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ABSTRACT

The synthesis, intracellular transport, storing, and excretion of proteins by duck hypophys-
eal cells in organ culture were studied with tritiated DL-leucine and high resolution radio-
autography (pulse-labeling experiments). Quantitative study of the radioautographs
allowed a determination of the relative proportions of cytoplasmic radioactivity located in
each cellular compartment (ergastoplasm, Golgi apparatus, and protein granules) as well
as the variations in these proportions as a function of time. The number of labeled protein
granules as opposed to the total number of granules in the cell was also determined (RSg).
These data were separately analyzed for the two types of cells present in the explants:
prolactin cells and "MSH" cells. The synthetic process follows a course common to both
cell types, each of which is distinguished by its particular modalities. The labeled proteins,
synthesized within several minutes in the ergastoplasm, are concentrated in the Golgi zone
within 30 min. They then migrate out of this area, the emptying of which is accomplished
in about 4 hr. These proteins become equally distributed between the protein granules,
on the one hand, and the cytoplasm ("sedentary" proteins), on the other. The RSg reaches
its maximum when the Golgi zone is emptied, but this figure remains very low (3%).
The RSg then decreases slowly (I % in 40 hr). It is concluded that hypophyseal cells are
able to store protein in their granules and that their processes of synthesis and excretion
are not continuous. The prolactin cells differ from the "MSH" cells in that they have a
slower migration of newly synthesized proteins, and these proteins pass via the dilated
ergastoplasmic cisterns in which they may possibly be stored.

INTRODUCTION

Les mecanismes rglant la biosynth se et l'excr6-
tion des hormones hypophysaires sont encore tres
mal connus. Les cellules de la pr6hypophyse ont
la propriet6 de conserver gen6ralement un stock
important de granulations dont les caracteres
histochimiques, tinctoriaux, et ultrastructuraux
varient suivant la nature du produit labor&. Le
problem des relations quantitatives entre syn-
these et excretion des hormones hypophysaires se

pose done constamment aussi bien au cytologiste
qu'A l'endocrinologiste. Dans l'6tat actuel des
connaissances, aussi bien les donnges morpholo-
giques statiques que les dosages biologiques hor-
monaux ne donnent qu'une id6e tres approxima-
tive de ce bilan de l'activit6 cellulaire. On
pouvait penser que des mthodes dynamiques
bashes sur l'6tude de l'incorporation d'acides
amin6s marquis, precurseurs des prot6ines
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nouvellement synthetisees fourniraient des don-
nes nouvelles sur ces phtnomAnes.

La radioautographie en microscopic conven-
tionnelle a djA te appliquee l'hypophyse du
Rat, in vivo et in vitro. In vivo, l'etude de
l'incorporation de glycine tritite par l'hypophyse
du Rat normal ou surrAnalectomisA (Siperstein,
1963), a montrA que le maximum d'activitA est
atteint 90 minutes apres l'injection; pendant cette
pariode, la radioactivity est surtout concentre
dans la rgion golgienne, au moins au niveau des
cellules acidophiles. Ensuite, les grains d'argent se
repartissent dans la zone granulaire et la dtcrois-
sance de l'activite est alors tras lente; le taux de
fixation est plus levA et la dcroissance plus
rapide au niveau des cellules activaes par la sur-
renalectomie. Mais l'etude du phenomAne n'a pas
dapassA la 15Ame heure apres l'injection. Des r-
sultats trAs comparable ont te obtenus avec la
proline tritie chez le Rat normal et thyroidec-
tomis6 (Ducommun, 1965). In vitro, en culture
d'organe de tres courte durAe (2-4 jours) ou en
incubation, les cellules hypophysaires du Rat
maintenues en contact avec la leucine tritie
pendant des durAes variant de 2-24 heures,
incorporent le pracurseur des degras variables
suivant les types cellulaires (Kobayashi et collab.,
1965). Ces expAriences, bien que ne permettant
pas d'aborder une tude cinatique a l'achelle
intracellulaire, ouvraient cependant la voie des
recherches analogues en microscopic electronique.

II nous a paru plus avantageux d'aborder cette
ttude sur des hypophyses places en culture
d'organe depuis plusieurs jours. Nous avons
montre en effet, dans le cadre de recherches sur
le contr6le hypothalamique de la fonction prolac-
tinique chez les Oiseaux (Tixier-Vidal et
Gourdji, 1965), que la prAhypophyse du Canard
place en culture organotypique depuis I semaine
ne contient plus que deux types cellulaires sur les
sept types existant A l'origine dans la glande. Parmi
ces deux types cellulaires, le plus frAquent est
represent par la cellule prolactine. Les dosages
de prolactine montrent que les explants elaborent
des quantitAs de prolactine supArieures au contenu
initial de la glande (Gourdji et Tixier-Vidal, 1966).
Un second type moins frAquent prAsente des
caracteres ultrastructuraux voisins de ceux des
cellules MSH et des cellules LH que nous
avons dfinis in vivo au cours de recherches
antArieures (Tixier-Vidal, 1965). Nous disposions
ainsi d'un materiel plus simple que l'hypophyse

in situ et excrAtant de facon continue une hor-
mone prot6ique, la prolactine. En outre, ce
materiel presentait priori l'avantage de per-
mettre la poursuite des experiences pendant une
plus longue duree, les risques de reincorporation
de molecules d'acide amine marque rsultant
ventuellement du catabolisme tant priori

beaucoup plus faibles que dans les experiences
in vivo.

Au cours d'experiences pr6liminaires (Tixier-
Vidal et al., 1965), nous avons laisse les explants
en contact avec le precurseur (DL-leucine-3H 4-5)
pendant des dur6es de 2, 5, 10, 15, 20, 30, 60, et
120 minutes. Nous avons pu constater ainsi que
le taux d'incorporation augmente en fonction du
temps et que les different compartiments de
l'activite cellulaire ne sont pas marques simul-
tanAment. Apras 2 et 5 minutes, seuls le noyau et
les structures ergastoplasmiques sont marques.
Apras 15 minutes, le marquage commence A
apparaitre sur l'appareil de Golgi oh il va devenir
quantitativement predominant partir de 30
minutes de contact. Les granulations protAiques de
la cellule ne sont marquees avec certitude qu'A
partir de 1-2 heures de contact. Afin d'analyser la
cinAtique de ces phAnomAnes, il Atait nAcessaire de
reprendre cette Atude par des experiences de type
"Pulse-labeling": les explants tant d'abord
marquAs pendant un temps bref, on suit la pro-
gression des protAines naosynthetisAes en l'absence
de toute incorporation nouvelle du prAcurseur.
Compte tenu de nos experiences preliminaires,
nous avons adoptA un temps de contact de 10 ou
15 minutes, de fagon avoir au dApart un mar-
quage complet des structures ergastoplasmiques.
Les experiences de chasse ont Ate poursuivies des
intervalles variAs pendant 48 heures apras l'arret
de ' incorporation du prAcurseur.

