Professeur G. Bisert"l-po""-io" aide et ses oonseils.(19; 4p6""son T. F., ?rans. N. y. Acaa. sci., 7957,75,II, 1g0_1J4



fibres forrsant un réseau à mailles lâches analogue au réseau interchro-
mosomique que nous décrivons plus loin.

Dans les cellules métaphasiques, on retrouve les structures chromo-
somiques formées de deux chromatides, chacune étant constituée d'une
zone axiale dense aux électrons et d'une zone périphérique formée
d'un réseau fibrillaire de densité r,ariable en continuité avec Ia partie
interne (PI. I, flg. Z). Les fibres chromosomiques périphériques ne mon-
trent pas d'organisation précise. Leur diamètre est compris entre 180
et 230 Â. Mais il existe des portions plus minces et d'autres plus
épaisses. Elles se chevauchent et il est difficile de définir une direction
préférentielle pour ces Iibres. Cependant, dans les régions interchro-
matidiennes, certaines fibres réunissent transversalement les deux
chromatides d'un même bras chromosomique (PI. I, fig. 3). De même,
au niveau du centromè,re, transi,tent des flbres inter et intrachromati-
diennes (PI. I, fig.2, flèches blanches). Les chromatides, dans certains
cas, sont étirées et montrent alors des portions denses amondies
reliées entre elles par des ponts fibrillaires plus étroits (Pl. I, fig. 2,
flèches noires). Quand l'étirement affecte les deux chromatides dn
chromosome, on note une similitude de la répartition de ces << bandes >>

rappelant celles observées en microscopie optique après action
d'agents divers (bandes Q, C, R ou G) (PI. I, fig. 4).

Qu'ils soient étirés ou contracté.s, les chromosomes sont noyés dans
un système complexe de libres en ,continuité avec le réseau périphé-
rique de chaque chromatide. En certains entlroits, ce réseau interchro-
mosomique semble converger en structures globuleuses, de lorte den-
sité aux électrons (PI. II, flg. 5, fléche b). Ailleurs, c'est sous forme de
strueture annulaire d'environ 1000 À de diamètre extérieur que nous
Ie retrouvons (PI. II, fig. 5, flèche a).

Nous avons aussi rencontré de rares formations ayant I'aspect d'un
réseau isolé de grosses fibres semblant constituées de sphérules pltrs
ou moins fusionnées et dont le diamètre varie du simple au double
setron la portion d,u r,éseau considérée (jusou'à 800 Â) (Pl. II. fig. 6).
Dans ces formations coexistent quelques fibres minces analogues à
celles observées à Ia périphérie des chromosomes.

b. Eramen de chromosomes après éIimination des noAauæ, 
- Les

chromosomes et le réseau fibrillaire interchromatidien présentent les
mêmes caractéristiques que dans les cellules entières. Toutefois, on ne
rencontre que des chromosomes contractés, soit isolés, soit regroupés :

dans ce cas, on note Ia présence de ponts fibrillaires interchromoso-
miques (Pl. II, fiS. 7).

Le réseau fibrillaire interchromosomique observé' dans Ies cellules
entières a été fragmenté et apparaît dispersé (PI. II, fig. 7). Nous avons
retrouvé les grosses libres signalées antérieurement.

c. Eramen de chromosomes purifiés. 
- 

p215 ces préparations, les
chromosomes sont isolés ou le plus souvent regroupés et présentent Ies
mêmes caractéristiques gue ceux décrits dans Ie paragraphe précé-
dent : ils sont contractés et on retrouve une zone axiale très compacte,
ainsi qu'une zone périphérigue formée de flbres enchevêtré'es (PL III,
fig.g).



Par contre, le réseau flbrillaire interchromosomique observé dans les
préparations précédentes a disparu. On observe des fibres formant des
faisceaux rectilignes entre les chromosomes regroupés (Pl. II, fig. 8).
La disparition quasi totale du réseau interchromosomique permet
d'examiner plus en détail la périphérie des ,chromosomes. Certaines
fibres marginales (180 à 230 Â) forment des boucles pour revenir vers
la zone axiale du bras chromosomique (Pl. III, flg. 10a), d'autres ]on-
gent l'axe chromatidien (Pl. III, flg. 10b), d'autres enfin sembient se
diviser en deux branches distinctes (P,1. UI, fig. 10c). Entre les chro-
matides d'un même chromosorne persistent les fibres interchromati-
diennes (PI. III, fig. 10d).

D'autre part, Ia purification n'élimine pas des préparatir.rns les
grosses fibres gue nous retrouvons, soit isolées, soit en continuité avec
des chromosomes.

Conclttsions. 
- 

Les images que nous avons obtenues dans nos prépa-
rations montrent des aspects déjà clécrits par les auteurs qui ont em-
ployé l'étalement du matériel cellulaire sur cuve de Langmuir (20
à 32).

En effet, le chromosome dans Ies cellules entières apparaît formé
d'un réseau de fibres très serrées dans Ia partie axiale de ses chroma-
tides. Ce réseau se relâche en périphérie et semble connecté à une
trame interchromosomique dont certains points s'organisent en struc-
tures annulaires que Comings et Okada (33), Lambert (31) assimilent
à des pores nucléaires (Pl. II, fig. 5).

Quant aux fibres chromosomiques périphériques (180 à 230 Â), leurs
portions minces pourraient correspondre à des zones d'étirement et
leurs portions épaisses à des reploiernents. Mais il est possible que les
variations de leur diamètre moyen correspondent à la présence ou à
I'absence d'un arrângement spacial d'une ou de plusieurs sous-unités
fibrillaires lAbuelo et Moore (2'6), Ris (3411. La présence de grosses
fibres déjà signalées et montrées par Bastia (35) serait en faveur d'une
telle hypothèse : elle confirmerait la possibilité pour les moléc:ules de
nuoléoprotéines de s'organiser en spires de plusieurs ordres lBahr
(28), 'Wolfe et Grim (24), Bastia (35)1.

(20) Gall J. G., Science,7963,739, 720-727.
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(25) Wolfe S. L. * Martin P. G., Erp. CeII Res., 1968, 50, 140-150.
(26) Abuelo J. G. a Moor,e D. 8., J. Cell 8io1.,7969, 47,73-90.
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De cette étude il ressort que les chromosomes résistent aux nranipu-
lations de l'isolement ainsi qu'aux tensions superficielles de la déshy-
dratation classique. Mais il n'en est pas de même pour le résean inter-
chromosomique observé dans les cellules entières qui se Ïragrnente. et
est éliminé pèndant la purification des chromosomes. La désagrégation
de ce réseâu interchrômosomique associée à la conservation de la
structure du chromosome nous conduit à envisager une différence de

nature entre ces deux constituants (31).
De l'étude comparative en microscopie électronique de chromo-

somes métaphasiques in situ et de chromosomes isolés, nous pouvons
conclure que la itructure des chromosomes métaphasiques n'est pas

affeetée par la méthode d'isolement utilisée.
Ce trivail montre donc qu'il est possible de disposer de chromo-

somes métaphasiques en quantité suffisante, avec conservation de leur
intégrité môrphologique. Ces deux conditions permettent d'envisager
d'au*tres rechérches sùr cet organite cellulaire qui correspond à un état
particulier du matériel nucléaire.

Résumé. - Des chromosomes métaphasiques ont éte isolés à partir
de cellules KB selon la technique de Salzman et Mendelsohn. Une étude
ultrastructurale des chromosomes in situ, après leur isolement et après
Ieur purification ne montre pas d'altération morphologique de ces

organites cellulaires.


