ETUDE CYTOLOGIQUE COMPAREE DES CHROMOSOMES
METAPHASIQUES IN SITU ET ISOLES A PARTIR DE CELLULES KB,
APRES INCORPORATION DE 5-BROMODEOXY-URIDINE (5-BrdU)

INTRODUCTION

De nombreux travaux mettent en évidence I'incor-
poration de 5-BrdU dans les chaines d’ADN chromo-
somique, et les perturbations ainsi occasionnées
[5,6,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16].

Dans ce travail, disposant d'une technique d'iso-
lement et de purification de chromosomes méta-
phasiques [2], nous avons cherché a wvérifier si,
aprés incorporation de 5-BrdU, les manipulations
d’isolement modifiaient ou non les caractéristiques
morphologiques et cytologiques décrites au niveau
des chromosomes métaphasiques in sifu. Par ail-
leurs, nous avons étudié P'incidence du précurseur
sur I'ultrastructure du chromosome de cellule KB.

MATERIEL ET METHODES

1) Cultures cellulaires et incorporation de 5-BrdU.

La 5-BrdU est introduite dans le milieu de culture
de cellules KB (souche KB 3 green) pendant 72 h
a la dose de 10 pg/ml. De la colchicine (1,5 pg/ml)
est ajoutée au milieu 5 h avant I"arrét des cultures.

2) Préparations chromosomiques.

Les chromosomes métaphasiques in situ et isolés
sont obtenus selon le protocole technique exposé
antérieurement [2].
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3) Techniques de coloration.

Les préparations de chromosomes métaphasiques
in situ et isolés sont colorées soit par le Giemsa
et observées en microscopie optique, soit par I'acri-
dine-orange et observées en lumiere UV selon la
technique de Couturier et coll. [1]. Afin de visua-
liser les caractéristiques cytologiques induites par
Tincorporation de 5-BrdU pendant 72 h les lames
sont traitées selon la technique de Korenberg et
Freedlender [10] puis colorées au Giemsa.

4) Etude ultrastructurale.

L'étude ultrastructurale de ce matériel chromo-
somique est réalisée conformément aux modalités
techniques décrites antérieurement [3]. Les chromo-
somes sont observés sans coloration préalable
(microscope Hitachi HU II E).

DemMiNaTTI M., Savary J.-B., La1r J.-L. (1976). — Etude
cytologique comparée des chromosomes métaphasiques in
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Fig. 1. — Chromosomes métaphasiques iso/és de cellules KB ayant

incorporé la 5 BrdU pendant 72 h. Coloration au Giemsa.

Fig. 2. — Principaux types de chromosomes observés aprés incorporation
de 5-BrdU pendant 72 h et coloration au Giemsa °

a) Mise en évidence de |'affinité tinctoriale différentielle entre les chroma-
tides d'un méme chromosome. La chromatide dont I'ADN contient de
la BrdU apparait plle et plus longue que la chromatide dont 'ADN
n'est pas substitué.

b) Mise en évidence d'échanges de portions chromosomiques entre
chromatides sceurs,

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

RESULTATS

1) Morphologie des chromosomes aprés incorporation de
BrdU.

Nos observations de chromosomes métaphasiques
in situ ou isolés obtenus a partir de cellules KB
ayant incorporé la 5-BrdU pendant 72 h, sont
comparables a celles des autres auteurs. En effet,
les périodes d’incorporation du précurseur, utilisées
dans ce travail, mettent en évidence les affinités
différentielles des chromatides d’'un méme chromo-
some apres coloration par le Giemsa (fig. 1 et 2a),
ou par I'acridine-orange (fig. 3 et 4).

Des échanges de portions chromosomiques entre
chromatides sceurs sont mis en évidence (fig. 2b).
D’autres chromosomes n'ont qu'une faible affinité
aux colorants et apparaissent uniformément péles
(fig. 2c¢) ou peu fluorescents. Des différences de
taille sont également observées au niveau des chro-
matides sceurs, la chromatide fortement colorée appa-
raissant plus courte.
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2) Aspect des chromosomes ayant incorporé la 5-BrdU, puis
traités pour I'observation des bandes G ou Q.

L’incorporation de 5-bromodeoxyuridine ne per-
turbe pas I'apparition des bandes G sur les chromo-
somes métaphasiques in situ ou isolés ayant incor-
poré la 5-BrdU (fig. 5 et 6). Il existe des chromo-
somes qui apparaissent plus pales. D’autres pré-
sentent une chromatide plus sombre que 1’autre. On
retrouve néanmoins dans les deux cas, un marquage
de tvpe G sur les deux chromatides.

De méme, apres coloration par la moutarde de
quinacrine, il existe une analogie de nombre et de
répartition des bandes Q entre les chromosomes
in situ ou isolés témoins, et les chromosomes ayant
incorporé la 5-BrdU (fig. 7 et 8).

