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La conscience scientifique est une
conscience politique, l'entreprise scientifique est
une entreprise politique. Car transformer les valeurs
en besoing et les causes finales en pogsibilités tech-
niques constitue un nouveau stade dans la conquéte des
forces oppressives et invaincues de la société et de

la nature, C'est un acte de libération.

Herbert MARCUSE



INTRODUCTION

L'expression phénotypique de 1'état tumoral se traduit par
des 1lésions cellulaires d'ordre morphologique, biologique, immunologique et
biochimique, les caractéristiques de celles-ci variant en général avec 1l'ori-
gine de 1'induction néoplasique ("spontanée", physique, chimique ou virale),
le type cellulaire et le degré de malignité. Le polymorphisme et la modulation
dans le temps sont donc les deux aspects dominants de la néoplasie. Le seul
phénoméne qui semble réunir les tissus tumoraux dans leur diversité est
1taltération de leur systéme membranaire. C'est ce qui a conduit un certain
nombre d'auteufs a4 considérer la membrane de surface comme l'un des éléments
essentiels du mécanisme de l'action des agents cancérigenes, puis & intégrer
son r8le dans une théorie unitaire de la carcinogéndse, de la cancérisation de
1'organisme, de la différenciation et de la transformation cellulaire (WEISS,
1967 (1) ; MONTAGNIER, 1970 (2) ; PARDEE, 1971 (3) ; CONE, 1971 (4)). Chez les
cellules normales, sous l'influence de facteurs externes stimulants ou inhibi-
teurs =il pourrait s'agir, par exemple, de facteurs hormonaux agissant directe=-
ment sur cette zone ou indirectement sur elle par 1'intermédiaire de certaines
voies métaboliques-, elle aurait la faculté de modifier réversiblement sa
perméabilité, de contrbler ainsi le passags des effecteurs de croissance, et
de déclencher l'entrée en division et subsequemment certains processus comme
celui de la régénération cellulaire. Mais son architecture pourrait étre aussi
altérée irréversiblement et indirectement par la dérépression ou la répression
de certains systémes de régulation intracellulaires, intervenues "spontanément"
ou provoquées par l'un des nombreux agents cancérigtnes physiques, chimiques
ou viraux ; dans ce cas, elle conditionnerait les principales étapes de la
transformation cellulaire et surtout la destinde de la cellule tumorale lors
de la cancérisation de 1l'organisme : 1'échange des effecteurs de croissance

entre les milieux intra et extracellulaire et l'entrée en division subséquente ;



la perte de 1l'inhibition de contact de croissance et de mouvement favorisant
la prolifération anarchique ; la diminution ou la perte de 1l'adhésion cellu-
laire et 1'essaimage des cellules & partir du foyer tumoral primitif (diffu-
sion métastatique) ; les réactions immunitaires ; 1'adhérence des cellules
au niveau des vaisseaux organiques ; et la formation des foyers secondaires
dans les différents tissus.

Les perturbations introduites dans la membrane de surface
au cours des premiers stades du processus tumoral touchent\vraisemblablement
1'ensemble de ses fonctions d'échange (les transports passifs et actifs). Or,
les transports passifs semblent dépendre de la distribution des charges de
deux sortes de régions membranaires : la zone périphérique hydrophile, formée
par les groupements polaires de trois catégories principales de composés : les
protéines et les sialo-glycoconjugués (sialo-glycoprotéines et sialo-glycoli-
pides) du glycolemme, les phospholipides du feuillet plasmique externe (voir
la définition de ces régions ; p.15) ; et les zones hydrophiles qui traver-
sent le plasmolemme, délimitées en forme de "pores" par des groupements d'ori-
gine protéinique (leur existence est hypothétique). La connaissance précise
de la répartition et de la densité de ces composantes ioniques chez les cellu-
les normales et tumorales serait donc d'un grand intérét, car le modele dont
elle permettrait la conception fournirait un support architectural relative-
ment simple & l'hypothése de travail précédente. Afin de montrer que l'on peut
aborder cette étude au microscope électronique et au microspectrophotométre en
utilisant les propriétés des systémes colloidaux métalliques, nous allons rela-
ter dans ce mémoire la mise au point et les conditions d'application de plusieurs
méthodes originales de marquage fondées sur la capture de ces derniers, prouver
que certains d'entre eux peuvent se former in situ et révéler ainsi la nature
intime des structures cellulaires ol ils se fixent, comparer par cette appro-
che cytochimique l'organisation de la membrane de surface de quelques types de
cellules normales et tumorales, et proposer un schéma établissant une relation
entre cette derniére et la multiplication cellulaire.

Deux grandes parties seront successivement abordées :

I - Nous rappellerons tout d'abord succinctement les principales propriétés
des systémes colloIdaux hydrophobes et de la membrane de surface des cellules
normales et tumorales -nous examinerons avec soin les caractéristiques essen-

tielles de la composition et de la structure de cette derniére, au détriment



de certaines matieéres qui n'ont pas de rapport direct avec le sujet de ce
travail et qui seront seulement survolées (jonctions intercellulaires et

fonctions) ou ne seront pas traitées (métabolisme).

IT - Puis nous exposerons les différentes phases de notre expérimentation
suivant trois volets :

1. Localisation et détermination de la nature des protéines de la membrane de
surface au microscope électronique. Application de quatreméthodes originales
fondées sur la capture de deux colloides électronégatifs & base de fer et de

1tacide a-stannique colloidal.

2. Etude au microscope électronique de la structure de la zone périphérique
hydrophile. Détermination de la spécificité et application de la méthode clas-—
sique au rouge de ruthénium et d'une technique originale fondée sur la capture

du marqueur de cette derniére rdéalisé in vitro.

3. Localisation et évaluation de la densité des sialo-glycoconjugués du glyco-
lemme au microscope électronique et au microspectrophotométre. Adaptation et
application de la méthode de capture de l'hydroxyde de fer colloidal et de la

seconde technique précédente.
Nos travaux ont fait l'objet des publications suivantes :

1 - Technique de caractérisation semi-quantitative des sialo-glycoconjugués
tissulaires fondée sur la réaction de HOTCHKISS-MAC MANUS
P. BLANQUET, J. MONTREUIL et J. DRIESSENS
C.R. Soc. Biol., 1969, 163, n? 1, 2158-2161

2 - Localisation ultrastructurale, avec contrfle microspectrophotométrique,
des sialo-glycoconjugués de la membrane plasmique cellulaire par la
méthode fondée sur la capture de l'hydroxyde de fer colloidal
P. BLANQUET, E. PUVION et J. DRIESSENS
C.R. Acad. Sci (D), 1970, 271, 96-99



3 -

Réle des sialo-glycoconjugués dans le déterminisme des réactions histochi-
miques classiques de DIEZEL, de SHEAR et PEARSE, de métachromasie, de
capture de fer et du Bleu Alcian

P. BLANQUET, J. MONTREUIL et J. DRIESSENS

C.R. Soc. Biol., 1970, 164, n? 3, 563-566

Application de la réaction de HOTCHKISS MAC MANUS & la caractérisation
semi~quantitative des acides sialiques tissulaires.

P. BLANQUET, J. MONTREUIL et J. DRIESSENS

Histochemie, 1971, 25, 225-233

Intervention des sialo-glycoconjugués dans les réactions histochimiques de
DIEZEL, de SHEAR et PEARSE, de métachromasie, de capture de fer et du Bleu
Alcian

P. BLANQUET, J. MONTREUIL et J. DRIESSENS

Histochemie, 1971, 25, 322-328

Cytochimie ultrastructurale des groupements de point isoionique élevé.
Application & la mise en évidence des protéines basiques.

E. PUVION et P. BLANQUET

Journal de Microscopie, 1971, 12, n2 2, 171-184



GENERALITES

Chapitre premier :

GENERALITES SUR LES COLLOIDES HYDROPHOBES (*)

1.~ DEFINTTIONS

Un systéme colloidal-ou sol si celui-ci est de caractére
liquide~ est un ensemble formé par des unités cinétiques que 1l'on nomme des
particules colloidales —ou colloides— et par des ions. Dans le travail qui
suit, nous avons utilisé certains systémes dont les particules sont métalli-
ques pour les raisons suivantes :

~ Ils sont en général décelables au microscope électronique.

- Leurs particules ou micelles possédent une charge électri-
que (positive ou négative).

- Leurs changements d'états sont irréversibles.

- Ils sont hydrophobes ou lyophobes, c'est-a-dire ne possé-—
dent pas d'affinité pour le solvant.

Nous allons donc rappeler briévement les principales propriétés physico-chimi-—

ques des systémes hydrophobes.

2.~ PROPRIETES ELECTRIQUES DFS SYSTEMES HYDROPHOBES

Les particules colloidales hydrophobes possedent toujours une
charge électrique (positive ou négative). Or, la charge totale des sclutions

qui les contiennent est nulle. Chaque particule retient donc autour d'elle

(*) D'aprés KRUYT (1952) (5)



une atmosphére ionique de charge égale et opposée & la sienne, l'ensemble de
ces deux charges formant ce qu'on appelle une "couche double". A la suite des
informations obtenues par 1l'électrophorese et par des études d'absorption, de
nombreuses théories plus ou moins élaborées ont été proposées sur la structure
de cette couche. Nous ne citerons que les deux principales nécessaires & la

compréhension des propos qui suivent.

I ~ THEORIE DE GOUY~CHAPMAN

Cette théorie a été proposée indépendamment par les deux

auteurs ; elle repose sur les hypothéses et conventions suivantes :

— L'interface entre chaque particule colloidale et le milieu

est plane.

— Autour de chaque particule colloidale, la couche externe
formée par les ions de la solution (atmosphdre ionique) est diffuse ; et la
densité deschargesest une fonction continue, rapidement décroissante & partir
de la surface et asymptotiquement nulle & une certaine distance. Le potentiel
varie donc d'une fagon continue.

— La charge des particules colloidales est uniformément

répartie sur leur surface.
- Les ions de la solution sont assimilés & des points.

- Le solvant est un milieu continu caractérisé par sa cons—

tante diélectrique.

Pour les petits potentiels, les auteurs trouverent 1l'expres—
sion :
~Xx
Y =Ye
o}
ou l‘Jo = potentiel de surface des particules colloidales (sa valeur ne dépend

que de la nature des ions et de leur concentration contre la surface

des particules) ; il est encore appelé : potentiel de GOUY-CHAPMAN

=d = U%;-pour un électrolyte binaire, I étant la force ionique de cet élec-

bl

trolyte dans le milieu intermicellaire, et ¢ une constante dépen-
dant essentiellement de la valeur de celui-ci, de la constante di-

électrique du milieu et de la température.



Le potentiel décroit donc sur une distance de %,
1'épaisseur de la "couche double'.

Lorsque les particules se meuvent dans un champ électrique,

et cette valeur représente

elles déplacent avec elles une fine pellicule de milieu ; la surface de celle-

ci est appelée surface électrocinétigue ou hydrodynamique, et son potentiel est

nommé potentiel z&ta (¢ ).

Le graphique et le schéma de la figure 1 (p. 8) illustrent
te

et résument les données précédentes dans le cas ol l‘}o =C

Aux hautes concentrations ioniques, la théorie de GOUY-CHAPMAN
accorde une capacité beaucoup trop importante & la couche double, car elle ne
tient pas compte de la dimension des ions, non négligeable dans ce cas ; ceci

amena STERN & 1'aménager en un schéma plus élaboré.

IT - THEORIE DE STERN

Elle repose sur deux sortes de considérations :

- Ltinfluence de la dimension des ions hydratés est plus grande
prés de la surface des particules colloidales. STERN suppose donc que les ions

situés prés de cette dernidre en sont séparés par une distance S.

— Le champ électrique produit par les charges de la surface de
chaque particule polarise les molécules d'eau et abaisse la constante diélec-
trice (€) du milieu localisé prés de celle-ci. Or, les interactions ions-ions
et ions~dipoles varient comme 1/5 quand la distance qui sépare ces derniers
reste constante, L'affaiblissement de €& favorise donc une haute concentration
ionique prés de l'interface des particules, et ll'auteur admet la possibilité
d'une adsorption spécifique des ions dens le plan % (couche de STERN).

Nous avons illustré la conception de cet auteur par le schéma

de la figure 2 (p. 9).

Dans cette théorie, deux sortes de facteurs peuvent faire
varier le potentiel z&ta (on suppose ici§ (K{)s) :

— S'il existe des ions hydratés adsorbés dans le plan 3 , la
couche de STERN est remplie. Les ions hydratés de la couche diffuse les plus
proches de la surface sont alors situds & une distance g > &, et le potentiel
g‘)g de GOUY-CHAPMAN (potentiel maximum de la couche diffuse) est plus petit

que \‘Js .
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=~ La capacité totale de la double couche est donnée par

1'expression :

C x C
ct=cm+cd
d
ol = capacité de la couche de STERN
Cd = capacité de la couche diffuse

cmrxtcte, mais Cd dépend de la force ionique de la couche diffuse ; ng dépend
donc aussi de cette derniere.

L'influence de ces deux catégories de facteurs est illustrée

par la figure 3 (p. 11).

3.~ INTERACTION DES SYSTEMES HYDROPHOBES

Ltinteraction des particules colloidales hydrophobes résulte

de l'action de deux sortes de potentiels : un potentiel de répulsion dfl aux

charges de surface dont nous avons précédemment rappelé les principales carac-

téristiques ; et un potentiel d'attraction df aux forces de VAN DER WAALS

~établies entre les atomes d'éléments sensiblement identiques (forces de
KEESOM, de DEBYE et de LONDON)-. Le potentiel résultant total au voisinage
dtune particule se traduit donc par la courbe de la figure 4 (p. 12).

4 .- STABILITE DES SYSTEMES HYDROPHOBES

En 1900, SCHULZE et HARDY prétendirent que la quantité d'élec-
trolyte nécessaire pour faire floculer un systéme colloidal quelconque était
en rapport direct avec la valence des ions ; ils déterminérent ainsi empiri-
quement la régle de valence suivante : 25 - 150 millimoles/litre pour les ions
monovalents ; 0,5 - 2 millimoles/litre pour les ions divalents ; et 0,01 = 0,1
millimole/litre pour les ions trivalents. Depuis cette date, de nombreuses
explications du phénomdne ont été proposées, mais la plus satisfaisante et
la plus élégante est certainement celle qui est fondée sur la théorie de la

"eouche double" modifiée par STERN. Nous allons la résumer briévement.



Figure 3

Variations du potentiel zéta dans la théorie de STERN

Courbe 1 : 1l'ion i1 fait partie de la couche

diffuse (force ionique : I1) 3 courbe 2 : 1l'ion i, est

1
adsorbé dans 6 (I, = I1) ; courbe 3 : l'ion i, est

2 1
adsorbé dans O (13:> I2). i_: ion de la couche diffuse.

1
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Figure 4

- Energies potentielles au voisinage d'une particulg colloidale hydrophobe

Courbe 1 : variation de 1l'énergie potentielle due aux charges
de surface ; courbe 2 : variation de 1'énergie potentielle due aux forces
de VAN DER WAALS ; courbe 3 : variation de 1'énergie poteﬁtielle résultante.
E.R. : énergie potentielle de répulsion ; E.A. : énergie potentielle

dtattractior ; M.P. : minimum primaire ; B.P. : barriére de potentiel.
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I - THEORIE DE LA STABILITE DES SYSTEMES HYDROPHOBES

La répulsion des particules colloidales hydrophobes est assurée
par la barrieére de potentiel qui a été précédemment mise en évidence. La stabi-
1ité qui en résulte devrait &tre théoriquement indéfinie, mais ces systémes ne
sont jamais parfaitement stables (au sens thermodynamique du terme) & cause du
mouvement brownien. Dans un systéme‘colloidal, il existe toujours un certain
nombre statistique de particules rentrant en collision avec une énergie suffi-
sante pour franchir leur barriére de potentiel (collision efficace), s'unir
dans un minimum primaire et coaguler irréversiblement. I1 n'existe donc qu'une
floculation plus ou moins rapide suivant llagitation thermique et 1'importance
de la barriére de potentiel.

Supposons que le rayon des particules colloidales, la constante
diélectrique du milieu, la température et la constante de VAN DER WAALS soient
constants. La théorie de STERN prévoit alors que l'abaissement du potentiel ¥
-et de la barritre de potentiel~ et par conséquent la rapidité de floculation

sont fonctions de deux sortes de paramétres :

- L'absorption des ions de la couche de STERN et la dimension
de ces derniers. La floculation est d'autant plus rapide que ces deux facteurs
sont ﬁlus importants ; les valeursde floculation (concentration en millimolea/
litre de 1'électrolyte qu'il faut ajouter au systéme pour avoir son point de
floculation le plus rapide) des quelques ions minéraux et organiques suivants
illustrent assez bien cette influence : NaCl : 24 ; NO3K ¢+ 25 3 chlorure de
morphine 3 0,54 ; Puschine : 0,002,

— La force ionique de l'électrolyte. La floculation est d'autant

plus rapide qu'elle est plus élevée.

I1 - ANTAGONISME DES IONS

En général, la présence dans un systéme colloidal d'un ion
porteur d'une charge importante et de méme signe que ce dernier éléve considé-
rablement la valeur de floculation. Ce phénoméne a regu le nom de "relieving
effect", Il aurait deux causes essentielles :

— La modification de 1l'activité des ions antagonistes de la

solution colloidale.

— Et 1'abaissement du potentiel de référence du milieu inter-

micellaire, dfl & 1l'attraction exercée par 1l'ion polyvalent sur les ions de

signe opposé.
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ITT -~ INFLUENCE DE LA CONCENTRATION DU SOL SUR LA VALEUR
DE FLOCULATION

Elle est en général peu importante, surtout quand 1'électrolyte

est divalent.

5.~ RENVERSEMENT DE LA CHARGE DES SYSTEMES HYDROPHOBES

Bien que la théorie de GOUY-CHAPMAN modifiée par STERN ne
prévoit pas qu'un électrolyte puisse renverser la charge d'un colloide, ce
phénomdéne a néanmoins été observé avec un certain nombre de sols (sols de
nitrate d'argent et d'hydroxyde de fer, par exemple). Dans ce cas, au=-delad
du point de floculation le plus rapide, la vitesse de coagulation diminue et
donne finalement naissance, pour une certaine force ionique de 1l'électrolyte
ajouté (I), & un sol d'une stabilité de longue durée dont les particules ont
une charge opposée & celle du colloide primitif. Quand on augmente I, la vites-
se de floculation diminue de nouveau pour atteindre finalement un nouveau point
de coagulation rapide. On appelle une telle série de floculation : série irré-
guligre.

Le phénoméne peut &tre expliqué de la maniere suivante : quand
on augmente I progressivement & partir d'une valeur trés basse, la distribution
des ions de charge opposée & celle des particules colloidales condense la cou-
che diffuse de ces dernidres ; le potentiel & s'abaisse alors progressivement
et avec lui la barriére de potentiel responsable de la stabilité temporaire du
systéme, devient inférieur au potentiel ¥ critique pour lequel cette barriere
permet la floculation rapide, s'annule et croit ensuite -en valeur agbsolue~
quand l'épaisseur de la couche diffuse devient inférieure & celle de la zone
électrocinétique des micelles ; une nouvelle barriére de potentiel prend ainsi
naissance, et la durde de la stabilité s'éléve progressivement avec la nouvelle

charge du colloide -opposée & celle des particules primitives-.
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Chapitre deuxiéme :

GENERALITES SUR LA MEMBRANE DE SURFACE
DES CELLULES NORMALES ET TUMORALES

1.~ DEFINITIONS

La membrane qui délimite la cellule est appelée indifféremment
par les auteurs : membrane de surface, surface cellulaire, zone périphérique ou
membrane plasmique. On distingue généralement chez elle deux régions essentiel-
les, d'ailleurs délimitées d'une fagon un peu arbitraire : une zone externe
hydrophile qui porte les noms de glycolemme, glycocalyx, cell coat etc...

(voir le paragraphe II, B de la Section 2 ; p. 37) ; et une zone interne plus
hydrophobe nommée plasmolemme ou plasmalemme ou encore membrane plasmique -ce
qui peut préter & confusion avec le nom donné souvent & 1l'ensemble de la mem—
brane-. Dans le travail qui suit, nous utiliserons les termes de "membrane de
surface", "glycolemme" et "plasmolemme", En outre, par "zone périphérique
hydrophile”, nous entendrons la région composée de glycolemme et de la couche
hydrophile du feuillet plasmique externe ou sont localisés les groupements
polaires phospholipidiques. Enfin, le terme de "surface cellulaire" aura un
sens strictement physico-chimique et correspondra & “gurface électrocinétique" ;
il désignera donc en premidre approximation la surface du glycolemme et non,

4 1'instar de certains auteurs, l'ensemble de la membrane de surface. Nous avons

rassemblé ces appellations dans le schéma suivant :

(Milieu extracellulaire)
Surface cellulaire

{’.
, } Zone
Membrane Glycolemme périphérique
hydrophile
de A
surface //////////////
Plasmolemme Groupements polaires phospholipidiques

du feuillet plasmique externe

P

Pace interne du plasmolemme
(Milieu intracellulaire)
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2.~ MEMBRANE DE SURFACE DES CELLULES NORMALES

I - COMPOSITION

Les travaux encore trés fragmentaires effectués dans ce domaine
concordent rarement dans leurs résultats. Ce désaccord traduit souvent une
identité imparfaite des matériels comparés : différences dans le milieu nutri-
tif de culture, dans le régime alimentaire ou l'ége de l'animal, variations
génétiques de 1l'espece, répartition hétérogéne de certaines macromolécules ;
mais il est surtout dfi & la grande variété des procédés de fractionnement et

d'analyse.

A -~ COMPOSITION GLOBALE

Les membranes de surface contiennent environ 30 p. 100 d'eau
(PETHICA et CAMBRAI, 1970) (6). La répartition de leurs grandes classes de
constituants (osides, lipides et protéines) est difficile & préciser, car elle
varie avec le procédé dlisolement, l'espéce et le tissu. En général, elle est
comprise dans les limites suivantes (en poids sec) : 1 4 10 p. 100 d'osides ;
20 & 40 p. 100 de lipides ; 60 & 80 p. 100 de protéines (HERTZENBERG et
HERTZENBERG, 1961 (7) ; SKIPSKI et al., 1965 (8) ; MADDY, 1966 (9) ; BAKERMAN
et WASEMILLER, 1967 (10) ; WEINSTEIN, 1968 (11) ; BOSMANN et al., 1968 (12) ;
CHANDRASEKHARA et ANANTH NARAYAN, 1970 (13) ; ZENTGRAF et al., 1971 (14)) ;
mais plusieurs auteurs trouvérent une valeur voisine de 1,5 pour le rapport :
poids des 1ipides/poids des protéines de certains types cellulaires -Mc LAREN
et al. (1968) (15) et RENKONEN et al. (1972) (16), par exemple, obtinrent
cette valeur respectivement avec les cellules Hela et les fibroblastes BHK 21
du Hamster. Un certain nombre de cellules semblent posséder également une
petite quantité de RNA au niveau de ces zones ; il s'agit vraisemblablement
des thymocytes et hépatocytes de la Souris, des leucocytes polynucléaires
humains, des cellules L (WEISS, 1969) (17), des hépatocytes du Rat (EMMELOT et
BENEDETTI, 1967 (18) ; TOUSTER et al., 1970 (19) ; EMMELOT et BOS, 1972 (20)),
des cellules du muscle lisse du Rat (KIDWAT et al., 1971) (21) et des lympho-
cytes du Porc (FERBER‘gj_g;., 1972) (22). Cependant, ces résultats doivent
8tre accueillis avec beaucoup de prudence, car les valeurs trouvées sont
infimes (elles représentent généralement 0,5 & 2 p. 100 du poids des protéines

de la membrane) et sont en outre tres variables suivant le type cellulaire et
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1tauteur ~des auteurs prétendirent que la membrane de surface des hépatocytes
du Rat détenait aussi une trds petite quantité de DNA (TOUSTER et al., 1970)
(23), mais récemment EMMELOT et BOS (1972) (24) montrérent qu'il s'agissait
vraisemblablement d'un artefact. BEnfin, elles contiennent probablement aussi
des ions minéraux, en particulier de calcium et du magnésium (SELKIRK et al.,
1971) (25).

B - NATURE DES OSIDES

1 - Composition globale

Les membranes de surface contiennent quatre monosaccharides
neutres : galactose (en quantité importante), mannose, fucose et glucose ; deux
osamines généralement N-acétylées : glucosamine et galactosamine ; de llacide
sialique (en quantité importante) : habituellement de 1'acide N-acétyl et
N-glycolyl-neuraminique, parfois des traces d'acide N-O-diacétyl-neuraminique ;
des oses O-sulfurylés dans certains tissus : généralement du galactose ; et
peut-&tre de l'acide glycuronique. Ces glucides sont répartis dans les trois
catégories de composés suivants : glycosamino-glycannes, glycolipides et

glycoprotéines.

2 - Glycosamino-glycannes

Leur présence a été détectée au niveau du glycolemme de

quelques types cellulaires (SUZUKI et al., 1970) (26).

3 - Glycolipides

Tous les glycolipides de la membrane de surface appartiennent
a4 la classe des sphingosidolipides, aucun ne posséde de mannose, et la plupart
contiennent du galactose comme composant majeur. Le tableau I (p. 18) donne
leur identité, résume leur composition glucidique totale, et indique leur
distribution relative au niveau de cette zone dans les tissus humains. Deux
catégories d'entre eux possédent une activité antigénique : certains fucosyl-
glycolipides détiennent les structures glycanniques actives ABH et Lewis des
groupes sanguins (WATKINS, 1970) (27) ; et un tétrahexosylcéramide de méme
composition gqu'un globoside est identifiable a 1l'antigene FORSSMAN (YOSIZAWA
et al., 1966) (28). Les premiers sont localisés sur les cellules sanguines

(ABH et Lewis), les cellules endothéliales du systime cardiovasculaire



TABLEAU I
Distribution des glycolipides de la membrane de surface dans les tissus humains (d'aprés HAKOMORI et JEANLOZ (1970) (29).

. Composition : Ordres de grandeur
Glycolipides glzl‘iale Tissus T4
: Tucides . Tissus nerveux ' parenchymateux  Erythrocytes & Fibroblastes | 1 zsiué
) 8 " (foie, rate..) gianauiaires
Gal A+ + + - +
Cérébrosides
: Gle s + + + ’ +
‘ généralement
Sulfatide . Gal O-sulfu- | ++ . + : - ’ - : R
| ;s : : : : :
Lactosylcéramide : Lactose : - : + : ++ : + : =+
Trihexosylcéramide généralement +
exosyLee | Gal et Gle + + : +
_ P ogal, Gle, f I f ;
Globogide CalNAc : 4+ +++ - -
fémmtosid P OANAN ou aNGN + f . et : :
ématoside " et lactose e - & +++ ++ ++
Fucosylglycolipides Gal, Fuc, ] N .
(possédant ou non une | GlcNAc, - - - - e
activité antigénique) | GalllAc
Gangliosides *oGal, Gle f . : . : :
(mono, di, tri et " GalNAc, ANAN ° S - = ¥ : +
tétra)  (parfois GloNic) : : : ;

gl

(*) HAKOMORI et al. (1971) (30)
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(ABH seulement) et les cellules épithéliales -provenant surtout des tissus
embryonnaires- (ABH seulement) : le second est rencontré exclusivement au
niveau de la membrane de certains tissus embryonnaires (fibroblastes BHK du
Hamster, par exemple). Il est possible également que certains gangliosides
soient responsables de l'activité antigénique Rho (D), mais ceci n'a pas

encore été prouvé (WINZLER, 1970) (31).

4 - Glycoprotéines

L*étude des glycoprotéines de la membrane de surface a été
abordée de deux fagons : indirectement, en traitant des cellules isolées par
certains enzymes protéolytiques (trypsine ou pronase) de manidre & obtenir des
fragments glycopeptidiques de faible poids moléculaire facilement isolables ;
ou directement, en réalisant une série d'extractions par certains solvants
organiques (phénol, butanol, mercapto-éthanol, pyridine etc...) suivie en
général dtune filtration sur gel. La premiére méthode fut appliquée & quelques
types cellulaires : cellules sanguines (COOK, 1962 (32) ; OHKUMA et IKEMOTO,
1966 (33) ; PEPPER et JAMIESON, 1969 (34)), cellules musculaires (WBIS et
NARAHARA, 1969) (35) et hépatocytes (MIYAJIMA et al., 1970) (36) ; la seconde
a surtout été utilisée pour Studier la membrane érythrocytaire (WATKINS, 1967
(37) ; SPRINGER, 1967 (38) ; GREENBERG et GLICK, 1972 (39) 3 MARCHESI et al.,
1972 (40) ; TANNER et BOXER, 1972 (41)). Ces techniques permirent de connattre,
sinon la composition et la structure compléte de ces composés, du moins celles
de la partie glycannique la plus externe de leur macromolécule. Tous contien~
nent du galactose, du mannose et du fucose, de la N-acétyl-glucosamine ou de
la Ne-acétyl-galactosamine (parfois les deux) s beaucoup détiennent du glucose
et de 1'acide N-acétyl-neuraminique ; et certains sont responsables de 1l'une
des activités antigéniques suivantes : activités I et AB (OHKUMA et IKEMOTO,
1966 (42) ; MARCHESI et al., 1972 (43)), P (WATKINS, 1967) (44) ou MN
(WINZIER, 1970) (45) des groupes sanguins, localisées respectivement sur les

hématies, hématies et plaguettes, et hématies, leucocytes et membranes de
surface de certains tissus endothéliaux ; activité qui apparait sur les érythro-
cytes lors de certaines affections du Mouton ou de 1l'espéce bovine (SPRINGER,
1967) (46) ; ou activité responsable de la fixation des bactéries Gram— sur

les érythrocytes humains (SPRINGER, 1967) (47).
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Récemment, WINZLER (1970) (48) et MARCHESI et al. (1972) (49)

isolerent une sialo-glycoprotéine de la membrane des érythrocytes humains

~3 laquelle les derniers donnérent le nom de glycophorine~ et firent la démons-
tration de son asymétrie. Ils montrérent que le glycopeptide externe était
beaucoup plus riche en glucides que le segment inférieur, détenait les activi-
tés AB et MV des groupes sanguins, et possédait les sites récepteurs du virus
de 1'Influenza, de la phytohémagglutinine du Haricot de Soissons et de 1l'agglu~
tinine des germes du Blé. En outre, ils prouvérent que cette hétérogénéité
chimique et immunologique était due & une répartition inégale de deux glycan-
nes le long de la chafne polypeptidique : un tétrasaccharide formé de galacto-
se, de N-acétyl-galactosamine et d'acide N-acétyl-neuraminique ; et un glycanne
plus complexe possédant du fucose, galactose et mannose, des hexosamines et de

1l'acide N-acétyl-neuraminique.

C -~ NATURE DES LIPIDES

1 - Composition globale

La membrane de surface des cellules animales contient des glyco-
lipides (sphingosidolipides), des lipides neutres et des phogspholipides, les
seconds étant essentiellement constitués de cholestérol libre et estérifié et
de glycérides. Elle differe donc des membranes bactériennes qui ne possedent
pas de stérols, et des membranes cellulaires végétales dont les glycolipides
sont des glycocérides., La quantité relative des trois catégories de composés
varie avec l'espéce et le tissu, mais elle respecte en général l'ordre suivant :
glycolipides ( lipides neutres ( phospholipides ; pour la membrane de surface
des hépatocytes du Rat, des érythrocytes de différentes espéces (Chat, Vache,
Chien, Chevre, Cochon d4'Inde, Cheval, Porc, Lapin, Rat, Mouton, Homme) et des
fibroblagtes BHK 21-C~13 du Hamster, par exemple, certains auteurs trouvérent
regspectivement les trois séries de valeurs suivantes : 26 p. 100 de glycolipi-
des, 35 p. 100 de lipides neutres, 39 p. 100 de phospholipides (SKIPSKI et al,,
1965) (50) ; 5 & 25 p. 100 de glycolipides, 21 & 29 p. 100 de lipides neutres,
50 & 67 p. 100 de phospholipides (VAN DEENEN et de GIER, 1964 (51) ; ROUSER
et al., 1968 (52)) 3 7 p. 100 de glycolipides, 31 p. 100 de lipides neutres
et 62 p. 100 de phospholipides (RENKONEN et al., 1972) (53). En outre, le

rapport molaire cholestérol/phospholipides de cette zone a été déterminé chez

un grand nombre de tissus et de types cellulaires ; ses valeurs les plus
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significatives sont les suivantes : érythrocytes : voisin de 1 (VAN DEENEN et

de GIER, 1964 (54) ; ROUSER et al., 1968 (55)) ; hépatocytes du Rat et de la
Souris : 0,63 et 0,80 (BENEDETTI et EMMELOT, 1968) (56) ; muscle lisse du Rat :
0,82 (KIDWAI et al., 1971) (57) ; foie et &pithélium intestinal du Cochon 4'Inde :
0,5 et 1 (COLEMAN et FINEAU, 1966) (58) ; pancréas du Cochon d'Inde : 0,51
(MELDOLESI et al., 1971) (59) ; fibroblastes BHK 21— Wi-2 et BHK 21-0-13 du
Hamster : 0,7 et 0,56 (RENKONEN et al., 1972) (60).

2 -~ Glycolipides

Les glycolipides de la membrane de surface contiennent essentiel-
lement quatre acides gras & chafnes hydrocarbonées non branchées : les acides
lignocérique, hydroxylignocérique (24 : 0) (¥), nervonique et hydroxynervoni-
que (24 : 1) ; et le rapport molaire acides monoéthyléniques/acides saturés
est en général voisin de 2,5 (MADDY, 1966) (61). Leur composition en glucides
a été examinde dans le paragraphe B 3 précédent (p. 17), et ll'ordre de gran-

deur de leur répartition est résumé dans le tableau I (p. 18).

3 — Lipides neutres

Les lipides neutres de la membrane de surface se composent en
général de cholestérol, de stérides -le rapport cholestérol estérifié/choles-
térol a une valeur 4; 5 p. 100 pour les érythrocytes et atteint 20 - 30 p. 100
pour les autres tissus (MADDY, 1966 (62) ; MELDOLESI, 1971 (63))-, d'acides
gras libres et de mono, di et triglycérides en quantités variables. Leurs
acides gras sont & chaines non branchées, les plus importants étant les sui~
vants : palmitique (16 : 0), palmitoléfque (16 : 1), stéarique (18 : 0),
0léique (18 : 1), linoléique (18 : 2) ; mais ils contiennent également une
petite quantité d'acides gras polyéthéniques possédant jusqu'a 6 doubles

liaisons (MADDY, 1966 (64) ; SEIKIRK et al., 1971 (65)).

