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INTRODUCTION

De nombreux travaux mettent en évidence f incor-
poration de S-BrdU dans les chaînes 'd'ADN shromo-
sornique, et les porturbations ainsi occasionnées
[5, 6, 8, 9, 10, 1 r, 12, 13, 14, 15, 16].

Dans, ce lrærail, disposant d'une technique d'iso-
l,emenrt et d,e purification de ,chromosornes, méta-
phasiques [2], nous avons ,chelché à vérifier si,
après incorporation de 5-Brd,U, les manipulations
d'isolement modifiaient ou non les caractéristiques
morphologiques et cytologiqu,es décrites au niveau
des chromosomes métarphasiques in situ. Par ail-
leurs, nous avons ,étudié ,l'incidence du précurseur
sur I'ul'trastru'cture du,chromosome d,e cellule KB.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

1) Cultures cellulaires et incorporation de S-BrdU.

La S-BrdU est introduite da,ns le milieu de culture
de cellurles Kts (souche KB 3 green) pendant 72 h
à la dose de 10 pglml. De la,colchisine (1,5 pglml)
est ajouté'e au miiieu 5 h,avant l',arrêt des cul,tures.

2) Préparations chromosomiques.

Les 'chromosomes métaphasiques in situ et isolés
sont obtenus selon le protocole tochnique exposé
antérieureme'nt '[2].

3) Techniques de coloration.

L,es préparati,ons de chromosornes métaphasiques
in situ et isolés sont colorées soit par ie Giemsa
et observéesi en microsoopie optique, soit par l'acri-
dine-o,range et observées en lurnière ffV seüon la
,teohnique de Couiturier et ,coll. [1]. Afin de visua-
liselles caractéristiques cytologiqu,es induites par
f incorp,oration de S-BrdU pendant 72 h ies lames
sont traitées se'lon Ia techlique d,e Korenberg et
Free,dl,end,er [10] puis colorées au Giemsa.

4) Etude ulhastructurale.

L'étude ultrastructuraie d,e ,ce matériel chromo-
somique est ,réalisée conformément aux modalités
techniques décrites ,antérieurernent [3]. Les chromo-
somes sont observés sans coloration préalable
(rnicroscope Hit,achi HU II E).

Druruarrr M., Srvanv J,-8., Lnt J.-L. (1976). - Etude
cytologique comparée des chromosomes métaphasiques in
sira et isolés à partir de cellules KB, après incorporation de
5-bromodeoxy-uridine (5-BrdU). Ann. Génét., 19, n' 2, 9l-94.
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Fig. 1- --Chromosomes métaphasiques lsolés de cellules KB ayant
incorporé la 5 BrdU pendant 72 h. Coloration au Giemsa.

Fig- 2_. -.Principâux types de chromosomes observés après incorporation
de 5-BrdU pendant 72 h et coloration au Giemsa
a) Mise en évidence de l'affinité tinctoriale dilférentielle entre les chroma-

lides d'un même chromosome. La chromatide dont l'ADN contient de
la- BrdU apparait pâle et plus longue que la chromalide dont I,ADN
n'est pas substitué.

É) Mise en évidence d'échanges de portions chromosomiques entre
chromatides sæurs,

c) Chromosomes qui ont une faible affinité pour le Giemsa. Leurs deux
chromatides contiennent un ADN dans lequel la thymidine est remplacée

par la BrdU.

RÉSULTATS

1) Morphologie des chromosomes après incorporation de
BrdU.

Nos observations dechromosomes métaphasiques
in situ ou isolés obtenus à partir de cellu,les KB
ayant incorporé la 5-BrdU 'pendant 72 h, sont
eomparables à celll,es des autres autews. En effet,
Ies périodes d'incorporation du précurs,eur, utilisées
dans ce travail, mottent en évidence les affinités
différentielles des chromatides d'un 'même chromo-
some après coloration par le Giemsa (fig. 1 et 2a),
ou par l'acri,dine-orange (fig. 3 et 4).

Des échanges de portions chromosomiques entre
ohr.omati,des sceurs sont mis en évidence (fig. 2b).
D'autres chromosofires n'ont qu'une faible affinité
aux coloranls et apparaissent uniformément pâles
(fig. 2c) ou peu fiuorescents. Des différences de
taille sont égal,ement observées au niveau d,es chro-
matides sceurs, tra chromatide fortement col,orée appa-
rai,ssarrrt plus courte.

2) Aspect des chromosomes ayant incorporé Ia S.BrdU, puis
traités pour I'observation des bandes G ou Q.

L'incorporation de 5-bromodeoxyuridine ne per-
turbe pas i'apparition des handes G sur .ies chromo-
somes rnétaphasiques in situ ol isolés ayant incor-
poré la S-BrdU (fig. 5 et 6). Il existe des chromo-
somes qui apparaissent pius pâles. D'autres pré-
sentent une chromatide plus sombre que l'autre. On
retrouve né'anmoins dans les deux cas,, un marquage
de type G sur les deux chromatid,es.

De m,ême, après coloration par il,a moutande de
quinacrine, il existe une analogie de nomibre et de
répartition des band,es Q entre los chromosomes
in situ ou isolés témoins, et Ies chromosomes ayan;t
incorporé la 5-Br,dU (fig. 7 et 8).

3) Etude ultrastructurale.

Nous avons décrit antérieurement t3l 1'aspect
en mi,croscopie éiectronique des chromosomes méta-
phasiques in situ, isolés et purifiés. Cet aspect n'est
pas modifié par f incorporation de S-BrdU pendant
72 h (fig. 9).