MATERIEL ET METHODES

Cultures

Les fragments tudies proviennent de neuf hypo-
physes de Canards mAles. Celles-ci sont divistes en
fragments de 1-2 mm3 cultives en goutte pendante
dans un milieu liquide comportant pour 100 ml de
milieu, 25 ml de srum de Canard, 12,5 ml de jus
embryonnaire, 62,5 ml de tyrode, 5000 UI de pni-
cilline et 5 mg de streptomycine.

Les gouttes sont dpostes sur le couvercle de
boites de Petri en plastique (Falcon). Celui-ci est
ensuite retournA, le fond de la boite tant recouvert
de tyrode. Les boltes sont conserves dans des r-
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cipients tanches, en atmosphere humide et sature
d'un melange 5% C02-95% 0,. L'ensemble est
place dans une etuve 37 °. Les repiquages ont lieu
tous les 2-3 jours. Les fragments hypophysaires
evoluent selon le processus de la culture d'organe.
Au moment du marquage, ils sont maintenus en cul-
ture depuis 10 ou 13 jours suivant les experiences.

Marquage et Chasse

La DL-3H-leucine 4-5 est ajoutee du milieu de
culture frais la dose de 200 uc par cm3 de milieu.
Nous avons utilise soit la DL-leucine du CEA' (ac-
tivite specifique 10 Ci/mM, puis 17 Ci/mM), soit la
DL-leucine du Radiochemical Center (23 Ci/mM). Le
milieu marque est reparti dans des tubes hemolyse
(½ cm3 par tube) places dans un bain-marie 37 °.

Les explants fraichement laves sont places dans les
tubes contenant le milieu marque pour une duree de
10-15 minutes. Ils sont rcuperes la pipette fine et
rapidement rinces dans 100 cm3 de solution de tyrode
repartie en trois bains successifs. Cette solution
contient de la DL-leucine-'H a une concentration 200
fois superieure celle de la solution de leucine mar-
quee. Les explants sont ensuite remis en culture dans
leur recipient d'origine sur un milieu de culture
vierge enrichi en leucine-'H A la meme concentration
que le liquide de lavage. Les pieces sont prelevees
apres des durees de chasse variables suivant les ex-
periences: (a) "C.24": 10 minutes-20 minutes-
30 minutes-l heure; (b) "c.14": 15 minutes-30
minutes-I heure-2 heure-4 heures; (c) "C.16":
30 minutes-1 heure-2 heures-4 heures-8 heures-
24 heures-48 heures; (d) "C.19": I heure-8 heures-
48 heures-4 jours. Pour chaque temps, trois quatre
explants sont fixes.

Technique Autohistoradiographique

Les fragments sont fixes d'abord pendant 2 heures
dans la glutaraldehyde A I1% tamponnee selon
Millonig, puis, apres rincage et sejour dans le meme
tampon, surfixes pendant I½ heure dans l'acide
osmique 2% tamponne selon Millonig. Ils sont
inclus dans l'araldite selon la technique de Barnes
(1963). Les coupes effectues sur un microtome auto-
matique Servall MT2 sont prepares en vue de
la radioautographie selon la technique de Granboulan
(1965). Pour chaque temps, deux epaisseurs de coupe
sont utilisees spar6ment (argent et or). Avant
d'etre plongees dans l'emulsion Illford L 4 (diluee au
1/6), les coupes recueillies sur lame collodionnee sont
colorees soit par 'acetate d'uranyle en solution
alcoolique 50°, soit par le citrate de Plomb selon
Reynolds, puis recouvertes d'une pellicule de carbone
isolant l'emulsion de l'action chimique des colorants.
Les temps d'exposition varient entre 1 mois ] et

Centre d'Etudes Nucl6aires, Saclay, France.

3 mois suivant l'activit6 specifique de la leucine
utilise, Le dveloppement est effectu6 dans le
microdol x A 18° pendant 5 minutes. Les coupes sont
examinees A l'aide de l'Elmiskop Siemens EMU II.
Pour chaque serie exp6rimentale, la totality des lames
subit simultanement les diff6rentes phases de la
technique (coloration, enrobage d'emulsion, de-
veloppement). Les causes d'erreur liees aux artefacts
de la technique sont done constantes.

Etude Quantitative des Radioautographies

RADIOACTIVITE RELATIVE DES DIFFERENTS

COMPARTIMENTS: Les photos sontprises au hasard
aux grossissernents 5,000, 6,000, ou 7,000. Cependant,
etant donned que nous nous proposions d'6tudier la
repartition de la radioactivity dans les trois comparti-
ments cytoplasmiques: ergastoplasme, appareil de
Golgi, granulations prot6iques, il etait indispensable
d'etablir une selection. 11 fallait choisir des cellules
pourvues de granulations et done eliminer les cellules
agranulaires (chromophobes en microscopic op-
tique). De plus, il fallait selectionner les cellules dont
le plan de coupe interessait la fois les trois com-
partiments cytoplasmiques. Malgre cette selection, la
disposition et la forme tries irreguliere des cellules
dans 'explant laissent encore une tres grande place
au hasard dans la rcolte des donnees numeriques.
Enfin, les comptages relatifs aux cellules prolactine
d'une part (P), MSH d'autre part (MSH), ont te
groups et analyses sparement.

Les comptages ont ete faits systematiquement
pour les temps de chasse suivants: 15 minutes, 30
minutes, 1 heure, 4 heures, 24 heures, et 48 heures.
Au total, 160 cellules ont ete mesurees sur des micro-
graphies dont le grandissement final etait de 16,000
ou 22,000. Pour chaque temps, 50-168 grains
d'argent ont ete compt6s. La rpartition de la radio-
activit6 dans les trois compartiments cytoplasmiques
a etc exprimee en % des grains totaux comptes pour
chaque temps envisage. Les valeurs obtenues reprC-
sentent la radioactivity relative (R.R.) de chaque
compartiment (Tableaux I et II, Fig. 14).