4 -~ Phospholipides

On distingue généralement six catégories de phospholipides dans
les membranes de surface : les glycéro- et lyso-glycérophosphatidylcholines
(1écithines), les glycérophosphatidyléthanolamines (céphalines), les glycéro-
phosphatidylsérines (céphalines), les sphingomyélines, les phosphoglycérides

(*) Le code indique le nombre d'atomes de carbone et le nombre de doubles

liaisons de la chaine hydrocarbonée.
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3 inositol (lipositols) et les acides glycérophosphatidiques monoméres et
polymdres (cardiolipides). Leurs acides gras sont également & chafnes non
branchées ; ils se composent surtout d'acide palmitique (16 : 0), stéarique

(18 : 0), oléique (18 : 1) et linoléique (18 : 2) -les érythrocytes détiennent
également un taux important d'acide arachidonique (20 : 4)-, mais ils contien-
nent aussi une petite quantité d'acides gras polyéthéniques possédant jusqu'a
6 doubles liaisons. Dans certaines catégories de phosphoglycérides, l'une des
liaisons esters (a ou B) du glycérol est remplacée par une liaison semi-acé-

talique contractée par un aldéhyde gras. Ces acétalphosphatides ou plasmaloge-

nes sont détenus en faibles quantités par les membranes de surface sous la
forme de glycérophosphatidalcholines, glycérophosphatidaléthanolamines et
glycérophosphatidalsérines, et ils renferment habituellement un taux important
de restes a chaines dérivés des aldéhydes gras 16 : 0, 18 : 0 et 18 : 1. D'une
fagon générale, les trois classes que représentent les sphingomyélines, les
céphalines & éthanolamine et plasmalogénes & éthanolamine et les lécithines +
plasmalogenes & choline forment au moins 70 p. 100 des phospholipides, leur
taux relatif croissant dans l'ordre de leur citation (VAN DEENEN et de GIER,
1964 (66) ; MADDY, 1966 (67) ; ROUSER et al., 1968 (68) ; BENEDETTI et EMMELOT,
1968 (69) ; BERGELSON et al., 1970 (70) ; SEIKIRK et al., 1971 (71) ; MELDOLESI
et al., 1971 (72) ; RENKONEN et al., 1972 (73) ; VAN HOEVEN et EMMELOT, 1972

(74)).

D -~ NATURE DES PROTEINES

1 - Composition globale et classification

Depuis que JORPES, en 1932, isola des érythrocytes un résidu
protéinique qu'il appela "stromatine" (d'aprés la revue générale de MADDY
@966)(75)), de nombreuses varidtés de protéines et de glycopeptides ont été
extraites de la membrane de surface (la composition en sucres de ces derniers
a été traitée dans le paragraphe B 4 ; p.19). Les polypeptides isolés de
cette région chez 1l'érythrocyte de 1'Homme, du Porc, du Mouton, du Chien et
chez les fibroblastes de la Souris et du Hamster, par exemple, ont des poids
moléculaires qui se répartissent de 250 000 & 15 000 environ (LENARD, 1970
(76) ; GREENBERG et GLICK, 1972 (77)); ceux de 1'hépatocyte, de la bordure en
brosse rénale et de 1l'érythrocyte du Rat sont compris entre 310 000 et 10 000
(MEVILLE et GLOSSMANN, 1971) (78). En général, que ces composés soient
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conjugués ou non a des glucides, leur composition en acides aminés respecte
les tendances suivantes : ils ne renferment pas de tryptophane, détiennent

une quantité d'acides aminés soufrés souvent inférieure a { p. 100, et contien-
nent 8 & 15 p. 100 d'acides aminés basiques, 15 & 20 p. 100 d'acides aminés
acides, et 50 & 60 p. 100 de restes hydrophobes (KONO et COLOWICK, 1961 (79) ;
COOK, 1962 (80) ; TAKEUCHI et TERAYAMA, 1965 (81) ; OHKUMA et IKEMOTO, 1966
(82) ; PASSOW, 1969 (83) ; WEIS et NARAHARA, 1969 (84) ; MIYAJIMA et al., 1970
(85) ; WINZLER, 1970 (86) ; GAHMBERG, 1971 (87) ; MARCHESI et al., 1972 (88) ;
TANNER et BOXER, 1972 (89))-des phosphoprotéines contenant des groupements
phosphoséryle, phosphothréonyle, phosphohistidyle et des restes N-phosphorylés
furent également caractérisdes dans les membranes de surface du foie de Rat
(BLAT et HAREL, 1969) (90)-. Mais rares sont ceux dont la structure et la loca-
lisation ont été étudides jusqu'ad présent. La "glycophorine", isolée par
MARCHEST et al. (1972) (91) & la suite des travaux de WINZIER (1970) (92), est
actuellement la seule glycoprotéine membranaire dont l'orientation ait été
déterminée avec précision. Conciliant leurs résultats biochimiques et cytochi-
miques ~obtenus notamment & ltaide d'une phytohdmagglutinine marquée & la
ferritine- avec ceux de COOK (1968) (93), de PHILLIPS et MORRISON (1971) (94)
et de BRETSCHER (1971) (95), ces auteurs montrérent en effet que la chafne du
polypeptide comprenait deux parties : un segment externe hydrophile formant

3 lui seul une grande partie du glycolemme, riche en glycannes (voir le para-
graphe B 4 ;5 p. 19), en acides aminés hydrophiles (arginine, lysine, histidine,
acide aspartique, acide glutamique), en sérine et en thréonine ; et une partie
inférieure hydrophobe ~trés pauvre en glucides et composée essentiellement
d'acides aminés hydrophobes~ surtout localisée dans le plasmolemme, associde
par liaisons hydrophobiques aux composants lipidiques de ce dernier. Malgré
cette diversité, les protéines de la membrane de surface peuvent 8tre classées
en deux grandes catégories : les protéines périphériques et les protéines
intégrales. Les premiéres sont facilement dissociables des lipides et tres
solubles dans une solution physiologique de ClNa 0,15 M ~-EMMELOT et BOS (1972)
(96) montrérent, par exemple, qu'elles représentaient 25 p. 100 des protéines
de la membrane dz surface des hépatocytes du Rat~ ; aussi, seules les secondes
sont généralement considérées comme faisant partie intégrante de cette zone
(a'apres SINGER (1971)(97)). Nous allons domner quelques précisions sur les
quatre grandes composantes que l'on peut distinguer chez ces derniéres : les

protéines structurales ; les enzymes ; les protéines de transport ; et
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quelques protéines difficiles & classer actuellement que nous regrouperons comme

"protéines particuliéres".

2 - Protéines structurales

Le concept d'une protéine structurale commune & toutes les
formations membranaires est né des recherches de CRIDDLE et al. (1961) (98) et
RICHARDSON et al. (1963) (99), quand les auteurs montrérent qufune protéine
insoluble & pH ncutre et représentant 20 & 40 p. 100 du poids total des compo—
sés protéiniques existait dans de nombreuses fractions cellulaires. Un certain
nombre de travaux ont été réalisés pour déterminer la composition et le réle
de ce matériel (pour les membranes de surface, voir, par exemple, les travaux
de MARCHESI et al. (1970) (100) sur les érythrocytes, ou ceux de FITZPATRICK
et al. (1969) (101) sur les cellules rénales), mais sa définition reste encore
trés ambigue ; celle qui est généralement adoptde par les auteurs est la sui-
vante : il représente le résidu que l'on obtient quand les protéines membra-
naires ont été traitées par tous les solvants aqueux et organiques couramment
utilisés pour dissoudre les protéines globulaires habituelles (tels que 1l'urde
ou le Triton X~100, par exemple) (KAPLAN et CRIDDLE, 1971) (102). Actuellement,
bien que l'on admette qu'il soit constitué par un ensemble hétérogéne de
composés dont la composition et le poids moléculaire varient avec le type de
membrane et évidemment le tissu, on considére qu'il prouve l'unité structurale
et fonctionnelle des protéines matricielles membranaires (KAPLAN et CRIDDLE,
1971) (103). LENARD et SINGER (1966) (104), WALLACH et ZAHLER (1966) (105) et
WALLACH (1969) (106) montrérent en effet que la configuration de ces derniéres
paraissait indépendante de leur origine ; en outre, elles présentent toutes
un caractére hydrophobe treés marqué, ne paraissent pas posséder d'activités
enzymatiques connues, et complexent fortement les dispersions phospholipidi-
gues ; enfin, il semble -sans que cela repose sur aucun fait précis—- que 1l'on
puisse leur accorder trois fonctions essentielles : elles conditionneraient
1'encombrement stérique nécessaire & certaines réactions enzymatiques ; elles
participeraient aux transports actifs par leurs transitions allostériques ;
et elles favoriseraient la fixation et 1l'organisation des lipides, glucides

et RNA dans les membranes (KAPLAN et CRIDDLE, 1971) (107).
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3 ~ Enzymes

Les enzymes de la membrane de surface ont été particulidrement
bien étudiés chez l'hépatocyte du Rat et de la Souris. Plusieurs auteurs
prouverent que le premier détenait au niveau de cette zone llactivité des
engymes suivants : ATPase, ATPase (Na+— K+), 5t-nucléotidase, glycérol~phospha~
tase alcaline et acide, p-nitrophénylphosphatase alcaline, alcaline activée
par K" et acide, acétyl-phosphatase, AcPase activée par K+, phosphodiestérase
alcaline et acide, ribonucléase alcaline et acide, glucose~6~Pase, estérase
a-naphtyl laurate et a-naphtyl caprylate, triose-3-P-déshydrogénase, NADH2~
cyt ¢ réductase, ADPase, IDPase, NAD-pyrophosphatase, NAD-nucléosidase,
leucyl-B-naphtylemidase (BENEDETTI et BMMELOT, 1968) (108), phospholipase A,
(VEWKIRK et WAITE, 1971) (109) et adényl cyclase (EMMELOT et BOS, 1971) (110).
Parmi ceux~ci, seules 1'ATPase, 1'ATPase (Na+- K+), la (K+) p-nitrophényl~
phosphatase alcaline, la (K+) acétyl-phosphatase, la 5'-nucléotidase, la NAD-
pyrophosphatase, lé glycérol-phosphatase alcaline, la phosphodiestérase alca-
line, 1'IDPase et la leucyl-P-naphtylamidase sont détenues uniquement par ce
type de membrane et peuvent le caractériser comme marqueurs enzymatiques. Les
marqueurs enzymatiques (é 1'exception de l'activité leucine amino-peptididasi-
que) et quelques autres enzymes précédents (le glucose-6-Pase et 1'estérase)
sont localisés au niveau de la fraction protéinique insoluble dans la solution
de ClNa 0,15 M et peuvent 8tre considérés comme des protéines intégrales 3 les
autres activités enzymatiques sont mises en évidence & la fois dans les frac-
tions insoluble et soluble, sauf celle de lg triose~3~-P-déshydrogénase qui
est exclusivement trouvée dans la dernidre. BENEDETTI ot EMMELOT (1968) (111)
montrérent aussi que la membrane de surface des hépatocytes de la Souris
possédaient les activités précédemment citées sauf celles des enzymes sui-
vants : glycérolphosphatase acide, triose-3-P-déshydrogénase, NADHZ—cyt ¢ réduc-
tase, ADPase, IDPase, NAD-pyrophosphatase et NAD-nucléosidase. Un certain
nombre d'enzymes de la membrane de surface ont été également caractérisés chez
d'autres types cellulaires : citons, par exemple, les ATPases, dans de nombreux
tissus (GLYNN, 1968) (112) et notamment au niveau de la membrane érythrocytaire
(MARCHESI, 1968) (113) ; la 5'-nucléotidase, dans la plupart des tissus du
Cochon d'Inde (sauf le cerveau et les érythrocytes) (COLEMAN et PINEAN, 1966)
(114) ; 1a phosphatase alealine, dans le rein et la muqueuse intestinale du
Cochon d!'Inde par les mémes auteurs (mais non au niveau de la membrane érythro-

oytaire) 3 la leucine aminopeptidase, l'invertase et la maltase, au niveau
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de la bordure en brosse des cellules épithéliales intestinales du Rat

(JOHNSON, 1965 (115) ; ODA et SEKI, 1966 (116)).

4 -~ Protéines de transport

Nous savons qu'un grand nombhre de substances (électrolytes ou
non) peuvent 8tre échangdes entre les milieux intra et extracellulaire. Quand
le phénomene se produit contre les gradients électrique et chimique de la
membrane de surface, il est conditionné par un processus métabolique qui néces-
site des transporteurs et un apport énergétique (transport actif). On admet
actuellement qu'un certain nombre de ces transporteurs sont de nature protéi-
nique. Quelques-uns d'entre eux ont été identifids ; ce sont généralement de
petites protéines (PM f~*3.104) dont la particularité essentielle est de

présenter une haute spdcificité pour wn substrat (BROWN, 1971) (117).

5 -~ Protéines particuliéres

Assez récemment, plusieurs protéines particulizres dent les
propridétés et le rble restent & préciser ont été révéldes ou isolées de la
membrane de surface par quelques auteurs. Des protéines contractibles furent
isolées de cette zone chez quelques types cellulaires : de l'hépatocyte du
Rat par NEIFAKH et VASILETS (1965) (118) (le composé étudié par ces auteurs
présente les propriétés de l'actomyosine et l'activité ATPagique), ou encore
des fibroblastes embryonnaires du Poulet par YANG et PERDUE (1972) (119).
Dlautre part, MAZIA et RUBY (1968) (120) caractérisérent un groupe particulier
de composds protéiniques dans la membrane érythrocytaire et lui donnérent le
nom de "tektins" ; ils montrérent que ceux-ci possédaient des propriétés com-
mumes & l'actine musculaire et aux protéines des microtubules. Une protéine
spécifique fut également isolée de la membrane de surface des hépatocytes
du Rat et étudide & 1'aide du dichroisme circulaire par NEVILLE (1969) (121) ;
1'auteur prouva qu'elle possédait une configuration hélicoidale o et lui
accorda une structure linéaire. Enfin, dernierement, BENEDETTI et DELBAUFFE
(1971) (122) montrdrent par le cryo-décapage que la face interne du plasmo-
lemme de l'hépatocyte du Rat semblait détenir des structures d'une forme bien
déterminée (elles se présentent sous la forme de bAtonnets et de courts fila-
ments disposds paralldlement et discontinfiment), dont la signification n'a
pas encore été étudide mais dont llaspect peut &tre comparé & celui des cor-

puscules que révéla WEINSTEIN (1969) (123) sur la face interne de la membrane
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érythrocytaire -~ils ont été identifiés & la "spectrine" de STEERS et MARCHESI
(1969) (124)-.

B - CAS PARTICULIER DES ANTIGENES D!'HISTOCOMPATIBILITE

Ils sont distribués au niveau de la membrane de surface de
tous les types cellulaires. Les informations concernant leur nature sont
souvent contradictoires ; on les considére tantdt comme les polypeptides,
tant6t comme les glycoconjuguds ou méme des lipoglycoconjusuds (REISFELD et
KAHAN, 1970) (125). Quelques travaux récents semblent néanmoins prouver que
certains d'entre eux sont des glycoprotéines ; c'est le cas, par exemple,

des substances HI-A (SANDERSON et al., 1971) (126).

IT ~ STRUCTURE

A ~ ORGANISATION DU PLASMOLEMME

1 -~ Introduction

La connaissance du plasmolemme n'a pas avancé par une méthode
inductive comme celle, par exemple, de la chimie organique ou de la cristal-
lographie ; elle a progressé plutdt par étapes, grice & 1'établissement d'un
certain nombre de modéles théoriques de plus en plus élaborés congus g priori
a partir de quelques résultats expérimentaux et posés en hypothéses de travail.

On peut classer ces modeles en quatre tendances principales :

~ Les modeles dont les protéines sont disposées symétriquement
par rapport & une couche bimoléculaire de lipides arrangés perpendiculairement
au plan de la membrane.

— Les modéles dont 1l'organisation structurale représente un
équilibre dynamique entre la double couche précédemment citée et une forme
globulaire ol les lipides sont répartis suivant un arrangement hexagonal.

~ Les modeles constituds par une seule couche de sous-~unités
lipoprotéiniques.

— Enfin, les moddles dont la structure mosaique est formée
par des protéines globulaires compactes réparties dans la couche bimoléculai~

re de lipides.
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Nous allons rappeler bridvement les conditions d'élaboration et les principa-—
les caractéristiques de ces quatre conceptions, puis nous résumerons les prin-—

cipaux arguments qui infirment ou confirment actuellement leur validité.

2 - Moddles fondés sur une organisation paucimoléculaire des lipides et des
protéines

Ayant extrait les lipides de la membrane érythrocytaire de
diverses especes de mammiféres, GORTER et GRENDEL (1926) (127) constatérent
que la quantité de leurs molécules (disposées cbte & cbte) était suffisante,
dans chaque cas, pour former une double couche autour de chague cellule. Ils
pensérent par conséquent que cette membrane était constituée par une couche
bimoléculaire de lipides disposés perpendiculairement & son plan. Quelques
anndes plus tard, DANIELLI, HARVEY (1935) (128) et DANIELLI, DAVSON (1935)
(129) observerent que la tension interfaciale des gouttelettes d'huile prove-
nant des oeufs de Maquereau était dix fois plus importante que celle de la
méme huile en contact avec des extraits de ces oeufs. Ils attribuerent cette
différence & la présence dans le deuxidme cas de protéines adsorbées a la
surface de la couche de lipides, et proposérent un modéle paucimoléculaire
qui porte encore leurs noms dans lequel ces derniéres recouvrent symétrigue-—
ment la double couche lipidique de GORTER et GRENDEL (1926) (130) (Figure 5 ;
p. 29). Bien que fondée en partie sur une interpré%ation erronée du réle
joué par les protéines sur la tension interfaciale -des travaux ultérieurs
prouverent que les phospholipides étaient en réalité responsables de l'abais-
sement de cette dernidre (CLEMENTS, 1962 (131) ; HAYDON et TAYLOR, 1963 (132) ;
HAYDON, 1968 (133))-, cette hypothdse a été remarquablement affirmée par les
travaux qui suivirent : la présence des protéines fut confirmée respectivement
par des expériences de désintégration (SCHULMAN et RIDEAL, 1937) (134) et des
mesures de polarisation optique (SCHMITT et al., 1938) (135) effectudes sur

des membranes d'hématies lysées ; et 1l'orientation radiale des lipides ainsi
que leur agencement en un double feuillet furent respectivement vérifiés
par les travaux de SCHMITT et al. (1938) (136) et par 1'étude des figures
myéliniques -formées par des préparations de lipides extraits du tissu ner-
veux—- effectude & ll'aide de la diffraction des rayons X (BEAR et al., 1941

(137) ; SCHMITT et al., 1941 (138)). Par la suite, DANIELLI concilia son




- 29

GP
/
4 ///’/Z

Figure 5

Structure de la membrane de surface d'aprés DAVSON et DANIELLI (1943) (139)

P : protéines ; L : lipides ; GP : groupes polaires.
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Figure 6 {3
Représentation schématique de.l'aspect que présente la membrane de surface

au microscope électronique aprés différents procédés d'inclusion et de

fixation (d'aprés SJOSTRAND et EIFVIN (1962) (140).
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modéle avec les phénomenes de transports actif et passif et supposa que la
double couche était traversée par des sites polaires d'origine polypeptidique
répartis en forme de "pores" (STEIN et DANIELLI, 1956) (141), et BROWN et
DANTELLI (1964) (142) compléterent le schéma en supposant que des protéines
globulaires étaient adsorbées sur la couche de polypeptides en configuration
déplide B. Enfin, ROBERTSON (1959 et 1964) (143, 144) montra que l'aspect au
microscope électronique de la plupart des membranes cellulaires fixées au
permanganate (Figure 6 ; p. 29) était semblable & celui de la myéline des
cellules de SCHWANN ~dont la structure avait été prouvée par la diffraction
des rayons X et la polarisation optique-, supposa que les formations membranai-
res étaient des invaginations plus ou moins complexes du plasmolemme, et
étendit le moddle de DANIELLI & toutes les membranes cellulaires (plasmiques,
cytoplasmiques, mitochondriales et nucléaires) en lui donnant le nom de

"Unit Membrane".

3 —~ Moddles fondds sur 1l'existence d'un équilibre entre une organisation pauci-
moldéculaire et globulaire des lipoprotéines

A la suite des résultats contradictoires obtenus par BEAR gt al.
(1941) (145) et FINEAN (1959) (146), LUZZATI et HUSSAN (1962) (147) firent
une étude critique des systémes phospholipides/eau. Suivant la température
et la concentration en lipides, ils observérent l'existence de deux phases

de cristal liquide : une phase lamellaire pour les basses températures et les

faibles concentrations en lipides, dans laquelle ceux-ci sont disposés en une
couche bimoléculaire semblable & celle du moddle de DAVSON et DANIELLI (1943)

(148) ; et une phase hexagonale pour les températures physiologiques et les

hautes concentrations de ces composés, caractérisée par un arrangement hexago
nal des cylindres d'eau que délimitent les groupes hydrophiles de leurs chai-
nes carbonées cn position radiale. STOECKENTIUS (1962) (149) examina au micros—
cope électronique des coupes ultrafines de ces préparations dans les deux
phases présumées, et confirma ces résultats. A la méme époque, DOURMASHKIN

et al, (1962) (150) obtinrent au microscope électronique des figures hélicoI-
dales et hexagonales avec des préparations de membranes cellulaires et vira-
les traitées par la saponine ("colorées négativement") ; SJOSTRAND (1963)

(151, 152, 153) découvrit(sur coupes ultrafines) des globules d'environ 5 nm
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de diamdtre dang les membranes mitochondriales et ergastoplasmiques du rein et
du pancréas de la Souris et attribua ces organisations & des globlules lipidi-
ques enrobés de protéines ; et HAYDON et TAYLOR (1963) (154) firent un examen
théorique de la stabilité thermodynamique des préparations de phospholipides
dans 1l'eau, montrérent que la couche bimoléculaire précédente était probable-
ment la structure la plus stable pour les membranes, mais constatérent néanmoins
que l'introduction au sein de celle~ci de phospholipides ayant une charge nette
(Ex : acide phosphatidique), de phospholipides modifiés (Ex : lysolécithines)
ou de composds d'une autre nature (Ex : cholestérol) favorisait 1l'apparition
d'une phase hexagonale semblable & celle qui avait été mise en évidence par
LUZZATI et HUSSON (1962) (155). Ces résultats incitdrent KAVANAU (1963) (156)
et LUCY (1964) (157) & admettre que 1'équilibre de ces deux phases existait
dans toutes les membranes et dépendait de 1'état fonctionnel de ces derniéres,
et le deuxiéme auteur a proposer finalement un modéle théorique dans lequel des
structures globulaires animées d'un mouvement désordonné, d'un diamétre de 5 nm
environ, formées de protéines globulaires ou de lipides ayant leurs molécules
radiales et leurs groupements polaires en position périphérique, sont limitées
chacune par 6 régions hydrophiles en forme de "pores" de 0,4 nm de diametre et
sont en équilibre dynamique avec la couche bimoléculaire de DAVSON et DANIELLI
(1943) (158) (Figure 7 ; p. 32).

4 - Modéles rigides formés par une couche de sous-unités lipoprotéiniques

GREEN (1965) (159), GREEN et PERDUE (1966) (160) et GREEN et
TZAGOLOFF (1966) (161) montrérent que des sous-unités lipoprotéiniques, prépa-—
rées en rompant certaines lisisons hydrophobes des membranes mitochondriales
par des sels biliaires, possédaient la propriété de reformer les membranes
initiales aprés 1'élimination de ces derniers. A la méme dpoque, BENSON (1966)
(162) effectua des observations identiques avec les éuantasomes (sous—unités
des chloroplastes), et expliqua ce phénomene en proposant un modele rigide
constitué par une phase de sous-unités lipoprotéiniques assocides entre elles
dans les deux directions de la surface cellulaire. Cette hypothése est actuel-
lement reprise par CHANGEUX (1969) (163), car elle permet de concilier le
mod&le allostérique de MONOD-WYMAN-CHANGEUX avec certaines fonctions de la

membrane de surface relatives notamment aux transitions stériques cis et trans.



32

RN, XA
1 )

Figure 7
Structure de la membrane de surface d'aprés LUCY (1964) (164)
MP : structure globulaire protéinique formée, par
exemple, d'enzymes fonctionnels ; ML : structures globulaires

lipidiques ; CB : couche bimoléculaire lipidique ; P : couches

de protéines ou de glycoprotéines.
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Figure 8
Structure de la membrane de surface d'aprés LENARD et SINGER (1966) (165)

gg : protéines en conformation hélicoidale o ; N\ : protéines

en conformation non ordonnde ; () : groupes polaires des phospholipides ;
(? : chaines hydrocarbonées hydrophobes des phospholipides ; //////// :
protéines essentiellement hydrophobes, 1ipideé neutres et chaines hydrocarbonées

hydrophobes des phospholipides.
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5 =~ Modéles "fluides" fondés sur une répartition en mosaIque des lipides et
des protéines

L'élaboration d'un modele fondé sur une organisation en mosai-
que des lipides et des protéines du plasmolemme est passée par plusieurs éta-
pes successives.

Tout d'abord, & la suite de quelques travaux infirmant 1'hypo-
thdse de BROWN et DANIELLI (1964) (166) sur 1'organisation des protéines
(MALCOLM, 1962 (167) ; MADDY et MALCOLM, 1965 (168)), LENARD et SINGER (1966)
(169) et WALLACH et ZAHLER (1966) (170) &labordrent un modele dont la configu—
ration différait totalement de celle qu'avaient prévue DAVSON et DANIELLI (1943)
(171). Les premiers effectudrent une étude des membranes d'érythrocytes, de
B subtilis et de M. laidlawii & l'aide du dichroisme circulaire et de la dis-
persion rotatoire optique, et proposérent un schéma (Figure 8 ; p. %2) possé-~
dant les caractéristiques suivantes :

1 -~ Les groupements polaires des lipides et des protéines struc-
turales probablement en configuration non ordonnée sont situés & la surface de
la membrane, au niveau de la phase aqueuse.

2 - Les protéines structurales de configuration hélicoidale &
détiennent essentiellement des groupes non polaires ; elles sont situdes & 1'inté-
rieur de la membrasne avec les chaines hydrocarbonées des phospholipides et des
lipides neutres comme le cholestérol.

3 - Les segments protéiniques porteurs de groupements non
polaires sont liés aux chafnes hydrocarbonées des lipides par des interactions
hydrophobiques (liaisons de VAN DER WAALS).

4 -~ Les chaines polypeptidiques ne traversent probablement pas
entiérement 1l'épaisseur de la membrane.

5 - Bt les protéines et lipides sont répartis de fagon a former
des sous-unités lipoprotéiniques.

Les seconds, & la suite d'un certain nombre de travaux réalisés avec les mémes
techniques sur des membranes de surface et sur des membranes du réticulum
endoplasmique, congurent un schéma essentiellement identique mais qui différait
par l'hypothése selon laquelle des groupements polaires, détenus par des pro-
téines ayant une structure hélicoldale «, pourraient &tre répartis en forme

de "pores" et traverser 1'épaisseur du plasmolemme conformément & la proposi-

tion de STEIN et DANIELLI (1956) (172).
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Par la suite, VANDERKOOI et GREEN (1971) (173) concilidrent
la géométrie des cristaux de protéines avec la localisation tangentielle géné-
ralement admise pour les groupes polaires d'origine protéinique et lipidique
des membranes, et établirent un modéle dans lequel des protéines globulaires
réparties en deux couches plus ou moins interpénétrées, en contact permanent
les unes avec les autres mais animées d'un mouvement désordonné dang le plan de
la surface cellulaire, présentent la majorité de leurs groupes ioniques dans
la phase aqueuse tangentielle, au niveau des groupements polaires phospholipi-
diques, et sont liées par liaisons hydrophobes aux chaines hydrocarbonées des

lipides dispersés entre elles.

Actuellement, quelques auteurs interpretent les principales
caractéristiques générales de ces conceptions en tenant compte d'un certain
nombre de considérations thermodynamiques et de résultats expérimentaux récents.
Clest ainsi que SINGER et NICOLSON (1972) (174) admettent 1'existence d'une
structure "fluide" fondée sur une organisation mosaique, dans laquelle des
sous-unités ou des agrégats de sous-unités de protéines globulaires, conjugués
ou non & des glycannes, se répartissent d'une facon non ordonnée dans une
couche bimoléculaire de lipides & 1'état de crystal liquide (état mésomorphi-
que), et sont librement animés d'un mouvement translationnel dans les deux
directions du plan de la membrane (Figure 93 p. 35). Dans ce schéma, les
unités protéiniques et protéidiques ont leurs groupements hydrophiles disposés
selon une symétrie pratiquement sphérique (cas des protéines périphériques),
ou quasi-symétriquement par rapport & un axe paralldle (cas des protéines
intégrales qui traversent la couche lipidique de part en part) ou perpendicu~
laire (cas des protéines intégrales amphipatiques) au plan tangent & la
surface cellulaire. Elles contractent ainsi avec les lipides le maximum de
liaisons hydrophobiques et hydrophiliques, et forment avec eux une organisa-
tion dont 1'énergie libre est minimale : dans les trois cas, les chaines
hydrophiles sont unies par liaisons ioniques aux groupes polaires phospholipi-
diques des deux surfaces aqueuses tangentielles ; et dans les deux derniers,
les restes hydrophobes internes sont liés par des forces de VAN DER WAALS aux

chaines carbonées des phospholipides et des lipides neutres.



Figure 9

Schéma d'un modéle "fluide" fondé sur une distribution mosaique des

lipides et des protéines (d'aprds SINGER et NICOLSON (1972) (175)).

A : protéines ou protéides intégrales possédant un axe de
symétrie paralléle au plan tangent & la surface cellulaire ; B :
protéines ou protéides intégrales possédant un axe de symétrie perpen-—
diculaire au plan tangent & la surface cellulaire ; C : protéinesvou
protéides périphériques possédant une symétrie sphérique. O : grou-
pements polaires phospholipidiques ; ~~v : chaines hydrocarbonées
phospholipidiques ; e : groupenments protéidiques ioniques ; }——- :

restes hydrophobes protéidiques.
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6 - Validité des différentes catégories de modeles

La plupart des physico-~chimistes considérent de nos jours
avec SINGER et NICOLSON (1972) (176) qu'un modéle de membrane doit &tre congu
de fagon & rendre maximales les interactions hydrophobiques et hydrophiliques
entre les lipides et les protéines, afin que 1l'énergie libre de 1l'organisation
de ces composés soit minimale. Ces considérations thermodynamiques rendent
donc hautement improbable la disposition paucimoléculaire des protéines prévue
par 1'hypothdse de DAVSON et DANIELLI (1943) (177) (d'aprés SINGER (1971) (178)).
Il est possible qu'il existe, comme le proposent KAVANAU (1963) (179) et LUCY
(1964) (180), un équilibre entre une organisation bimoléculaire de lipoprotéi-
nes qui resterait & préciser et une forme globulaire lipidique enrobée de
protéines ; démontrée, nous l'avons vu, sur les mésophases de lipides extraits
notamment de tissus nerveux (voir le paragraphe 3 précédent ; p. 30), cette
structure fut aussi observée sur des membranes mitochondriales et ergasto-
plasmiques du rein, du pancréas et du foie du Rat et de la Souris (SJ6STRAND,
1963 (181, 182, 18%) ; BENEDETTI et al., 1966 (184) ; BENEDETTI et EMMELOT,
1966 (185)) et au niveau des "gap junctions" (BENEDETTI et DELBAUFFE, 1971)
(186), et rien ne prouve que d'autres membranes ne possedent pas ces formes
globulaires & un pourcentage inférieur au seuil de révélation de la plupari
des techniques colorimétriques, calorimétriques et spectroscopiques habituel-
lement employées pour les révéler (d'aprés SINGER (1971) (187)). Cependant,

il faut remarquer que ces images peuvent également traduire la présence d'une
répartition de lipoprotéines ou de protéines disposées selon l'un des schémas
des deux dernigéres catégories de modeles, car la nature lipidique de la matrice
des structures qu'elles signalent n'a jamais été prouvée jusqu'ici d'une fagon
formelle. Actuellement, on considére en général que ce sont les moddles fondés
sur l'existence de sous-unités lipoprotéiniques et les modeles "fluides" qui
semblent les plus plausibles pour la plupart des membranes. Les premiers
paraissent correspondre notamment & 1l'architecture de la membrane de certains
virus, et les seconds représentent une proposition cohérente permettant d'expli-
quer de nombreux résultats expérimentaux récents apparemment sans aucun lien
entre eux (d'aprés SINGER et NICOLSON (1972) (188)) : 1tétat mésomorphique des
lipides (dans les membranes myéliniques, ils peuvent également se présenter

a4 1'état de crystal solide) ; la mise en évidence par le cryo-décapage, au
niveau des différents plans de fracture des membranes, des nombreuses gtruc-

tures globulaires dont le diam®tre varie de 6,5 & 17,5 nm environ (voir la
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revue générale de MEYER et WINKELMANN (1972) (189) ; la distribution non ordon-
née des antigdnes Rho (D) et des alloantigdnes d'histocompatibilité H-2 & 1la
surface respective des érythrocytes de 1l'Homme et de la Souris ; la répartition
des molécules de rhodopsine dans la rétine de la grenouille ; la fusion de
certaines cellules humaines et murines en culture ; la disposition sur les
cellules noxrmales et tumorales des sites glycanniques susceptibles de fixer

les agglutinines (voir les paragraphes II, A {1 et III, B de la section 3 ;

p. 55 et 60) ; les transitions allostériques trans et cis provoquées, par
exemple, par certains ligends hormonaux (le moddle rigide de CHANGEUX (1969)
(190) permet également d'expliquer les effets cis) ; et 1l'absence d'une dif-
fusion rotationnelle des composés amphipatiques porteurs de groupements ioni-
ques (phospholipides et protéides) ~qui conditionne la répartition asymétrique
des glycoconjugués sur les deux faces du plasmolemme et autorise le concept

de glycolemme-.

B ~ ORGANISATION DU GLYCOLEMME

1 ~ Introduction

Les glycolemmes présentent d'énormes variations de structure
et de composition suivant leur localisation, et pour chacun de leurs aspects
il leur est attaché un nom particulier : paroi cellulaire, membrane basale,
"extraneous coat", "surface coat", "cell coat", 'surface mucous coat", "mucila~
ginous coat", "filamentous ou fluffy coat", "fuzzy coat". Cependant, leur
rapport avec le plasmclemme les réunit dans leur diversité, car on peut

distinguer les glycolemmes attachés des glycolemmes non attachés suivant

qu'ils traduisent ou non les mouvements de celui-ci. Les premiers se rencon-
trent, par exemple, & la surface de l'amibe, de la plupart des cellules norma-
lement isoldes (hématies, érythroblastes, cellules en culture etc...), de
1'épithélium intestinal, des hépatocytes et des cellules de la glande mammaire ;
les seconds sont observés notamment sur les bactéries, les cellules végétales
et les cellules musculaires et endothéliales des vertébrés. Nous ne nous
intéresserons qu'aux premiers.