3) Etude ultrastructurale,

Nous avons décrit antérieurement [3] Taspect
en microscopie €lectronique des chromosomes méta-
phasiques in situ, isolés et purifiés. Cet aspect n’est
pas modifi¢ par l'incorporation de 5-BrdU pendant
72 h (fig. 9).

Si, dans certains cas, les chromatides sceurs sont
symétriques, quelques chromosomes présentent un
allongement de I'une d'entre elles, mais cette der-

Fig. 3-4. — Les différents aspects observés aprés coloration au Giemsa
sont retrouvés aprés coloration par |'acridine-orange.
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Fig. 5. — Chromosomes métaphasiquas isofés de cellules KB aprés incor-
poration de 5-BrdU pendant 72 h puis traités pour l'observation des
bandes « G ».

Fig. 8. — Comparaison des bandes « G » obtenues, avant et aprés incor-
poration de 5-BrdU. Le nombre et la répartition des bandes sont identiques
sur les chromosomes témoins (Jk) et sur les chromosomes qui ont
incorporé la BrdU (X1).

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

Fig. 8. — Comparaison des bandes « Q » obtenues avant et aprés incorpo-
ration de 5-BrdU. Il existe une identité de nombre et de répartition des

bandes « Q » entre les chromosomes témoins (1) et les chromosomes
qui ont incorporé la BrdU (vir).
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Fig. 9. — Aprés incorporation de BrdU, les caractéristiques ultrastructurales
du chromosome métaphasique in situ et isolé sont retrouvées.
Le chromosome métaphasique fn situ est constitué de deux chromatides
opaques aux électrons et réunies par un réseau interchromatidien formé de
fibres perpendiculaires & I'axe du chromosome.,
Aprés incorporation de BrdU, quelques chromosomes isolés sont constitués
de deux chromatides de taille différente, mais elles restent toutes deux
aussi denses aux électrons.

niere reste aussi dense aux électrons que sa voisine
(fig. 9). La comparaison des diamétres respectifs
des fibres marginales de ces chromatides seeurs ne
révele pas de différence tangible. Aucune structure
particuliere ne laisse supposer I'existence de cassure
et d’échanges entre chromatides.

DISCUSSION

Dans ce travail, les variations morphologiques
et cytologiques induites par Ilincorporation de
S-bromodeoxyuridine sont retrouvées au niveau de
chromosomes métaphasiques in situ et isolés, obtenus
a partir de cellules KB. En effet, il existe une affinité
tinctoriale différente entre les chromatides d’un
méme chromosome, des variations de taille entre
chromatides sceurs sont mises en évidence ainsi que
des échanges de portions chromosomiques.

L’unité fibrillaire chromosomique, visible en micro-
scopie électronique, est semblable avant et aprés
incorporation de 5-BrdU bien que I'affinité tincto-
riale du chromosome visible en microscopie optique
soit considérablement perturbée. Geneix et coll. [7],
aprés incorporation de 5-BrdU dans des cultures
de lymphocytes 9 h avant la fixation, décrivent des
fibres chromosomiques filamenteuses, phénoméne
provoqué par une altération probable des nucléo-
protéines chromosomiques. Par ailleurs, ces auteurs
signalent une redistribution de masse provoquée
par la 5-BrdU et qui affecte la morphologie du
chromosome. Sur nos préparations, aucune modifi-
cation ne peut étre imputée avec certitude a l'effet
du précurseur. En conclusion, il apparait que si
la 5-BrdU entraine des remaniements, non décelables
par les techniques classiques de microscopie électro-
nique, ces remaniements sont stables et se main-
tiennent au cours de nos manipulations d’isolement.
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REsUME. — La substitution de la thymidine par la 5-BrdU dans 'ADN chromosomique
entraine au niveau des chromosomes métaphasiques in situ et isolés i partir de cellules KB,
les mémes variations morphologiques et cytologiques : fluorescence bicolore et affinité pour
le Giemsa différente entre les chromatides d’'un méme chromosome. Par contre, le précurseur
ne semble pas perturber I'apparition des landes G ou Q tant au niveau des chromosomes
in situ, qu'au niveau des chromosomes isolés, et I'unité fibrillaire chromosomique, visible
en microscopie électronique est semblable avant et aprés incorporation de 5-BrdU.

MOTS-CLES Medline : Bromodéoxy-Uridine. — Cytogénétique. — Chromosomes/

ultrastructure.

CYTOLOGICAL COMPARATIVE STUDY OF IN SITU AND ISOLATED
METAPHASE CHROMOSOMES OF KB CELLS, AFTER 5-BROMODEOXYURIDINE
INCORPORATION (5-BrdU)

SUMMARY. — Substitution of thymidine by 5 BrdU indduces the same morphological
and cytological changes in in situ and isolated metaphase chromosomes of KB cells :
a dichroic 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 5-BrdU incorporation.

Medline KEY-WORDS : Bromodeoxyuridine. — Cytogenetics. — Chromosomes/
ultrastructure.
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