RAPPORT NUMERIQUE ENTRE LE TOTAL DES

GRANULATIONS MARQUEES ET L'ENSEMBLE DES

GRANULATIONS D'UN MEME TERRITOIRE (RSg):
IL nous a paru interessant de determiner la propor-
tion % des granulations marquees par rapport A
l'ensemble des granulations proteiques contenues
dans un meme territoire. Ce rapport fournit un in-
dice de la concentration relative des proteines granu-
laires marquees ou encore de la radioactivity speci-
fique des granulations (RSg). II tait susceptible de
nous aider determiner la vitesse de renouvellement
des granulations. A l'inverse de la radioactivity rela-
tive qui reste theoriquement la meme quel que soit
le temps d'exposition des coupes, la RSg est une
fonction directe de ce dernier. En effet, le nombre
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TABLEAU I

Cellules prolactine: volution en fonction du temps de chasse de la radioactivity
relative des different compartiments cellulaires, exprim6e en des grains comptes.
Resultats numeriques et signification statistique etudiee par analyse directe de
contingence 2 X 2.

(n.s., non significatif. x, significatif P < 5.

xx, P < IC%. xxx, P < 0,1%.
Les signes places en bas gauche de chaque nombre indiquent les rsultats des
comparaisons verticales. Les signes places en haut droite indiquent les rsultats
des comparaisons horizontales.

Ergastolasme + ~Mitochon- Total des
Temps de chasse cytoplasme Golgi Granulations dries et grains

lysosomes comptes

XXX
15 minutes

n.s. xxx
41,4 - ) 43,5 < - 14,8 0 101

xxx

x x

30 minutes 49,1 < > 31,1 e- 14,7 4,9 61
n.s. n.s. (79%) n.s.

xxx

xxx n.s.
1 heure 55,3 - > 26,2 ( - 16,5 1,7 103

x xx n.s.

xxx xx

4 heures 42,2 - 17,8 ( > 30,9 8,9 168
n.s. xxx xx

x

xxx xxx
24 heures 50,7 < > 7,8 < > 38,2 3,1 128

n.s. xxx xxx

n.s.

xxx xxx

48 heures 52,2 t ) 5,6 ( ) 39,7 2,2 88
n.s. xxx xxx

des dsintegrations augmentant en fonction du temps
d'exposition, les chances d'observer une granulation
marque doivent suivre la meme loi. Pour effectuer
des comparaisons en fonction du temps de chasse, il
nous a paru preferable de recueillir les rsultats sur
des coupes ayant ete exposes pendant la mmine durde
et provenant de fragments ayant regu la meme dose
de traceur. Ceci n'a ete possible que pour les cellules
A prolactine car les cellules de type MSH etant moins
fraquentes, les donnaes qui leur sont relatives sont
recueillies de facon plus parse.

Interpretation Statistique des

Resultats Numriques

RADIOACTIVITE RELATIVE DES TROIS COM-

PARTIMENTS CYTOPLASMIQUES: L'analyse sta-

tistique des rsultats numeriques a te faite par

analyse directe de contingence 2x 2 (Lison, 1958; Steel
et Torrie, 1960). Cette m6thode permet de comparer
entre elles des proportions. Nous avons ainsi calcula
la probability exacte pour que les differences ob-
serves dans les proportions respectives des grains
localises, ou bien sur deux structures diff6rentes pour
une m&me dure de chasse, ou bien sur une meme
structure mais pour deux dur6es de chasse diffrentes,
soient significatives. Les comparaisons suivantes ont
ete faites: 1 , pour une mnme durde de chasse: ergas-
toplasme [E] vs appareil de Golgi, E vs granulations,
appareil de Golgi vs granulations (comparaisons
horizontales); 2, pour un meme compartiment:
.4 heure vs I/ heure-)j heure vs 1 heure-%3 heure

vs 4 heures-'% heure vs 24 heures et /j heure vs 48
heures (comparaisons verticales). Les rsultats de
l'analyse statistique sont rsumes par les Tableaux
I et II pour chacun des deux types cellulaires.
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TABLEAU II

Cellules de type MSH: evolution en fonction du temps de chasse de la radioactivity
relative des differents compartiments cellulaires, exprimee en % des grains compt6s.
Resultats numeriques et signification statistique tudie par analyse directe de con-
tingence 2 X 2 (memes l1gendes que Tableau 1).

lMitochon- Total des
Temps de chasse cyErgastoplasme + Golgi Granulations dries et grains

lysosomes comptes

XX
15 minutes < x

xxx xx

20,6 < ) 68,4 - 7,6 3,2 92

xxx

xxx xxx
30 minutes 32,7 ( - 56,8 < 7,7 2,6 116

x n.s. n.s

xxx

x n.s.
I heure 41,4 - ) 31,4 - > 24,8 2,2 181

xxx xxx xxx

xxx xxx

4 heures 58,0 - 8,0 - > 34,0 0 50
xxx xxx xxx

n.s.

xxx Xxx

24 heures 47,1 t 3,7 f ) 41,5 7,4 53
xxx xxx xxx

Dans la mesure o nous limitons notre objectif A
la comparaison des proportions, la m6thode statis-
tique employee met en evidence une signification
souvent tres levee partir du nombre de grains
effectivement comptes pour chaque point. I n'6tait
done pas ncessaire d'augmenter le volume des
comptages. Ceci aurait ete indispensable si nous
avions recherche une appreciation rigoureuse de la
radioactivitC de chacun des compartiments cellulaires
pris independamment l'un de l'autre.

Dans le cas de la RSg, les comparaisons en fonction
du temps de chasse ont ete soumises au meme type
de calcul statistique.

RESULTATS

Donnes Morphologiques

Ainsi que nous l'avons constat6 au cours de
recherches antericures (Tixier-Vidal et Gourdji,
1965), les cultures soumises A l'examen radioauto-
graphique contiennent deux varieties cellulaires
bien distinctes par leurs caracteres ultrastructu-
raux que nous d6crirons brievement.