I1 existe deux sortes de glycolemmes attachés : le type fila-

menteux et le type globulaire. Les premiers radient & partir du plasmolemme

et forment un dépdt de matiére diffuse —prenant souvent llaspect de filaments
ou "fuzz'"- dont 1l'épaisseur est variable (amibe :} épithélium intestinal,

érythroblastes et hépatocytes > hématies) et dont la répartition peut &tre
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discontinue (cas des érythroblastes) (REVEL et ITO, 1965) (191) ; les seconds
sont formés de particules rondes, denses et variables en diamdtre (cas des
celiules de la glande mammaire du Rat (MONIS et al., 1969 (192))‘ Fous allons

examiner leur composition et leur organisation.

2 - Répartition des osides

a — Introduction. L'histoire de la découverte des glucides
au niveau d'une zone localigée sur le plasmolemme se confond avec celle de
cette région, La présence des osides a tout dlabord été détectée & la surface
d'un certain nombre d'unicellulaires et notamment de l'amibe (BAIRATTI et
LEHMAN, 1953) (193). Plusieurs auteurs réunirent aussi quelques informations
indirectes sur la nature de la surface des cellules de vertébrés ; EASTY et
al. (1960) (194), par exemple, montrérent que la dissociation trypsique des
cellules embryonnaires ou en culture éliminait une substance présentant les
propriétés dtune "mucine". Mais les preuves directes de llexistence d'un maté-
riel riche en "polysaccharides" & la surface des cellules d'animaux supérieurs
furent essentiellement obtenues par GASIC, BAYDAK (1962) (195) et GASIC,

GASIC (1962) (196, 4197), au microscope optique, & l'aide de la réaction histo-
chimique de HALE, et par SWIFT, ADANMS (1962) (198) et GASIC, BERWICK (1963)
(199), au microscope électronique, grice a l'emploi d'une variante de cette
technique. Ces résultats incitérent BENNETT (1963) (200) & accorder une exis-
tence générale a cette zone et & 1'appeler "glycocalyx" ; et quelques années
plus tard, alors que des auteurs exprimaient encore quelques doutes, cette

présomption &tait définitivement vérifide par ROBERTSON (1964) (201) et

9]

RAMBOURG et al. (1966) (202), quand le premier observa au microscope électro-
nique une fine couche de matériel amorphe sur la plupart des cellules, et
surtout quand les seconds colorérent la périphérie d'une cinquantaine de
cellules de Rat de types différents par la réaction de HOTCHKISS MAC MANUS

et la méthode de HALE.

b ~ Répartition de 1'ensemble des osides. L'étude cytochimi-~

que ultrastructurale de la répartition des sucres totaux du glycolemme est
réalisée de trois facons :

12) Par le marquage des aldéhydes formés & la suite de
1loxydation des groupements G~glycol ; ce principe est utilisé par la technique

4 l'acide periodique -argent méthénamine (méthode introduite en microscopie
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électronique par MARINOZZI (1961) (203)), 3 1'acide chromique- acide phospho-
tungstique (RAMBOURG, 1967) (204) et & 1l'acide periodique -thiocarbohydrazide
(ou thiosemicarbazide)- protéinate d'argent (THIERY, 1967) (205).

29) Par la fixation sur les chaines polyosidiquesde l'acide
phosphotungstique (PEASE, 1966) (206) -l'auteur émis l'hypoth®se cu'elle était
établie par "ponts hydrogene", mais ce mécanisme fut récemment infirmé par
SCOTT et GLICK (1971) (207)-.

30) Qu par la fixation spécifique d'une agglutinine sur certains
monosaccharides : soit la concanavaline A (spécifique des liaisons o-~D-gluco-
gsidiques et a-D-mannosidiques) ou la lectine extraite des germes du Blé (spéei-
fique des liaisons N-acétyl-D-glucosamine) révélées par la peroxydase marquée
(méthodes respectivement mises au point par BERNHARD et AVRAMEAS (1971) (208)
et FRANCOIS et al. (1972) (209)); soit la concanavaline A ou la ricine (spéci—
fique du D-galactose et du L-rhamnose ), conjuguéesd la ferritine avant utili-
sation (NICOLSON et SINGER, 1971) (210).

Les résultats observés avec ces méthodes -notamment celle de
THIERY (1967) (211) appliquée au ganglion lymphatique et au duodénum du Rat,
et celle de BERNHARD et AVRAMEAS (1971) (212) appliquée au foie, rate et
muqueuse intestinale du Rat et aux fibroblastes du Hamster- semblent indiquer

que des osides sont répartis dans toute 1l'épaisseur de cette zone.

¢ - Répartition des glycoconijugués acides. La révélation cytochi-

mique ultrastructurale des glycoconjugués acides du glycolemme (sialo-glyco-
protéines, sialo-glycolipides et glycosamino-glycannes) est essentiellement
réalisée & 1'aide de trois cations métalliques : 1l'hydroxyde de fer colloidal
(introduit par SWIFT, ADAMS (1962) (213) et GASIC, BERWICK (1963) (214)), le
bioxyde de thorium colloidal (introduit par REVEL (1964) (215» et 1la ferritine
conjugude & un cation organique (introduit par DANON et al. (1972) (216)).
D'autres méthodes utilisent également le rouge de ruthénium (introduit par
LUFT (1964) (217) et SZUBINSKA (1964) (218)), le Bleu Alcian (introduit par
MERCER, GOLDACRE (1966) (219) et BEHNKE, ZELANDER (1970) (220)) et les sels

de lanthane (introduits par DOGGENWEILER, FRENK (1965) (221) et LESSEPS (1967)
(222)) ; mais il convient de préciser que leur spécificité fut moins démontrée
que supposée, car elle fut établie uniquement & partir de 1l'affinité sélective
de leurs marqueurs vis-a-vis de tel ou tel tissu de composition plus ou moins

connue.
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Les marqueurs des trois premidres méthodes ont une dimension
trop importante pour que leur arplication ait permis aux auteurs de déterminer
avec précision la répartition des précédents composés. Cette étude a été abor-
dée en réalité & l'aide des mesures de mobilité micro-électrophorétique. EYLAR
et al. (1962) (22%), par exemple, pour expliquer la différence qu'ils observe-
rent entre les pourcentages des liaisons sialosyle hydrolysées et de ia décrois-
sance de la charge électrocinétique d'un certain nombre d'érythrocytes traités
par la neuraminidase, émirent 1l'hypothése que les acides sialiques pourraient
8tre localisés dans certains cas sous la zone électrocinétique (on sait que
celle-ci posséde une profondeur de | nm environ). Récemment, UHLENBRUCK et
WINTZER (1970) (224) compardrent la mobilité électrophorétique de trois types
d'érythrocytes traités par la pronase et par la neuraminidase avec la contenance
en glycolipides et glycoprotéines de leurs membranes de surface, et montrerent :
1 = qu'il existe des acides sialiques & plusieurs niveaux de profondeur dans
le glycolemme ; 2 - que les acides sialiques les plus superficiels appartien-
nent dans leur majorité & des glycoprotéines : 3 -~ et que les plus profonds
sont détenus & la fois par des glycoprotéines et des glycolipides {un modele
sensiblement similaire est actuellement proposé par PARSONS et SUBJECK (1972)
(225) pour schématiser 1'organisation du glycolemme des hématies). La technique
permit également de déceler et de localiser certains glycosamino-glycannes chez
plusieurs types cellulaires ; c'est ainsi que SUZUKI et al. (1970) (226) prou-
vérent l'existence du chondroitine sulfate A et C et du dermatane sulfate &

la surface électrocinétique des fibroblastes 1-929.

3 -~ Répartition des protéines

a ~ Répartition de 1l'ensemble des protéines. Quelques travaux

paraissent démontrer que certaines cellules détiennent des radicaux sulfhydryle
et amine & leur surface électrocinétique ~c'est le cas notamment des plaquettes
et des lymphocytes humains (MEHRISHI et GRASSETTI, 1969 (227) ; MEHRISHEI, 1970
(228))—, mais il semble néanmoins que ces groupements protéiniques ~tout au
moins les derniers— se répartissent dans certains cas d'une fagon discontinue
au niveau du glycolemme. WEISS et al. (1968) (229), par exemple, observérent
que la mobilité électrophorétique de plusieurs types cellulaires (érythrocytes,
cellules en culture) était égale & celle de leurs témoins quand leurs radicaux
aminés appartenant & la lysine, & 1'hydroxylysine et & llarginine étaient blo-
qués, et concluérent que les groupements cationiques du glycolemme de ces

derniers étaient répartis dans la région sous-jacente & la zone électrocinétique.
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b - Répartition des enzymes. La révélation des enzymes au

microscope électronique est fondée habituellement sur le marquage des produits
de leurs substrats par un sel de métal lourd (elle peut &tre également effec—
tude au microscope photonique). En général, ces derniers sont mis en évidence
au niveau de la face externe de la membrane de surface : ce résultat a été
observé, par exemple, pour la plupart des enzymes de cette zone chez 1l'hépato-
cyte et les cellules rénales de la Souris (WOLMAN et al., 1967) (2%0), pour

la phosphatase alcaline, triphosphatase, diphosphatase et monophosphatase
nucléoside chez un grand nombre de tissus (DE THE, 1968) (2%1), ou encore pour
1'ATPase et 1'AMPase de la membrane de surface isolée du foie de Rat (BENEDETTI
et DELBAUFFE, 1971) (032). Mais il faut préciser que ces marqueurs ne loca-
lisent pas obligatoirement le site exact de l'activité enzymatique, car leur
présence & un niveau quelconque de la membrane de surface peut résulter d'un
phénomdne de diffusion corrélatif & 1'asymétrie membranaire (BENEDETTI ot
DELBAUFFE, 1971) (233). Actuellement, seules la leucine aminopeptidase,
l'invertase et la maltase ont eu leur activité circonscrite dans une zone bien
déterminde, car elles sont détenues par de petites structures sphériques

(de 5 & 6 nm de diamdtre) facilement isolables, relides directement ou par
1'intermédiaire d'un pédoncule & la surface de certaines régions particulieres :
au niveau de la bordure en brosse des cellules épithéliales intestinales du

Rat (ODA et SEKI, 1966 (234) ; JOHNSON, 1965 (275)) ; et au niveau des micro-
villosités des canalicules biliaires du foie de Rat et de Souris pour la

premizre (BENEDETTI et EMMELOT, 1968) (236).

4 ~ Répartition des antigénes d'histocompatibilité

15 8 20 p. 100 des antigdnes d'histocompatibilité semblent &tre
gitués au niveau de la face externe des membranes de surface (REISFELD et
KAHAN, 1970) (237). Leur localisation a été prouvée & 1'aide des anticorps
agglutinants (GORER et MIKULSKA, 1954) (238), fluorescents (GERVAIS, 1968)
(239), marqués i la ferritine (DAVIS et SILVERMAN, 1968 (240) ; SINGER et
NICOLSON, 1972 (241)) ou marqués par le virus de la mosaique du Haricot
(STACKPOLE et al., 1971) (242), et leur distribution topographique précisée

sur quelques types cellulaires : BOYSE et al. (1968) (243) montrérent que

les cing systémes allo-antigéniques H-2, ©, Ly-A, Ly-B et TL paraissaient
former une unité de répétition & la surface des thymocytes ; DAVIS et SILVERMAN
(1968) (244) révéldrent les sites 12t ot H-2" des lymphocytes murins grice &
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1'emploi d'anticorps marqués & la ferritine ; STACKPOLE et al. (1971) (245)
établirent une véritable carte de leurs zones de localisation sur ces cellules
et sur les thymocytes a l'aide d'anticorps marqués par le #irus de la mosaique
du Haricot et de coupes sériées ; et NICOLSON et al. (a'aprés SINGER et NICOLSON
(1972) (246)), par exemple, révéldrent la répartition des antignes Rho (D)

et des alloantigénes d'histocompatibilité H~2 & la surface des érythrocytes

humains et murins par des anticorps marqués & la ferritine.

5 ~ Répartition des RNA

Quelques auteurs prétendent avoir décelé des RNA au niveau
de la surface électrodinétique de plusieurs types cellulaires : thymocytes
et hépatocytes de Souris, leucocytes polynucléaires humaing et cellules L
-ils n'ont pas été détectés & la surface des érythrocytes du Poulet, de 1'Homme
et de la Souris, des plaquettes et monocytes humaing, et des macrophages de la
Souris- (WEISS, 1969) (247) ; mais ces résultats doivent &tre considérés avec

beaucoup de réserves.

C ~ ORGANISATION DE LA FACE INTERNE DU PLASMOLEMME

La nature exacte des composants détenus au niveau de la face
interne du plasmolemme est pratiquement inconnue. THIERY (1967) (248) avait
montré l'existence d'une fine couche de matériel "polysaccharidique" sur la
face interne des cellules du duodénum de Rat, mais ce résultat tres particulier
ne fut pas généralisé avec d'autres types cellulaires ; BENEDETTI et EMMELOT
(1967) (249), par exemple, ne détectdrent pas de groupements sialosyle sur
la face interne de la membrane de surface isolée de l'hépatocyte de Rat traitée
par la méthode de capture de fer ; et WICOLSON et SINGER (1971) (250) n'obser-
verent aucun marquage de cette face quand la membrane d'un certain nombre de
cellules d'eucaryotes (notamment les érythrocytes de 1'Homme et du Lapin) fut
exposée & la concanavaline A ou & la ricine marquées. Il semble que cette
région détienne essentiellement des protéines, & en Jjuger du moinsg par la mise
en évidence d'une protéine identifide & la "spectrine" sur la face interne
de la membrane érythrocytaire & 1'aide du cryo-décapage (WEINSTEIN, 1969) (251)
et des agglutinines marquées (NICOLSON et SINGER, 1971) (252), et par la
révélation avec la premiere technique de structures ressemblant aux corpuscules
de WEINSTEIN (1969) (253) sur la face interne du plasmolemme hépatocytaire du
Rat (BENEDETTI et DELBAUFFE, 1971) (254).
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D -~ STRUCTURES PARTICULIERES DE LA MEMBRANE DE SURFACE

Des régions spécialisédes de la membrane de surface assurent
le contact des cellules avec les surfaces adjacentes de nature cellulaire ou
non. Ceévstructures particulidres et localisées sont appelées d'une fagon
générale "desmosomes" (d'aprés XELLY, LUFRT (1966) (255), CURTIS (1967) (256) et
BENNETT (1969) (257)); on distingue habituellement : les autodesmosomes

(ils réunissent deux régions de la surface d'une méme cellule et sontsymétri—

ques) ; les homodesmosomes (ils relient deux régions de la surface de deux

cellules différentes de méme type ou non et sont également symétriques) ;

et les hétérodesmosomes (ils unissent une région de la surface d'une cellule

3 une structure non cellulaire). Les deux premidres catégories de jonctions
sont réparties dans les tissus épithéliaux, nerveux, dans le muscle lisse

et cardiaque, dans les tissus embryonnaires, entre les cellules en culture
et entre les cellules de certains tissus mésenchymateux (cellules déciduales)
(d'aprés FINN et IaWN (1967) (258)) ; cn leur donne des noms différents sui-
vant leurs dimensions et l'aspect qu'ils prennent au microscope électronique

("macula adherens" ou desmosome proprement dit ; jonctions intermédiaires ;

"gap-junction" ; '"zonula occludens" ou "tight junction” etCe..).

ITT -~ FONCTIONS

Quatre fonctions générales peuvent &tre gttribudes & la membrane

de surface : une fonction de contact avec le milieu extérieur ; une fonction

de réception stéréo-spécifique ; une fonction de locomotion ; et une fonction
d'échange entre les milieux intra et extracellulaire. Leur importance respec-
tive varie d'un type cellulaire & un autre : la premiére est opérante en
histogenese et absente ou réprimée entre les cellules libres ; la seconde est
surtout localisée au niveau des érythrocytes ; la troisidme est active chexz

les cellules libres ; et la quatritme est particulidrement développée dans

1'épithélium intestinal et la muqueuse gastrique.

A ~ FONCTION DE CONTACT

L'adhésion cellulaire peut &tre expliquée de quatre facons :
par l'existence d'un ciment intercellulaire ; par le contact moléculaire
des cellules ; par llexistence d'un "pont calcium" €tabli directement entre

les groupes anioniques des cellules, ou indirectement entre ceux-ci et les
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groupements anioniques d'une subgtance intercellulaire jouant le réle d'un
ciment ; ou encore par les lois qui régissent la physico-chimie des solutions
de colloides lyophobes (voir le premier chapitre ; section 3 ; p. 10). Actuel~
lement, il semble que la derniére hypothése soit la plus satisfaisante, car
elle est la seule & représenter une théorie unitaire qui permette de comprendre
le mécanisme des deux types d'adhésion rencontrés habituellement dans les
tissus : celui qui conditionne une distance intercellulaire inférieure ou égale

4 2 nm -on le rencontre, par exemple, avec les "zonula occludens"-, et celui

qui autorise une séparation au moins égale & 10 nm entre les deux surfaces
cellulaires (CURTIS, 1967 (259) ; VICKER et EDWARDS, 1972 (260)). La seconde
hypothése représente un cas particulier de cette théorie géndérale -~elle est
Justifiée notamment par 1'éventuelle existence de sites complémentaires sur
les surfaces cellulaires (voir le paragraphe suivant ; p. 45)-, mais il n'est

pas exclu également que 1l'on puisse rencontrer parfois la troisiéme.

B ~ FONCTION DE RECEPTION STEREO-SPECIFIQUE

1 = Activité antigénique

Les membranes de surface, nous l'avons vu lors de 1'exposé
sur leur composition (Paragraphe I B ; p. 17), détiennent un certain nombre
de structures possédant une activité antigénique : activités ABH, Lewis, RhO
(D), I, P et MV des groupes sanguins ; antigtne FORSSMAN ; antigdnes d'histo-
compatibilité ; et activités qui apparaissent, par exemple, lors de certaines
affections de l'espéce ovine et bovine ou qui sont responsables de la fixation

des bactéries Gram—.

2 - Agglutination des microorganismes

Plusieurs types de cellules normalement isclées détiennent
des structures au niveau de leur surface qui leur permettent d'agglutiner
certains microorganismes ; citons quelques exemples : les érythrocytes (et
d'tautres types cellulaires) fixent un certain nombre de myxovirus et notamment
le virus de 1'Influenza -par l'intermédiaire de la structure antigénique MN-,
le virus encéphalitique japonais et 1l'entérovirus ; les cellules Hela retien-
nent 1l'entérovirus et certains mycoplasmes ; les cellules embryonnaires du

Poulet agglutinent le virus du polyome (d'aprés WINZLER (1970) (261)).
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3 - Fixation des cellules entre elles

Quelques auteurs montréerent qu'il existe un certain nombre de
preuves en faveur de la présence de sites complémentaires ayant la propriété
d'unir les surfaces de certaines lignées cellulaires (COX et GESNER, 1967
(262) ; SHEN et GINSBURG, 1968 (263) ; VICKER et EDWARDS, 1972 (264)).

4 - Fixation des agglutinines

Un grand nombre d'agglutinines d'origine notamment végétale
ont la propriété de se fixer spéecifiquement sur certaines structures des mem-
branes de surface. Quelques-unes sont hautement spécifiques des substances
antigéniques ABO et MN des groupes sanguins (d'aprés WINZLER (1970) (265)).
La plupart se fixent sur des oses bien particuliers ; c'est le cas, par exem-
ple, de la concanavaline A (spécifique du D-glucose et du D—mannose), de
1'agglutinine extraite des germes du Blé (spécifique de la N-acétyl-D-gluco-
samine), de la lectine du Haricot (spécifique de la N-acétyl-D-galactosamine
et du D—glucose) et de la lectine du Ricinus communis (spécifique du D-galac—-
tose et du L-arabinose) (AUB et al., 1965 (266) ; BERNHARD et AVRAMEAS, 1971
(267) ; INBAR et al., 1972 (263) ; INBAR et al., 1972 (269) ; NICOLSON et
BLAUSTEIN, 1972 (270) ; FRANGOIS et al., 1972 (271)).

C ~ FONCTION DE LOCOMOTION

La membrane de surface contrdle -directement ou non- les
différents aspects du mouvement de la cellule et des populations cellulaires :
arrét ou départ ; contrdle de l'orientation et de la vitesse ; fréquence des
changements de direction. Cette fonction de locomotion intervient principale-
ment dans deux phénoménes touchant la rdéaction des cellules & leur environne-
ment : le chimiotactisme (réaction & distance sous 1'influence de certaines
sécrétions cellulaires) et le phénomene d'inhibition de contact.

Quand deux cellules d'une population cellulaire arrivent en
contact, leur mouvement tend & cesser avant que l'une d'elles n'ait eu le
temps de parcourir une distance importante sur l'autre. Ce phénomeéne recut
le nom de "contact inhibition of movement" par ABERCROMBIE et HEAYSMAN (1954)
(272) et fut généralement expliqué de deux fagons : par la différence des

conditions d'adhésion recontrées par les cellules arrivant en contact ; ou par
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un échange d'informations entre celles-ci (CURTIS, 1967) (273). Actuellement,
certaines études effectudes sur des cellules tumorales éclairent le phénoméne
sous un jour nouveau, et la seconde hypothése semble la plus vraisemblable

(voir la page 60).

D ~ FONCTION D!'ECHANGE

{ — Bchanges entre les cellules

Leur mécanisme n'a pas été élucidé jusqu'a présent. Il est
probable qu'ils représentent une des fonctions essentielles des desmosomes

et notamment des "zonula occludens (FARQUHAR et PALADE, 1965) (274).

2 - Bchanges avec le milieu extracellulaire

a — Bchanges de particules. On distingue 1'exocytose {passage

du milieu cellulaire au milieu extracellulaire) et 1'endocytose (passage du
milieu extracellulaire au milieu intracellulaire). Les exemples d'exocytose
sont nombreux : libération des vésicules de graisse et de protéines des
cellules de la glande mammaire ; libération des virus (phénoméne de bourgeon—
nement) ; libération du noyau des érythroblastes etc... Ltendocytose comprend
les principaux phénoménes suivants : phagocytose, pinocytose, passage de
certains virus comme les bactériophages et fusion cellulaire (BENNETT, 1969)

(275).

b - Echanges de molécules. A 1'état de repos, les membranes

de surface séparent des milieux de composition trés différente ; il existe
une disymétrie ionique, un gradient de potentiel et des échanges passifs
subséquents d'ions (transport passif) entre les milieux cellulaire et extra-
cellulaire. Quand se produit une dépolarisation (influx nerveux, par exemple),
la rupture de 1'équilibre précédent active certains systemes enzymatiques

et déclenche un processus métabolique qui se solde par une consommation
d'énergie et un échange de substances entre la cellule et le milieu extérieur
(sodium et potassium, par exemple). On est en présence du phénomdne de trans—
port actif., Les forces osmotiques ainsi créées provoquent la diffusion des
ions suivant le gradient de concentration réalisé (par exemple vers le milieu
extracellulaire pour K+ et intracellulaire pour Na+), mais la différence de
diffusibilité ou la non diffusibilité de certains d'entre eux (par exemple

des protéines) permet & la membrane de garder une asymétrie ionique.
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Dans le premier cas, il en résulte un potentiel de diffusion ; dans le second,
un potentiel de concentration. Il s'établit donc un équilibre entre les gra-
dients osmotiques et les gradients de potentiel, et 1'état initial de repos

est & nouveau réalisé (d'aprés TREMOLIERES (1969) (276).

Les travaux les plus importants effectués jusqu'd présent sur
les échanges passifs et actifs ont été surtout réalisés sur les érythrocytes
~les premiers sont examinés dans la revue générale de PASSOW (1969) (277)- ;
les seconds portent principalement sur la pompe au sodium (GAJDOS, 1967 (218)
JALLET et al., 1971 (279) ; CARDNER et al., 1972 (280)), et sur le transport
des bases puriques et pyrimidiques (TSU SAN LIEU, 1971) (281) et des sucres
(HOOS et al., 1972 (282) ; LIEB et STEIN, 1972 (283)).

3. — MEMBRANE DE SURFACE DES CELLULES TUMORALES

I - COMPOSITION

De nombreux travaux biochimiques ont été effectués sur les
membranes de surface des cellules tumorales, mais les résultats qui permettent
de comparer la composition de ces dernieres avec celle des cellules normales
sont tres rares. Nous allons résumer quelques études trés significatives en

traitant successivement les quatre catégories de composés membranaires.

A - COMPOSITION GLOBALE

A notre connaissance, le seul travail qui ait été effectué
jusqu'a présent sur la composition globale de la membrane de surface est celui
de BOSMANN et al. (1968) (284), réalisé sur les cellules Hela. A en juger par
ses résultats, les pourcentagesdes trois catégories principales de composés
de cette zone (osides, lipides et protéines) resteraient compris dans les
limites précédemment données pour les cellules normales, mais il faut préciser,
bien que le phénomeéne ne soit pas tres significatif, que quelques auteurs
observerent chez d'autres types cellulaires une décroissance de la quantité de
lipides au cours de l'induction néoplasique : elle passerait, par exemple, de
36 p. 100 avec le foie de Rat sain & 31 p. 100 et 34 p. 100 respectivement
avec le foie de Rat prénéoplasique et néoplasique induits par un carcinogéne

chimique (CHANDRASEKHARA ct ANANTH NARAYAN, 1970) (285). Certaines cellules



48

semblent posséder également un taux infime de RNA au niveau de leur membrane

de surface (EMVELOT et BENEDETTI, 1967 (286) ; BOSMANN et al., 1968 (287) ;
BOONE et al., 1969 (288) ; Mc COLLESTER, 1970 (289) ; EMMELOT et BOS, 1972
(290)) ; les résultats observés sont généralement trés variables avec le type
cellulaire et 1'auteur (les valeurs de ce taux se répartissent entre 0,5 et

3 p. 100 du poids des protéines de la membrane) et doivent &tre considérés avec
beaucoup de prudence -EMMELOT et BOS (1972) (291) montrdrent récemment que la
membrane de surface de certains hépatomes du Rat et de la Souris possédait

une quantité de RNA supérieure & celle des hépatocytes normaux, mais gqu'une
partie de ces RNA paraissait d'origine ribosomale-. Enfin, on peut aussi signa-
ler que la membrane de certains hépatomes contient plus de calcium et moins de

magnésium que celle de leurs témoins normaux (SELKIRK et al., 1971) (292).

B -~ NATURE DES OSIDES

1 = Composition globale

I1 gemble que la membrane de surface des cellules tumorales
posséde des oses de méme nature que celle des cellules saines (voir, par exem-
ple, le travail de SHIMIZU et FUNAKOSHI (1970) (293) sur 1'hépatome ascitique
du Rat AH - 7974 F); mais elle détient souvent une quantité plus importante
d'acide N-glycolyl-neuraminique et N,O-diacétyl-neuraminique (voir, par
exemple, le travail de MILLER et al. (1963) (294) réalisé sur le carcinome
ascitique d'BHRLICH, et les travaux de BABA et al. (1966) (295) et de BENEDETTI
et EMMELOT (1967) (296) effectués sur un certain nombre d'hépatomes), et la
présence & son niveau d'oses O-sulfurylés et d'acide glycuronique a été prou~
vée chez 1l'hépatome AH-130 du Rat et les cellules Hela (KOJIMA et al., 1970
(297) ; KOJIMA et YAMAGATA, 1971 (298)). Un grand nombre d'auteurs montrérent
qu'elle posséde souvent un taux d'acide sialique plus important que celle des
cellules normales (KIMURA et al., 1961 (299) ; FUHRMANN et al., 1962 (300) ;
MILLER et al., 1963 (301) ; WALLACH et DEPEREZ ESANDI, 1964 (302) ; KRAEMER,
1966 (303) ; CARUBELLI et GRIFFIN, 1967 (304) ; EMMELOT et BOS, 1972 (305)) ;
cependant, ce phénomene ne peut &tre érigé en régle générale, car il est
infirmé par certains travaux portant notamment sur des cellules en culture
transformées viralement (OHTA et al., 1968 (306) ; WU et al., 1968 (307) ;
PERDUE et al., 1971 (308) ; PERDUE et al., 1972 (309)) et sur certains hépato-
mes (EMMELOT et BOS, 1972 (310)).
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2 -~ Glycosamino-glycannes

Leur présence a été décelée au niveau de la membrane de surface
de quelques types cellulaires ; c'est ainsi que des analyses biochimiques mon-
trerent que les cellules de 1l'hépatome ascitique AH - 130 du Rat et les cel-
lules Hela détenaient respectivement du chondroitine sulfate A et du chondroi-
tine sulfate A et C -peut &tre également du dermatane sulfate dans le dernier
cas- (KOJIMA et al., 1970 (311) ; SUZUKI et al., 1970 (312) ; KOJIMA et YAMAGATA,
1971 (313)).

3 ~ Glycolipides

Nous avons résumé les résultats de quelques recherches signifi-
catives dans le tableau II de la page 50 (voir également la revue générale
de HAKOMORI (1971) (314)).

Trois tendances géndrales paraissent se dégager de ces travaux :
une élévation du taux des glycolipides dont le glycanne est de faible poids
moléculaire ; une diminution conjointe de celui des glycolipides possédant un
glycanne plus important ; une décroissance de la quantité totale des glycoli-
pides. Le phénomene semble 4 3 la croissance du catabolisme de ces composés
(BRADY et al., 1970) (315) ; et plusieurs auteurs prétendent que cette pertur-
bation est & 1l'origine de la perte des activités A et B des groupes sanguins
de certains adénocarcinomes humaing -par exemple- au profit des structures
antigéniques Le et H (HAKOMORI et MURAKAMI, 1968) (316). D'autres modifications
de la membrane de surface d'ordre immonologique sont imputables & des glycoli-~
pides ; citons, par exemple, l'appasrition de l'antigéne embryonnaire FORSSMAN
sur certaines tumeurs humaines (GOLD et FREEDMAN, 1965) (317, 318) et sur les
cellules du polyome et du sarcome de ROUS (BURGER, 1971) (319).

4 ~ (lycoprotéines

Un certain nombre de sialo-glycopeptides ~-1ibérés par des enzymes
protéolytiques (trypsine ou pronase)- ont été isolds de la membrane de surface
de plusieurs souches cellulaires tumorales : cellules ascitiques (LANGLEY et
AMBROSE, 1964 et 1967 (320, 321) ; CODINGTON et al., 1972 (322)) ; cellules
Hela (SHEN et GINSBURG, 1968) (323) ; lignées murines MIC, Meth~A et EL~4
(MURAMATSU et NATHENSON, 1970) (324) ; mais ces études ne portent pas sur la
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structure compléte des composés, ne révelent gudre de particularités dans leur
composition, et ne permettent de faire aucune comparaison entre les cellules
normales et tumorales faute de témoins valables. Seuls, quelques iravaux effec-
tués sur les cellules transformées viralement fournissent des résultats réelle-
ment intéressants : WU et al. (1969) (332) et MEEZAN et al. (1969) (233) mon—
trérent respectivement que les fibroblastes de la Souris et les cellules 3T3
transformés possédaient moins de glucides d'origine protéinique —en particulier
moins d'acide sialique et de N~-acétyl-galactosamine- au niveau de leur membrane
de surface que leurs témoins sains ~-récemment, aprés avoir examiné les souches
étudides par WU et al. (1969) (3354), SAKIYAMA et BURGE (1972) (335) arrivirent
4 la conclusion que les résultats de ces derniers étaient moins dfis & la struc-
ture particuliére qu'a la densité décroissante des glycoprotéines du glycolemme
des cellules tumorales— ; BUCK et al. (1971) (336) prouveérent que les cellules
BHK 21/013 du Hamster, Balb/3T3 de la Souris et les fibroblastes embryonnaires
du Poulet transformés viralement détenaient au niveau de leur périphérie des
glycopeptides d'un poids moléculaire plus important que leurs témoins normaux,
les résultats étaient indépendants de la lignée cellulaire et du virus employé ;
GREENBERG et GLICK (1972) (337) révélérent au contraire une décroissance de la
quantité de certains glycopeptides membranaires chez les fibroblastes du Hamster
et de la Souris transformés viralement (d'aprds les auteurs, elle concernerait
des composds de poids moléculaire trés varids) ; et WARREN §§_§;.0972)(338) décou~
vrirent la présence d'une quantité importante de glycoprotéinesriches en fucose
& la surface des fibroblastes embryonnaires du Poulet transformés par un mutant

du virus de ROUS.

C -~ NATURE DES LIPIDES

I1 semble que l'on puisse dégager deux conclusions des quelques
travaux effectuds dans ce domaine : le rapport acide stéarique/acide oldique
(18 : 0/18 : 1) est moins important dans la membrane de surface des cellules
tumorales que dans celle des cellules normales (VEERKAMP et al., 1962 (339) ;
SELKIRK et al., 1971 (340)) ; et le taux des plasmalogdnes est anormalement
élevé dans la premidre (VEERKAMP et al., 1961 (341) ; RAPPORT et NORTON, 1962
(342) ; SEIKIRK et al., 1971 (343)).
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D - NATURE DES PROTEINES

1 - Composition globale

A notre connaissance, aucune étude permettant de comparer la
compogition globale en amino=acides de la membrane de surface des cellules
normales et tumorales n'a été effectuée jusqu'a présent. D'apres quelques
résultats obtenus avec des souches tumorales sans témoins, il semble que la
composition des protéines de cette zone ne dépende pas de 1'état néoplasique ;
ainsi, par exemple, la membrane de surface des cellules-Hela détient environ
19 p. 100 d'acides aminés basiques et 18 p. 100 d'acides aminés acides
(BOSMANN et al., 1968) (344). Plusieurs travaux ont été réalisés sur des glyco-
peptides isolés de la périphérie de certains types de cellules tumorales (voir,
par exemple, les travaux de LANGLEY et AMBROSE (1964 et 1967) (345, 346) et
de CODINGTON (1972) (347) sur les cellules ascitiques) ; ils démontrent que ces
composés sont riches en acides aminés acides et pauvres en acides aminds basi-

ques.

2 - Protéines structurales

Rien ne prouve actuellement que la conformation des protéines
structurales de la membrane des cellules tumorales soit différente de celle
des cellules normales (WALLACH et GORDON, 1967) (348), mais il est possible que
la répartition particulidre des glycannes que l'on observe sur les premidres
traduise une réorganisation de la structure de certaines sous-unités protéi-

diques (voir le paragraphe II, A 1 ; p. 55).

