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Naissance
d’un avatar

histophysiologique

Cellules sombres
du tubule distal et
équilibre acidobasique

Gabriel Richet

€n 1967 est né a I’hdpital Tenon un avatar histophysio-
logique, celui de la découverte que les cellules sombres
(dark cells), ou cellules intercalaires, du tubule distal et
du canal collecteur du rein interviennent dans I’équilibre
acidobasique. Ces cellules, observées par A. Heidenhaim
[1] et par S. Schachowa dés les années 1870 [2], bénéfi-
ciaient jusque la d’études morphologiques et histochimi-
ques, mais leur fonction restait hypothétique [3]1.

Une « belle idée » ... mais un travail
inexploitable

Au tournant des années 1950-1960, la physiologie de
la médullaire rénale s’ouvrait a la recherche, apres la
découverte par Wirz de I'existence d’un gradient osmo-
tique corticomédullaire et de son rdle dans le méca-
nisme de dilution-concentration de I'urine. U'adapta-
tion de I"osmolarité et du pH de I'urine ayant lieu dans
le méme territoire, nous y avons cherché un gradient de
pH, supposant qu’il pouvait participer a I’élaboration
d’une urine acide ou alcaline. Les moyens dont dis-
posait alors le laboratoire de néphrologie de I’hopital
Tenon étant presque inexistants, nous avons interrogé
notre savant colléegue Manfred Gabe? sur le recours

! Ce travail contient une revue générale exhaustive des travaux publiés sur les cel-
lules sombres, morphologie et fonctions supposées incluses. |l peut étre considéré
comme réunissant I"essentiel de la these de Doctorat es Sciences naturelles (Paris
VI, 1972) de Jacqueline Hagege, dont le titre est identique a celui de I'article cité
en référence.

2 Manfred Gabe (1916-1973) était un chercheur solitaire dont Pitinéraire révéle la
volonté farouche. Arrivé de Roumanie a Paris vers 1934, sa vocation était d’étre
chef d’orchestre. €n attendant, il commenga des études de médecine. Déporté
pendant trois ans, il décida, au retour des camps, d’abandonner la clinique pour
la recherche en histochimie comparée au CNRS. Travailleur acharné, il n’avait pas
d’assistance, tenant a effectuer lui-méme toutes les expériences. Il publia en 1968
un livre de Techniques histologiques, qui fait encore autorité aujourd’hui. M. Gabe
dirigea peu de théses, sans doute en raison d’une trés rigoureuse exigence.
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Professeur émérite a

I’Université Paris VI, membre
de "Académie de médecine,
76, rue d’Assas, 75006 Paris,

France.

a des techniques histologiques susceptibles de nous
éclairer, et ensemble décidames d’une expérimentation.
Dans son laboratoire3, une externe du service, M. Peltier
[4], constata par histochimie qu’un tel gradient pou-
vait exister et que les affinités tinctoriales des espaces
étaient différentes selon I'acidité de I'urine, ce qui
suggérait des changements du pH du liquide inters-
titiel. Ces arguments étaient fragiles, et nous avons
renoncé a vérifier si dans les espaces intertubulaires de
la papille s’accumulait du bicarbonate faisant retour a
I’organisme quand les protons étaient sécrétés dans la
lumiére tubulaire.

Limprévu : I'alcalose métabolique modifie
’aspect des cellules sombres

M. Gabe connaissait les cellules sombres pour les
avoir scrutées dans un travail d’histologie comparée
[5]. Toujours aux aguets, il profita de I'expérience en
cours pour colorer par la fuchsine des reins de rats en
acidose ou en alcalose métabolique, et constata dans
ce dernier cas une nette augmentation du nombre des
cellules sombres. Une piste était donc ouverte. €lle nous
a d’autant plus attirés que, peu apres, M. Gabe identi-
fia sur une piece d’autopsie une profusion de cellules
sombres : le patient avait recu peu avant sa mort une
perfusion de soluté bicarbonaté.

311 était situé boulevard Raspail, dans un pavillon construit par la ville de Paris
pour I’Etude de I’évolution des étres organisés. Il accueille aujourd’hui la sociologie.
Dans le pays de Lamarck !



Un professeur de biologie du secondaire
en mal de recherche

Au laboratoire de M. Gabe venait parfois Jacqueline Hagege, Pro-
fesseur de biologie dans un lycée, apres avoir été assistante au
laboratoire d’histologie comparée a la vieille Sorbonne. La néph-
rologie de Tenon, venant de bénéficier d’'un nouveau batiment,
recrutait alors, car le laboratoire n’était pas encore a I'étroit.
Jacqueline Hagege put ainsi y jeter Iancre.

Les résultats

Morphologie des cellules sombres de rat

Les caractéres qui opposent, en microscopie optique ou élec-
tronique conventionnelle, les cellules sombres aux cellules
claires ont été précisés et complétés : saillie du péle apical des
cellules sombres dans le tubule, position du noyau a mi-dis-
tance du pole basal et de la lumiére tubulaire, développement
du chondriome qui envahit en désordre tout le cytoplasme,
microvillosités apicales, nombreux cytosomes dans le cyto-
plasme et richesse en mucopolysaccharides.