(a) Les cellules a prolactine sont caracterisees par
leurs granulations polymorphes dont le volume

est tres variable (Figs. 1-7). L'ergastoplasme com-
porte de nombreux ribosomes libres ou groups en
polysomes et des ribosomes lies des membranes
limitant des citernes. Celles-ci, remplies d'un
materiel finement particulaire, sont presque tou-
jours dilatees et arrondies (Figs. , 2, et 5).
L'appareil de Golgi se caracterise par la presence
d'empilement de saccules tres 6troits A disposition
lineaire ou flexueuse (Figs. 1-3). Des microvesi-
cules plus ou moins abondantes sont associes aux
saccules. L'appareil de Golgi contient frequem-
ment des granulations en voice de segregation, ainsi
que des corps denses de type lysosome. Suivant les
cellules, les proportions relatives de l'ergasto-
plasme et des granulations proteiques sont tries
variables. Les formes extremes contiennent soit
une predominance des structures ergastoplas-
miques, vacuoles dilatees (forme A), soit au
contraire une predominance de granulations,
i'ergastoplasme tant alors rduit de minces
lacunes aplaties (forme B); de nombreux inter-
mediaires existent entre ces deux etats (formes
A-B). Ces different aspects se retrouvent dans
l'hypophyse in vivo (Tixier-Vidal, 1965).
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FIGURES 1 et 2 Cellules prolactine apres 10 minutes de chasse. La radioactivity est rpartie sur le cyto-

plasme, en bordure et A l'int6rieur des lacunes ergastoplasmiques. La concentration dans la zone golgienne

est encore faible pour la Fig. 1, plus accuse pour la Fig. 2. Le marquage des grains est nul. Noter le mar-

quage de quelques lysosomes et de quelques mitochondries et sur la Fig. 2, la localisation precise du mar-

quage sur les saccules. N: noyau, G: appareil de Golgi, le: lacune ergastoplasmique, L: lysosome. Colora-

tion: citrate de plomb. Fig. 1, X 22.000. Fig. 2, X 25.000.



FIGURES 3 a et b Cellule prolactine. Detail de la zone golgienne apres 20 minutes de chasse. Noter le
materiel dense a l'interieur des saccules, djA marqu6 (fleche), les grains noformns et marquis (flches).
Coloration au citrate de plomb. 3 a, X 24.500. 3 b, X 35.000.

(b) Les cellules de "type MSH." Le plan d'organi-
sation ultrastructurale de ces cellules les distingue
nettement des cellules A prolactine. Les grains sont
ici sph6riques et tres denses; leur diametre maxi-
mum varie entre 200 et 250 m/u (Figs. 11 et 12).
L'ergastoplasme est riche en ribosomes libres ou
accol6s la paroi de lacunes toujours lin6aires,
jamais dilates, l'inverse de celles des cellules 
prolactine. Enfin, l'appareil de Golgi est caract6-
ris6 par ses systemes de saccules largis disposi-
tion annulaire tres diff6rents de ceux observes au
niveau des cellules prolactine (Figs. 9 et 10). II
contient en outre des microv6sicules localises 
l'intrieur des systems de saccules et tres frequem-
ment des grains en voie de sgregation, mais beau-
coup plus rarement des corps denses. L'activit6
excr6trice de ces cellules est attest6e par la pre-
sence fr6quente de grains en voie d'expulsion. Des
quantit6s croissantes d'hormone mlanophoro-
trope ont pu tre mises en vidence dans le milieu
de culture (Tougart et Tixier-Vidal, non public).

Les cellules de ce type sont nettement plus

petites que les cellules prolactine (surface
moyenne calcul6e sur neuf cellules 18,820 ,u2

contre 41, 048 p2 pour les cellules prolactine).
Elles sont galement plus petites que dans l'hypo-
pyse in vivo.

Les explants contiennent en outre un certain
nombre de cellules agranulaires. Les unes sont

petites avec un rapport nucl6oplasmique N faible.
C

Les autres plus volumineuses ont un rapport 
N

elev6; leur appareil de Golgi est tres d6velopp et
le reste du territoire cytoplasmique est occupy par
de nombreux ribosomes libres ou accol6s des
lacunes (Fig. 7). Certaines d'entre elles contien-
nent quelques grains souvent en voice d'excr6tion,
mais trop rares pour permettre l'identification du
type cellulaire.

Rsultats Radioautographiques

De facon constante, le background des prepara-
tions est extremement faible, ainsi qu'en attestent
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FIGURE 4 Cellule a prolactine apres 1 heure de chasse. La zone golgienne est presque totalement de-
pourvue de marquage. Celui-ci est localism sur les granulations, sur le cytoplasme et parfois A l'int6rieur des
lacunes (flches). Noter la faible proportion num6rique des granulations marquees et le marquage nucl6aire
persistant; Coloration actate d'uranyle. X 16.000.

les cliches montrant la quasi absence des grains c
l'autre. Les cellules agranulaires, rapport -

d'argent dans les espaces intercellulaires (Fig. 4) N
ou la priph6rie de la culture (Fig. 9). eleve sont les plus fortement marquees (Fig. 7).

L'examen d'ensemble des coupes rvele que le Nous envisagerons essentiellement les cellules
taux de captation varie beaucoup d'une cellule pourvues de granulations specifiques.
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FIGURE 5 Cellule a prolactine apres 1 heure de chasse. Detail d'une region du cytoplasme riche en granu-
lations montrant la r6partition des grains d'argent sur le cytoplasme et sur les granulations. Citrate
de plomb. X 22.000.

CELLULES A PROLACTINE: Les cellules de

type A (dont le territoire est occupy en grande
partie par des vacuoles ergastoplasmiques dila-
tees) sont constamment tres peu marques. De
plus, quel que soit le temps de chasse, ce marquage
reste rparti sur la rgion ergastoplasmique, en
bordure ou l'int6rieur des lacunes, la zone
golgienne n'6tant jamais marque. Par contre, les
cellules de type B et de type A-B sont marquees et
la radioactivity se dplace en fonction du temps
sur les diff6rents compartiments.