3 -~ Enzymes

Un certain nombre d'activités enzymatiques ont été décelées au
niveau de la membrane de surface de quelques types cellulaires tumoraux :
1tactivité de 1'ATPase (Na+- K+), par exemple, a été mise en évidence chez les
cellules du carcinome A'EHRLICH (KAMAT et WALLACH, 1965) (349) : et celle de
la 5'-nucléotidase, de 1'ATPase (Na+— K+), de la phosphatase alcaline, de la
phosphodiestérase et de la collagéne-glucosyltransférase a été démontrée chez
les cellules Hela (BOSMANN et al., 1968 (350) ; HAGOPIAN et al., 1968 (351)).
Assez récemment, EMMELOT et BOS (1969) (352) observeérent qu'aucun des enzymes

de la membrane de surface isolée des hépatocytes du Rat n'était absent de
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celle de 1l'hépatome 484, mais que l'hexokinase était seulement détenue par ce
dernier ; en outre, ils constatérent que l'activité de la p-nitrophénylphospha-
tase acide, 1l!acétylphosphatase, l'acétylphosphatase - K+, la glucose-6-phog-
phatase et la leucyl-B-naphtyl-amidase était identique dans les deux cas, mais
que 1l'hépatome était plus riche en glycérolphosphatase acide et alcaline,
p=nitrophénylphosphatase alcaline et p-nitrophénylphosphatase - Kt alcaline,
phosphodiestérase alcaline et acide et en ATPase (Na+ - K+), et moins riche en
ATPase, 5'-mononucléotidase, p-nitrophénylphosphatase "neutre" et p-nitro-
phénylphosphatase-K+ "neutre", diphosphatase inosine et estérase non spéci-
fique. Ayant aussi étudié trois hépatomes transplantés de la Souris CBA, ils
concluerent que les altérations de l'activité enzymatique de cette zone pou-
vaient servir de mesure de la déviation de certaines tumeurs par rapport au
tissu normal, mais que l'effet de ces perturbations sur le comportement cellu-

laire restait inconnu.

E - ANTIGENES D'HISTOCOMPATIBILITE

La transformation néoplasique s'accompagne souvent de certaines

défections dans les antigdnes d'histocompatibilité (ABELEV, 1965) (353).

P - NOUVEAUX ANTIGENES DE TRANSPLANTATTON

Les membranes de surface des tumeurs induites par des carcino-
génes chimiques ou des virus détiennent des antigénes de transplantation qui
ne sont pas détectés dans les tissus sains (HELLSTROM et MOLLER, 1965 (354) ;
SJBGREN, 1965 (355)). Leur activité est spécifique ou non de la tumeur suivant
que cette derniére est induite par un agent chimique ou par un virus (SJﬁGREN,

1965) (356), mais leur nature n'est pas encore connue.

IT - STRUCTURE

Aucune particularité importante n'a été observée jusqu'd présent
dans la structure et 1l'organisation du plasmolemme des cellules tumorales ;
il semble que 1'état néoplasiqﬁe perturbe essentiellement le glycolemme de la
membrane de surface. Nous allons donc examiner la répartition des composés de

cette région.
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A ~ ORGANISATION DU GLYCOLEMME

1 - Répartition des osides

a — Répartition de 1l'ensemble des osides. Les résultats obtenus

avec les méthodes cytochimiques ultrastructurales déja citées (Section 2 ;
paragraphe II, B 2 ; p. 38) paraissent indiquer que ces composés sont répartis
dans toute 1'épaisseur du glycolemme (MARTINEZ-PALOMO, 1970 (357) ; KALIFAT
et al., 1970 (358) ; BERNHARD et AVRAMEAS, 1971 (359))

b ~ Répartition des glycoconjugués acides.

o -~ Btudes effectudes par des mesures de mobilité électropho-

rétique. De nombreuses expériences ont montré que la mobilité électrophorétique
importante de certaines cellules néoplasiques -par rapport aux cellules nor-
males— était due en grande partie & la présence des acides sialiques au niveau
de leur zone électrocinétique ; ce phénoméne a été constaté notamment avec

les cellules rénales du Hamster transformées par le stilbestrol, les cellules
de 1'hépatome du Rat induit par Ié "jaune de beurre" (AMBROSE et al., 1956)
(360), les cellules de certains hépatomes (LOWICK et al., 1961) (361), les
fibroblastes du Hamster transformés par le virus du polyome, et les cellules

de la rate de la Souris transformées par le virus de FRIEND (FORESTER et al.,
1964 et 1967) (362, 363). Mais ces résultats discordants ont aussi été observés
avec des tumeurs humaines (VASSAR, 1963) (364) et murines (SIMON-REUSS et al.,
1964) (365), et actuellement, on se garde d'établir une relation précise entre
la localisation de ces composés et 1'état tumoral. Plus récemment, des auteurs
ont mis en évidence certains glycosamino-glycannes au niveau de la surface
électrocinétique ; malheureusement, ces études ne concernent encore que quel-
ques souches cellulaires tumorales -en particulier les cellules de 1l'hépatome
ascitique AH-130 du Rat et les cellules Hela (SUZUKI et al., 1970 (366 s
KOJIMA et YAMAGATA, 1971 (367))-.

B — BEtudes effectudes & 1l'aide des méthodes cytochimiques

ultrastructurales. Depuis que DEFENDI et GASIC (1963) (368) montrérent-a 1l'aide

de la réaction histochimique de HALE- que le glycolemme des cellules transfor-
mées par le virus du polyome était plus riche en "sialomucines" que celui de
leurs témoins normaux, un certain nombre de conclusions divergentes ont été
obtenues avec la technique au rouge de ruthénium sur 1l'importance des glyco-

conjugués acides de cette zone -ou prétendus tels puisque la spécificité de
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cette méthode n'a pas été démontrée par les auteurs- : MARTINEZ~PALOMO et al.
démontrérent que les cellules rénales du Hamster transformées par 1'adénovirus
12 ou le virus SV-40 (1968) (369) et certaines souches transformées "spontané-
ment" (1969) (370) possédaient une couche de marqueur plus épaisse et plus
irréguliére au niveau de leur glycolemme que les cellules normales témoins ;
d'autres auteurs (BONNEAU et CESARINT, 1968 (371) ; voir également la revue

de MEYER, 1971 (372)) ne trouvérent aucune différence entre 1tépaisseur du
dépbt de certaines cellules transformées par le virus du polyome ou du sarcome
de ROUS et celle de leurs témoins normaux ; VORBRODT et KOPROWSKI (1969) (373)
observeérent méme une épaisseur moins importante avec des cellules transformées
par le virus SV-40 ou transformées "spontanément” ; mais TORPIER et MONTAGNIER
(1969) (374) confirmdérent les observations de MARTINEZ-PALOMO (1968 et 1969)
(375, 376), et montrdrent que la couche de marqueur déposée sur le plasmolemme
des cellules rénales du Hamster (BHK 21) transformées par le virus de ROUS

ou le virus du polyome était plug épaisse et plus variable de place en place
que celle des cellules normales témoins (nous examinerons en détail les résul-
tats obtenus par ces deux suteurs dans le dernier chapitre du travail person-~

nel consacré & la discussion générale).

¢ - Répartition particulidre de certains sites glycanniques.

Certains sites glycanniques dont la structure n'est pas élucidée, riches en
D-glucose, D-mannose, D-galactose, L-arabinose, N-acétyl-D-glucosamine et
N-acétyl-D-galactosamine (INBAR et al., 1972 (377) ; NICOLSON et BLAUSTEIN,
1972 (378)) (le L-fucose n'a pas été mis enévidence par INBAR et al. (1972)
(379)), semblent répartis d'une facon particulidre sur la membrane de surface
des cellules tumorales ; la propriété que possédent plusieurs lectines de se
fixer préférentiellement ou selon une configuration topographique différente
sur certaines d'entre elles (voir le paragraphe III, B ; p. 60), de les agglu—
tiner & faible concentration comme les cellules normales traitées bridvement
par un agent protéolytique (GREENGARD et COSTA, 1970) (380), ou de rétablir

le phénomeéne d'inhibition de contact chez les cellules transformées in vitro
(voir le paragraphe III, C ; p. 60) paralt le suggérer. INBAR et al, (1972)
(381) proposent actuellement le schéma de la page 56 pour expliquer cet ensemble
de faits ; mais le moddle "fluide" de SINGER et NICOLSON (1972) (382) fournit
également une alternative pour son interprétation : la malignité -ou un trai-

tement protéolytique reproduisant quelques-uns de ses effets-peut en effet
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Figure 10

Schéma résumant la réorganisation hypothétique des sites glycanniques du

glycolemme provoquée par la malignité (d'apres INBAR et al. (1972) (38%)).

A : cellules normales.; B : cellules -tumorales. ﬂmn : sites
glycanniques masqués ;[:] ¢ sites glycanniqués accessibles en permanence ;
Eﬁﬂ : sites glycanniques démasqués. 1 : démasquage des sites chez une
cellule tumorale de méme volume que la cellule témoin (augméntation de la
densité et de la quantité totale des sites) ;s 2 : concentration des sites
chez une cellule tumcrale plus petite que le témoin (augmentation de la
densité des sites, la quantité totale restant constante) ; 3 : réarrangement
des sites chez une cellule tumcrale plus petite que le témoin (augmentation

de la densité et la quantité totale des sites).
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imposer une nouvelle conformation ou une'structure plus hydrophobe & certaines
macromolécules glycoprotéiniques de la membrane de surface, rendre subséquem-—
ment nécessaire 1l'établissement d'un nouvel équilibre thermodynamique du
systéme, et provoquer ainsi le réarrangement ou l'agglutination d'un certain
nombre d'unités protéidiques grice & la libre diffusion translationnelle de
ces derniers dans le plan tangent & la surface cellulaire (voir la figure 9 ;

p. 35).

2 -~ Répartition des protdines

a ~ Répartition de 1'ensemble des protéines. Les travaux de

WEISS et al. (1968) (384) paraissent démontrer que certaines cellules néopla~-
siques ne possedent pas de groupes cationiques au niveau de leur zone électro-
cinétique, mais ces conclusions doivent &tre accueillies avec beaucoup de
prudence car les résultats qui sont obtenus dans ce domaine ne sont pas
souvent convergents. Ainsi, par exemple, MEHRISHI (1970) (385) démontra que
les cellules ascitiques détenaient des radicaux aminés dans cette région,
alors que GASIC et al. (1968) (386) prouvirent le contraire en montrant qulun
colloide électronégatif se fixait sur le glycolemme de ces cellules a condition
que les groupements sialosyle de leur surface aient &t4 préalablement élimi-
nés. Quelques auteurs observérent aussi la présence de groupes sulfhydryle

au niveau de la zone électrocinétique ; c'est le cas de MEHRISHI et GRASETTI
(1969) (387) dont les études portérent essentiellement sur les cellules asci-

tiques.

b - Répartition des enzymes. La perturbation de certaines

activités enzymatiques de la surface des cellules tumorales est souvent liée
aux modifications structurales introduites par la transformation néoplasique.
Ainsi, 1'activité leucine aminopeptididasique n'est plus décelée au niveau

des membranes de surface isolées de 1l'hépatome du Rat, car celui-ci ne possede
plus les microvillosités des canalicules biliaires (BENEDETTI et EMMELOT, 1968)
(388).

3 « Répartition des antigénes d'histocompatibilité

La localisation de ces antigénes a été précisée dans quelques
cas ; HAUGHTON (1966) (389), par exemple, montra qu'au moins 80 p. 100 d'entre
eux étaient situds & la surface cellulaire chez les lymphocytes et les cel-

les ascitiques du lymphome et du sarcome de la Souris.
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4 - Répartition des nouveaux antigdnes de transplantation

Leur localisation dans la membrane de surface n'est pas connue

avec précision.

5 « Répartition des RNA

WBISS (1969) (390) prétend avoir décelé des RNA au niveau de
la zone électrocinétique de quelques types de cellules : cellules ascitiques
{@'EHRLICH L 1210 et du sarcome 37) et lignées dérivées du sarcome ostéogéni-
que humain et du mastocytome murin -l'auteur ne les a pas détectds & la surface
des cellules des deux tumeurs de BURKITT- ; mais ces résultats doivent &tre

considérés avec beaucoup de prudence.

B ~ ORGANISATION DE LA FACE INTERNE DU PLASMOLEMME

Peu d'éléments ont été obtenus sur l'organisation de cette
région. A la suite d'une étude cytochimique ultrastructurale réalisée & 1l'aide
de la méthode de capture de fer sur des membranes de surface isolées de 1'hépa-
tome du Rat, BENEDETTI et EMMELOT (1967) (391) montrérent que des acides sia-
liques semblaient répartis suivant de courts segments sur la face interne du
plasmolemme de ce tissu, et paraissaient partiellement résistants & l'hydrolyse

sélective de la neuraminidase.

C - STRUCTURES PARTICULIERES DE LA MEMBRANE DE SURFACE

La microscopie électronique a fréquemment démontré la présence
des jonctions intercellulaires dans les tumeurs épithéliales. Leur nombre est
important dans les tumeurs épithéliales kératinisées (FASSKE et THEMANY, 1960
(392) ; SCHULZ, 1961 (393) ; HAGUENAU et al., 1964 (394)), mais leur distri-
bution est souvent tres incompléte dans certains types de cellules et de
tissus tumoraux : 1l'hépatome du Rat et certaines cellules en culture transfor-
mées par le virus SV-40 ou 1l'adénovirus 12, par exemple, ne possédent pas de
"tight junctions" (EMMELOT et BENEDETTI, 1967 (395) ; MARTINEZ-PALOMO et al.,
1969 (396)), et les cellules de 1'hépatome de NOVIKOFF en culture ne détien—
nent pratiquement pas de "tight junctions" et de desmosomes (JOHNSON et

SHERIDAN, 1971) (397).
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ITI - FONCTIONS

Des modifications structurales précédentes découlent d'impor-
tantes perturbations fonctionnelles touchant principalement la cohésion
cellulaire, 1l'inhibition de contact, l'antigénicité et les échanges intercel-

4

lulaires. Nous allons rapidement dire quelques mots sur chacune d'elles.

A -~ FONCTION DE CONTACT

COMAN (1953) (398) crut pouvoir établir une corrélation entre
le taux tres faible en calcium et l'absence de cohésion de la plupart des
tissus tumoraux qu'observaient de nombreux auteurs de 1l'époque, mais les tra-
vaux ultérieurs de HALPERN et al. (1966) (399) infirmerent la généralisation
de cette hypotheése, car ils montrérent que certaines ligndes tumorales en
culture pouvaient &tre plus adhésives que leurs témoins normaux. Actuecllement,
on admet que les perturbations introduites par la malignité touchent les deux
principaux éléments qui semblent régir l'adhésion cellulaire : les charges
localisées au niveau de la zone électrocinétique, dont la nature et la dis-
position conditionnent les potentiels d'attraction et de répulsion prévus par
la théorie des colloIides lyophobes (voir la section 2 s paragraphe IIT, A ;

Pe. 44) ; et les sites complémentaires des surfaces cellulaires (voir le para-

graphe B suivant) (d'aprés VICKER et EDWARDS (1972) (400)).

B - FONCTION DE RECEPTION STEREO-SPEC IFIQUE

1 = Activité antigénique

Les modifications d'ordre immunologique introduites au niveau
de la membrane de surface par la transformation tumorale, nous l'avons wvu
précédemment, se traduisent par deux sortes de phénoménes :

1 - Une disparition, dans certaines tumeurs, des activités A
et B des groupes sanguins au bénéfice des structures antigéniques Le et H,
et souvent une défection des antigénes d'histocompatibilité.

2 - Une apparition de nouveaux antigenes de transplantation
chez les tumeurs induites chimiquement ou viralement et parfois chez certaines
tumeurs "spontanément" transformées, et une apparition de l'antigéne embryon-
naire FORSSMAN dans certaines tumeurs humaines ou certaines lignées cellulaires

transformées viralement.
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2 -~ Association des cellules

Les lectines divalentes (par exemple la concanavaline A, la

lectine extraite des germes du Blé ou la lectine du Ricinus communis) ont la

propriété d'agglutiner préférenticllement les cellules tumorales (AUB et al.,
1965 (401) ; INBAR et SACHS, 1969 (402) ; NICOLSON et BLAUSTEIN, 1972 (403)).
On admet généralement de nos jours que ce phénoméne est dfl & 1!'interférence
stérique d'un certain nombre de glycannes disposés d'une facon particulidre
a4 la surface de ces cellules (voir le paragraphe II, A 1 (p. 55) et le sous-
paragraphe suivant).

Certaines cellules transformées semblent dépourvues en totalité
ou en partie des sites complémentaires susceptibles d'unir leur surface ; clest
le cas, par exemple, des fibroblastes 3T3 transformés par le SV-40 ou le virus
du polyome (COX et GESNER, 1967) (404), et des fibroblastes du Hamster trans-
formés par le virus du polyome (VICKER et EDWARDS, 1972) (405). Plusieurs
auteurs considérent actuellement que les sites absents sont des glycosyl-trans—
férases ou des sialyl-transférases, suivant le cas (d'aprés VICKER et EDWARDS

(1972) (406)).

3 - Pixation des agglutinines

Les lectines couramment utilisées en cytochimie ultragstructurale
(concanavaline A, lectine extraite des germes du Blé et lectine du Haricot)
se répartissent généralement suivant une topologie particulidre sur la membrane
de surface des cellules tumorales ; les résultats obtenus avec la concanavaline A

marquée au Ni63, a 1l'iode 1125, au tritium ou & la ferritine fournissent une
démonstration particulidrement convaincante de ce phénoméne (voir INBAR et al.,
(1972)(407) et INBAR et al. (1972)(408)). Récemment, FRANCOIS et al. (1972) (409)

montrérent que la lectine extraite des germes du Blé se fixait sur des cellules

embryonnaires humaines transformées in vitro mais non sur leurs témoins normaux.

C - FONCTION DE TOCOMOTION

On constate une disparition plus ou moins complete du phénoméne
d'inhibition de contact suivant le degré de malignité des cellules tumorales
(AARONSON et TODARO, 1968) (410).

BURGER considéra que cette perturbation du comportement cellu-
laire pouvait &tre due & un démasquage de certains composés glycanniques de la

membrane de surface (BURGER, 1969 (411) ; BURGER, 1970 (412, 413)), car il fit



61

deux constatations complémentaires : d'une part, il découvrit que l'inhibition
de contact de certaines lignées cellulaires normales en culture ©&tait supprimée
par un bref et léger traitement protéolytique ; d'autre part, il observa que

des fragments monovalents de certaines agglutinines divalentes traitées par

la trypsine, comme la concanavaline A (spéeifique du D-glucose et du D-mannose),
avaient la propriété de restaurer artificiellement cette fonction chez les fibro-
blastes 3T3 transformés par le virus du polyome —ce travail lui permit en outre
de préciser que 1'inhibition de contact intervenait pendant la phase G 1 du
cycle cellulaire, et d!émettre une hypothese intéressante selon laquelle la
division cellulaire serait contrblée pour cette fonction par des messages échan-
gés entre la membrane de surface et le noyau-. Actuellement, ces recherches

sont complétées par les travaux cytochimiques de INBAR et al. (1972) (414)

(voir le paragraphe II, A 1 ; p. 55) ; et il est vraisemblable que les con-
ceptions récentes de SINGER et NICOLSON (1972) (415) (voir le paragraphe II, A

5 de la section 2 ; p. 34) contribueront dans l'avenir & leur interprétation.

D— FONCTION D!'ECHANGE

1 - Bchanges entre les cellules

I1 est admis que les couplages électriques que l'on peut établir
entre les cellules des différents tissus épithéliaux traduisent les échanges
ioniquesintercellulaires. Or, aucune relation précise n'a été observée entre
l'existence de ces couplages et la transformation néoplasique. Un certain nombre
de tissus tumoraux n'en présentent aucun ; c'est le cas, par exemple, de
plusieurs hépatomes (LOEWENSTEIN et KANNO, 1967) (416) et des cellules gastri-
ques et thyroidiennes néoplasiques (JAMAKOSMANOVIC et LOEWENSTEIN, 1968 (417) ;
KANNO et MATSUI, 1968 (418)). Mais de bonnes connections électriques ont &té
en général établies entre les cellules tumorales en culture (POTTER et al.,

1966 (419) ; FURSHPAN et POTTER, 1968 (420) ; JOHNSON et SHERIDAN, 1971 (421)).

I1 est possible que ces perturbations soient corrélatives & celles gque l'on

constate dans la répartition des jonctions intercellulaires.

2 - Echanges avec le milieu extracellulaire

Les perturbations des fonctions d'échanges sont évidemment
conditionnées par celles de l'activité enzymatique membranaire des cellules
tumorales. Quelques résultats fournissent des indications intéressantes sur

leur nature (d'aprés la revue générale de PARDEE (1971) (422)) : les cellules
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373 ont leur activité sialyl-transférase et la fonction de passage de certains
de leurs amino-acides activées aprés leur transformation virale ; le transport
actif des sucres et la phogphorylation qui lui est associde sont également
‘plus importants quand des cellules murines sont transformées par le virus du
polyome murin ; enfin, 1l'activité de 1'adényl cyclase des fibroblastes trans-
formés du Poulet est altérée (cette observation a été également effectude par

EMMELOT et BOS (1971) (423) avec plusieurs hépatomes du Rat et de la Souris).
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Dans 1'état actuel des connaissances, l'influence de 1l!'induc-
tion néoplasique sur l'architecture de la membrane de surface peut se résumer
de la manidre suivante : d'une part, elle parait favoriser une nouvelle dis-
tribution des sous-unités et aggrégats de sous-unités protéidiques de cette
région -et par conséquent des lipides- ; d'autre part, elle modifie 1'aspect
de son glycolemme (au microscope électronique) -il est difficile de définir
les caractéristiques générales de la structure de ce dernier par rapport aux
témoins normaux (notamment 1'importance de son épaisseur), car les résultats
observés, tres différents nous l'avons vu suivant la souche cellulaire tumorale
et l'auteur, sont généralement obtenus avec des techniques dont le protocole,
le mode d'action et la spécificité ne sont pas déterminés avec précision
(c'est le cas pour les méthodes au rouge de ruthénium et au Bleu Alcian)- 3
enfin, elle introduit des perturbations dans la composition chimique de ses
composants -notamment des glycoprotéines et glycolipides, bien que 1l'on cons-
tate souvent aussi un taux anormalement élevé de certains lipides (1ipides
insaturés et plasmalogines) et des activités enzymatiques particulidrese,
Afin de préciser certains éléments de cette nouvelle organisation chez plusieurs

types de cellules tumorales cultivées in vitro et in vivo (cellules KB et

Hela ; cellules ascitiques du carcinome d'EHRLICH et de 1l'hépatome de ZAJDELA),
nous allons comparer la nature, la disposition et 1l'importance des principaux
composés qu'elle concerne avec celles de quelques cellules normales (fibroblas~
tes embryonnaires de la Souris et hépatocytes du Rat), en marquant les groupe-
ments ioniques de ces derniers par des colloides du fer, de 1l'étain et de
1'osmium (&lectropositifs ou électronégatifs) décelables au microscope élec-
tronique et & l'ultramicrospectrophotométre. Trois problémes seront successi-
vement abordés : l'organisation et la répartition des protéines (acides et
éventuellement basiques) du glycolemme et du plasmolemme (tout au moins du
feuillet plasmique externe) ; la structure de la zone périphérique hydrophile
(glycolemme et groupements polaires phospholipidiques du feuillet plasmique
externe) ; et 1'éventuelle corrélation qui peut exister entre les variations

de la densité des sialo-glycoconjugués (sensibles & la neuraminidase) du glyco-
lemme et 1l'une des propriétés les plus caractéristiques de 1'état tumoral :

la rapidité de croissance cellulaire.
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Chapitre premier :

ETUDE DE L'ORGANISATION ET DE LA REPARTITION
DES PROTEINES DE LA MEMBRANE DE SURFACE

1o~ GENERALITES

Avant dtaborder cette étude, nous allons préciser les condi-
tions dans lesquelles un colloide électronégatif peut révéler d'une fagon
sélective les groupements de point isoionique élevé (détenus par des protéines
basiques ou par des composantes protéiniques basiques appartenant & des proté-
ines acides) ou les radicaux bagiques protéiniques totaux (détenus par llensem-

ble des protéines acides et basiques) d'une structure tissulaire.

I - PRINCIPE D'UNE METHODE DE REVELATICN DES
GROUPEMENTS DE POINT ISOIONIQUE ELEVE
D'ORIGINE PROTEINIQUE

A - INTRODUCTION

Quand une protéine a son point isoionique (pI) inférieur au pH
du milieu ol elle est localisée, le nombre de protons combinés & ses radicaux
basiques est inférieur au nombre de ses groupements acides dissociés ; elle
est globalement électronégative. Quand son point isoionique est supérieur au
PH du milieu, clest l'inverse. Un colloide électronégatif peut donc révéler
sélectivement une protéine basique d'un tissu si le pH de sa solution est
choisi dans les limites suivantes :

pla & pH < pib
pla : point isoionique moyen des protéines acides ;
pIb : point isoionique des protéines basiques que 1l'on désire mettre en
évidence.
Nous allons faire une analyse théorique sommaire du phénoméne afin de dégager

les principaux parametres qui en conditiomnent la sélectivité.
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B ~ ANALYSE THEORIQUE DE 1A METHODE

Soit une protéine globulaire localisée dans une structure
tissulaire quelcorque, et une particule colloidale située en un point M de cette
dernitre. Pour simplifier 1'étude du comportement de la particule vis-a-vis de
la protéine, nous allons admettre que 1l'enveloppe de cette derniére est une

sphere de centre 0 et de rayon a.

Deux cas peuvent se présenter :

1 = Le point M est & 1'extérieur de la protéine sphérique

»

Postulons les cing points suivants :
1 - La protéine sphérique est située dans un milieu homogéne

contenant un certain norbre d'ions quasi-ponctuels.

2 - La sphdre rigide posséde une charge nette Q concentrée en
sor. centre O. v

3 = La sphére est impénétrable au milieu dans laquelle elle
est immergde.

4 - les ions de 1l'atmosphere ionique qui entoure la protéine ne
peuvent pénétrer & 1l'intérieur d'une sphére de rayon b concentrique & la premitre
(v :> a). _

5 - Enfin, la disfapce r de la particule qolloidale au centre

0 desdeux sphérés peut varier dans les limites suivantes : b <;r 42 00
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Ces conditions idéales nous permettent de calculer le potentiel moyen au point
M 40 a 1l'atmosphere ionique et & la charge Q en appliquant les principes de la
théorie de DEEYE et HﬁCKEL° Nous allons exposer les principales étapes de ce
calcul.

Soit ur cation de chgrge + 1 situé en O, et un élément de

volume dv entourant le point M.

Az

dv

Le nombre de cations et d'anions contenus dans le volume dv est donné par le

théoréme de BOLTZMANN :

+ -
_eZ¥ +e2¢
KT KT
+ -
ndv = n1e o dv ndv = n2e . dv

+
n, et n_ : nombres moyens respectifs des cations et des anions de valence Z

et Z par unité de volume.

Y : potentiel au point M
charge élémentaire

K : constante de EOLTZMANN

o
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Dtautre part, ces donnédes permettent de calculer la densité électrique par

unité de volume :
++ ——
PE eln - eZn
1
En remplagant les valeurs précédentes dans la formule de POISSON ( AV +'§ = 0)

exprimée en coordonnées polaires, on obtient 1'égquation suivante :

+ _
] _eZ W L+ ez V¥
1 P‘(I'Z’ia )=—£ = -2 (n,Ze KT —née KT
2 ar £ £ 1 2 )
r ar

£: constante diélectrique du milieu

Lt'intégration de son expression simplifide aux premiers termes du développement

des exponentielles fournit la relation :

poro T

;2 2 ' - +
avec X = n.Z2 et n 22 = n 22 + n 22
£ KT 1 2

Le rapprochement de cette valeur, exprimée en tenant compte de la charge Q,

et du potentiel créé par celle-ci sur la sphére de rayon b (-ZT?£LET3;§_)
permet donc d'obtenir le potentiel total au point M :

K (b-r)

Y q e
Y 4amre (1+ Xb) r

Au regard de cette équation, on constate que le potentiel varie

comme et devient rapidement trés petit quand r augmente, et que le

re
déplacement du colloide dans le tissu est essentiellement causé par son énergie

de diffusion. Or, cette énergie est susceptible de faire franchir la barriére
de potentiel des protéines acides & un nombre non négligeable de particules
collofdales si cette dernidre n'est pas suffisamment élevée. Pour obtenir une
méthode de révélation sélective des protéines basiques, il est donc nécessaire
de donner une valeur maximale & la barridére de répulsion, méme si cela doit

diminuer ou annuler le potentiel d'attraction de ces composés.
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2 -~ Le point M est & 1l'intérieur de la protéine sphérique

Le comportement des particules colloidales doit &tre &tudié
en tenant compte de la conformaticn des chalnes polypeptidiques. Raisonnons,
par exemple, sur une protéine ayant une conformation hélicoidale a (diamétre @
¢ ;3 pas de 1'hélice : d). Soit une particule colloidale de centre M et de rayon
quelconque e au voisinage de cette protéine (Figure 11 ; p. 70). Deux cas sont

a considérer :

a - La protéine est basigue. Quelque soit les valeurs respec-

tives de ¢, d et e, 1l'encombrement stérique de celle-ci permet & la particule
colloidale de rentrer en contact avec au moins un radical Gn cationique. Elle
peut &tre par conséquent révélée par le colloide, méme si sa charge électro-

positive globale est nulle (Q = O pour pH = pIb).

b -~ La _protéine est acide. Supposons que ¢ = {1 nm et 4 = 0,5 nm

(cas, par exemple, de la kératine a), et raisonnons avec deux colloides dont

le diameétre des particules est de 1 nm et 4 nm et dont le centre est situé dans
le plan x o z (Figure 11 ; p. 70). Dans le premier cas (particules de 1 nm),

la projection sur le plan y o z de chaque particule électronégative qui arrive
au voisinage de la protéine —grice & son énergie de diffusion- ne peut conte-
nir plus de une composante + Xn (sur O x) de Gn. Ceci permet & un nombre non
négligeable de particules de se fixer sur un Gn cationique et de marquer ainsi
la chafne polypeptidique malgré sa charge électrondgative (1Q{>Y O pour pH >
pIa). Dans le second cas, il existe environ 15 groupes Gn qui ont leur compo-
sante + Xn dans la projection de chague particule. Le nombre de ces groupes est
suffisamment élevé pour que leur charge globale statistique soit négative quand
pH > > pla. Les particules colloidales qui arrivent au voisinage de la protéine

sont donc repoussées.

C - CONCLUSION

La sélectivité de la méthode ne peut &tre assurée que si la
charge globale des protéines acides et le diametre des particules colloidales
sont suffisamment élevés (|Q| PO pour un pH d 'spplication du colloide voisin
ou égal & pIb ; diametre des particules :;4 nm). Or, d'une part on comnalt
rarement le pIb réel -dans le tissu- des protéines que l'on désire révéler,

et d'autre part la dimension des particules est limitée par le travail des
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Figure 11

Particule colloidale au voisinage d'une chaine polypeptidique de conformation

hélicoidale «. . e
; Bbb\
. Sy

- groupement protéinigue (acide, basique ou hydrophobe) H
d : pas de 1'hélice ; c : diametre de 1'hélice ; e : rayon de la particule

colloidale.
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forces de friction qu'engendre l'énergie de diffusion. La méthode doit &tre
par conséquent appliguée & plusieurs pH (9 qg H 5;10,5), et le diamétre du

colloide choisi de 3 & 4 nm,

IT - PRINCIPE D'UNE METHODE DE REVELATION DE L'ENSEMBLA
DES PROTEINES

La révélation de 1l'ensemble des protéines tissulaires (acides et
basiques) & 1l'aide d'un colloide électronégatif peut &tre théoriquement réali-
sée & un pH inférieur ou égal au pla des protéines les plus acides (pH §:4,5).
Cependant, certaines structures possédent une compacité importante due & l'en-
combrement stérique de leurs composants, des groupements anioniques d'origine
non protéinique susceptibles de repousser le colloide (des groupements sialo-
syle, par exemple), ou encore des groupements basiques phospholipidiques pou-
vant le capter (ces trois éléments sont réunis dans la membrane de surface).
Dans ce cas, il est nécessaire d'aménager la méthode de la fagon suivante :
soit en éliminant ou en réduisant les deux premiers facteurs par la dénatura-
tion de certains composés (notamment des protéines), par 1l'hydrolyse sélec-
tive ou 1'estérification des fonctions acides (ce traitement chimique permet
d'élever le pH de la solution colloidale & une valeur beaucoup plus élevée que
celle du pla des protéines les plus acides), ou encore par 1l'application de
la solution colloidale & un pH pour lequel ces dernieres ne sont plus ionisées
(pH € 1) ; soit en contrdlant 1'influence du troisitme & 1l'aide d'une délipi-
dation ou de la phospholipase C. De toute fagon, quelque soit le protocole
choisi, la spécificité de la technique n'est plus ici dépendante de la dimen-
sion des particules colloidales, et une limite n'est imposde au diamétre de
celles-ci que par les forces de friction qui s'opposent & leur migration dans

le tissu (diamdtre par exemple {:3 - 4 nm).

2.~ ORGANISATION DES PROTEINES DE LA MEMBRANE DE SURFACE

L'organisation des protéines de la membrane de surface est
probablement différente, dans certains cas, de celle que l'on peut déduire
des résultats fournis par les méthodes physico-chimiques. Aingi, bien que les

biochimistes n'isolérent des protéines basiques qu'a partir des membranes
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myéliniques (LONDON, 1971) (424 ) ~des protéines basiques & pH 7,2 ont &té
mises en évidence dans la fraction protéinique soluble de la membrane de
surface de certains types cellulaires, notamment des hépatocytes du Rat
(BENEDETTI et EMMELOT, 1968) (425), mais 1'on admet qu'elles sont probablement
en grande partie d'origine intracellulaire~, il est possible qu'il existe au
niveau des membranes d'une autre origine des sous-unités difficilement disso-
ciables possédant cette propriété, ou encore des composantes protéiniques trés
localisées —pouvant appartenir i des protéines acides— dont les groupements
acides et basiques sont distribués et orientés de telle manidre qu'elles
possedent globalement un point isoionique élevé. Dans cette section, nous
allons donc aborder deux problémes au microscope électronique : 1l'étude de

la disposition de l'ensemble des protéines du glycolemme et du plasmolemme
(tout au moins du feuillet plasmique externe) ; et la recherche des groupe-
ments de point isoionique élevé d'origine protéinique (détenus par des entités

basiques isolables ou non).