’étude morphologique a, de plus, dégagé trois faits d’im-
portance. D’une part, le microrelief du pole apical des cel-
lules sombres bombant dans la lumiére tubulaire est tel qu’il
apparait en microscopie électronique a balayage sous forme
de feuillets enchevétrés, alors que les cellules claires ont une
région supranucléaire lisse avec de petites microvillosités en
doigts de gant [6] ; d’autre part, dans d’indiscutables cellules
sombres ou claires coexistent souvent des caracteres propres
a I'autre type [7]; enfin, ces différences sont notées ailleurs
que chez les vertébrés tétrapodes, par exemple chez des
oiseaux, reptiles et amphibiens dont la partie terminale des
tubules comportent des cellules sombres [8].

Modifications morphologiques induites

par les agressions acides ou alcalines

'administration per os de bicarbonate entraine en moins d’une
heure I"augmentation de la proportion des cellules sombres et,
plus encore, de celles d’aspect intermédiaire*. Les changements
provoqués par I'acidose gazeuse sont identiques, mais plus mar-
qués, leur intensité étant liée au degré et a la durée de I’exposition
au CO,. Apres alcalose métabolique ou acidose gazeuse, le retour
a I’état antérieur est amorcé en deux heures, et presque achevé en
quatre heures. Corrélativement, I'acidose métabolique n’entraine
pas de modifications morphologiques discernables. €n comparant
I'action de différents type de surcharge (KHCO3;, NaCl ou KCI),
nous avons éliminé le role du sodium. De méme, 'alcalinisation

4 ). Hagége a observé le phénomene cellules sombres chez des pleurodéles exposées a une
atmospheére riche en CO,.
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du plasma et de I'urine sans modification de la concentration de
bicarbonate, par le THAM (tris-hydroxyméthyl-aminométhane),
ou 'induction d’une polyurie osmotique par 'urée n’ont pas d’in-
fluence sur la morphologie et la proportion de cellules sombres.
Nous avons en revanche mis en évidence Iintervention probable
de "anhydrase carbonique, car I'acétazolamide, son puissant inhi-
biteur, supprime I’augmentation du nombre des cellules sombres®
[9-13]. Nos travaux trouvent donc leur place dans le reclassement
morphologie-fonction de diverses cellules tubulaires spécialisées
dans des transferts définis, caractéristiques de la physiologie du
segment terminal du néphron.

L’ensemble de ces données expérimentales nous a conduit,
dés 1968-1970, a retenir comme premiere hypothése que les
cellules sombres sont impliquées dans la réabsorption des
bicarbonates. L'expérimentation ultérieure, en particulier
I’étude du tube distal-collecteur au microscope a balayage,
nous a fortifiés dans cette opinion. Les transformations
observées n’étaient pas la conséquence d’une prolifération
cellulaire, dont il n’existait aucun stigmate, tandis que I'as-
pect des cellules suggérait une intense activité métabolique.
La rapidité des modifications morphologiques, dans un sens ou
dans I’autre, en rapport avec des changements métaboliques
acidobasiques précis et exclusifs, renfor¢ca notre conclusion
qu’il existait un lien entre les cellules sombres et la fonction de
transport de ’ion bicarbonate.

Jacqueline Hagege est restée a Tenon plus de trente ans, sans
salaire, tout en enseignant dans le secondaire et en menant,
avec son mari physicien et ses deux enfants, une vie familiale
chaleureuse. Apres les cellules sombres, elle étudia in vitro la
transformation de la L-dopa en dopamine dans les cellules
tubulaires proximales. Un autre travail porta sur des cellules
tubulaires proximales immortalisées par le virus SV, dans lequel
elle décrivit des corrélations entre modifications phénotypiques
et activités fonctionnelles. Citons aussi ses recherches sur la
localisation précise, au sein du glomérule en voie de destruc-
tion, de protéines biologiquement actives, impliquées dans des
inflammations destructrices du floculus, et de leurs récepteurs.
Jacqueline Hagege, histochimiste, a pu mener a bien ses tra-
vaux sur les cellules sombres car elle était dans un milieu ol
était étudiée la physiologie rénale, domaine qui ne lui était
pas familier. Bien que n’étant pas médecin, elle a joué un
réle éminent dans les recherches du laboratoire de pathologie
expérimentale, orientation naturelle de 'unité de néphrologie
de I’h6pital Tenon. Elle rapporta en effet des réponses his-
tologiques fines et intelligentes a des questions précises que
soulevaient des protocoles en cours [14]. Ces échanges réci-
proques, témoins de sa présence morale et de sa disponibilité

5 Cette donnée, fondamentale pour notre sujet, est classique depuis les travaux de Guignard,
Pitts, Giebisch et Rector, autour de 1970 (voir [3], p. 128-31).
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au sein de ’ensemble, ont largement contribué a la vie 8. Hagege J. Morphologie et histophysiologie des cellules intercalaires
du tube urinaire des vertébrés tétrapodes. Ann Biol 1972 ; XI: 108-

11.

des biOlOgiStES formés dans les facultés des sciences 9. Hagege ], Gabe M, Richet G. Augmentation du nombre des cellules
intercalaires rénales soumis a une surcharge en bicarbonates

i alcalins. CR Acad Sci (Paris) 1968 ; 267 : 1611-3.

Dark cells: from morPhOIOgy to function 10. Hagege J, Richet G, Gabe M. Effet de I'acidose gazeuse sur les
parties distales du néphron du rat albinos. CR Acad Sci (Paris)
1969 ; 269 : 1539-42.

du laboratoire. Alors, qui pourrait penser encore que

n’ont pas leur place dans la recherche médicale ? ¢
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