(a) Au niveau de l'ergastoplasme, apres 4 heure
de chasse, la radioactivity relative (R.R.E.) est
encore importante: 41,4% (Tableau I, Fig. 14).
Les grains d'argent sont localis6s soit sur les la-
cunes ergastoplasmiques, soit leur priph6rie,
soit dans des zones cytoplasmiques contenant des
ribosomes libres (Figs. 1, 2). Apres I heure de
chasse, la R.R.E. subit une augmentation breve
mais transitoire. Les differences observees apres
4, 24, et 48 heures ne sont pas significatives. On

peut done consid6rer que la radioactivit de
l'ergastoplasme reste sensiblement stationnaire
pendant toute la periode consid6r6e.

Au niveau de l'appareil de Golgi (Tableau I,
Fig. 14), la R.R. est dejA a son maximum apres
)4 heures de chasse (43,5%). Mais elle n'est pas
significativement diff6rente de la R.R. de l'ergas-
toplasme. Les grains d'argent sont localis6s sur les
systems de saccules (Figs. 1-3) pouvant contenir
du materiel dense d6jA marqu6 (Fig. 3). Quelques
rares grains d'argent sont localis6s sur les granula-
tions prot6iques. Apres 2 heure de chasse la R.R.
de la zone golgienne commence dcroitre (la
difference approche du seuil de signification(7,9 %
d'erreur). Mais apres 1 heure de chasse, la d-
croissance est hautement significative. La zone
golgienne contient cependant encore 26,2% de la
radioactivity cytoplasmique. Sa R.R. va ensuite
decroitre plus lentement au cours des 3 heures
suivantes (de 26,2-17,8%), puis tres lentement
entre 4 et 24 heures (de 17,8-7,8%). Entre 24 et
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FIGURE 6 Cellule prolactine apres 24 heures de chasse. La rpartition des grains d'argent n'est pas
modifie par rapport A la Fig. 4. Acetate d'uranyle. X 16.000.

FIGURE 7 Cellule agranulaire apres 1 heure de chasse. L'appareil de Golgi est peu marque, mais un
marquage persistant s'observe sur les structures cytoplasmiques et ergastoplasmiques. Noter le marquage
tres important du noyau. Citrate de plomb. X 22.000.



FIGURE 8 Cellule prolactine aprs 4 heures de chasse. Granulations marquees en voie d'excretion
(fMlche). Acetate d'uranyle. X 7.000.

48 heures, cette valeur reste sensiblement cons-
tante. L'appareil de Golgi n'est alors pratique-
ment plus marqu6 (Figs. 4, 6). La vidange de la
zone golgienne est donc lente. On note qu'elle
n'est pas synchrone pour toutes les cellules
rencontr6es.

Au fur et mesure que les grains d'argent se
rarefient dans la zone golgienne, ils se rencontrent
beaucoup plus frtquemment au-dessus des granu-
lations proteiques (Figs. 5, 6). La R.R. des granula-
tions suit une courbe inverse de celle de l'appareil
de Golgi, traduisant un acroissement hautement
significatif partir de 4 heures de chasse. Au delA
de ce temps, la R.R. des grains reste importante
mais n'augmente plus que faiblement (Tableau I,
Fig. 14). Sa valeur maximum atteint 39,7%. A
la fin de la priode de chasse, elle n'est donc pas
significativement different de la fraction de la
radioactivity cytoplasmique localis6e sur les
structures ergastoplasmiques. I nous a te possible
d'observer, dans quelques cas, 'excretion d'un
grain prot6ique marqu6 d'un grain d'argent,
attestant ainsi que les granulations protidiques
n6o-form6es sont excretees selon le processus
habituel (Fig. 8). Ind6pendamment des granula-
tions protaiques, des grains d'argent se rencontrent
sur la membrane cellulaire (10-15% de la radio-
activite cytoplasmique).

Si l'on envisage la proportion relative des
granulations marques par rapport l'ensemble

des granulations prot6iques (RSg), l'examen des
preparations suggere d'embl6e que celle-ci est
tras faible. Ces faits sont confirms par les comp-
tages: la valeur maximum du rapport est de 3,1% 0
(Tableau III). Ce maximum tres hautement
significatif est atteint apres 4 heures de chasse. Il
est suivi d'une dcroissance significative mais
faible (de 3,1-1,9%) entre 4 et 48 heures de chasse.

CELLULES DE TYPE MSH: Apres 15 min-
utes de chasse, la concentration des grains d'ar-
gent dans la one golgienne est remarquable. Ils
forment des amas denses (Fig. 9) au centre des
dictyosomes annulaires. Dans certains cas, des
grains no-form6s sont d6ja marquis au sein de la
zone golgienne (Figs. 10 et 11) et beaucoup plus
rarement dans le cytoplasme priph6rique. La
zone golgienne concentre A ce stade 68,4% de la
radioactivity cytoplasmique. Au cours des inter-
valles suivants, soit pendant 4 heures, la R.R. de
la zone golgienne subit une chute rapide et
tres hautement significative, de 68,40%-8,0%
(Tableau II, Fig. 14). Elle reste ensuite tres basse.

Au niveau de la zone cytoplasmique occupee
par les seules structures ergastoplasmiques, la R.R. est
d'abord trois fois plus faible que celle de la zone
golgienne. Elle subit ensuite une augmentation
tres hautement significative et rapide au cours des
4 premieres heures de chasse, puis reste station-
naire jusqu'A 24 heures (47,1 %). On remarque
que l'6volution de la courbe est inverse par
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FIGURE 9 Cellule de "type MSH" apres 15 minutes de chasse la concentration de la radioactivity dans la
zone golgienne est trs intense (compareraux cellules A prolactine Figs. 1, 3). 11 s'agit d'une cellule bordante
de l'explant. Noter l'absence de radioactivity a l'ext6rieur de la culture (fl&ches). Acetate d'uranyle. X
24.000.

FIGURE 10 Cellule de type MSH, apres 30 minutes de chasse. Marquage de granulations noformnes au
sein de la zone golgienne. Le cytoplasme n'est pas marque. Ac6tate d'uranyle X 25.000.
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TABLEAU III

Cellules prolactine: volution du rapport:

granulations marquees % = RSg, en fonction du temps de chasse.
granulations totales

Signification testee par analyse directe de contingence 2 X 2 (memes lgendes que tableaux I et II).
(Les signes en bas gauche indiquent la comparaison entre la valeur mesur6e 15 minutes et chacune
des suivantes.)