I ~ MISE AU POINT DES METHODES

A -~ INTRODUCTION

Deux sortes de méthodes originales ont été mises au point
suivant les conditions définies dans la section précédente pour réaliser
cette étude : une méthode de révélation des groupements protéiniques de point
isoionique élevé, fondée sur la capture d'un colloide I électronégatif du fer
dont les particules ont un diamétre de 4 nm environ ; et deux méthodes de mise
en évidence de l'ensemble des protéines, fondées sur la capture du colloide
précédent et sur celle d'un colloide électronégatif de 1'étain (acide d-stan-
nique collofdal) dont les particules présentent un diamétre de 1 nm au
microscope électronique. Avant d'exposer les nombreux contrbles qui ont &té
réalisés pour vérifier leur spécificité, nous allons relater succinctement
les différentes phases qui nous ont amené & adopter le mode de préparation

de leurs marqueurs.

B ~ MATERTEL ET METHODES

1 -~ Systéme collofdal & base de fer

a ~ Btude de la stabilité du systéme. Nous savons que l'on peut

inverser le signe de la charge électrique de l'hydroxyde de fer colloidal en
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lui ajoutant certains sels (posons Sm Mn leur formule générale) comme le
chlorure de potassium, le chromate de potassium ou le ferrocyanure de potas—
sium (HAZEL et AYRES, 1931) (426) ; on obtient alors un collofde électronéga-
tif qui peut &tre utilisé pour révéler les protéines au microscope électro-

nique (GASIC et al., 1968) (427) et dont la formule générale est la suivante

(voir le troisidme chapitre ; p. 157 ) :

{[(Fe(oﬁ)3

)x (FeOCl)y__Z (Hzo)y] (Fe0+)z (Sn—)p) (pn-z) (:)

avec 1000 <z <_2_6.OQ
x+y N X +y

Or, ce systéme colloidal est trés instable ; il ne peut &tre appliqué qu'a
des pH compris entre 3 et 6. Pour pouvoir l'utiliser dans les conditions
définies par le paragraphe précédent (pH‘é‘pIa des protéines les plus acides
pour révéler llensemble des protéines, et 9 séyiiéanS pour mettre en évidence
les protéines basiques ou les composantes protéiniques basiques), il est done
nécessaire 4'étendre sa stabilité dans une gamme de pH allant de 4 & 12 envi-
ron. Nous avons rdalisé cette stabilisation en utilisant le principe du
"relieving effect” (voir les généralités sur les colloides ; p. 13 ).

Le pH du systéme fut tout d'abord élevé a une valeur faiblement
basique (environ 8) & 1'aide du phosphate disodique pour empécher la flocula-
tion lors de son abaissement brutal provoqué par le traitement ultérieur,
puis un polyanion de méme charge que le colloide et une base furent successi-
vement ajoutés & la solution colloidale, afin que leur r8le antagoniste condi-
tionne 1'élévation de la valeur de floculation de cette derniere -selon le
principe du "relieving effect"- et permette ainsi d!'éviter la coagulation lors
de 1taugmentation de son acidité ou de sa basicité. Nous avons choisi 1l'anion
citrique pour les trois raisons essentielles suivantes :

1 -~ Outre son action antagoniste vis—~a-vis de la base, il permet
dtabaisser le pH & une valeur suffisamment basse pour révéler les protéines

totales.

N
I

I1 est pratiquement soluble en toutes proportions en
milieu agueux.
3 - I1 permet, lors de 1l'application du marqueur, de complexer

++
automatiquement les cations métalliques divalents du tissu (Ca++ et Mg ) et
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et d'annuler ainsi un facteur d'erreur que ceux-ci pourraient introduire
dans la méthode en captant des particules colloidales électronégatives.

Et nous avons vérifié la stabilité des solutions obtenues au cours des
essais par des mesures de turbidité effectudes & 400 nm et & température

constante avec un spectrophotometre C. ZEISS PMQ II.

b - Propriétés électriques du systéme. Les propriétés électri-

ques du systéme colloIdal stabilisé ont été étudides & l'aide d'un tube en U,
Une importante accumulation de marqueur fut constatée au niveau de 1'électro-
de de platine positive (sa couleur vira rapidement au bleu de Prusse & cause
d'une floculation provoquée par la forte concentration de cette zone en
colloides et d'une formation subséquente de ferrocyanure ferrique). Ce résul-
tat démontre que la mobilité du colloide demeure négative apres la stabilisa-

tion de celui-ci,

2 - Systeme colloidal & base d'étain

La solution d'acide G-stannique colloidal électronégatif a
été obtenue suivant le principe de la méthode préconisée par GHOSH et DHAR
(1925) (428).

¢ - RESULTATS

1 ~ Systéme colloidal & base de fer

Nous avons finalement adopté le mode de préparation suivant :
une solution d'hydroxyde de fer colloidal, obtenue en ajoutant 8,11 g p. 100
de chlorure ferrique & un volume dix fois supérieur d'eau bidistillée bouil-
lante (concentration finale : 2,12 g de fer/litre), a été dialysée contre
10 volumes d'eau distillée pendant 7 Jours (deux changements par jour),
ajoutée & un volume égal d'acide chlorhydrique 0,0012 N de fagon & amener
son PH & une valeur de 3,5 environ, et mélangée goutte & goutte, sous agita-
tion et & + 42 C, & une solution de ferrocyanure de potassium 8 mM dissous
dans de 1'eau bidistillée préaleblement bouillie (1/1). Cette solution colloi-
dale -détenant des particules électronégatives— a étdensuite additionnée de
phosphate disodique M/35 (1/1), agitée pendant quelques secondes, amenée
successivement & un pH de 4,2 et de 9 avec de ltacide citrique cristallisé
et de la soude 0,5 N, stockée & 42 §, puis ajustée extemporanément au pH
désiré avec de ltacide citrique cristallisé ou de la soude 0,1 N (ces opéra—

tions ont été également effectudes & + 42 C).
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2 - Systéme colloidal & base d'étain

La solution d'acide a-stannique colloidal, réalisée en mélan-
geant goutte & goutte, sous agitation, du chlorure stannique & 1 p. 100 avec
de la soude N/15 de fagon & obtenir une solution claire, opalescente et pra-
tiquement neutre, a été dialysée contre 10 volumes d'eau distillée pendant
3 jours (deux changements par jour), évaporde par ventilation de facon &
réduire son volume de moitié, ajustée au pH basique désiré avec de la soude

N/10, puis stockée & + 42 C.

IT - SPECIFICITE DES METHODES

———

4 -~ INTRODUCTION

Dans ce paragraphe, nous allons prouver que les paramétres
prévus dans la section 1 (pH des solutions du marqueur ; diamétre des parti-
cules colloidales) assurent & la capture du colloide de 1'étain et du colloi-
de I & base de fer, l'efficacité, la sensibilité et la spécificité souhaitées
pour 1l'étude des protéines membranaires -la nature des fonctions susceptibles
de fixer le premier a été contrdlée directement au niveau des membranes de
surface ; alors que la capacité du second & révéler l'ensemble des protéines
ou les groupements de point isoionique élevé suivant la valeur de son pH
dtapplication, pour des raisons évidentes, a duedire vérifide sur un matériel
non membranaire trés varié contenant notamment des protéines basiques dont

le point isoionique est relativement bien connu (histones) (*)—.

B ~ MATERIEL ET METHODES

1 - Méthodes fonddes sur la capture du colloide I & base de fer

a -« Matériel. Le colloide fut appliqué au matériel suivant :
protéines isolées (gélatine, collagdne natif du tendon, histones totales du

thymus de Veau, albumine du sérum de Boeuf, lysozyme du blanc d'oeuf) ;

(*) Nous remercions Monsieur le Docteur Wilhelm BERNHARD, Directeur de
Recherches au C. N, R. S. et Chef du Service de Microscopie Electronique
de 1'Institut de Recherches Scientifiques sur le Cancer de Villejuif,
pour les conseils et critiques qu'il a bien voulu nous donner au cours
de 1'étude de la spécificité de cette technique, et Monsieur E. PUVION,
Assistant du Laboratoire de Microscopie Electronique de 1l'Institut de
Recherches sur le Cancer de Lille, pour la collaboration qu'il nous a
apportée dans sa réalisation.
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foie de Rat Wistar sain ; cellules Hela ; glandes salivaires de larves de
Chironomes ; Escherichia coli ; nucléoles d'hépatocytes de Rat sain isolés

selon la technique de SADOWSKI et STEINER (1968) (429).

b - Obtention et application des solutions

@ - Solutions et suspensions de protéines. La gélatine fut

dissoute dans 1l'eau & une concentration de 20 p. 100, le collagene directement
inclus dans la gélose & une concentration de 5 p. 100, et les solutions dthis-
tones (5 p. 100 dans l'acide chlorhydrique 0,1 N),d'albumine et de lysozyme

(5 p. 100 dans 1'eau) furent mélangées & chaud avec des solutions aqueuses

d'agarose & 10 p. 100 dans le rapport des volumes 1/1.

B ~ Solution de fixateur. Nous avons utilisé une solution de

formaldéhyde & 10 p. 100 dans un tampon phosphate 0,1 M de SOERENSEN (pH 7,4).

N

La fixation a été effectuée & + 42 C pendant une durée variable suivant le

matériel.

B~ Solutions enzymatiques. La DNAse (Wbrthington) ~digsoute

4 0,01 p. 100 dans de 1l'eau contenant du chlorure de magndsium 0,001 M et
ajustée & pH 6,8 avec de 1'acide chlorhydrique N/100 ou de la soude N/100
suivant la nature du matériel traité- et la RNAse (Worthington) —dissoute en
solution aqueuse & 0,1 p. 100 et fixée au pH de 6,8~ ont été appliquées pen-

dant 2 heures & 372 C.

& - Solutions employées pour les contrdles chimiques. Trois

solutions ont été utilisées pour ces contrdles : la ninhydrine & 0,5 p. 100
dans 1'alcool absolu -appliquée pendant 2 heures a 3792 C-~ ; le nitrite de
sodium & 15 p. 100 dans l'acide acétique & 12,5 p. 100 (LILLIE, 1958) (430)
~appliqué pendant 5 minutes & la température ordinaire- ; et le méthanol
redistillé contenant 0,8 p. 100 d'acide chlorhydrique concentré (FISCHER et
LILLIE, 1957) (431) -appliqué pendant 6 heures & 602 C-.

£ - Solutiong colloidales. Trois solutions ont été appliquées,

sous agitation constante, pendant 15 heures & 42 C : la solution du collofide
électronégatif a base de fer, préparée suivant le protocole déecrit dans le
paragraphe I (p. 74) et ajustée aux pH de 4,5 et 10,5 (le dernier correspond

au point isoionique moyen des histones); une solution témoin de la précédente,
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formée de phosphate disodique M/35, d'acide citrique M/15 et de soude 0,1 N
et également fixée & ces pH ; et une solution d'hydroxyde de fer colloidal
électropositif, obtenue suivant les modalités exposées dans le troisiéme chapi-
tre (p. 150).

¢ - Protocoles appligués aux différents matériels

a - Solutions et suspensions de protéines. Les petits blocs

de gélose refroidie contenant les protéines furent fixés pendant 3 heures,
lavés dans le tampon de SOERENSEN pendant une nuit & cette température et
coupés au cryostat de PEARSE (cryostat Bright) & - 202 C. Des coupes de 20 P
furent ensuite recueillies dans le tampon de SOERENSEN, réparties dans des
tubes & essais, traitées par la solution du colloide électronégatif de pH
10,5 ou 4,5 -les coupes contenant les histones furent préalablement soumises
ou non & une oxydation ménagée par la ninhydrine-, puis observées directement
ou centrifugées, incluses dans 1'Epon, recoupées & l'uliramicrotome et obser-

vées au microscope électronique.

B = Nucléoles isolés. Les nucléoles isolés du foie de Rat

sain furent fixés par le formaldéhyde pendant 2 heures, lavés pendant une
nuit & 42 C par le tampon de SOERENSEN et traités par l'un des processus
suivants : par le colloide électronégatif au pH 10,5 ; 1'hydroxyde de fer
colloidal électropositif ; la DNAse puis le colloide électronégatif de pH 10,5; la
DNAse puis l'hydroxyde de fer colloidal électropositif ; la DNAse, la RNAse
et le colloide électronégatif (pH 10,5) ; la DiAse, la ninhydrine (afin de
désaminer les protéines) et le colloide électronégatif (pH 10,5) s la DNAse,
la ninhydrine et le colloide électropositif ; la DNAse, l'acide nitreux (afin
de désaminer les protéines) et le colloide électronégatif (pH 10,5) ; la
DNAse, l'acide nitreux et le colloide électropositif ; la DNAse, le méthanol
(afin d'estérifier 1l'ensemble des fonctions acides) et le colloide électro~

négatif (pH 10,5) ; ou la DNAse, le méthanol et le colloide électropositif.

Qru.Foie de Rat. Les fragments de foie de Rat sain furent
fixés par le formaldéhyde pendant 3 heures, lavés une nuit & 42 C dans le
tampon de SOERENSEN et coupés au cryostat & - 202 C. Les coupes de 20 F furent
ensuite soumises ou non & la DNAse ou encore & la DllAse et & la RNAse, trai-
tées par la solution du colloide électronégatif de pH 10,5 et incluses dans

1'Epon.
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8-—Cellules Hela, glandes salivaires et BEscherichia coli.

Aprés une fixation de 2 heures par le formaldéhyde suivie d'un lavage d'une
nuit & 42 C dans le tampon de SOERENSEN, les culots de ces matériels furent
suspendus dans la gélose chaude (3 5 p. 100) et coupés au cryostat & - 209 C.
Les coupes de 20 F furent ensuite digérées par la DNAse, traitées par la

solution du colloide électronégatif de pH 10,5 et incluses dans 1'Epon.

d - Technigue de microscopie électronigue. Les différents

matériels précédents ont été déshydratés par 1!'éthanol, inclus dans 1'Epon,
coupés & l'ultramicrotome SORVALL PORTER BLUM MT 1, et observés —sans impré-
gnation préalable par les sels de plomb et d'uranyle- au microscope électro-

nique SIEMENS ELMISKOP I.

2 - Méthode fondée sur la capture du colloide de 1'étain

a - Matériel. La nature des groupements susceptibles de
capter les particules dlacide a-stannique colloidal a été précisée sur des
cellules du carcinome ascitique Aa'EHRLICH, greffées chez la Souris Swiss et

prélevées 7 jours aprés leur injection intrapéritonéale,

b -~ Obtention et application des solutions

o - Solution de fixateur. Nous avons employé le formaldéhyde

4 10 p. 100 en solution dans le tampon de SOERENSEN, Les cellules ont été

fixées & 42 C pendant une durde variable suivant le traitement appliqué.

B8 - Solutions employées pour les contr8les chimiquesg. Le

mélange méthanol/acide chlorhydrique déja défini (p. 76) et 1'éthanol témoin
ont été appliqués pendant 17 heures & 602 C, le mélange acétylant -composé
d'anhydride acétique & 40 p. 100 dans la pyridine redistillée~ et la pyri-

dine pure témoin pendant 6 heures & 602 C.

- Solution du colloide électronégatif. La solution d'acide

a-stannique collofdal, préparée suivant le protocole décrit dans le paragraphe I

(p. 75), a &té appliquée & pH 7, sous agitation & + 42 ¢, pendant 1 heure.
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¢ - Protocoles appliqués au matériel

@ - Cellules estérifides. Les cellules furent fixées pendant

4 heures, lavées abondamment pendant 1 heure & 42 C dans le tampon de SOERENSEN,
déshydratées par 1l'éthanol, estérifides ou traitées par 1'éthanol témoin, réhy-
dratées, lavées par l'eau distillée, soumises & l'action de la solution du
colloide électronégatif, lavées par l'eau distillée et le tampon de SOERENSEN,
post-fixées par le tétroxyde d'osmium (1 p. 100 dans ce tampon) pendant + heure,

déshydratées par 1'éthanol et incluses dans 1!'Epon.

8 - Cellules acétylées. Les cellules furent fixées pendant

5 heures, lavées abondamment pendant 1 heure & 42 C dang le tampon de SOERENSEN,
déshydratées par 1'éthanol, lavées par la pyridine, acétylées (de fagon 2
bloquer leurs radicaux aminds) ou traitées par la pyridine témoin, réhydratées

et lavées par l'eau distillée, soumises & l'action du colloide électronégatif,

lavées, post-fixées et inclusss comme précédemment.

d -~ Technigue de microscopie électronique. Le matériel a été

déshydraté par 1!'éthanol, inclus dans 1'Epon, coupé & l'ultramicrotome et obser-
vé au microscope électronique —-aprés avoir été contrasté ou non par l'acétate

d'uranyle et le citrate de plomb-.

C — RESULTATS

1 - Résultats obtenus avec le colloide I & base de fer

a - Protdines dissoutes ou suspendues en gélose.

o - Observation en tubes & essais. Toutes les suspensions

de coupes traitées par la solution du colloide électronégatif de pH 4,5 furent
teintées en rouille. Par contre, seules les coupes contenant les histones non
traitées par la ninhydrine et le lysozyme présentérent une coloration avec la

solution de pH 10,5 (P1. 1 ; fig. a).

B — Observation au microscope. électronique. Toutes les pro=-

téines traitées par la solution du colloide électronégatif de pH 4,5 ~sauf le
collagene— présentérent des plages de particules granulaires d'un diamétre moyen

de 4 nm, Sur le collagéne, ces dernidres se répartirent uniquement sur les fibres
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(P1. 1 ; fig. b). Parmi les coupes de protéines traitées par la solution de pH
10,5, celles qui contenaient les histones et le lysozyme présentérent seules

ces plages (Pl. 1 ; fig. c et d).

b ~ Nucléoles isolés

a - Régsultats obtenus avec la solution colloidale de pH 10,5.

Les nucléoles non traités par la DNAse ne présentérent gque quelques dépdts de
particules colloidales au niveau de leur couronne périnucléolaire. Quand le
protocole expérimental comporta une digestion & la DlNNAse ou une double diges-—
tion par la DNAse et la RNAse, un marquage beaucoup plus important et plus in-
tense apparut sur cette zone dans les deux cas, mais un dépbt de colloide fut
également constaté sur les bordures du réseau fibrillo-granulaire et au niveau
des travdes issues de la couromne périnucléolaire dans le premier (Pl. 2 ;
fig. a).

B ~ Résultat obtenu avec la solution du colloide électroposi-

tif. Un important marquage apparut dans tout le corps nucléolaire (P1. 2 ;

fig. b).

T Résultaisobtenus avec les contrfles cytochimiques.

Les résultats sont résumés dans le tableau III de la page 81 et sont illustrés

par la planche 2 (Fig. ¢, 4, e et f).

5-_Résultat obtenu avec les nucléoles traités par la DNAse

et le colloide électropositif. Les nucléoles furent marqués dans tout leur

volume sauf au niveau de leur couronne périnucléolaire (P1. 3 ; fig. a).

¢ - Foie de Rat

a -~ Résultats obtenus avec le tissu traité directement par

la solution colloidsle de pH 10,5. Seuls, le hyaloplasme et les lamelles ergas-—

toplasmiques présentdrent un dépbt de particules collofdales, celui-ci étant

toutefois plus dense sur les secondes structures.

B - Résultats obtenus avec le tissu digéré par ls DNAse et

traité par la solution collofdale de pH 10,5. Les cytoplasmes présentérent une

répartition de marqueur identique & la précédente. Les noyaux détinrent une

répartition homogeéne de particules colloidales au niveau de leur nucléoplasme,
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mais le dépbt de ces dernidres parut particulidrement dense sur les zones
périnucléolaires et périmembranaires. Seuls, les pores de l'enveloppe nucléaire
apparurent clairs et bien dessinés. Dang 1l'ensemble, les images rappeldrent
celles que l'on obtient lorsque 1l'on contraste la trace de la chromatine par
1'acétate d'uranyle et le citrate de plomb (Pl. 3 ; fig. b). Enfin, le réseau
fibrillo-granulaire du nucléole sembla marqué chez 30 p. 100 environ des noyaux

observés.

7y~ Résultats obtenus avec le tissu digéré par la DNAse et la

RNAse et traité par la solution colloidale de pH 10,5. Les images observées

ont été rigoureusement identiques & celles de l'expérience précédente.
q

d ~ Cellules HeLa. Les cellules Hela présenterent un marquage

identique & celui que nous avons décrit au sujet des hépatocytes de Rat sain,
toutefois, le dépdt de leurs zones périmembranaire et périnucléolaire fut un
peu moins prononcé & cause de la densité plus faible de leur hétérochromatine.
Dans les cellules en mitose, les chromosomes apparurent trés contrastés par

rapport aux régions interchromatiniemnes restées claires (Pl. 4 ; fig. a).

e ~ Glandes salivaires de larves de chironomes. Aprés la diges—

tion & la DNAse et l'action de la solution colloidale de pH 10,5, les chromo-
somes gdants présentdrent un dépdt trés dense de particules collofdales (Pl. 4 ;

fig. b).

f - Lgcherichis coli. Aprds la digestion & la DNAse et l'action

de la solution de pH 10,5, un dépdt granulaire fut observé sur tout le corps

bactérien sauf au niveau des zones nucléaires.

2 - Résultats obtenus avec le colloide de 1'étain

a - Cellules estérifides. La morphologie cellulaire parut

respectée d'une fagon satisfaisante par la méthode. Un marquage dense et continu
fut observé au niveau de la membrane de surface des cellules estérifides ; mais
les cellules témoing non estérifides ne présentérent que quelques dépdts épais
de particules colloidales sur leur membrane -gsemblant moins retenues par une
affinité quelconque que présentes i la suite d'un lavage inopérant- (Pl. 5 ;

fig. a, b et c).
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b - Cellules acétylées. Aucun dépdt de marqueur ne fut constaté

avec les cellules acétylées (Pl. 5 ; fig. d).

D - DISCUSSIONS

Les résultats précédents appellent les commentaires suivants :
1 - Le formaldéhyde de la fixation devrait théoriquement bloguer les groupes
aminés des protéines et introduire un important facteur d'erreur dans les résul-
tats des deux méthodes précédentes (FRENCH et EDSALL, 1945) (432). Cependant,
on peut considérer que ce facteur est négligeable, car la réaction est réver-
sible dans les conditions d'emploi du fizateur (fixzation effectude & 42 C
suivie d'un lavage d'une nuit du matériel) : de nombreux auteurs montrérent
que ce traitement histologique n'entrainait aucune modification significative
de la réactivité des radicaux basiques protéiniques, et PEARSE prouva que la
caséine isolée fixée de cette manidre ne détenait plus que 2,6 p. 100 d'aldéhy-

de liéaprés un lavage d'une heure et demie (PEARSE, 1960) (433).

2 -~ La capture du collofde I électronégatif & base de fer par les histones

de la chromatine nécessite une digestion préalable par la INAse pour deux
raisons : ce traitement élimine les groupements phosphoryle de 1'ADN et avec
eux la barriére de répulsion qui empéche les particules de se fixer sur les
radicaux basiques protéinigues ; et il libére les groupes aminés des histones
engagés dans une liaison ionique et hydrogéne avec les groupements O-phospho-
ryle de 1'ADN (LEWIN, 1969) (434) -le pourcentage des groupes masqués est

de 1l'ordre de 80 p. 100 ; c'est ce qui explique le marquage léger mais non
négligeable que l'on obtient malgré tout au niveau de la chromatine des nucléo~
les non traités par 1'enzyme-.

I1 peut sembler curieux que l'intensité de marquage des ribosomes
n'ait pas été dépendante du traitement par la RNAse, car l'on sait que les
protéines basiques de ces derniers sont probablement associées & des ARN
(PETERMANN, 1964) (435). BEn fait, cette indifférence peut s'expliquer par la
petite taille et la compacité de ces structures, interdisant toute pénétration
du colloide : son dépSt & leur surface atteint vraisemblablement trés vite la
saturation ; il ne peut donc traduire les variations de la densité des radi-

caux basiques sous-jacents.
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3 - Il est 1légitime de penser que les granules et les fibrilles du nucléolonéma
possédent des protéines basiques (MUNDELL, 1968) (436) ; on peut donc s!étonner
des résultats apparamment contradictoires qui ont été observés avec les nucléo-
les isolés et les nucléoles des hépatocytes coupés au cryostat : marquage nul
du réseau fibrillo-granulaire des premiers (P1. 2 ; fig. a) 3 marquage de cette
zone chez 30 p. 100 environ des seconds. En réalité, il est probable que le
plan de coupe contribue dans certains cas & éliminer les facteurs qui s'oppo-
sent & la fixation du marqueur dans cette région, en perturbant par exemple
l'organisation des macromolécules de cette dernidre ou encore en éliminant
certains radicaux qui exercent une répulsion sur le colloide ; ces facteurs

peuvent &tre, 4 notre avis, de trois ordres :

— Lo migration des particules colloidales peut &tre freinde
par le travail des forces de friction qui s'opposent & leur énergie de diffu-
sion.

- La barridre de potentiel, causée soit par les groupements
phosphoryle non masqués et les groupes carboxyle de la chromatine périnucléo-
laire non traitée par la IliAse, soit simplement par les derniers aprées 1'élimi-
nation de 1'ADN, peut empécher un certain nombre statistique de particules
électronégatives d'atteindre le centre du nucléole.

— BEnfin, la difficulté de marquage du réseau fibrillo-granulaire
peut &tre due & la nature et & la configuration spatiale des protéines acides
qui enrcbent les RNP granulaires et fibrillaires de cette zone (MARINOZZI et
BERNHARD, 1963) (437). Non seulement ces composés peuvent exercer une force de
répulsion sur le colloide électrondgatif, mais leur richesse en groupes sulfhy-
dryle et en "ponts" disulfures (SANDRITTER et KRYGIER, 1953) (438) laisse
présager un encombrement stérique tout & fait défavorable & l'accés du marqueur
vers les radicaux basiques sous~jacents.

L'influence des deux premiers facteurs est certainement négligeable, car la
répartition du colloide électropositif dans tout le volume nucléolaire ne souf-
rit jamais aucune exception (r1. 2 ; Tig. b), malgré la dimension de ses parti-
cules (sensiblement identique & celle du colloide électronégatif) et llexistence
d'une importante barritre de répulsion résultent notamment du démasquage des
radicaux basiques par la DNAse. Il est donc probable que ce sont les derniers

parametres qui exercent l'action la plus déterminante.
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4 - Lors de 1l'examen du collagéne natif traité par le colloide électronégatif
du fer, nous avons constaté que les particules colloidales étaient distribudes
préférentiellement selon une configuration hélicoidale (pas de 1'hélice ~+60 nm)
(P1. 1 ; fig. b). Ce résultat semble confirmer 1'hypothése émise & la suite

de certains travaux effectués notamment & 1'aide de la méthode de "coloration"
4 1'acide phosphotungstique (KUHN et al., 1957) (439), selon laquelle les
radicaux basiques appartenant plus particulitrement & la lysine de cette
scléroprotéine acide seraient répartis sur plusieurs bandes hélicoIdales (2 &

10) d'un pas moyen de 64 & 70 nm (selon 1'état d'hydratation).

5 ~ Deux remarques sont formulables sur les contrbles chimiques de la spécifi-
cité du colloide électronégatif & base de fer :

~ La rapidité de la désamination semble indiquer que les parti-
cules électronégatives sont préférentiellement captées par les groupements
lysyle (LILLIE, 1958 (440) ; DEITCH, 1961 (441)).

~ Bt le léger affaiblissement du marquage observé aprés lloxyda-
tion & la ninhydrine (Tableau III ; p. 81) peut s'expliquer par l'action
hydrolysante que cet agent exerce sur certaines protéines, et par la perte
subséquente d'une petite quantité de fonctions acides (PUCHTLER et SWEAT, 1962)
(442).

6 - Seuls les composés porteurs de groupements lysyle, guanidyle et histidyle
sont susceptibles d'étre révélés a pH 10,5. Dtune part, les deux autres
catégories importantes de substances détenant des groupes basiques (osamines
glycanniques et phospholipides) ne peuvent capter le colloide électronégatif
du fer & ce pH pour les raisons suivantes : la plupart des phospholipides ont
un point iscionique acide ou se comportent comme des "zwitterioné'pratiquement
neutres & cause de leur base forte et de leur acide fort —c'est le cas des
lécithines et des sphingophospholipides- ; et les radicaux cationiques des
sucres aminés ont généralement un pKa trés bas, voisin de 7 & 202 C. D'autre
part, la délocalisation électronique des chaines polypeptidiques abaisse le
pKa des radicaux aminés terminaux bien en dessous de la valeur moyenne qui
est généralement la sienne quand les acides aminés ne sont pas conjugués,
comme on peut d'ailleurs en juger par les quelques données suivantes détermi-

nées & 252 C par STEINHARDT et BEYCHOK (1964) (443) :
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Aanine Xa : 9,69
L-Alanyl-L-alanine 8,14
L=Al anyl-L-alanyl-L=alanine 8,03
L-Alanyl~L~alanyl-L-alanyl-L-alanine 7,94

7 - La présence des groupements de point isoionique élevé dans une structure
tissulaire n'est pas une condition suffisants pour obtenir un marquage déce-
lable au microscope électronique avec le colloide électronégatif du fer, car
le point isoionique total de la zone ol sont localisées ces fonctions peut
8tre abaissé par la présence d'un compogsé trés acide interpénétirant ses

groupes avec les précédents.

8 —~ En révélant les groupements de point isoionique élevé, le colloide élec-
tronégatif du fer peut traduire la présence de deux sortes de structures :
des véritables entités protéiniques basiques plus ou moins facilement isola=—
bles par les méthodes physico-chimiques ; ou des composantes protéiniques
basiques formées & la suite de la distribution ou de l'orientation particu-~
lidre de certains groupes appartenant i des protéines acides (nous avons déja
envisagé cette hypothése dans 1'introduction de cette section). Le cas
intéressant du collagéne natif fournit un exemple trés démonstratif de la

seconde éventualité (voir le commentaire 4).

9 - Enfin, le dépdt treés faible, presque inexistant, de l'hydroxyde de fer
électropositif au niveau de la couronne périnucléolaire dépourvue de son ADN
-3 la suite de la digestion DNAsique-(Pl. 3 ; fig. a) semble prouver llaffini-
té du colloide pour les groupes phosphoryle des acides nucléiques, contraire~
ment aux dires de certains auteurs (GANTER et JOLLES, 1969) (444) (voir le
chapitre 3 ; p. 175) .

E - CONCLUSIONS

Compte tenu des remarques que nous avons exprimées, on peut
considérer que les résultats précédents confirment ce qui avait été prévu

par la théorie primitive exposée dans les généralités :
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1 - Le colloide I électronégatif i base de fer (diambtre des particules o
4 nm) est susceptible de révéler au microscope électronique deux catégories
de composés tissulaires :

- Les protéines totales (1'ensemble des protéines acides et
basiques) =le colloide marque l'ensemble des groupements basiques protéini-
ques dans le cas idéal (protéines possédant la totalité de leurs fonctions
acides ; pH d'application &: pla des protéines les plus acides) ; cette
propriété reste donc valable pour les protéines préalablement estérifiées
(1e pH a'application peut alors 8tre beaucoup plus élevé)-.

- Et les protéines basiques ou les composantes protéiniques
basiques appartenant & des protéines acides (pH d'application s»s pla des

groupements de ces composés).

2 - L'acide o-gtannique colloidal (diamétre des particules au microscope
électronique ~~1 nm) convient pour la mise en évidence de l'ensemble des
protéines tissulaires dans les conditions précédemment définies ~il est capté

sélectivement, en effet, par les groupements basiques tissulaires-.

ITT - APPLICATIONS

A - INTRODUCTION

Pour étudier l'organisation de la membrane de surface, nous
avons appliqué les deux colloides du fer et de 1'étain en tenant compte des
conditions précédemment définies. Les deux marqueurs ont été utilisés pour
déterminer la disposition de 1l'ensemble des protéines du glycolemme et du
plasmolemme ; et le premier a été employé pour déceler la présence des
groupements de point isoionique élevé au niveau de la zone périphérique

hydrophile,

B ~ MATERIEL, METHODES ET RESULTATS

1 ~ Etude de la dispogition des protéines de la membrane de surface

a - EBtude réalisée & 1l'aide du colloide I électrondgatif & base

de fer

a - Protocole expérimental

~ Matériel. Les expériences qui suivent ont été effectuées sur

les tissus et les souches cellulaires suivants : foie de Rat Wistar sain
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adulte ; fibroblastes embryonnaires de Souris Swiss saines sacrifiées apreés

10 jours de gestation, cultivés dans le milieu H.L.E.G. et prélevés en couche
confluente (stade de 1'inhibition de croissance par densité) ou en phase
exponentielle de croissance par grattage dans une solution de HANK ajustée

4 pH 7 avec du bicarborete de sodium ; cellules Hela et KB cultivées de la
méme manidre et prélevées en phase exponentielle de croissance ; cellules du
carcinome ascitique d'EHRLICH greffées chez la Souris Swiss et C 57 femelle,
prélevées 7 jours aprés leur injection intrapéritonéale et recueillies dans

la solution de HANK ; et cellules de 1l'hépatome ascitique de ZAJDELA ponction-

nées et recueillies de la méme manidre.

— Matériel traité directement par la solution colloidale de

pH 4,5. Dés leur prélévement, les fragments de foie furent fixés par la
solution de formaldéhyde tamponnée (& 10 p. 100) pendant 2 heures & 42 C, puis
coupés au cryostat de PEARSE a - 202 C (coupes de 20 e.recueillies dans le
tampon de SOERENSEN ). Les coupes et les cellules furent ensuite fixdes &

49 C par la solution de formaldéhyde -2 heures pour le foie et 4 heures pour
les cellules-, lavées dans un tampon de pH 4,5 formé de phosphate disodique,
d'acide citrique et de soude (voir le paragraphe II ; p. 76), traitées sous
agitation par la solution colloidale de pH 4,5 pendant 20 heures & 42 C,
lavées & nouveau par le tampon témoin de pH 4,5 et le tampon de SOERENSEN,
post-fixdes pendant 4+ heure par le tétroxyde d'osmium (& 1 p. 100 dissous
dans ce dernier), déshydratées par 1'éthanol, incluses dans 1'Epon et obser—

vées au microscope électronique.

— Matériel traité par la neuraminidase et par la solution colloi-

dale de pH 4,5. Les fragments de tissu furent fixés et coupés comme précédem—

ment (les coupes étant recueillies dans un tampon de pH 5,5, eoétate de so-
dium 0,05 M contenant 1 p. 100 de chlorure de sodium et 0,1 p. 100 de chlo-
rure de calcium)), les cellules trajtdées par le méme fixateur pendant'% heure
4 49 C et lavées dans le tampon de pH 5,5, puis les coupes et ces derniéres
furent traitées en suspension et sous agitation, pendant 4 heures a 379 C,

par une sclution de neuraminidase du Vibrio cholerae (neuraminidase LIGHT

3 125 U/ml) ou par la solution témoin de pH 5,5, lavées dans le tampon de
SOERENSEN, fixdes & nouveau par le formaldéhyde & 42 C -2 heures pour les
coupes et 3 heures ¢t demie pour les cellules-, lavées abondamment dans le

tampon de SOERENSEN pendant {1 heure & 4¢ C, lavées dans le tampon de pH 4,5
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déja cité, traitées sous agitation par la solution colloidale de pH 4,5
pendant 20 heures & 49 C, lavées, post~fixées, déshydratées, incluses et

obgervées comme précédemment.