Si, dans certains cas, les chromatides sæurs sont
symétriques, quelques chromosomes pxésentent un
allongement de l'une d'entre elles, m.ais cette der-

Fig.3-4. - Les différents aspects observés après coloration au Giemsa
sont rêtrouvés âprès coloration par l'acridine-orange.
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Fig. 5. - Chromosomes métaphasiques isolés de cellules KB après incor-

poration de 5-BrdU pendant 72 h puis traités pour l'observation des
bandes « G ».

Fig. 6. - Comparaison des bandes « G » obtenues, avant et après incor-
porâtlon de 5-BrdU. Le nombre et la répartition des bandes sont identiques
sur les chromosomes témoins (*) ut sur les chromosomes qui ont
incorporé la BrdU ($).

Fig.7. - L'incorporation de 5-BrdU ne modifie pas I'apparition des
bandes « O » au niveau des chromosomes métaphasiques /so/és.

FiS. .8. - C,oqparaison des bandes « O » obtenues avant et après incorpo-
ration de 5-BrdU. ll existe une identité de nombre et de répanition des
bandes « O » entre les chromosomes témoins ({f) et les chromosomes
qui ont incorporé la BrdU (f,).
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Fig. 9. - Après incorporation de BrdU, les caractéristiques ultrastructurales
du chromosome métaphâsique in situ et rsolé sont retrouvées.
Le chromosome métaphasique in situ est constitué de deux chromatides
opaques aux électrons et réunies par un réseau interchromatidien formé de
fibres perpendiculaires à l'axe du chromosome.
Après incorporation de BrdU, quelques chromosomes /so/és sont constitués
de deux chromatides de taille différente, mais elles restent toutes deux
aussi denses aux électrons.

nière reste aussi dense aux él,ectrons qu,e sa voisine
(fig. 9). La comparaison des diarnètr,es res,pectifs
d'es fibres marginales de ces chromatides sæurs ne
révèl,e pas de différenoe tangible. Aucune structure
particulière ne laisse supposer l'existenoe de cassure
et d'échanges entre chromatides.

DISCUSSION

Dans ce travail, les variations morphologiques
et cytologiques induites par l'incorporation de
S-bromodeoxyuddine sont rstrouvées au niveau de
chromos,omes métaphasiqnes in situ et isolés, ob,tenus
à partir de cellules KB. En effet, il existe urxe affinité
tinctoriale différente entre les ,chromatides d'un
même chromosome, des variations de taille entre
chromatides sceurs s.ont mises en évidence ainsi que
des échanges de portions chromosomiques.

L'unité fibridlair.e chromosomique, visible en micro-
scopie éle,ctronique, est semblable ava'n,t et après
incor,poration de S-BrdU bisn que 'affinité tincto-
riale du ch,romosome visible ,en rni,croscopie optique
soit considérable,ment perturb,ée. Geneix et col,i. [7],
après incorporation de S-BrdU d,ans des cultures
de lyrnphocytes t h avant la fixation, décrivent des
fibres chromosomiques filamenteus,es, phénomène
provoqué par une altération probable des nucléo-
protéines ,chromosomiques. Par ailJeurs, oes auteurs
signal,ent une redistriibution de masse provoquée
par Lla S-BrdtJ et qui affecte ,l,a morphologie du
chromosome. Sur nos préparations, au,cune modifi-
cation ne peut être im,putée avec certitude à l,effet
'du précurseur. En conrclusion, il apparaît que si
la S-B,rdU entraîne d,es remaniements, non décel,ables
par les techniques ,classiques de microscopie électro-
nique, ces remaniements sont stabl,es et se main-
tiennent au cours de nos manipulations d'isolement.

ETUDE COMPAREE DES CHROMOSOMES METAPHASIQUES'
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RÉsuuÉ. - La substitution de la thymidine par la 5-BrdU dans I'ADN ch,romosomique
entraîne au niveau des chrornosomes métaphasiques irr situ eL isolés à partir de celluies KB,
les mêmes variations morphologiques et cytologiques : fluorescence bicolore et affinité pour
le Giemsa diffénenûe entre les chromatides d'un même chromosome. Par contre, le précurseur
ne semble pas perturben l'apparition des iandes G ou Q tant âu nive,au des chromosomes
in situ, qu'au niveau des chromosomes isolés, et l'unité fibrillaire chromosomique, visible
en microscopie éleotronique est semblable avant et après incorporation de S-BrdU.

MOTS-CLÉS Medline : Bromodéoxy-Uridine. 
- Cytogénétique. - Chromosomes/

ultrastructure.

CYTOLOGICAL COMPARATIVE STUDY OF 1N SITU AND ISOLATED
METAPHASE CHROMOSOMES OF KB CELLS, AFTER s.BROMODEOXYURIDINE

INCORPORATION (s-BrdU)

SuÀd\4ÀRY. - Substitution of thymidine by 5 BrdU indduces the same morphological
and cytological changes in in situ and isolated metaphase chromosomes of KB cells :
a dichroTc fluorescence and a difference in the affinity of each chromatid for Giemsa stain.
However, the precursor does not seem to modify the appearance of G or Q bands in in situ
and isolated chromosomes. The fibrilar unit which can be seen with electronic microscopy,
shows no difference before and after S-BrdU incorporation.

Medline KEY-WORDS : Bromodeoxy'r:ridine. 
- Cytogenetics. - Chromosomes/

ulltrastruqture.
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