Temps de chasse 15 minutes 30 minutes I heure 4 heures 24 heures 48 heures

Total des granulations ............. 1996 1312 826 1648 2031 1801

Total des granulations
marquees ............................. 15 9 17 52 49 35

x

RSg ..................................... 0,7 0,6 2,0 3,1 ( + 2,4 ( - 1,9
n.s. n.s.

n.s. xxx xxx xxx xxx

FIGURE 11 Cellule de type MSH apres 30 minutes de chasse. Abondance des granulations marques au
voisinage de la zone golgienne. Des grains d'argent sont r6partis sur le cytoplasme en dehors des granula-
tions. Acetate d'uranyle. X 19.000.

rapport a celle de la radioactivity relative de la
zone golgienne (Fig. 14).

Au niveau des granulations protiques, la fr6quence
des grains d'argent augmente egalement au fur et
a mesure de la vidange de la zone golgienne
(Fig. 12). La R.R. lie aux granulations suit en
effet une courbe inverse par rapport celle de la
zone golgienne (Fig. 14). Elle conserve d'abord
une valeur tries basse pendant la premiere 
heure de chasse. Elle pr6sente son accroissement
relatif le plus intense au cours de la seconde

', heure de chasse (de 7,7-24,8%). Pendant les
3 heures suivantes, elle augmente encore, mais
moins rapidement (de 24,8-34%). Au-del de
4 heures, elle reste sensiblement stationnaire. A la
fin de l'exp6rience, cc compartiment contient
41,5% de la radioactivity cytoplasmique, mais

les granulations marques ne constituent que 6,1 %
des granulations prot6iques totales. La radioac-
tivit6 specifique des granulations est done faible.
Elle ne varie pas significativement entre 4 et 24
heures (les donn6es sont ici recueillies dans des
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FIGURE 12 Cellule de type MSH apres 4 heures de chasse. La zone golgienne est depourvu? de marquage.
La proportion des granulations marquees est faible, mais le marquage de celles-ci est intense (eche) (com-
parer avee Fig. 5). Acetate d'uranyle. X 3.000.

FIGURE 13 Cellule de type MSIH apres 8 heures de chasse, detail de la membrane montrant l'exer6tion
de grains marques (deux fliches) ou non marques (une fiehe). Noter aussi la radioactivity du cytoplasme.
Acetate d'uranyle. X 30.000.

conditions permettant la comparaison). Mais on
remarque que les granulations marques le sont
tres fortement (plusieurs filaments d'argent pour
un meme grain), ce qui les distingue des granula-
tions des cellules prolactine (Figs. 11 et 12).
Nous avons pu observer au niveau des cellules de
type MSH des images d'excretion de granulations
prot6iques marques (Fig. 13). Comme pour les
cellules prolactine, une proportion comparable
de la radioactivity cytoplasmique se trouve li6e 

la membrane, mais ces grains d'argent ne sont pas
regulierement associes A des granulations en voie
d'excretion.

DISCUSSION

Critique des Resultats Fournis par la

Radioautographie Quantitative

Avant d'aborder l'interpr6tation biologique des
r6sultats radioautographiques que nous venons de

514 THE JOURNAL OF CELL BIOLOGY - VOLUME 35, 1967



......- ER + CY

50

25

52

25

A

B

!
I

a L 1 442

FrotuE I1 Courbes retraqant l'volution de la radioactivity relative des diffrents compartiments eyto-
plasmiques (appareiI de Golgi, ergastoplasme-cytoplasme, granulations proteiques) en fonction du temps
de chasse. Origine situle au d6but de la p6riode de chasse. A, Cellule a prolactine. B, Cellule de type MSH.

rapporter, il est indispensable de faire une tude
critique portant sur: 1, la rsolution de la me-

thode employee et la validity de la definition des
trois compartiments cytoplasmiques que nous

avons envisages; 2, la dfinition du temps 0 
partir duquel nous avons suivi P'Cvolution chrono-
logique des ph6nomenes; 3, l'origine de la rac-
tion radioautographique observe apres les fixa-
teurs utilises ici.

RESOLUTION ET DEFINITION DES COMPAR-

TIMENTS CYTOPLASMIQUES: La validity de la
definition des diff6rents compartiments cytoplas-

miques envisages est fonction la fois du pouvoir
de rsolution de la methode et de la dimension des
organites intracellulaires. On sait que le pouvoir
de rsolution de la technique radioautographique

est limits par de nombreux facteurs (Caro, 1962,
1964; Salpeter et Bachmann, 1965; Granboulan,
1965; Ross et Benditt, 1965). Dans nos conditions
techniques, il est theoriquement compris entre
0,1 et0,26 u (Droz et Bergeron, 1965;Droz, 1967).

Au niveau de l'ergastoplasme, la localisation des
grains d'argent est rigoureuse lorsque ceux-ci sont
situ6s au-dessus ou en bordure des lacune dilates
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,dont le diamtre atteint 0,60-0,70 ,u. Par contre,
au niveau des ribosomes, des polyribosomes ou des
lacunes lin6aires, la precision est tres mauvaise.
Etant donn6 que dans les deux types cellulaires
considers ici, I'ergastoplasme pr6sente souvent
une rpartition diffuse dans l'ensemble du cyto-
plasme, il ne nous est pas possible de distinguer,
sauf dans le cas particulier des citernes dilates des
cellules prolactine, 'ergastoplasme de la subs-
tance fondamentale du cytoplasme (ou hyalo-
plasme).

Au niveau de l'appareil de Golgi dont le dia-
metre excede largement les limites du pouvoir de
resolution, la localisation est exacte. Il1 en est de
mme pour la localisation sur un system de
saccules (Figs. 1 3) ou l'interieur des dictyo-
somes (Fig. 9).

La localisation sur les granulations proteiques
est certainement moins rigoureuse, car celles-ci,
par leurs dimensions (0, 25 ) se situent la
limite du pouvoir de rsolution de la mthode
(Fig. 5). Nous avons pris comme principe de
considered une granulation protidique comme
-"marqu6e," lorsque le centre du cercle circonscrit
;au grain d'argent susjacent se trouvait sur la
granulation. Etant donned que des ribosomes sont
frequemment rpartis entre les granulations, une
partie de la radioactivity ainsi compte peut
provenir de proteines liees aux ribosomes ou au
hyaloplasme.