— Matériel estérifié et traité par la solution collofdale de
pH 4,5 ou 9. Les coupes de foie (effectudes comme précédemment et recueil-
lies dans le tampon de SOERENSEN) et les cellules furent fixdes & 42 C par

la solution de formaldéhyde -2 heures pour le tissu et 4 heures pour les
cellules—-, lavées abondamment dans le tampon de SOERENSEN pendant 1 heure &
42 C, déshydratées par 1'éthanol, traitées pendant 17 heures, a 602 C,

par 1'éthanol témoin ou le mélange de méthanol et d'acide chlorhydrique déja
défini afin d'&tre estérifides (Paragraphe II ; p. 76), réhydratées, lavées
dans le tampon de pH 4,5 ou 9 cité précédemment (Paragraphe II ; p. 76),
traitées sous agitation par la solution colloidale de pH 4,5 ou 9 pendant

1 heure 2 42 C (durée déterminde afin de ne marquer que la membrane de sur—
face), lavées, post-fixées ou non, déshydratées, incluses et observées sui~
vant un protocole déja exposé aprés avoir été contrastées ou non par llacé-

tate d'uranyle et le citrate de plomb.

- Matériel estérifié, délipidé et traité par la solution colloT-

dale de pH 4,5. Le protocole se composa des différentes phases précédentes

et d'une délipidation réalisde juste aprds le stade de l'estérification

de la fagon suivante : par 1'éthanol pur pendant 6 heures & 602 ¢ ; ou par
un mélange de chloroforme et d'éther (1/1) pendant 3 heures & la température
ordinaire ; ou encore par un mélange de chloroforme et de méthanol (1/1)

pendant 3 heures & 602 C.

— Matériel traité par la phospholipase €, estérifié et traité

par la solution collofdale de pH 4,5. Les coupes de foie (réalisdes comme

précédemment et recueillies dang un tampon TRIS (%)) et les cellules (préala-
blement lavées dans le méme tampon) furent soumises pendant {1 heure, & 372 C,
a4 1taction du tampon TRIS témoin ou de la phospholipase C du Clostridium
welchii ~dissoute dans ce dernier & raison de 1 mg d'enzyme pour 20 ml de

solution (phospholipase C SIGMA & 1 U/mg)-, lavées dans le tampon de

(*) Pour 100 m1 : TRIS (hydroxyméthyl amino méthane) : 0,060 g ; chlorure
de calcjum : 0,044 g ; la solution est ajustée & pH 7 avec de llacide

chlorhydrique concentré.
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SOERENSEN et traitées suivant le protocole qui fait suite au mode d'obtention
des coupes du paragraphe "Matériel estérifié et traité par la solution colloi-
dale de pH. 4,5 ou 9" (p. 89) -seule, fut appliquée la solution collofdale de
pH 4,5-.

B8 - Résultats

— Résultat obtenu avec le matériel traité directement par la

solution colloidale de YH 4,5. La morphologie cellulaire fut convenablement

respectée par la méthode, mais aucun dépdt de particules colloidales n'apparut

au niveau des membranes de surface (Pl. 6 ; fig. a).

— Résultat obtenu avec le matériel traité par la neuraminidase

et la solution colloidale de pH 4,5. Les glycolemmes des cellules examinées

présentdrent un dépdt fin, granulaire et peu régulier de marqueur (Pl. 6 ;

fig. o).

- Résultat obtenu avec le matériel estérifié et traité par

la solution colloidale de pH 4,5. Un dépbt épais, dense, régulier et granulaire

fut constaté au niveau du glycolemme et d'une partie du plasmolemme -vraisembla~
blement le feuillet plasmique externe— des cellules normales et tumorales.

Sa répartition semble relativement continue et se superposa & la zone contras-
tée par 1llacétate d'uranyle et le citrate de plomb de la périphérie cellulaire

(P1. 7, 8 et 9).

— Résultat obtenu avec le matériel traité ou non par la phos-

pholipase ¢ et estérifié, ou délivpidé ou non et estdrifié, puis traité par la

solution colloidale de pH 4,5 ou 9. Aucune différence n'a été observée entre

les marquages de ces expériences et ceux qui ont été décrits dans le paragraphe

précédent (P1. 10).

b -~ Btude effectuée & 1l'side de llacide d-stannigque colloidal

o - Protocole expérimental. Le matériel précédemment cité (p. 87)

fut estérifié, traité par la solution d'acide o-stannique colloidal ajustée
aux pH de 7 et 9 (Paragraphe II ; p. 78), post-fixé ou non par le tétroxyde

d'osmium et contrasté ou non par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb.

B - Résultats. Comme précédemment, un marquage épais, dense et
régulier apparut au niveau du glycolemme et d'une partie du plasmolemme

~vraisemblablement le feuillet plasmique externe~ des cellules normales et
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tumorales, mais sa répartition sembla moins granulaire, plus uniforme et plus

continue (P1. 11).

2 - Recherche des groupements de point iscionique élevé au niveau de la zone

périphdérique hydrophile

a - Protocole expérimental

@ - Matériel. Les expériences qui suivent ont été effectuées

sur le matériel précédemment cité (p. 87).

B - Matériel traité directement par la solution du colloide

dlectronégatif & base de fer ajustée & pH 8, 9 et 10. Dés leur prélévement,

les fragments de tissu furent fixés par le formaldéhyde tamponné pendant

2 heures & 42 (¢, puis coupés au cryostat. Les coupes et les cellules furent
ensuite fixdes & 42 C par le formaldéhyde -1 heure pour le foie et 3 heures
pour les cellules—, lavées abondamment dans le tampon de SOERENSEN pendant

1 heure & 49 C, lavées dans un tampon formé de phosphate disodique, d'acide
citrique et de soude ajusté au méme pH que la solution colloidale (voir le
paragraphe II ; p. 76), traitées sous agitation par la solution colloldale
ajustée aux pH 8, 9 ou 10 pendant 20 heures & 42 C, lavées de nouveau dans le
tampon de mémes pH que ces solutions, lavées dans le tampon de SOERENSEN,
post-fixdes ou non, déshydratées, incluses dans 1l'Epon et observées au micros-
cope électronique aprés avoir été contrastdes ou non par l'acétate d'uranyle

et le citrate de plomb.

Qf— Matériel traité par la neuraminidase et par la solution

colloidale ajustée & pH 8, 9 ou 10. Les fragments de foie furent fixés et

coupés comme précédemment (les coupes étant recueillies dans le tampon de
pH 5,5 déja défini ; p. 88), les cellules traitées par le méme fixateur pendant
4 heure & 42 C et également lavées dans ce tampon, puis les coupes et ces

dernidres furent soumises & l'action de la neuraminidase du Vibrip cholerae

ou de la solution témoin suivant un protocole exposé plus haut, lavées dans
le tampon de SOERENSEN, fixées & nouveau par le formaldéhyde & 42 C -1 heure
pour les coupes et 2 heures et demie pour les cellules-, lavées abondamment
dans le tampon de SOERENSEN pendant 1 heure & 42 C et dans le tampon témoin
de méme PH que la solution colloidale, traitées par la solution colloidale,
post~-fixdes ou non, déshydratées, incluses et contrastées ou non suivant le

processus déerit dans le paragraphe précédent.
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b - Résultats

® - Résultat obtenu avec le matériel traité directement par

les solutions colloidales de pH 8, 9 ou 10. Aucun dépdt de colloide ne fut

observé au niveau de la membrane de surface des cellules.

B - Résultat obtenu avec le matériel traité par la neuramini-

dage et la solution colloidale de pH 8, 9 ou 10. Legs hépatocytes de Rat sain

et les cellules ascitiques présentérent un dépdt fin et réparti de place en
place au niveau de leur glycolemme ; mais aucun marquage ne fut constaté sur
la membrane de surface des autres souches cellulaires (Pl. 12, 13 et 14 (fig. a

et b)).

C ~ DISCUSSICNS

Un certain nombre de remarques peuvent &tre formulées au

regard des résultats précédents :

1 - Le dép8t du colloide & base de fer est beaucoup plus large quand les
cellules sont estérifides ; il est réparti sur la totalité du glycolemme et
semble m8me pénétrer dans la partie externe du plasmolemme. Ce traitement
est donc nécegsaire pour annuler les forces répulsives exercées par les fonc-
tions acides de la membrane de surface sur les particules colloidales.
La densité du marquage ne semble d'ajilleurs pas dépendre du pH de la solu-
tion colloidale ni de 1'élimination des phospholipides ou de leurs groupe-
ments cationiques par la délipidation ou ltaction de la phospholipase C.
Ceci peut &tre expliqué par les trois causes suivantes :

— La technique n'est probablement pas assez sensible pour
traduire la perte de ces composés.

- Une grande partie des phospholipides est certainement
extraite au cours de 1l'estérification par le méthanol.

— Et la plupart des osamines glycanniques détenues par les

membranes cellulaires sont N-acétylées.

2 - Le marquage de la membrane de surface des cellules estérifides par le
colloide du fer est difficile & interpréter & cause du diamétre des particu-
les de ce dernier (my 4 nm) (P1. 9), mais il en est autrement des traces

obtenues avec l'acide a-stannique colloidal. Le dépbt est ici beaucoup plus
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uniforme et moins granulaire et rescemble davantage & une imprégnation clas-
sique. Il est constitué par un ensemble de petites condensations trées contras-
tées, dont la disposition semble démontrer l'existence d'une distribution
continue de protéines dans les régions marquées (le glycolemme et vraisem—
blablement le feuillet plasmique externe) (Pl. 11). Néanmoins, ces résultats
doivent &tre analysés avec beaucoup de prudence, car 1l'élimination d'une gran-
de partiec des lipides lors de l'estérification par le méthanol, la polymérisa-
tion tridimensionnelle de 1'Epon au cours de l'inclusion et 1l'action du fixa-
teur peuvent perturber 1l'organisation des protéines et la répartition des
particules colloidales (1e glutaraldéhyde, par exemple, fait perdre environ

20 p. 100 de conformations hélicofdales aux protéines des membranes érythro-
cytaires quand il est employé seul, et 70 p. 100 quand son application est
suivie par une post-fixation par le tétroxyde d'osmium (LENARD et SINGER,

1968) (445)).

3 - Afin d'effectuer une étude complémentaire de la répartition des protéines
totales de la membrane de surface en révélant leurs groupements carboxyle,
nous avons appliqué une solution d'hydroxyde de fer colloidal au matériel
cellulaire déja cité aprés avoir acétylé ses radicaux aminés. Aucun marquage
n'a été observé par cette méthode. Il est possible que le résultat négatif
soit dfi & 1l'action de 1l'anhydride acétique et de la pyridine employés au

cours du traitement, car un certain nombre d'auteurs montréerent que ces compo-
sés avaient la propriété de bloquer les groupements carboxyle des "mucines"
métachromatiques en lactonisant vraisemblablement leurs acides sialiques
(TERVER et LEV, 1963 (446) ; MATERAZZI et FERRETTT, 1969 (447)). La suppression
des groupes acides et basiques du glycolemme pourrait avoir pour effet, en
créant une zone neutre & la périphérie des cellules, d'empécher 1l'accés des
particules colloidales vers les sites restés négatifs du plasmolemme sous-—

Jjacent.

4 - Nous avons vu précédemment que 1'élimination de l'acide sialique favori-
sait le marquage du glycolemme des cellules quand celles-ci étaient traitées
par un colloide électronégatif. Ceci confirme les travaux de GASIC et al.
(1968) (448) et de WEISS et al. (1968) (449) (voir les généralités ; chapitre
second ; D. 57), et prouve que les groupements basiques protéiniques du glyco-
lemme sont localisés dans la rdgion sous~jacente & la zone superficielle qui

détient la plupart des groupes sialosyle.
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Si l'on tient compte de ce résultat et de ce qui a déja été dit dans 1'intro-
duction de cette section et dans la discussion du paragraphe II (p. 71 et 86),
la mise en évidence sur les hépatocytes du Rat et sur les cellules ascitiques
de groupements de point isoionique élevé (P1. 12 et 13) peut avoir deux
significations : elle traduit l'existence de certaines protéines basiques
localisées sous la couche la plus superficielle du glycolemme de ces cellules
~il pourrait stagir de protéines basiques semblables & celles qui composent
en grande partie, par exemple, la fraction protéinique soluble de la membrane
de surface du foie de Rat (BENEDETTI et EMMELOT, 1968) (450), car il est
possible due certaines de ces dernieres soient d'origine membranaire~ ; ou
révele la présence de groupements acides et basiques (1ysy1e, guanidyle et
histidyle) appartenant & des protéines acides, orientés ou distribués d'une
fagon particulidre sous cette zone. La seconde éventualité peut &tre due & la
conformation propre des membranes de surface, mais elle peut résulter aussi
d'une perturbation de la structure de certaines protéines causée par deux

facteurs d'erreur :

— L'action du formaldéhyde au cours de la fization des cellules

(voir le paragraphe 2 de cette discussion ; p. 93).

— Et la réorientation de certains groupes & la suite de
1télimination sélective de l'acide sialique par la neuraminidase (WARD et
AMBROSE, 1969) (451).

5 - La solution du collevide I électronégatif & base de fer ajustée & diffé-
rents pH basiques (10, 9 et 8) a été appliquée & des membranes de surface
isolées du foie de Rat Wistar sain (Section 3 ; p. 103), mais aucun marquage
n'a été constaté sur le matériel ainsi traité. Seuls, quelques dépdts de
particules colloidales disposds sur les deux faces de ces membranes, notamment
au niveau des "tight junctions", furent parfois observés quand celles-ci

furent traitées par la neuraminidase du Vibrio cholerae (4 heures & 379 C)

et le marqueur au pH de 4,5 (Pl. 14 ; fig. c). Ceci semble démontrer que la
quantité de protéines basiques ou la densité des composantes protéiniques
basiques de leur face interne est nulle ou insuffisante pour &ire décelée par

la méthode.
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D - CONCLUSIONS

Cing conclusions peuvent &tre formulédes & partir des résultats

précédents :

1 - Le colloide I électronégatif & base de fer ne peut donner aucun renscigne-
ment précis sur la disposition des protéines de la membrane de surface & cause

du diametre trop important de ses particules ( ~J 4 nm).

2 - L'acide a-stannique colloidal fournit, sinon des preuves, du moing des
présomptions sur leur répartition grice & la taille relativement petite de

ses micelles (diamdtre - 1 nm au microscope électronique). Il nous a permis
de montrer qu'elle semblait continue au niveau du glycolemme et du plasmolemme
(tout au moins au niveau du feuillet plasmique externe) des cellules étudides
(normales et tumorales) ; mais ce résultat doit 8tre ndanmoins considéré avec

beaucoup de prudence.

3 ~ Les groupements basiques protéiniques du glycolemme des cellules examinées
(normales et tumorales) sont localisés dans la région sous-jacente a la gzone

glycannique superficielle qui détient une grande partie des groupes sialosyle.

4 - Seuls, les hépatocytes du Rat normal et les cellules ascitiques possedent
au niveau de leur glycolemme des groupements de point isoionique élevé d'origi-

ne protéinique décelables par le colloide électronégatif du fer.

5 - La face interne du plasmolemme des hépatocytes du Rat normal ne détient

aucun groupement de point isoionique élevé décelable par le marqueur précédent.

3.~ REPARTITION DES PROTEINES DE LA MEMBRANE DE SURFACE

Dans le travail précédent, nous avons montré que les hépatocytes
du Rat normal (et les cellules ascitiques) possédaient une composante protéi-
nigue basique dans leur zone périphérique hydrophile -celle-ci pouvant traduire
la présence d'une véritable entité protéinique basique, ou correspondre a
l'orientation ou & la distribution particuliere de certains groupements (acides
et basiques) appartenant & des protéines acides- mais non au niveau de la face

interme de leur plasmolemme. La répartition des radicaux aminés sur les deux
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surfaces de ce dernier est donc asymétrique ou symétrique suivant la validité
de la premiére ou de la seconde éventualité. Afin 4'éprouver les deux hypothé-
ses et de préciser ainsi la nature de la composante basique des cellules de ce
type, nous allong révéler les précédents radicaux & 1l'aide d'une méthode fondde
sur la capture d'un colloide électronégatif du fer réalisé et appliqué dans des
conditions particulidres (nous 1'appellerons "colloide II électronégatif du fer"

pour le différencier du précédent).

I - MISE AU POINT DE LA MBETHODE

A - INTRODUCTION

La révélation des groupements cationiques de la membrane de surface
par le colloide I électronégatif du fer nécessite une estérification compléte
des fonctions acides membranaires (Section 2% D. 90). Or, nous avons constaté
que le traitement est inapplicable aux membranes isolées, car il a la propriété
de les agglutiner en pelotes compactes —qu'aucune réhomogénéisation ne parvient
ensulte & désagréger- et & rendre ainsi impossible toute pénétration des parti-
cules colloidales. Pour résoudre le probléme précédemment posé, nous avons donc
recherché un colloide électronégatif dont la solution puisse avoir un pH qui
rende négligeable les forces ioniques de répulsion exercées par les groupes
anioniques (pH <:1). La possibilité de 1la mise au point d'un tel systéme nous
fut offerte indirectement grice aux observations de GASIC et al. (1968) (452).
Ces auteurs avaient constaté que le marquage de la surface cellulaire par une
solution d'hydroxyde de fer colloidal ajustée & un pH inférieur & 1 (avec de
ltacide chlorhydrique) ne semblait pas affaibli quand les cellules étaient
préalablement traitées par la neuraminidase. Nous ayant intéressé a leurs
travaux pour mettre au point une méthode de révélation des groupes sulfuryle
au microscope électronique (encore ionisés & un pH trés acide), nous avons
repris leurs expériences, constaté que le marqueur se fixait en réalité sur
les groupements basiques de la membrane de surface, et effectué une étude

exhaustive des conditions de son obtention et de sa spécificité.

B -~ MATERIEL ET METHODES

1 — Préparation et stabilité du systéme colloidal

La solution d'hydroxyde de fer colloidal (1,7 g de fen/litre) a été

réalisée suivant le protocole qui est déerit dans le troisidme chapitre (p. 150).
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Nous avons étudié sa stabilité en milieu chlorhydrique en lui
ajoutant lentement, sous agitation, de l'acide chlorhydrique de concentration
croissante -variant de 0,1 & 3 moles/litre- dans un rapport de volumes de 1/1,
puis en effectuant des mesures de turbidité, & 400 nm et & température constan-
te, avec un spectrophotometre C. ZEISS PMQ II. Elle fut réguliérement décrois~
sante pour les concentrations de 0,1 & 0,8 moles d'acide chlorhydrique ajouté
par litre, la floculation prenant naigsance au bout d'un temps s'échelonnant
de 24 & 4 heure environ ; une turbidité presque instantande fut constatée

pour les valeurs supérieures (Tableau IV ; p. 98).

2 - Propriétés électriques du systéme colloidal

Le comportement dang un champ électrique de chaque solution stable
a été déterminé par électrophorése & l'aide d'un tube en U, Pour les concentra-
tions supérieures ou égales & 0,4 moles d'acide chlorhydrique par litre, nous
avons observé un ménisque de marqueur de couleur acajou au niveau de 1'élec-
trode de platine positive. Sa localisation prouve le renversement de la charge
de 1l'hydroxyde de fer collofdal par les ions C1 et 1'électrondgativité du
nouveau colloide (Tableau IV ; p. 98).

C - RESULTAT
Nous avons choisi le systéme colloidal électronégatif qui possede

les caractéristiques suivantes : concentration de l'acide chlorhydrique ajouté

.

0,7 mole/litre ; pH : 0,8 ; durée de stabilité : environ | heure ; car la
seconde valeur rend négligeable l'ionisation de la plupart des fonctions acides
des structures cellulaires, et la troisidme est suffisamment élevée pour

permettre la pénétration et la fixation du colloide dans ces derniéres.

IT - SPECIFICITE DE T.A METHODE

A -~ TNTRODUC TION

Nous avons précisé la nature des groupements ioniques qui ont la
propriété de fixer sélecti&ement le colloide précédent par deux gortes de
contrdles :

— Des contrbles effectuds in vitro sur des polyanions (acide
hyaluronique, sulfate de polyvinyl) et un polycation (polylysine) dissous dans

la gélose.
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TABLEAU IV

Action de l'acide chlorhydrique sur l'hydroxyde de fer colloidal (1,7 g de fer/litre)

. . Vs : n s : :
Conc\,ntra-tlon de. 1 5301de oH du . Stabilité . Mobilité : Charge
chlorhydrique ajouté au N du
systéme collofdal (moles/ systeme : systéme : du : du

. colloidal - : colloide : colloide
lltre) . colloidal . .
* Turbidité
0,1 1,2 °  au bout de | + —‘-
: © 24 heures |
0,2 : * Turbidité o
; ‘ aubout de | —— | -
0,3 o 12 heures | '
0.4 : { o Turbidité
’ : *  au bout de
0,5 . : 6 heures -
0,6 : : i :
0.1 0,8 ' Turbidité P
0,8 . a111 bout de . .
. % heure . .
l_ ______________ . _ . D S _ P ___
0,9 : : :
1 : :  Turbidité :
: : presque : :
2 : : instantanée
3 : 0,2 :
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— Bt des contrdles réalisés in situ sur des cellules du carcinome
ascitique d'EHRLICH préalablement estérifides, acétylées ou traitées par cer—

tains enzymes (neuraminidase et phospholipase c).

B - MATERIEL, METHODES ET RESULTATS

1 - Contr8les effectuds in vitro

a - Protocole expérimental. Des solutions aqueuses d'acide hyalu-

a

ronique & 1 p. 100, de sulfate de polyvinyl & 5 p. 100 et de polylysine &
2 p. 1000furent mélangées & chaud avec de la gélose (solution d'agarose 3

10 p. 100 dans 1l'ecau) dans un rapport de volumes de 1/1, puis les coupes des
culots ainsi formés, réalisées au cryostat de PRARSE & -~ 202 C (coupes de 1OC1),
furent recueillies dans l'eau distillée, lavées dans l'acide chlorhydrique

4 1 p. 100, traitées pendant 1 heure & 49 C par la solution colloidale définie

précédemment, lavées & nouveau dans l'acide chlorhydrique (3 1 p. 100) et

observées en tubes & essais.

b - Résultats.Nous avons constaté que les coupes de polylysine

, BUS
étaient fortement marquées par le colloide ~leur suspension prit une teinte (/'Q\y
acajou foncé-, contrairement & celles qui contenaient 1l'acide hyaluronique

et le sulfate de polyvinyl (Pl. 15 ; fig. a).

2 - Contrfles effectuds in situ

a - Bstérification

o - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent fixées

pendant 4 heures & 42 C par la solution de formaldéhyde tamponnée (i 10 p. 100),
lavées dans le tampon de SOERENSEN pendant 1 heure & 42 C, déshydratées par
1téthanol, estérifiées pendant 17 heures & 602 C par la méthode décrite dans

la section 2 (p. 76) ou traitées par de 1'éthanol témoin pendant le méme temps,
réhydratées et lavées dans une solution d'acide chlorhydrique & 1 p. 100,
traitées pendant 1 heure & 42 C par la solution colloidale de marqueur électro-
négatif, lavées & nouveau dans l'acide chlorhydrique (& 1 p. 100), lavées dans
le tampon de SOERENSEN, post—fixées pendant + heure par le tétroxyde d'osmium
(2 1 p. 100), déshydratées par 1'éthanol, incluses dans 1'Epon, coupdes et
observées apres imprégnation ou non par 1'acétate d'uranyle et le citrate de

plomb.
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B - Résultats. Bien que les cellules parurent assez 1ésées par le
PH trés acide du marqueur, leur aspect resta néanmoins satisfaisant pour ce
genre d'étude cytochimique. Nous avons constaté l'existence d'un dépSt granu-~
laire, relativement épais et continu de colloide au niveau du glycolemme des
cellules témoins ou estérifides, d'une densité identique dans les deux cas

(P1. 15 ; fig. b et c).

b ~ Acétylation

a - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant

5 heures & 42 C par la solution de formaldéhyde tamponnée, lavées dans le
tampon de SOERENSEN pendant { heure & 492 C, déshydratées par 1'éthanol, lavdes
par la pyridine, acétylées pendant 6 heures & 602 C ou traitées par la pyri-
dine témoin (Section 2 ; p. 78), réhydratées et traitdes suivant le protocole

qui suit l'estérification de 1l'expérience précédente.

B - Résultats. Comme précédemment, les cellules parurent assez
1lésées par les divers traitements chimiques qu'elles eurent & subir., Nous
avons observé un dépdt granulaire, dense et continu de colloide au niveau du
glycolemme des cellules témoins ; mais pratiquement aucun marquage n'a été

constaté sur les cellules acétylées (P1l. 15 ; fig. d).

¢ — Traitement par la neuraminidase

a - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant

% heure & 42 C par la solution de formaldéhyde tamponnde, lavées dans le tampon
de SOERENSEN, traitées, pendant 4 heures & 372 C par la solution de neuramini-

dase du Vibrio cholerae (neuraminidase LIGHT & 125 U/ml) ou par la solution

témoin de méme pH (Section 2 ; p. 88), lavées & nouveau dans le tampon de
SOERENSEN, fixées par la solution de formaldéhyde pendant 3 heures et demie
& 42 C, lavées dans ce tampon (pendant {1 heure & 42 C) et dans 1l'acide chlo—
rhydrique & 1 p. 100, soumises & l'action du marqueur électronégatif, post-

fixées, déshydratées, incluses et observées suivant un protocole déja décrit.
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B -~ Résultats. Aucune différence n'a été observée entre la densi-
té du marquage des cellules témoins et la densité de celui des cellules ayant

été soumises & l'hydrolyse enzymatique (Pl. 15 ; fig. e).

d - Traitement par la phospholipase C

a - Protocole expérimental. Les cellules furent soumises, pendant

1 heure & 372 C, & l'action de la phospholipase C du Clostridium welchii
(phospholipase C SIGMA & 1 U/mg) ou du tampon TRIS témoin déja défini (Section2 ;
p. 89), lavées dans le tampon de SOERENSEN, fixdes par la solution de formal-
déhyde pendant 4 heures & 42 C, lavées & nouveau dans ce tampon (pendant

{1 heure & 42 C) et dans 1'acide chlorhydrique, traitées par le marqueur
dlectronégatif, post~fixées, déshydratées, incluses et observées suivant le

protocole précédent.

B ~ Résultats. La densité du marquage des cellules témoins fut
pratiquement identique & celle des cellules traitées par 1'enzyme (P1. 15 ;

fig. f).

C - DISCUSSIONS

1 - Nous avions vu précédemment (Section 2 ; p. 92) que 1'indépendance de la
densité de marquage du colloide I électronégatif & base de fer vis-a-vis des
phospholipides pouvait s'expliquer de deux fagons : par la sensibilité trop
faible de la technique ; ou par 1'élimination d'une grande partie des
lipides au cours de l'estérification. Or, bien que ce traitement n'ait pas
été cette fois utilisé, le phénoméne vient d'&tre également constaté avec le
présent colloide. Ceci tend & prouver que les deux méthodes n'ont pas une

sensibilité suffisante pour traduire la présence de ces composés par une den-—

s8ité relative de marquage.

2 - L'indifférence du marquage du colloide I électronégatif & base de fer &
la déphospholipidation de la membrane de surface est une raison suffisante
pour prouver que celui-ci révele sélectivement les groupements basiques
protéiniques de cette zone ; ceci n'est pas vrai avec la présente méthode.

Au pH trées acide ol est appliqué cette derniére, il est possible que la haute
concentration des ions hydrogéne protonise les radicaux hydroxyle des

chaines osidiques :
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Le marquage qui peut s'en suivre de ces groupements glycanniques n'est pas
décelable aprés l'acétylation, car le traitement posséde également la proprié-
té de bloquer les radicaux hydroxyle des sucres par lactonisation (Section 23
D. 93). Dans le doute de son existence, il faut donc admettre que le colloi-
de II électronégatif du fer ne révele les protéines totales de cette zone

qu'en premiére gpproximation.

3 - Le marquage observé & fort grossissement présente une épaisseur importante
et irrégulidre. Son profil trés ondulé est en faveur d'une structure en

touffes du glycolemme des cellules ascitiques (Pl. 16 ; fig. a et b).

D - CONCLUSIONS

L'ensemble des contrSles précédents confirme ce qui pouvait

&tre supposé eu égard & la charge électronégative des particules colloidales
celles—ci sont théoriquement susceptibles de se fixer sur tous les groupe-
ments bagiques des membranes de surface. L'influence des groupes cationiques
phospholipidiques est négligeable, mais celle des glycannes -peut &tre ioni-
sés au pH treés acide de la solution colloidale- n'a pas été appréciée. Cette
nouvelle méthode cytochimique ne réveéle donc les protéines totales de la

membrane cellulaire gqu'en premiére approximation.

IIT - APPLICATIONS

4 ~ INTRODUCTION

La résolution du probléme exposé dans les généralités de ce
chapitre nécessitait la révélation sélective des radicaux basiques protéini-
ques localisés exclusivement au niveau des deux faces de la membrane de sur-
face (des hépatocytes du Rat). Le colloide II électronégatif du fer a donc
été appliqué pendant un temps relativement court afin d'éviter le marquage
de la totalité des polypeptides de cette zone, et l'origine des groupes mis
ainsi en évidence a été contrflée —en premiére approximation— en supprimant
le r8le ou la présence de ses phospholipides & l'aide de la phospholipase C ou

de 1s délipidation.
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B - MATERIEL ET METHODES

1 -~ Préparation des membranes isolées

Nous avons isolé les membranes de surface du foie de Rat par

la méthode de RAY (1970) (453) modifide par CACAN (1970) (454) (%).

a - Préparation de la fraction nucléaire grossiére. Au cours de

chaque préparation, nous avons homogénéisé 3 foies de Rat Wistar sain (25 g)
débarrassés de leur tissu conjonctif par 20 coups de piston de 1l'appareil

de POTTER ELVEJHEM dans 150 ml de tampon (le milieu d'homogénéisation de pH 7

se compose de HCOBNa 1 mM et de CaC12 0,5 mM). L'homogénat a été amené & 2,5 1
avec le tampon précédent, laissé au repos pendant 5 minutes et filtré sur quatre
couches de gaze ; puis le filtrat a été réparti dans quatre pots métalliques

de 650 ml de la centrifugeuse MARTIN-CHRIST et centrifugé & 3 200 rpm (2 200 g)
pendant 30 minutes, cette vitesse permettant une meilleure adhésivité des culots
sur le fond des tubes & centrifuger et évitant la remise en suspension du maté-
riel au moment de 1l'évacuation du surnageant. Les culots ont été ensuite repris
par 50 ml de tampon, homogénéisés par 4 a 5 coups de piston, amends a 1,25 1
avec le tampon de pH 7,5, répartis entre deux pots métalliques de 650 ml et
centrifugés & 2 800 rpm (2 000 g) pendant 15 minutes ; et les derniers culots
ainsi obtenus mis en suspension dans 50 ml de tampon, homogénéisés par 4 & 5
coups de piston, amends & 650 ml et centrifugés & 2 800 rpm (2 000 g) pendant

15 minutes dans un des pots précédents.

b - Préparation du gradient discontinu et protocole de la

centrifugation. Le culot précédent, resuspendu dans 4 ml de tampon et mélangé

a 16 ml de saccharose & 70 p. 100, a &té réparti dans 3 tubes de rotor SW 25-2

(BECKMAN), recouvert par plusieurs solutions successives de saccharose (16 ml
3445 p. 100 ; 20 ml & 41 p. 100 ; 8 ml & 37 p. 100) et centrifugé pendant

2 heures & 25 000 rpm dans la centrifugeuse L2-65 B (BECKMAN) avec le rotor
SW-25-2, puis la fraction membranaire a été récupérée & la seringue, entre les

couches de saccharose a 41 p. 100 et & 37 p. 100.

(*) Nous remercions toute 1'équipe du Service de Biochimie de notre Institut
qui travaille sur les membranes sous la direction de M. le Pr. J. MONTREUIL,
en particulier M., J. STRECKER et M., A. ILOIEZ, pour la contribution qu'ils

ont apportée & notre travail en nous isolant des fractions membranaires.
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2 - Application de la méthode de marquage

a - Application de la méthode. Apres avoir essayé différentes

durédes d'application du colloide électronégatif (1/4 nheure, + heure, 1 heure),
nous avons finalement adopté le protocole suivant :

Les membranes furent lavées abondamment dans le tampon de
SOERENSEN afin d'éliminer le saccharose de leur préparation, fixées par la
solution de formaldéhyde tamponnée pendant 2 heures & 42 C, lavées & nouveau
par le méme tampon, lavées dans l'acide chlorhydrique & 1 p. 100, réhomogénéi-
sées a faible vitesse dans le colloide électrondgatif, traitées sous agitation
par ce colloide pendant 1 heure & 42 C, lavées de nouveau par l'acide chlorhy-
drique, lavées dang le tampon de SOERENSEN, post-fixées ou non par le tétroxyde
dtosmium (& 1 p. 100) pendant % heure, déshydratées par 1'éthanol, incluses
dans 1'Epon, coupées et observées aprés imprégnation ou non par l'acétate

d'uranyle pendant 1 heure.

b - Contr8le par la phospholipase C. Les membranes furent

lavées abondamment dans le tampon TRIS de pH 7, soumises pendant 1 heure &

379 C & ltaction de la phospholipase C du Clostridium welchii (phospholipase C

SIGMA & 1 U/mg) ou du tampon TRIS témoin (Section 2 ; p. 89), lavées dans le
tampon de SOERENSEN, fixées et traitées suivant le protocole décrit dans

1l'expérience précédente.

¢ - Contrble par la délipidation. Les membranes furent lavées

dans le tampon de SOERENSEN, fixées par la solution de formaldéhyde tamponnée
pendant 4 heures a 42 C, déshydratées par 1l'éthanol, délipidées par les trois
procédés déerits dans la section 2 (p. 89), réhydratées, lavées dans le tampon
de SOERENSEN et l'acide chlorhydrique & 1 p. 100, traitées par le marqueur

électronégatif, post-fixdes ou non, incluses et observées comme précédemment,

C ~ RESULTATS

Les membranes isolées parurent moins bien préservées par ce
marqueur que par la solution du colloide I électronégatif & base de fer appli-
qué & tH 4,5 (Pl. 14 ; fig. c). Nous avons observé un dépdt relativement
continu et symétriquement réparti de particules colloidales sur leurs faces,
d'une densité variable avec la membrane examindée ; mais aucune différence n'a
été constatée entre le marquage des membranes témoins et celui des membranes

délipidées ou traitées par la phospholipase C (Pl. 17).