Ajoutons enfin que tout au long de notre &tude,
le maximum de precautions a et6 pris pour
assurer la plus grande rgularite dans l'epaisseur
des coupes, la constance de l'6paisseur de l'6mul-
sion et des conditions de dveloppement.

DEFINITION DE L'ORIGINE CHRONOLO-

GIQUE DES PHENOMENES ENVISAGES: Dans
les experiences analogues effectuees in vivo,
I'origine des phenomenes se situe au moment de
l'injection du traceur. Au cours de nos experiences,
nous avons adopted comme origine le dbut de la
periode de chasse. En effet, s'il est facile de dfinir
avec precision la duree du marquage, il est plus
difficile de dfinir celle du lavage (manipulations
manuelles pendant 5 minutes environ) et de
l'introduire dans le cycle des phenomenes de
chasse (temperature inf6rieure celle de la cul-
ture, liquide non nutritif).

D'autre part, nos experiences pr6liminaires
portant sur des cultures rigoureusement compara-
bles (Tixier-Vidal et collab., 1965) ont permis
d'6tablir qu'apres 10-15 minutes de contact avec

le traceur, les prot6ines nosynthetistes sont lo-
calis6es sur l'ergastoplasme (en bordure et A
l'int6rieur des lacunes) et qu'elles abordent la
p6ripherie de l'appareil de Golgi. Vis-A-vis des
experiences effectues in vivo, nos observations
commencent done un peu plus tard. C'est le
replacement des proteines marquees partir de
l'ergastoplasme que nous avons suivi au cours de
nos experiences.

ORIGINE DE LA REACTION RADIOAUTO-

GRAPHIQUE DANS LES CONDITIONS DE FIXA-

TION UTILISEES: Des recherches rtcentes
(Peters et Ashley, 1967; Droz, 1967) ont montrt
que, apres fixation A la glutaraldehyde ou A l'acide
osmique, une partie de la DL-3H-leucine libre dans
les tissus est retenue par des liaisons non pepti-
diques. Nous devons tenir compte de cette cause
d'erreur dans l'interpretation de nos rsultats
radioautographiques. Cette radioactivity parasite
6tant proportionnelle la concentration en acide
amine marque libre dans le tissu, elle devrait etre
tres faible au cours de nos experiences de chasse
effectues en presence de DL-leucine- 1H et apres
le lavage tres important des explants. Cependant,
ces precautions n'6liminent pas les risques de
liaisons non peptidiques de molecules d'acides
amin6s marques rsultant ventuellement du
catabolisme intracellulaire de proteines marquees
recemment synthetisees.

InterprEtation des Resultats

Radioautographie: Hypotheses sur le trajet des

Protines Nosynthtis&es

Tenant compte des causes d'imprecison liees 
la technique radioautographique, il nous parait
cependant possible d'6tablir partir des rsultats
exposes ci-dessus, des hypotheses relatives au trajet
des proteines nosynthetisees dans les deux types
de cellules hypophysaires envisages au cours de ce
travail. Pour le moment, ces hypotheses ne
pourront tre confrontees des donnees bio-
chimiques etablies sur le meme materiel, ni meme
sur un materiel analogue. I n'existe en effet, 
notre connaissance, aucune etude biochimique
sur les mecanismes de la biosynthese des hormones
hypophysaires.

Rappelons tout d'abord que nos recherches
preliminaires (Tixier-Vidal et collab., 1965) nous
ont montre que, chronologiquement, c'est au
niveau de l'ergastoplasme que s'observent les
premiers grains d'argent de la reaction radioauto-
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graphique. On en conclut que l'ergastoplasme

constitue le premier site de synthese des prot6ines

neoformees. Comment peut-on envisager la mi-

gration de celles-ci l'aide de nos presents
resultats?

Dans les deux types cellulaires (prolactine et

MSH), la radioactivity de l'appareil de Golgi est

dejA A son maximum apres 15 minute de chasse.

Ce fait ne suffit pas pour affirmer que ces proteines

golgiennes proviennent en totality de l'ergasto-
plasme. Par contre, deux ordres de fait militent

fortement en faveur de l'origine golgienne des
proteines granulaires marques: 1° , il existe des

granulations neoformees marquees au sein de la

zone golgienne; 2, la courbe de dcroissance de

la R.R. de la zone golgienne est inverse de celle

de la R.R. des granulations proteiques. On re-

marque que si le processus est identique dans les
deux types cellulaires, ses modalites chrono-

logiques different de l'un l'autre: la vidange de

la zone golgienne etant beaucoup plus rapide dans
le cas de la cellule A MSH.

Les prot6ines radioactives ayant ainsi migre de
la zone golgienne dans les granulations protiques

ne representent qu'un faible pourcentage des

granulations proteiques de la cellule, ainsi qu'on

en juge par la faible radioactivitye specifique" des

granulations. Celle-ci subit une dcroissance tries

lente, mais significative au cours de la periode de
chasse: de 3,1-1,9% entre 4 et 48 heures, soit une

chute relative de plus du ½% de la valeur maxi-

mum. Il y a done bien dilution des proteines
granulaires marquees au cours de la priode de

chasse. Cette dilution peut etre attribute A la fois A

l'excretion de granulations marquees et A la neo-

synthese de granulations non marquees. Ces faits-

la valeur basse de la RSg et sa lente et tardive de-
croissance-contrastent fortement avec la valeur

de la R.R. des granulations et sa croissance pre-

coce et rapide. II semble done que la migration

hors de la zone golgienne des proteines neosynthe-

tisees, d'une part, et la migration des granulations

hors de la cellule, d'autre part, soient reglees par

des mcanismes different. Les donnees de la

radioautographie conduisent penser que le

temps de renouvellement des granulations est long,

mais ne permettent pas de le calculer exactement.

L'6volution de la R.R. de l'ergastoplasme au

cours de la period de chasse pose des problems

tres difficiles rsoudre et qui different d'un type

cellulaire A l'autre.