105

D - DISCUSSION ET CONCLUSION

Le résultat précédent ne démontre pas d'une fagon formelle que
la membrane de surface des hépatocytes du Rat posséde une densité identique
de groupements protéiniques basiques sur ses deux faces. D'une part, la révé-
lation de cette densité par le marqueur peut ne pas étre sélective pour les
raisons que nous avons évoquées plus haut (voir la discussion du paragraphe
précédent ; p. 101 ) ; d'autre part, son évaluation dépend 2 la fois de la
sensibilité de la méthode et de l'appréciation visuelle. I1 apporte simplement
- une présomption en faveur de l'existence, au niveau de la face externe de cette
zone, de protéines acides dont certains groupements (acides et basiques) pos~
sédent un point isoionique élevé grice & leur distribution ou & leur orienta-

tion particuliere.
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Deuxidéme chapitre :

ETUDE DE LA STRUCTURE DE LA ZONE PERIPHERIQUE
HYDROPHILE (GLYCOLEMME ET GROUPEMENTS POLAIRES
PHOSPHOLIPIDIQUES DU FEUILLET PLASMIQUE EXTERNE)

.~ GENERALITES

Dans le travail précédent effectué sur quelques types de cellu~
les normales et tumorales, nous avons montré que les seules particularités
décelables au microscope électronique de l'organisation des protéines de la
membrane de surface semblaient 8tre localisées au niveau de la zone périphéri-
que hydrophile. Or, d'une part, les travaux les plus courants et les plus élabo-
rés effectuds pour découvrir la morphologie de cette dernigre ont été réalisés
avec des techniques dont la spécificité n'est pas connue avec certitude (voir
le chapitre 2 des généralités ; p. 39 et p. 55) ; d'autre part, les résultats
obtenus par quelques auteurs -notamment MONTAGNIER (1970) (455)- laissent
présager l'existence de groupements phospholipidiques & la surface de certaines
souches cellulaires. Afin de préciser la structure générale de cette zone chez
les cellules précédentes et de compléter ainsi les résultats du chapitre anté-
rieur, nous allons révéler la disposition des fonctions acides de leur glycolemme
(appartenant aux glycoconjugués acides, protéines, phospholipides et peut &tre
glycosamino-glycannes) & l'aide de la méthode au rouge de ruthénium maintenant
couramment employée en miéroscopie électronique ~pour mettre en évidence avec
£idélité 1'épaisseur et le profil de cette région, il est rationnel de marquer
la totalité de ses groupements car ils sont répartis avec une densité importante
& tous ses niveaux-, puis nous déterminerons 1l'agencement des phospholipides
de leur feuillet plasmique externe avec le marqueur de cette technique réalisé
in vitro.

Le rouge de ruthénium est un composé basique fortement coloré,
dont 1'état ne peut &tre colloidal, et dont les propriétés physico~-chimiques
ont été principalement étudiées par FLETCHER et al. (1961) (456) ; ces auteurs

lui attribuerent la formule du complexe hexavalent suivant :

[(NH3)5 Ru - 0 - Ru (M), - 0 - Ru (NH3)5]6+
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Son affinité pour un grand nombre de substances isolées a été déterminde assez
récemment par LUFT (1971) (457) ; mais bien que ce dernier ait proposé plusieurs
hypothéses pour expliquer le contraste important que 1l'on observe au niveau

de certaines structures aprés son application en microscopie électronique,
aucune démonstration rationnelle permettant de comprendre le mode de formation
et de fixzation du marqueur qu'il forme dans ce cas n'a été réellement élaborée
jusqu'a présent. Avant 4'aborder cette étude, nous allons donc effectuer une

analyse systématique du mécanisme de 1'apparition de ce contraste.

2.~ MISE AU POINT DE LA METHODE

I - INTRODUCTION I - INTRODUCTION

I1 existe de nombreuses variantes du protocole de la méthode
au rouge de ruthénium adaptée 2 la microscopie électronique ; en général, le
colorant est dissous & la fois dans le fixateur et la solution agueuse post-—
fizatrice de tétroxyde d'osmium. Avant d'entreprendre une étude exhaustive de
sa spécificité, nous allons donc choisir ses modalités afin d'obtenir un mar-
quage régulier et contrasté susceptible de respecter 1l'ultrastructure et de

révéler le profil de la membrane de surface.

IT - MATERIEL ET METHODE

La méthode a été mise au point sur des cellules du carcinome
ascitique d'EHRLICH prélevées 7 jours aprés leur injection. Aprés avoir essayé
quatre modes de fixation (formaldéhyde & 10 p. 100 et glutaraldéhyde & 2,5
p. 100 respectivement en solution dans un tampon phosphate 0,1 M de SOERENSEN
ou un tampon cacodylate 0,2 M ; pH 7,4), deux modes de post-fixation (tétroxyde
d'osmium en solution dans les deux tampons précédents) et deux agents déshydra-
“tants (éthanol et acétone), le rouge de ruthénium (*) &tant appliqué avec le
fizateur et le post-fixateur & des concentrations et pendant des temps crois—
sants (0,01 p. 100 & 0,05 p. 100 ; 1 & 5 heures), nous avons finalement adopté
le protocole suivant : les cellﬁles furent fixédes, pendant 1 heure & 42 C, par

N

le glutaraldéhyde & 2,5 p. 100 en solution dans le tampon cacodylate contenant

(*) Produit Eastman-Kodak Co.
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le colorant (glutaraldéhyde du commerce & 25 p. 100 : 10 ml ; tampon cacodylate
0,2 M contenant 0,05 p. 100 de rouge de ruthénium : 33 ml ; QSP & 100 ml avec
de 1'eau distillée), lavées dans la solution tamponnde de rouge de ruthénium,
post-fixées 3 heures par le tétroxyde d'osmium & 2 p. 100 dissous dans cette
dernidre (2 passages), lavées dans le tampon cacodylate pur, déshydratées &
1'acétone, incluses dans 1'Epon, coupées & 1l'ultra-microtome PORTER-BLUM MT I

et observées au microscope électronique SIEMENS ELMISKOP I.

IIT - RESULTAT

On constate 1l'existence d'un dépSt dense et continu de marqueur
au niveau de la zone périphérique des cellules examindes. Il semble dessiner
avec fidélité le profil irrégulier de la surface cellulaire (Pl. 18 ; fig. a
et b).

3.~ MECANISME DE FORMATION ET SPECIFICITE DU MARQUEUR

I - INTRODUCTION

Dans ce travail, nous allons déterminer le r8le respectif du
tétroxyde d'osmium et du rouge de ruthénium dans la formation in situ du
marqueur -composé qui a la propriété d'étre révélé au microscope électronique-~,

puis nous préciserons la nature et la spécificité de ce dernier.

IT - MATERIEL, METHODES ET RESULTATS

A ~ MATERIEL
Les expériences qui suivent ont été effectudes sur des cellules
du carcinome ascitique d'EHRLICH prélevées 7 jours aprés leur injection intra-

péritondale chez la Souris Swiss.

B -~ EXPERIENCE PRELIMINAIRE

1 - Introduction

Toutes les techniques de marquage fondées sur l'action du
rouge de ruthénium comportent toujours un traitement au cours duquel le
composé est appliqué avec le tétroxyde d'osmium ; elles contiennent done,

dans leur principe, la reconnaissance implicite de l'action nécessaire et
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orientée de cet oxyde pour la révélation ultrastructurale du colorant. Afin
de mettre clairement en évidence l'existence de cette dépendance, nous avons
employé trois variantes de la méthode précédente : le rouge de ruthénium a été
successivement appliqué avec le glutaraldéhyde, le tampon cacodylate et le

tétroxyde d'osmium, pendant un temps identique dans les trois cas.

2 - Protocole expérimental

Nous avons traité trois lots de cellules ascitiques :
{1 = Le premier fut fixé pendant {1 heure, & 49 C, par le glutaraldéhyde tampon-
né précédent ne contenant pas de rouge de ruthénium, lavé dans le tampon
cacodylate, traité pendant 4 heures, d 42 C, par la solution tamponnée de colo-
rant (3 passages), lavé dans le tampon pur, post—-fixé 1 heure par le tétroxyde
d'osmium & 2 p. 100 dissous dans ce dernier, déshydraté par llacétone, inclus

dans 1'Epon, coupé & l'ultra-microtome et observé au microscope électronique.

2 - Le deuxieme fut fixé pendant 4 heures, & 42 C, par le glutaraldéhyde conte-
nant le rouge de ruthénium (3 passages), lavé dans le tampon cacodylate pur,

post-fixé, déshydraté, inclus et observé de la méme maniére que le premier lot.

3 - BEnfin, le troisidme lot fut fixé pendant {1 heure, & 49 C, par le glutaral-
déhyde tamponné ne contenant pas le colorant, lavé dans le tampon cacodylate
pur, post-fizxé 4 heures par la solution tamponnée de tétroxyde d'osmium (&

2 p. 100) contenant le rouge de ruthénium (3 passages), lavé & nouveau dans

le tampon cacodylate, déshydraté, inclus et observé comme les deux précédents.

% « Résultats

Aucun marquage n'a été décelé au niveau de la membrane de sur—
face des cellules des deux premiers lots. Seules, les cellules traitées con-
jointement par le rouge de ruthénium et le tétroxyde d'osmium (troisidme lot)
présentérent un dépSt dense et continu de marqueur sur leur zone périphérique
hydrophile, celui-ci étant généralement moins épais que le dépdt observé a

la suite de 1l'application de la méthode générale précédente.

C -~ HYPOTHESES DE TRAVAIL

1 - Introduction
Le r6le du tétroxyde d'osmium dans la formation du margueur

pouvait &tre théoriquement congu de trois facons :
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~— Par la réaction de l'oxyde avec le rouge de ruthénium.

— Par 1'action de 1l'oxyde sur certains groupements fonctionnels
de la membrane et la naissance de un ou plusieurs composés ayant la propriété
de s'unir avec le rouge de ruthénium.

— Ou par l'union de 1l'oxyde avec un ou plusieurs composés formés
a4 la suite de la réaction du rouge de ruthénium avec certains groupes de la
membrane.

Cependant, le troisiéme schéma n'a pas été retenu pour deux raisons essentiel-~

les :

— Les propriétés chimiques du rouge de ruthénium ne permettent
se réaction avec aucune des fonctions essentielles du tissu dans les conditions
expérimentales de la microscopie électronique ; sa charge électropositive peut
seulement assurer sa fixation par liaison ionique sur certains groupes anioni-
gues naturels ou introduits du milieu tissulaire.

— Et une telle réaction surait donné un résultat positif dans les
trois séries d'expériences du paragraphe précédent (p. 109).
Nous avons donc vérifié la validité des deux premiéres hypothéses en faisant
séparément agir 1'oxyde et le rouge de ruthénium dans un ordre inversé de fagon

a4 obtenir 1'un des cas suivants :

0sO, puis Rde R Solution déduite

4 R de R puis 0s0O

4

La premiére hypothése

Aucun marquage Marquage normal est vérifide

s 8 60 ee ‘ms  ae

Le résultat

ne peut &tre

théoriquement
prévu

La seconde hypothése

Marquage normal PP
est vérifiée

98 4% 68 o0 es 4¢ se s ee ae

LT TR Y Y

2 - Protocole expérimental

Deux lots de cellules ont été traités :
1 = Le premier fut fixé pendant 1 heure, & 42 C, par le glutaraldéhyde tamponné
-ne contenant pas de rouge de ruthénium-, lavé dans le tampon cacodylate,
post~fixé 3 heures par le tétroxyde d'osmium (& 2 p. 100) dissous dans le
tampon cacodylate -ne contenant pas de rouge de ruthénium-, lavé rapidement

dans ce tampon, traité 3 heures par le tampon cacodylate contenant le colorant
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(3 passages), lavé dans ce tampon pur, déshydraté par 1'acétone, inclus dans
1'Epon, coupé & ltultra-microtome et observé au microscope électronique.

2 - Le deuxitme fut fixé de la méme manieére, lavé, traité 3 heures par la
solution tamponnée de rouge de ruthénium (3 passages), lavé dans le tampon
cacodylate, post-fixé 3 heures par la solution tamponnée de tétroxyde d‘'osmium
-ne contenant pas de colorant-, lavé, déshydraté, inclus et observé comme

précédemment.

% - Résultats

Nous avons obtenu un résultat positif dans le premier cas ; néga-
tif dans le second (Pl. 19 ; fig. a et b). Ces observations vérifient donc la
seconde hypoth®se. Elles confirment certains faits constatés par LUFT (1971)

(458) sur un matériel trés différent.

D — ROLE DES LIPIDES DANS LA FORMATION DU MARQUEUR

1 ~ Mige en évidence

a - Introduction. Les lipides forment une classe importante parmi
les composés de la membrane de surface susceptibles de réagir avec le tétroxyde
d'osmium., Afin de préciser 1l'importance de leur réle dans la formation d'un
dérivé nécessaire & l'apparition du marqueur, nous avons appliqué une variante
de la méthode définie dans la section 2 précédente (p. 107) aprés en avoir

extrait une grande partie par la délipidation.

b - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant

3 heures, & 42 C, par le glutarsldéhyde tamponné -ne contenant pas de rouge

de ruthénium-, lavées dans le tampon cacodylate, déshydratées par 1'éthanol,
traitées par les trois procédés de délipidation décrits dans le premier chapi-
tre (Section 2 ; p. 89 ), réhydratées, lavées par le tampon cacodylate, trai-
tées 3 heures par la solution tamponnée de tétroxyde d'osmium et de rouge de
ruthénium dé3jd définie (3 passages), lavées & nouveau dans le mdme tampon,

déshydratées par l'acétone, incluses dans 1'Epon, coupées et observées.

¢ - Résultats. Aucun marquage n'a été constaté sur la zone péri-
phérique hydrophile des cellules ayant subi l'un des trois traitements précé-
dents (Pl. 19 ; fig. ¢). Parmi les trois grandes catégories de composés conte-

nus dans les membranes de surfaces (osides, lipides et protéines), seuls les
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lipides sont donc nécessaires & la formation du dépét de marqueur.

2 - R8le des lipides insaturés

a -~ Introduction. Les lipides saturés ne réagissent avec le
tétroxyde d'osmium qu'a une température relativement élevée, supérieure &
celle & laquelle on effectue la plupart des manipulations histo et cytologiques
(CHAPMAN et FLUCK, 1966) (459). Il était donc légitime de penser que les
lipides insaturés (en particulier les phospholipides) intervenaient seuls dans
1l'apparition du marquage ; nous l'avons prouvé en appliquant la méthode définie
dans la section 2 de ce chapitre (p. 107) aprés avoir bloqué les doublesliai~

sons de ces composés par l'iode.

b ~ Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant

1 heure, & 42 C, par le glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de rouge
de ruthénium-, lavées par le tampon cacodylate, traitées pendant 45 minutes
& la température ordinaire par une solution d‘'iode iodurde N/100 (2 passages),
lavées & nouveau dans le méme tampon, soumises & l'action de la solution tam-
ponnde de tétroxyde d'osmium et de rouge de ruthénium pendant 3 heures (3 pas—
sages), lavées, déshydratées, incluses et observées suivant des modalités
déja décrites.

¢ - Régultat. Les cellules traitées de cette fagon ne présen-

térent aucun marquage au niveau de leur membrane de surface (Pl. 19 ; fig. d).

E - NATURE DES COMPOSES PRECURSEURS DU MARQUEUR

1 - Introduction

Avant d'aborder 1'étude de la nature des composés précurseurs
du marqueur formés entre le tétroxyde d'osmium et les lipides insaturés, nous
allons tout d'abord bridvement rappeler les principales hypothéses concernant

ltaction du premier sur les derniers dans les tissus.

2 - Généralités sur la nature des composés formés lors de la réaction du

tétroxyde d'osmium avec les lipides insaturds des tissus

CRIEGEE montra, dés 1936, que le tétroxyde d'osmium réagit en

nilieu anhydre et & la température ordinaire sur la plupart des liaisons
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éthyléniques (CRIEGEE, 1936 et 1938 (460, 461) ; CRIEGEE et al., 1942 (462)).
Les deux atomes de carbone mis en jeu se trouvent engagés dans une fonction
ester osmique de glycol-a, et ce diester peut &tre ensuite hydrolysé en

"acide osmique" et glycol ou estérifié par une autre molécule de glycol pour
donner un tétraester (Fig. 12 3 p. 114). Depuis ces remarquables travaux de
chimie minérale, trois catégories de recherches ont été effectudes pour préci-
ser la fagon dont le tétroxyde d'osmium agit dans les tissus. Réalisées suivant
des protocoles expérimentaux trés différents et plus ou moins proches des
conditions d'emploi de 1l'oxyde en histo et cytologie, elles ont abouti chacune
a4 une hypothése fondée sur l'une des possibilités offertes par le schéma
général de CRIEGEE. Nous les avons succinctement résumées dans les trois

paragraphes suivants :

1 - RIEMERSMA et BOOIJ (1962) (463) exposdrent des spots de lécithine déposés
sur un support en principe inerte & l'action des vapeurs de tétroxyde d!osmium,
et prouverent ainsi que cet oxyde se fixe dans la proportion de 1 molécule
par double liaison et que cette réaction empéche la formation d'un composé
"tricomplexe" entre le corps gras et un colorant formé de Ponceau 4 RS et de
nitrate d'uranyle (en masquant les groupements cationiques de la choline

et en rendant dés lors impossible la fixation sur ceux-~ci de 1l'anion Ponceau).
Par la suite, ils montrérent que l'on obtient une réaction de la méme molécu-
larité si 1'on fait agir le tétroxyde d'osmium en solution aqueuse contenant
80 p., 100 dtacétone ou 30 p. 100 de butanol tertiaire avec divers composés
insaturés (RIEMERSMA, 1968) (464), et que celle-ci a la propriété d'intro-
duire des fonctions susceptibles de fixer des groupements basiques (RIEMERSMA,
1970) (465). Pour expliquer l'ensemble de leurs résultats, ils proposérent

un composé final ayant la structure d'un diester osmique ionisé de glycol~a :

OH
}c‘:~o\§
Os =0
-
2c—07 |
OH
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Tétraesters osmiques
d'a-glycol

Réaction générale du tétroxyde d'osmium sur les liaisons
éthyléniques (d'aprés CRIEGEE, 1936 et 1938 (466,467 ) ;
et CRIEGEE et al., 1942 (468)).
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2 - Parall®lement, STOECKENIUS et MAHR (1965) (469) étudidrent les produits

de 1l'action du tétroxyde d'osmium sur l'acide oléique en milieu anhydre & 1l'aide
de la spectroscopie infra-rouge, et concludrent & la formation transitoire

d'un diester osmique d'u-glycol puis & la naissance de fonctions a-glycoliques

et d'un composé d'osmium présentant une affinité pour les groupements carboxyle.

3 ~ Enfin, également 2 la méme époque, KORN (1966 et 1967) (470, 471, 472) effec~
tua une série de travaux en respectant assez fidelement les conditions d'emploi
du tétroxyde d'osmium pour la fixation des tissus. Il prouva, & l'aide de la
chromatographie en gel de gilice, en couche mince et en phase gaz, de la spec—
troscopie infra-rouge, de la résonance nucléaire magnétique, de la détermina-
tion du poids moléculaire et de l'analyse élémentaire, que l'action en milieu
aqueux de cet oxyde sur la phosphatidylcholine possédant deux molécules d'aci-
des gras monoinsaturés donne naissance & deux sortes de composds : un tétra-
ester osmique intramoléculaire d'o-glycol (Figure 13a ; p. 116) et un poly-
tétraester osmique d'o~glycol (Figure 13 b ; p. 116), montra également qu'il se
produit du bioxyde d'osmium en quantité équivalente & celle de 1'osmium combi-
né sous cette forme, et admit que la réaction du tétroxyde d'osmium sur les

lipides insaturds obéit au schéma général suivant (KORN, 1967) (473) :

Ne
4 \‘i N 0 /
m__; ,?~O\©§ﬁo >T“O\g§/o“ﬁ\ + 2 0s0
T o0 Xy 7 2 xg—07 So-—c( 3
00
4 0,

2 0s0 ey Os02 + 080

Au cours de nos travaux, deux modes de formation du marqueur

pouvaient &tre congus pour tenir compte des trois hypothtses précédentes :

—~ Un mode de formation directe, par union électrostatique d'un

diester stable ou d'un tétraester avec le rouge de ruthénium.



116

CH— 0 —C0 — (CH2)9~— CH —CH — (CH_) _— CH

2 | , 2’5 3
0 0
1\ /
Os =0
VAN
0 0
| i
— 00— 0 — —QH — CHE— (CH.) — ¢
CH— 0~ CO (CH2)9 CH —CHE— (C 2)5 cq3
0
i n CH3
CH,— 0 ’ 0 CH, CH, N\l CH3
o~ CH3
(a)
Lo
0 0 0
It \ /S
(C}I)‘“‘i“f—‘CH ~ CH.— P —0 —CH 0Os = 0
3’3 2 2 | 2 /N
0 0 0

CH—0—CO0— (CH2)9«-— CH ~—CH~ (CH2)5~ CH3

CH— 0 —00 — (CH,)y— CH ~CH ~ (CH,),— CE

L E
0 0
\\ /
Os =0
/N
D0
| I
CH3—~ (CHZ)é— CH — 2H— (CH2)9—~- O — 0— chz
—~0— CH
CH—
(b)
Figure 13

Action du tétroxyde d'osmium sur la phosphatidylcholine (d'aprés
KORN, 1967) (474).
(a) : tétraester osmique intramoléculaire d'd~glycol. e

(b) : polytétraester osmique d't-glycol.
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- Ou un mode de formation indirecte, par union du rouge de
ruthénium avec un composé ayant pris naissance & partir d'un diester instable.

Nous avons examiné la validité de chacun d'eux.

3 - ROle direct d'un diester ou d'un tétraester osmique

a - Introduction. Les diesters osmiques sont solubles dans
lteau, l'acétone & 80 p. 100 et le butanol tertiaire & 30 p. 100, et sont inso-
lubles dans le méthanol et le tétrachlorure de carbone ; les tétraesters osmi~
ques ont la propriété inverse (RIEMERSMA, 1968) (475). Pour mettre éventuelle—
ment en évidence le r8le de 1'un de ces esters comme précurseur direct du
marqueur, nous avons donc appliqué la méthode définie dans la section 2 précé-
dente (p. 1079 & différents lots de cellules en traitant chacun d'eux par 1'un
des solvants pré-cités entre l'action du tétroxyde d'osmium et celle du rouge

de ruthénium.

b -~ Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent

fixées pendant 2 heures, & 42 C, par le glutaraldéhyde tamponné -ne contenant
pas de rouge de ruthénium-, lavées dans le tampon cacodylate, post-fixées

3 heures par la solution tamponnée de tétroxyde d'osmium (& 2 p. 100) -ne con-
tenant pas de rouge de ruthénium-, lavées rapidement par 1'éthanol & 80 p. 100,
traitées par le tampon cacodylate, l'acétone & 80 p. 100, le butanol tertiaire
4 30 p. 100, le méthanol ou le tétrachlorure de carbone pendant 1 heure sous
agitation, lavées rapidement par 1'éthanol & 80 p. 100 et le tampon cacodylate,
soumises & l'action de la solution tamponnée de rouge de ruthénium (3 passages),

lavées, déshydratées, incluses et observées comme précédemment.

¢ -~ Résultats. Comme le montrent les figures de la planche 20
et le tableau V (p. 118), aucune des deux catégories de solvants ne donna une
absence cohérente de marquage apres l'application du rouge de ruthénium. Ceci
prouve que l'apparition du marqueur est due & la capture du rouge de ruthénium

par un composé qui n'a pas les propriétés d'un ester osmique d'a~-glycol.

4 -~ RB8le indirect d'un diester osmigue

a - Introduction. Compte tenu des travaux bridvement rappe-
1és dans le paragraphe 2 précédent (p. 112), trois hypothdses pouvaient &tre
formulées sur le mécanisme d'apparition du composé précurseur du marqueur formé

& partir d'un diester osmique instable :



TABLEAU V

Importance du marquage apres l'action de deux séries de solvants susceptibles d'éliminer chacune l'un des deux

esters osmiques (di et tétraester).

Solvants utilisés

Solvants agueux

Solvants organiques

Acétone & * Butanol tertiaire ° *  Pétrachlorure
: T 1 : : N : 8 : '
; ampon cacodylate : 80 p. 100 ; 4 30 p. 100 . Méthanol i de carbone
Ordres de grandeur : i f f f
exprimant la den- : . . .
sité du marquage + N . . + .

et le pourcentage
des cellules mar-
quées

L T )

¢ o ee ws

sti



Fonetion a-glycolique + 0s0

+ Hx0 ? 2
+ Hp0 . . L .
Diester instable s> Fonction a-glycolique + composé électro-
positif d'osmium
+ Diester

Tétraester stable + OsO2

Nous allons exposer le résultat de 1l'examen de chacune d'elles.

b - Pormation de fonctiong *—glyccliques et de bioxyde
d'osmium. RIEMERSMA (1970) (476) émit l'opinion que le diegter osmique dont il

avait supposé l'existence pouvait peut-8tre donner naissance & une fonction
d-glycolique, le tétroxyde d'osmium 1ibéré au cours de cette hydrolyse étant
ensuite réduit en bioxyde par certains groupements naturels ou introduits
~au cours de la déshydratation- du milieu tissulaire. Cette hypothése pouvait

nous permettre d'expliquer l'apparition du marqueur de deux fagons :

— Par l'union du rouge de ruthénium avec le groupe d-glycol.

— OQu par l'union du rouge de ruthénium avec le bioxyde
d'osmiym.
Mais nous n'avons pas retenu ces éventualités & cause des arguments respectifs
suivants :

— Le colorant ne peut produire un effet de marquage avec
aucune des fonctions essentielles du tissu pour des raisons qui ont été déja

exposées.,

— L'apparition du marqueur est lide, nous 1l'avons vu, & la
présence des lipides insaturés et & la formation entre ceux-ci et le tétroxyde
d'osmium d'un ester osmique d!a-glycol ; elle ne dépend donc pas de 1l'éventuel-
le réduction directe de l'oxyde par certains groupements naturels du tissu.

Sa dépendance & l'existence d'un phénoméne dit de "noircissement secondaire"
conséeutif & la réduction du tétroxyde dissous dans les lipides par certains
agents déshydratants a également été dcartde pour les raisons suivantes :

a - Le tétroxyde d'osmium agirait dans ce cas postérieurement & la fixation
du rouge de ruthénium par les groupes anioniques ; or, nous avons vu dans le
paragraphe C précédent (p. 111) que cet ordre d'intervention des deux composés
donne toujours un résultat négatif ; b - Le tétroxyde d'osmium ne réagit pas
avec llacétone (PASCAL, 1958) (477) ; ¢ = Il n'est pas d'exemples ol 1l'aspect

du noircissement observé au niveau des membranes préalablement traitées par le
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tétroxyde d'osmium n'ait pas été indifférent & la nature de l'agent employé
pour déshydrater le tissu (KLIMA, 1960 (478) ; SCHIDLOVSKY, 1965 (479)).

¢ - Formation d'un composé électropositif d'osmium. Dans cette

hypothése, l'hydrolyse du diester osmique donne, comme précédemment, une fonc-
tion a-glycolique et du tétroxyde, mais la réduction de l'oxyde est ici supposée
aboutir & la formation d'un composé électropositif d'osmium, STOECKENIUS (1965)
(480) ne donna aucune preuve chimique véritable de l'existence de ce composé,

et ne précisa ni son origine ni sa nature ; néanmoins, si ce dernier prend
réellement naissance dans les conditions expérimentales ou se plaga l'auteur,

il ne peut s'agir que 4'osmium vraisemblablement colloidal formé & partir de

la réduction du bioxyde.

Le r8le d'une telle transformation dans llapparition du marqueur
n'a pas été prise en considération pour les raisons suivantes :

— Elle suppose que l'éventuelle réduction du tétroxyde en
bioxyde par certains groupements du milieu tissulaire est & l'origine de
1'effet de marquage ; néus avons vu plus haut qu'il n'en était rien.

— Elle nécessite des conditions trés particuliéres pour aboutir
3 1'osmium colloidal (PASCAL, 1958) (481) ; celles-ci ne sont pas réalisées lors

de 1'application de la méthode fondée sur l'action du rouge de ruthénium.

d - Formation d'un tétraester et du bioxyde d4'osmium

« - Introduction. L'éventuelle fixation du rouge de ruthénium
sur le tétraester osmique ionisé ne peut expliquer l'apparition du marqueur
pour des raisons identiques & celles qui ont été exposées dans le paragraphe 3
précédent (p.117). Le colorant s'unit donc au bioxyde d'osmium électronégatif
apparu lors de la formation du tétraester et localisé au niveau des groupes
cationiques de l'interface aqueuse de la membrane de surface (DREHER.QEJQL.,
1967) (482). Pour le prouver, nous avons recherché 1'incidence de 1'élimination
de cet oxyde sur 1'effet de marquage de deux fagons :

— BEn augmentant progressivement la constante diélectrique (ﬁﬂ
du milieu de fagon & diminuer la force de la liaison ionique retenant le bioxyde
sur les groupements bagiques ; on sait, en effet, que cette force varie comme

1/€ quand la distance des ions reste constante.

- In faisant agir un seul neutre.
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B - Protocole expérimental. Les cellules d'EFRLICH furent fixées

pendant 2 heures, & 42 C, par le glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de
rouge de ruthénium-, lavées dans le tampon cacodylate, post-fixées 3 heures par
la solution tamponnée de tétroxyde d'osmium (& 2 p. 100) -ne contenant pas de
rouge de ruthénium-, lavées dans une solution de chlorure de sodium & 8 p. 1000
(3 passages) pendant 1 heure, ou lavées rapidement par 1'éthanol & 80 p. 100

et traitées pendant 1 heure, sous agitation, par 1l'un des composés suivants :
acétate d'éthyle, o-Crésol, méthyl-3 butanol-i, acétone, chloro-2 éthanol,
méthanol, eau distillée, lavées rapidement par le tampon cacodylate (pour les
premidres) ou par 1'éthanol & 80 p. 100 puis par ce tampon (pour les secondes),
soumises & l'action de la solution tamponnée de rouge de ruthénium (3 passages),

lavées, déshydratées, incluses et observées suivant un protocole déja décrit.

% -~ Résultats. Nous avons rassemblé nos résultats dans la
planche 21 et le tableau VI (p. 122). La décroissance approximativement régu-
lidre de 1'importance et de la fréquence du dépdt de marqueur montre que ce
dernier prend essentiellement naissance par l'union du rouge de ruthénium avec

le bioxyde d'osmium,

5 - Etat colloidal du bioxyde d'osmium

Si 1'on tient compte des résultats du paragraphe C précédent
(p. 111), on doit admettre que la formation du marqueur est consécutive ou non
& 1'union du bioxyde d'osmium avec le rouge de ruthénium suivant celui de ces
deux composés qui se fixe préalablement sur les groupements d!électropolarité
opposée & la sienne avant de s'unir avec l'autre : quand c'est 1l'oxyde, le
résultat est positif ; quand c'est le colorant, c'est l'inverse. La quantité
du second fixée par le premier, dans le premier cas, est donc beaucoup plus
importante que celle du premier fixde par le second dans le deuxidéme. Seul, le
concept d'une forme micellaire du bioxyde d'osmium permet de donner une repré-
sentation satisfaisante de 1'état qui explique ce phénoméne, compte tenu des
conditions favorables & son établissement du milieu de la zone périphérique
hydrophile -il est peu basique (pH 7,4) et peu riche en électrolytes— (PASCAL,
1958) (483).
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P - ETAT COLLOIDAL ET ELECTROPOLARITE DU MARQUEUR

{1 =~ Introduction

Afin de prouver que l'union du rouge de ruthénium avec le
bioxyde d'osmium colloidal donne naissance & un marqueur colloidal dans les
conditions expérimentales réalisées lors de l'application de la méthode clas-
sique (Section 2 ; p. 107), nous avons étudié in vitro les lois régissant
la formation de ce dernier en tenant compte des deux parametres indépendants
qui conditionnent son état physique au niveau de la zone périphérique hydro-
phile : la concentration de 1l'osmium combiné sous forme de bioxyde colloidal
imposée par les phospholipides de la membrane ; et la composition de la solu-

tion du rouge de ruthénium choisie par 1l'opérateur.

2 - Btude d'un colloide formé de rouge de ruthénium et de bioxyde d'osmium

a - Concentration in situ de 1'osmium combiné sous forme de

bioxyde eolloidal. Pour évaluer cette concentration, nous avons admis les

données suivantes :
-~ 1 g de cellules contenant 1O9 cellules d'un rayon moyen de

10 e.fournit environ 10_3 g de membranes de surface.

— Les membranes contiennent 40 p. 100 de lipides dont 60 p. 100
de phospholipides.

— Ces derniers sont constituds d'une lécithine type de PM ~v
800 dans laquelle l'acide gras est 1l'acide oléique (monoéthylénique) ; ce choix
résulte d'un travail de compilation effectué notamment & partir des revues
générales de VAN DEENEN et de GIER (1964) (484) et MADDY (1966) (485), et des
études de ROUSER et al. (1968) (486), BERGELSON et al. (1970) (487) et SELKIRK
et al. (1971) (488).

— 1 mole d'acide gras monoéthylénique fournit 1/4 mole de bio-
xyde d'osmium conformément i la théorie de KORN (1967) (489).

— Le bioxyde susceptible de donner naissance au margueur est
formé uniquement & partir des phospholipides adjacents & l'interface aqueuse
(phospholipides du feuillet plasmique externe), et se fixe dans la zone péri-

phérique hydrophile (DREHER et al., 1967) (490).
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= L'épaisseur totale de cette région est de 10 nm en moyenne
litre/cellule).

La concentration de 1'osmium {PM e 190) combiné sous forme de bioxyde colloi-

3

(volume mu4 10~

dal dans la région membranaire précédente a donc la valeur suivante :

2x 24.10‘14 x 190

0,15 g/litre
2x4 x 800 x 10717

b -~ Obtention in vitro du bioxyde d'osmium colloidal. La solu~-

tion colloidale de bioxyde d'osmium a été obtenue & cette concentration en ajoutant
2 ml d'éthanol absolu & 5 ml d'une solution de tétroxyde d'osmium a 2 p. 100

dans l'eau bidistillée, puis en complétant progressivement le mélange, au fur

et & mesure de son noircissement (pendant 24 heures), avec de l'eau bidistil-

lée de fagon a obtenir un volume final de 550 ml.