Dans le cas de la cellule a prolactine, il semble

clair qu'une partie des proteines nosynthetisees
reste soit dans l'ergastoplasme, l'interieur ou en
bordure des citernes dilatees, soit dans le hyalo-
plasme. L'evacuation lente de la zone golgienne
pourrait etre la consequence d'une migration tries
lente des proteines neosynthetis6es hors des struc-
tures ergastoplasmiques offrant dans le cas de la
cellule prolactine des possibilities de stockage. IL
y aurait lA un argument en faveur de l'origine
ergastoplasmique de la radioactivity golgienne.
Par ailleurs, la radioactivity de l'ergastoplasme ou
du hyaloplasme peut representer galement des
proteines "sedentaires." Nous ne pouvons faire la
part exacte de chacune de ces deux possibilities.

Au niveau de la cellule a MSH, l'ergastoplasame,
qui ne comporte jamais de citernes dilates, ne
contient apres 1. heure de chasse que le '½ de la
radioactivity de la zone golgienne. Mais au cours
du d6roulement de la periode de chasse, on assiste
A une augmentation de la R.R. du compartiment
ergastoplasme-hyaloplasme, au fur et mesure de
la vidange golgienne. Tout se passe comme si
une partie des proteines derivant de la zone gol-
gienne retournaient dans le hyaloplasme (que
nous ne pouvons dissocier de l'ergastoplasme).
Ceci pose un problem difficile pour lequel plu-
sieurs interpretations peuvent etre avanc6es.
1°, I1 s'agit rellement de proteines de structures
derivant de la zone golgienne. Ce phenomene a
rarement ete observe jusqu'ici, mais h priori, il
ne semble pas impossible. Notons A ce propos que
les cellules A MSH ont des proprietes histochim-
iques tres differentes de celles des cellules pro-
lactine (Tixier-Vidal, Herlant, et Benoit, 1962).
2°, Ces proteines rsultent d'une incorporation
continue de molecules de leucine-3H. I1 semble
peu probable que celles-ci proviennent du mar-
quage initial, tant donned d'une part nos condi-
tions de lavage et d'autre part le fait que la radio-
activite du cytoplasme-ergastoplasme est d'abord
faible apres 15 minutes de chasse et celle de
l'appareil de Golgi tres faible apres 24 et 48
heures. Par contre, il pourrait y avoir reutilisation
de molecules de leucine-3H provenant du catabo-
lisme cellulaire des proteines rcemment syn-
thetisees et marquees et dont le renouvellement
serait rapide. 3 , Ces memes molecules de 3H-
leucine pourraient etre retenues par des liaisons
non peptidiques au moment de la fixation. Nous
ne disposons d'aucun argument pour choisir une
de ces trois hypotheses.
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Conclusion Gnrale

Nos rsultats radioautographiques permettent
de conclure A l'origine golgienne des proteines
granulaires. Ils sont sur cc point en accord avec
les conclusions de Racadot et collab. (1965)
etablies in vivo et sur l'hypophyse du Rat. Les
cellules slectionnes par ces auteurs (somato-
tropes?) ont un plan d'organisation ultrastruc-
tural voisin de celui de nos cellules MSH.
Effectivement, le detail des phenomenes est iden-
tique dans les deux cas: forte condensation dans
la zone golgienne, vidange totale et rapide de
cette meme zone en 31' heure, suivie d'une con-
centration accusee de la radioactivity sur un petit
nombre de granulations. Nous constatons en
outre que le phenomene de la vidange golgienne
peut etre beaucoup plus lent quand le plan d'or-
ganisation ultrastructural de la cellule est dif-
ferent. La presence de lacunes ergastoplasmiques
dilatees assurerait une possibility de stockage
suppl6mentaire, s'ajoutant celle offerte par les
granulations. L'eventualite d'une double localisa-
tion de l'hormone a deja etc envisagee pour
d'autres types cellulaires hypophysaires (cf.
Herlant, 1964).

Nos rsultats de radioautographie quantitative
montrent que le taux d'incorporation du precur-
seur dans la fraction granulaire (vraisemblable-
ment hormonale) est tres faible. On en conclut
que la cellule hypophysaire possede un stock im-
portant de granulations dont le renouvellement
est tres lent, mais nos rsultats quantitatifs ne
permettent pas de calculer cc temps de renouvelle-
ment.

Enfin, nos rsultats posent le problem des
proteines non granulaires (ergastoplasme ou
hyaloplasme) qui representent dans la cellule
hypophysaire une fraction importante des pro-
teines cytoplasmiques et font l'objet d'une syn-
these active. Ce fait rapproche la cellule hypo-

physaire du myelocyte (Fedorko et Hirsch, 1966)

et du fibroblaste (Ross et Benditt, 1965). Etant
donned que dans nos cultures la croissance tissu-
laire est tres faible, ces proteines representent ici
vraisemblablement des prot6ines "s6dentaires"
plut6t que des prot&ines de "renouvellement"
(Leblond, 1965).

Dans l'ensemble, ces conclusions doivent etre
soumises A un control biochimique pour acqu6rir
leur validity. Celui-ci devra porter sur: 1 I' l'volu-
tion en fonction du temps de chasse de la radioac-
tivit6 sp6cifique des prot6ines contenues dans
les explants d'une part, lib6eres dans le milieu de
culture d'autre part. 2 l'evolution de la radioac-
tivit6 specifique de l'hormone elabor6e par chacun
des deux types cellulaires. A notre connaissance,
aucun travail de ce type n'a encore etc fait sur
l'ant6hypophyse. Signalons cependant que dans
une recent tude consacree A l'influence des

androgenes sur la biosynthese de l'hormone lu-
teinisante (LH) par l'hypophyse du Rat (Waka-
bayashi et Tamaoki, 1967), le rapport entre la
radioactivity de la fraction LH marque et celle
de la totality des proteines marquees de la glande
est de l'ordre de 1-100. Bien que les conditions
exp6rimentales soient tres differentes des ntres,
ceci laisse supposer que le taux d'incorporation
du precurseur dans une fraction hormonale est
faible par rapport l'ensemble des prot6ines de
la glande (comportant ici cinq autres hormones).
Ceci semble en accord avec nos observations.

L'analyse statistique des rsultats a ete effectu6e par
Monsieur Gerard Vassent, du laboratoire de Mor-
phologie Exp6rimentale du College de France, que
nous remercions tres vivement. Nous rernercions
egalement Mlle Maryvonne Le Falchier pour sa
collaboration technique aux cultures d'hypophyse et
Monsieur Claude Pennarun pour les photographies.
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