¢ - Action du rouge de ruthénium sur le bioxyde d'osmium

colloidal.
@ - Stabilité des solutions. Nous avons étudié la stabilité

des solutions en ajoutant lentement, sous agitation, le bioxyde d'osmium
précédemment défini (0,15 g de Os/litre) & du rouge de ruthénium de concen—
tration variant de 1 & 1/50 de millimole/litre —dissous dans le tampon caco-
dylate- dans un rapport de volumes de 1/1, puis en effectuant des mesures de
turbidité & 530 nm et & température constante avec un spectrophotometre

C. ZEISS PMQ II. Les solutions ne présentérent aucune turbidité distincte
pour les concentrations de 1 & 1/15 millimole/litre de rouge de ruthénium,
floculdrent au bout de 12 heures pour 1/20 de millimole, au bout de 2 heures
pour 1/25, a nouveau au bout de 12 heures pour 1/30, et redevinrent stables

au-dels (Tableau VII ; p. 125).

B - Propriétés électriques des solutions. Le comportement

de chacune des solutions stables précédentes dans un champ électrique a été
déterminé par électrophorése & l'aide d'un tube en U (200 volts pendant 1 heu—
re), la frontidre de migration du marqueur étant facilement repérée gréce &
la coloration lie de vin particuligérement intense de celui-ci. La coloration

des solutions d'une concentration en rouge de ruthénium allant de 1/2 &
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TABLEAU VIT

Action du rouge de ruthénium dissous dans un tampon cacodylate 0,2 M sur le bioxyde

d'osmium colloidal (0,15 g Os/litre).

. .
- .

Concentration du

rouge de ruthénivm | STAPLUEE f o Mobilité Charge
dans le systéme cvstome : du du
colloidal : c11etan] ' colloide  ° colloide
(en millimoles/litre) | ; :
1 / 2 : : :
: Stable : : )
1/10 : , : l : i
. au moins . .
1/20 : T2 heures : :
1/3%0 :
1/40 : Turbidité au bout : :
: de 12 h H :
1/50 : Turbidité au bout :
: de 2h :
1/60 : Turbidité au bout :
: de 12 h
1/70 : : :
1/80 : Stable : :
, M au moins H _— . —
1/90 : 72 heures : :
1/100 :

aus
LILAE
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1/30 de millimole/litre (concentrations rapportées au volume final apres
1'addition du bioxyde d'osmium) se condensa dans la moitié du tube correspon-
dant & 1'électrode de platine négative ; celle des solutions d'une concentra-
tion inférieure & 1/70 de millimole/litre se concentra au niveau de 1'électrode
positive. La charge du marqueur est donc électropositive dans le premier cas,

et électronégative dans le second (Tableau VII ; p. 125).

- Commentaires. L'existence d'une seconde région de stabilité
ou la charge du colloide est inversée prouve que l'on se trouve en présence
d'un gystéme colloidal présentant le phénoméne de renversement de la charge et
de "série irrégulidre" : quand la concentration du cation hexavalent rouge de
ruthénium croft & partir d'une valeur trés basse ( <:1/7O millimole/litre),
sa distribution au niveau de la "couche double" des particules de bioxyde
d'osmium colioidal (colloide lyophobe électronégatif) condense la couche dif-
fuse de ces dernidres ; le potentiel & négatif s'abaisse alors progressivement
et avec lui la barriére de potentiel responsable de la stabilité temporaire
du systeme, devient inférieur au potentiel (4 critique pour lequel cette
barriére permet la floculation rapide (concentration de floculation T/ 1/50
millimole/litre), s'annule et croit ensuite en valeur positive quand 1'épais-
gseur de la couche diffuse devient inférieure & celle de la zone électrociné-
tigue des micelles ; une nouvelle barridre de potentiel prend ainsi naissance,
et la durée de la stabilité s'éléve progressivement avec la charge électro-
positive du colloide (Tableau VII ; p. 125).

La valeur de la concentration de floculation se situe nettement
hors des limites admises par la régle de SCHULZE HARDY pour les ions divalents
(0,5-2 millimoles/litre) ; elle est de l'ordre de celle que l'on trouve habi-
tuellement lors de la coagulation des sols négatifs par des cations non assi-
milables & des ions quasi-ponctuels -c'est le cas, par exemple, des composés
organiques (voir les généralités sur les collofdes ; p. 13)-. Ce phénomdne est
explicable si 1'on admet, comme le prévoit la théorie de STERN (Généralités
sur les colloides ; p. 7) pour ces derniers, que la dimension et l'adsorbabi-
1ité des molécules du complexe rouge de ruthénium conditionnent un abaissement
du potentiel de la couche diffuse du colloide et par conséquent de la concen-
tration de floculation, malgré la compensation probable du "relieving effect"

introduitepar les ions cacodylate de méme charge que le bioxyde.
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d - Révélation du collolfde au microscope électronique

o - Introduction. Nous avons confirmé la nature colloidale et
la propriété de marqueur du systéme précédent en l'appliquant sur des cellules
ascitiques 4'EHRLICH. Celas nous a également permis d'!'évaluer la taille de ses
micelles.

B - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant

3 heures, & 42 C, par la solution de formaldéhyde tamponnée & 10 p. 100,
lavées dans le tampon cacodylate, traitées pendant 3 heures, a 42 C, par une
solution de pH 7,4 obtenue en ajoutant lentement, sous agitation, la solution
collofdale de bioxyde d'osmium (0,15 g de Os/litre) 4 du rouge de ruthénium
(0,05 p. 100 dans le tampon cacodylate) dans un rapport de volumes de 2/1 de
fagon & ce que la concentration de ce dernier dans le systéme soit de 1/3 de
millimole/litre, lavées & nouveau dans le méme tampon, déshydratées par 1'acé-

tone, incluses, coupées et observées comme lors des expériences précédentes.
¥- Résultat. Nous avons constaté 1'existence d'un dép8t bien
contrasté, continu, et relativement dense de particules colloidales (diamdtre

£ 4 nm) au niveau de la périphérie des cellules examindes (Pl. 22).

e - ContrSle de pureté de la solution de marqueur

o -~ Introduction. Dans le but de montrer que le résultat précé-
dent est réellement dl au colloide et non & une petite quantité résiduelle
de tétroxyde d'osmium non réduit, nous avons appliqué la solution de marqueur
précédente & des cellules 4'EHRLICH délipidées ou ayant eu les doubles liai-

sons de leurs lipides insaturés bloquées par l'iode.

B - Protocole expérimental. Les cellules furent fixdes pendant

3 heures, & 42 C, par la solution tamponnée de formaldéhyde, lavées dans le
tampon de SOERENSEN, traitées par 1'iode N/100 pendant 45 minutes (2 passages)
ou déshydratées et délipidées par les trois procédés déja déerits (Premier
chapitre ; section 2 ; p. 89), réhydratées (dans le second cas), lavées dans
le tampon cacodylate, traitées par la solution colloidale de marqueur décrite
précédemment pendant 3 heures & 42 C, lavées & nouveau, déshydratées, incluses

et observées.
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5 Résultats. L'identité des résultats de cette expérience
et de l'expérience précédente prouve que le colloide obtenu in vitro est le

seul responsable du marquage des membranes de surface (Pl. 23).

3 - Conclusion

Lors de l'application de la méthode classique (Section 2 ;
p. 107}, la concentration du rouge de ruthénium dans la zone périphérique hydro-
phile de la membrane de surface est pratiquement identique & celle des diffé-
rents milieux dans lesquels sont suspendues les celluleg (1 millimole/litre).
Le marqueur synthétisé in situ a donc des propriétés semblables & celles de
la deuxiéme région de stabilité de la série irrégulidre précédente (concentra-
tion en rouge de ruthénium  1/30 millimole/litre ; tableau VII ; p. 125) :
c'est un sol électropositif formé de particules de bioxyde d'osmium colloidal
dans l'atmosphére ionique desquelles sont distribués les complexes cationiques

de rouge de ruthénium,

¢ - SPECIFICITE DU MARQUEUR

1 - Introduction

Les propriétés électriques du marqueur et le pH auquel il se
forme et se fixe (pH 7,4) laissaient prévoir son affinité pour les groupements
anioniques de la zone périphérique cellulaire ; cependant, il nous a été impos-
sible de le démontrer en utilisant la méthode classique de la section 2 (p. 107),
car la plupart des réactions de contrdle chimiques dissolvent les lipides
nécessaires & sa formation. Pour le prouver, nous avons donc précisé la spéci-
ficité du colloide réalisé in vitro. Deux sortes de vérifications ont été
effectuées :

— Des contrdles in vitro sur des polyanions (acide hyaluronique
et sulfate de polyvinyl) et un polycation (polylysine) dissous dans un gel
d'agarose.

— Bt des contrdles in situ par suppression (estérification ou
fizxation de la polylysine) ou introduction (sulfatation) de fonctions acides

au niveau de la membrane de surface.
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2 ~ Contrdles effectudés in vitfo

a - Protocole expérimental. Des solutions aqueuses d'acide

hyaluronique & 1 p. 100, de sulfate de polyvinyl & 5 p. 100 et de polylysine

A 2 p. 1000 furent mélangées & chaud avec de la gélose (solution d'agarose &
10 p. 100 dans 1l'eau) dans un rapport de volumes de 1/1, puis les coupes des
culots ainsi formés (réalisées au cryostat de PEARSE) furent recueillies dans
le tampon cacodylate, traitées pendant 3 heures, & 42 C, (2 passages) par la
solution collofidale définie précédemment (p. 127), lavées dans le tampon caco-

dylate et observées en tubes 2 essais.

b - Résultats. Les coupes détenant l'acide hyaluronique et le
sulfate de polyvinyl se colorerent trés fortement ; leur suspension prit une
teinte lie de vin trés foncée, presque noire. Par contre, celles qui contenaient
la polylysine ne parurent que trés faiblement marquées par le colloide (Pl. 24 ;

fig. a).

3 - Contrdles effectuds in situ

a — Bstérification

@ - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques d'EHRLICH

furent fixées pendant 4 heures, & 42 C, par la solution de formaldéhyde tampon-
née, lavées dans le tampon de SOERENSEN, déshydratées par 1!'éthanol, estéri-
fides (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 76), réhydratées, lavées par le tampon
cacodylate, traitées pendant 3 heures, & 42 C, par la solution colloidale

de marqueur (p. 127), lavées & nouveau par le tampon cacodylate, déshydratées

par l'acétone, incluses et observées.

B - Résultats. Nous n'avons pratiquement constaté aucun dépdt
de particules colloidales au niveau de la membrane de surface des cellules

examindes (Pl. 24, fig. b).

b - Action de la polylysine

@ -~ Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent

fixées pendant 3 heures, & 42 C, par la solution de formaldéhyde tamponnée,
lavées dans le tampon de SOERENSEN et dans l'eau distillée, traitées pendant

1 heure, & 42 C, par une solution aqueuse de polylysine & 2 p. 1000, lavées
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rapidement dans le tampon cacodylate, soumises & l'action de la solution
colloidale de marqueur (p. 127) pendant 3 heures & 42 C, lavées A nouveau dans

le m8me tampon, déshydratées par 1'acétone, incluses et observées,

B - Résultat. Les cellules s'associdrent assez fortement sous
1teffet du "pont ionique" établi par le composé basique entre leurssurfaces
polyanioniques; mais aucun marquage n'a été constaté au niveau de ces der-
nidres, méme au niveau des zones non engagées dans les phénoménes d'intercon-

nexion (Pl. 24, fig. ¢).

¢ - Sulfatation

@ ~ Principe. Le principe de ce contrSle consiste & bloquer
1'ensemble des groupements anioniques de la membrane de surface en les esté-
rifiant, puis & introduire de nouvelles fonctions acides, en l'occurence des
groupes ester-sulfurique, en sulfatant les radicaux hydroxyle des glycannes.

Le résultat de ces opérations est résumé dans le schéma suivant :

0 0 —CH 0 0 —~—CH 0 0-—CH
N 5N,/ N/ 3
c P P
} 0-—~CH 00
e KL
S0 H-~O SO H

3

B - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent fixdes

pendant 5 heures, & 42 C, par la solution de formaldéhyde tamponnde, lavées dans
le tampon de SOERENSEN, déshydratées par 1!'éthanol, estérifides (Chapitre 1 ;
section 2 ; p.76), lavées & 1'éther, sulfatdes pendant 5 minutes par une solu-
tion obtenue en mélangeant, & 02 C, de l'acide sulfurique concentré et de
1'éther dans le rapport 1/1 (MOWRY, 1958) (491), réhydratées, lavées dans le
tampon cacodylate, soumises & 1l'action de la solution colloidale du marqueur

(p. 127) pendant 3 heures & 49 C, lavées & nouveau dans le méme tampon, déshy—

dratées & 1l'acétone, incluses et observdes.

- Bésultat. Les cellules présentérent un dép8t discontinu de

particules colloIdales au niveau d'une zone correspondant & leur glycolemme
(P1. 24 ; fig. d).
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4 - Conclusions

Si 1'on tient compte de la localisation du marquage que l'on
obtient habituellement avec la méthode classique (Section 2 5 Da 107) et du
Pl auquel celle-ci est appliquée (pH 7,4), on peut dire que le margueur col-
Toidal formé in situ se fixe spécifiquement sur toutes les fonctions acides
naturelles et introduites localisées dans la gzone périphérique hydrophile,
c'est-a~dire sur les groupements carboxyliques, esters—phosphoriques et tétra-

esters osmiques d'6-glycol (Figure 14 ; p. 132).

ITI ~ DISCUSSIONS

Les divers résultats précédents appellent les réflections

suivantes :

1 - En prouvant que le tétroxyde d'osmium donne naissance i un tétraester
osmique 4'dt-glycol, nous n'avons pas résolu complitement le probldme complexe
de l'action de cet oxyde dans les tissus, ni tranché définitivement en faveur
de telle ou telle hypothése ; notre étude démonte simplement le mécanisme
qui prélude & l'apparition d'un marqueur dans le cadre restreint des membranes
de surface et des conditions ol est appliquée la méthode -et compldte ainsi
indirectement 1l'interprétation des images que l'on observe au niveau de ces
zones quand elles sont post-fixées par "l'acide osmique"-. Dtailleurs, il est
possible que les hypothéses de RIEMERSMA et BOOIJ (RIEMERSMA et BOOILJ, 1962
(492) ; RIEMERSMA, 1968 et 1970 (493, 494) et de KORN (KORN, 1966 et 1967)
(495, 496, 497) soient complémentaires, car la décroissance du pH des tissus
traités par le tétroxyde d'osmium (RIEMERSMA, 1970) (498) laisse supposer que
la formation du tétraester passe par 1l'étape intermédiaire du diester acide

instable de RIEMERSMA.

2 - L'aspect du dépét colloidal obtenu avec le sol réalisé in vitro est diffé-
rent de celui qui est donné par la méthode classique (Sections 2 et 3 ; p. 107
et 127). L'explication de ce phénomene est évidente : dans le premier cas,

le colloide venant du milieu extérieur & la membrane se répartit dans les
régions hydrophiles qui lui sont immédiatement accessibles (glycolemme) avec

une densité relativement faible, et se fixe sur les groupements fonctionnels
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R.de R. + 0.0, R.de R. (6%

= 11 T g

Figure 14

Schéma résumant le mécanisme de formation et de fixation du marqueur

de la méthode au rouge de ruthénium.

G : glycolemme ; P : plasmolemme. 0+ : cation rouge de
ruthénivm (R. de R.) ; .- : bioxyde d'osmium collcidal ; + :
marqueur colloidal électropositif (M. col..). @w——— : groupement

aniorique ; @———— : groupement caticnique ; = : double liaison

lipidique du feuillet plasmique externe ; N : tétraester osmique
dto-glycol.
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de cette zone en gardant son aspect granulaire ; dans le second, sa synthése
in situ léve l'obstacle & la pénétration que représente sa dimension, fournit
une forte densité de particules colloidales et donne un aspect continu et
opaque au dépdt, —Clest la raison pour laquelle le premier cas représente un
procédé beaucoup plus efficace et précis pour révéler llexistence d'un composé
par la méthode de 1'élimination sélective de sa trace (voir 1la section 4 ;

p. 140)~,

3 — Le terme de marqueur employé lors de l'application de la méthode classique
a un sens subjectif ; il exprime la quantité perceptible de colloide formé

in situ et non le colloide lui-méme. En déterminant le mécanisme qui condition-
ne 1'effet de marquage, ce travail élucide donc simplement le mode essentiel
qui prélude & la formation et & la fixation du sol ; il ne précise pas la
nature des sources susceptibles de fournir ce dernier & un taux inférieur au
seuil imposé par 1l'appréciation visuelle de ltartéfact. Il est d'ailleurs
probable qu'un taux tres faible de bioxyde d'osmium prenne également naissance
a partir des protéines de la membrane, car, s'il est habituellement admis que
le r8le de ces composés dans la réduction du tétroxyde d'osmium est minime
(ADAMS, 1960 et 1965 (499, 500) ; HAKE, 1965 (501) ; MILLONIG, 1967 (502) ;
MILLONIG et MARINOZZI, 1968 (503)), certains auteurs montrérent néanmoins
qu'une extraction lipidique des membranes mitochondriales n'empéchait pas
1l'apparition de la "triple couche" (p. 29) apres un traitement par cet oxyde
(FLEISCHER et al., 1967) (504). BAHR précisa la réactivité relative de chacun

des groupes fonctionnels protéiniques vis-a~vis du tétroxyde d'osmium (BAHR,

1954) (505) ; selon lui, elle se répartirait de la fagon suivante :

-SH»=-C=2¢C -5 --NH2 terminal % =S -S -7 3C =0 ) - OH terminal

> - OH aromatique
Cependant, l'auteur effectua ses travaux sur des substances isoldes ; et
ADAMS ne trouva aucune preuve histochimique en faveur de son hypothése (ADAMS,
1960) (506). I1 est plus vraisemblable que l'action de l'oxyde se limite &
1'établissement de "ponts" tétraester entre les doubles liaisons du trypto~
phene et de l'histidine (BAKER, 1958) (507), et & 1ltoxydation des radicaux
aminés terminaux des chafnes polypeptidiques (HAKE, 1965) (508),
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4 ~ Le signe de la charge électrique du sol dépend théoriquement de deux sortes
de paramétres : la concentration du rouge de ruthénium (p. 124) et la composi-
tion du tampon ~& cause du "relieving effect"- choisies par l'opérateur ; et
1la concentration du bioxyde d'osmium imposée par la composition en lipides de
la membrane. Si l'on néglige 1l'influence de la concentration du colloide sur
la valeur de floculation -celle-ci est en effet trés faible (voir les généra-
lités ; p. 14)—, les deux premiers facteurs devraient donc intervenir sur la
spécificité de la méthode. Cependant, la plupart des auteurs appliquent cette
derniére avec une concentration en rouge de ruthénium relativement importante,
supérieure & 0,01 p. 100 (1/5 millimole/litre), et dans ces conditions, quel~
que soit le tampon employé, on peut considérer que le marqueur reste toujours

gpécifique des fonctions acides.,

5 - Le choix du mode de fixation et de déshydratation de la méthode doit &tre
guidé par la connaissance du mécanisme qui produit 1l'effet de marquage : le
premier doit fixer les protéides -puisque celles-ci détiemnent la plupart des
groupes anioniques~ tout en préservant le contenu en lipides de la membrane ;
et le second abaisser au maximum la constante diélectrique du milieu pour
élever la force de la liaison retenant le marqueur sur les fonctions acides.
Les agents aldéhydiques, en particulier le glutaraldéhyde, jouent les deux
premiers r8les quand leur temps d'action est court (on admet qu'ils peuvent
provoquer une extraction non négligeable des lipides pour une action prolongée
(LIsoN, 1960) (509)) ; et 1'acétone possdéde la dernidre propriété puisqu'elle
est 1'un des agents déshydratants dont la constante diélectrique est la plus

éloignée de celle de 1lleau (acétone : £ 22 20 ; eau:f 7~ 80).

6 - La densité du dépdt de marqueur formé in situ est conditionnée par la con-
centration en doubles liaisons de la zone ou prend naissance le colloide
(feuillet plasmique externe), et par celle des fonctions acides de la région
périphérique hydrophile sur lesquelles il se fixe. En supposant qu'aucun dépdt
de particules colloidales n'est retenu d'une fagon non spécifique au niveau

de la membrane de surface (un lavage par le tampon cacodylate élimine cette
possibilité), cette double dépendance s'exprime trés simplement par le graphi-

que et les relations suivantes :
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pd
DA '
-
pd
N pd A
M s
.-"/ !
f’/ ;
L ! "
Ed
0 a X
A
On a : D=C‘;x pourO(x <a 3 etDM—_:CA pour a\_{x
avec : D : densité de marquage

4 : concentration en groupes anioniques de la zone ou se fixe le
margueur

X ¢ concentration en doubles liaisons de la zone ou prend naissance le
marqueur -

a : concentration en doubles liaisons susceptible de saturer exactement
A en margueur

'ﬁ : constante indépendante du type cellulaire étudié.

La méthode peut donc théoriquement servir & comparer le taux des deux sortes de
fonctions précédentes : soit des doubles liaisons du feuillet plasmique externe
si les types cellulaires examinés appartiennent au premier cas (0 {x (a) ;
soit des groupements anioniques de la région hydrophile périphérique dans
1'autre éventualité (azgfx). Mais étant donné qu'on ne peut savoir si x est
supérieur ou non 4 la valeur a dans une membrane donnée, la seule vocation de

la technique reste le tragage du profil de la surface cellulaire.

7 - LUFT (1971) (510) avait constaté un certain nombre de faits au cours d'une
série d'études sur le rouge de ruthénium :

a - 3i on applique le mélange de rouge de ruthénium et de tétroxyde 4'osmium
4 0% C pendant 1 heure -au lieu de la température ordinaire et du temps de

3 heures-, le contraste observé au microscope électronique au niveau des struc-
tures habituellement marquées par la méthode est trés faible, souvent inexis-
tant.

b - Quand un tissu musculaire est traité par le rouge de ruthénium avant le
tétroxyde d'osmium, les deux stades étant séparés par un lavage, les struc-
tures extracellulaires riches en "mucopolysaccharides" acides ne présentent
aucun contraste particulier ; seules les inclusions lipidiques du cytoplasme
sont marquées. Par contre, si llordre d'application des deux composés est

inversé, plus aucune structure ne présente de dép6t de margueur.
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¢ - Le tétroxyde d'osmium est susceptible d'oxyder le rouge de ruthénium.

La réaction intervient dans le tampon cacodylate et dans le tissu ; dans le
premier cas, elle est trés lente ; dans le second, elle est presqué instanta~
née. Le compogé formé (brun de ruthénium) est un complexe heptavalent de méme
poids moléculaire que le rouge de ruthénium dont la formule proposée par

FLETCHER (1961) (511) est la suivante :

T+
[(NHB)S Ru - 0 - Ru (NH3)4 -0 - Ru (NH3)5]

Pour expliquer ces observations, l'auteur proposa trois hypotheéses sur le rdle
du rouge de ruthénium dans la formation du marqueur :
a - La premiére suppose que le rouge de ruthénium catalyse un transfer d'élec-
trons d'un substrat "polysaccharidique" vers le tétroxyde d'osmium (moddle
"catalytique")¢ Dans ce mécanisme, le tétroxyde d'osmium oxyde le rouge de
ruthénium fixé par liaison ionique sur les groupes acides des "polysaccharides"
tissulaires, puis le brun de ruthénium ainsi formé oxyde & son tour ces der-
niers et redonne du rouge de ruthénium. Un grand nombre de molécules de
tétroxyde est donc réduit au cours de l'opération, et 1l'important dépbt de
bioxyde d'osmium qui en résulte concoure avec le rouge de ruthénium & provo-
quer le contraste que l'on observe au microscope électronique.
b - La seconde prévoit que lloxydation des "polysaccharides" ainsi produite
est capable d'induire au sein de ceux-ci de nouveaux groupes acides et la
fixation subséquente d'une quantité supplémentaire de rouge de ruthénium
(moddle "self-propagating").
¢ - la troisidme concilie le mécanisme précédent avec l'hypothése selon laguel-
le de l'osmiate —au lieu du bioxyde d'osmium— se formerait au cours de la
réduction du tétroxyde d'osmium. Le composé anionique aurait la faculté
dtunir des molécules de rouge de ruthénium au brun de ruthénium fixé au tissu,
et une véritable "réaction en chaine" serait ainsi conditionnée par son inter-
médiaire.

I1 est difficile d'admettre la validité de ces propositions.
D'une part, les résultats précédents peuvent &tre interprétés d'une autre
maniére :
a -~ Il est connu que le tétroxyde d'osmium réagit de préférence & la tempéra-

ture ordinaire sur les doubles liaisons des lipides insaturés.
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b - Le rouge de ruthénium est facilement éliminé par un lavage quand il est
fixé au niveau d'une zone extracellulaire diffuse et hydrophile comme le glyco-~
lemme ; mais dans les structures cytoplasmiques, la quantité de colorant restée
emprisonnde peut &tre suffisante pour inverser la charge du bioxyde 4tosmium
colloidal formé au niveau des inclusions lipidigues.

¢ - La transformation du rouge de ruthénium en brun de ruthénium dans le tissu
est parfaitement compatible avec l'inversion de la charge du bioxyde d'osmium
collofdal. En effet, lors de la réalisation in vitro de cette inversion, nous
avons utilisé 1'une des sources de rouge de ruthénium que 1l'on trouve habituel-
lement dans le commerce ; or, il est connu que les préparations commerciales

de ce colorant contiennent une quantité non négligeable de brun de ruthénium
-elles renfermeraient également en impuretés des traces de certains dérivés
aminés et nitrosés, notamment du trichlorure de ruthénium-III-hexamine,
dichlorure de ruthénium-III-chloropentamine et chlorure de ruthénium-ITI-ni-
trosyle, ainsi qu'une petite quantité de violet de ruthénium- (LUFT, 1971)
(512).

D'autre part, aucun des trois mécanismes ne peut intégrer d'une fagon cohérente
1'ensemble des informations (personnelles ou non ) que l'on possede actuellement
sur la méthode et sur les propriétés du rouge de ruthénium et du tétroxyde
d'osmium :

a - Le modéle "catalytique" est incompatible avec les résultats que l'on
obtient quandon inverse 1'application séparée du rouge de ruthénium et du
tétroxyde d'osmium (voir la section 3 ; p. 111). D'ailleurs, LUFT (1971) (513)
émit lui-méme cette réserve pour tenir compte d'un résultat pratiquement
identique qu'il avait observé.

b -~ Le troisiéme moddle est invalidé par les faits suivants : tout d'abord,
aucune des études effectudes pour élucider le mécanisme de l'action du tétro-
xyde d'osmium sur les doubles liaisons insaturées tissulaires ne prouve la
formation de 1l'ion osmiate (voir la section 3 ; p. 112) ; ensuite, LUFT (1971)
(514) reconnatt lui-méme, d'une part, qu'il est impossible de supposer que

ce composé prend naissance dans le mélange de rouge de ruthénium et de tétro-
xyde d'osmium, d'autre part, qu'il est difficile d'admettre sa formation dans
le tissu, au pH ol sont habituellement appliqués les réactifs de cette

méthode (pH 7,4).
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¢ ~ La formation de bioxyde dtosmium admise par les deux premiers schémas ne
peut expliquer la localisation précise et fidele du contraste que l'on observe
au microscope électronique sur certaines structures, notamment au niveau de
tout le systéme membranaire (CESARINI, 1972) (515) et des fibres de collagine
(NAKAO et BASHEY, 1972) (516). Un tel dépdt, s'il existait, diffuserait proba-
blement au cours des traitements qui suivent 1l'application du mélange de rouge
de ruthénium et de tétroxyde, car il ne peut &tre retenu spécifiquement sur
aucune des fonctions tissulaires.

d - Enfin, trois arguments infirment 1'ensemble des trois modéles : il est
impossible de concilier ceux~ci avec le rble joué par les lipides insaturés
dans la formation du marqueur ; 1l'oxydation des "polysaccharides" sur laquelle
ils sont fondés n'explique pas le contraste important que 1l'on observe généra-
lement au niveau des inclusions lipidiques du cytoplasme ; l'application
séparée du tétroxyde d'osmium puis du rouge de ruthénium ne devrait donner
aucun résultat au niveau du glycolemme (voir la section 3 ; p. 111), car le
tétroxyde d'osmium resté intact -n'ayant pas réagi avec le tissu—~ au niveau

de cette zone diffuse et hydrophile devrait 8tre éliminé presque totalement

par le lavage qui sépare les deux opérations.

IV ~ CONCLUSIONS

Trois points essentiels peuvent &tre dégagés du travail
précédent :
1 - Le marqueur apparu a la suite de l'application de la méthode au rouge de
ruthénium est un colloide électropositif qui résulte de l'inversion de la
charge du bioxyde dtosmium colloidal par le rouge de ruthénium, 1'oxyde pre-
nant essentiellement naissance lors de la formation d'un tétraester osmique
entre le tétroxyde d'osmium et les doubles liaisons des lipides insaturés ;
il se fixe donc sur toutes les fonctions acides du glycolemme et du feuillet
plasmique externe (zone hydrophile périphérique), et révéle ainsi 1'épaisseur

de cette zone et le profil de la surface cellulaire,

2 - Les images classiques observées au microscope électronique, au niveau des
membranes (voir les généralités ; chapitre 2 ; p. 29), aprés post-fixation
par "l'acide osmique", sont probablement dues & la formation de bioxyde

d'osmium colloidal et du tétraester par le méme mécanisme.
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3 - L'étude de la formation in situ du marqueur nous a conduit & réaliser

sa synthése in vitro

4.~ APPLICATIONS

I ~ INTRODUCTION

La vocation du marqueur colloidal précédent est double : formé
in situ, il révele avec précision 1'épaisseur et le profil du glycolemme ;
réalisé in vitro, il peut &tre employé pour mettre sélectivement en évidence
les divers composés ioniques de cette zone. Nous avons donc respectivement
utilisé ses deux propriétés pour aborder les problémes suivants : 1 - L'étude
de 1l'architecture du glycolemme ; 2 -~ Et la détermination de 1'agencement des

phospholipides du feuillet plasmique externe.

IT - MATERIEL, METHODES ET RESULTATS

A - ETUDE DE L'ARCHITECTURE DU GLYCOLEMME

1 - Mise en évidence du glycolemme

a - Introduction. Pour réaliser cette étude, nous avons gppli-
qué la méthode classique au rouge de ruthénium telle qu'elle a été mise au
point au début de ce travail, et nous avons effectué nos observations & un

grossissement relativement important.

b - Protocole expérimental. Nous avons rdéalisé ce travail sur

les hépatocytes du Rat Wistar normal adulte et sur les souches cellulaires
suivantes : fibroblastes embryonnaires de Souris Swiss, cellules Hela et KB,
cellules du carcinome ascitique A'EHRLICH greffées chez la Souris Swiss et
C 57 femelle et cellules de 1'hépatome ascitique de ZAJDELA, les conditions
de culture et de prélévement étant identiques & celles qui ont été exposdes
dans le premier chapitre (Section 2 ; p. 87) -ces protocoles furent également
employés dans les autres expériences de ce chapitre, sauf dans les cas ou l'on
précise le contraire~.

Les fragments de foie, dés leur prélévement, ont été fixés par
le glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de rouge de ruthénium~ pendant

1 heure, & 42 C, et coupés au cryostat de PEARSE (coupes de Z)Clxecueillies
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dans le tampon cacodylate), puis les coupes et les cellules précédemment citées
ont été traitées suivant le protocole décrit dans la section 2 de ce chapitre
(p. 107).

¢ - Résultats. Trois sortes de résultats ont été obtenus :
1 - Aucun marquage n'a été constaté au niveau de la surface cellulaire des
hépatocytes de Rat normal.
2 - Une couche de marqueur assez fine, d'une épaisseur légerement variable de
place en place, fut observée au nivesu du glycolemme des cellules en culture
(fibroblastes, cellules Hela et KB) (P1. 25, 26, 27 (fig. a)).
3 - BEnfin, la zone périphérique hydrophile des cellules ascitiques présenta
un marquage assez dense et d'une épaisseur relativement importante, formé par
un ensemble de touffes plus ou moins individualisées dont les mieux dessinées

semblérent espacées de 20 & 70 nm environ (Pl. 27 (fig. b) ; Pl. 28 (fig. a)).

2 - RBle de l'organisation du plasmolemme sur la structure du glycolemme

a - Introduction. Certains auteurs montrérent, sur des
membranes isolées du foie de Rat, que 1'EDTA et 1l'acide citrique avaient 1la
propriété de réorganiser la structure en "triple couche" du plasmolemme et de
lui donner une structure globulaire (BENEDETTI et EMMELOT, 1966 (517) ; EMMELOT
et BENEDETTI, 1967 (518)). Nous avons utilisé ces agents pour vérifier si cette
nouvelle organisation est traduite ou non par le marquage des cellules asciti-
ques. Les cellules ont été traitées par les deux composés, puis elles ont été
marquées par la méthode classique au rouge de ruthénium et par le colloide

réalisé in vitro & partir de ce dernier.

b - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent

traitées pendant 2 heures, & 42 C, par l'une des solutions suivantes : solution
témoin de HANK ; ou solution de C.M.F, modifié (*) contenant 5 mM de EDTA ;

ou encore solution de C.M.F. modifié contenant 2,8 mM d'acide citrique. Elles
furent ensuite lavées dans le tampon cacodylate et soumises au protocole décrit
dans la seconde section (p. 107), ou lavées dans le tampon de SOERENSEN et

soumises au processus opératoire exposé dans la section 3 (p. 127).

(*) Pour 1 000 ml : NaCl : 6,95 g ; CIK : 0,3 g ; glucose : 1 g ; PO, Hlla.,,
1280 : 0,28 g ; P04HéK : 0,23 g 3 TRIS (hydroxyméthyl amino méthane) :

3 8.
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¢ - Résultatg. L'aspect du dépdt de marqueur formé in situ
parut sensiblement identique dans les trois cas -il confirma celui que nous
avons décrit dans 1l'expérience précédente-, mais sa densité chez les cellules
traitées par les agents complexants sembla légérement plus faible que celle
des cellules témoings (Pl. 28). D'autre part, un marquage de particules granu~
laires, d'une densité semblable pour les trois expériences, se présenta au
niveau du glycolemme des cellules soumises & l'action du marqueur réalisé in

vitro (P1. 29).

B -~ DETERMINATION DE L'AGENCEMENT DES PHOSPHOLIPIDES

1 - Mige en évidence des phospholipides accessibles au colloide réalisé in vitro

a - Introduction. En 1967, KORHONEN (519) proposa un nouveau
procédé histochimique d'estérification sélective des groupements carboxyle
fondé sur l'action d'un mélange (chlorure de thionyle/méthanol) préconisé par
BELIO (1956) (520). Nous avons utilisé cette méthode pour révéler spécifique-
ment les groupes phosphoryle du feuillet plasmique externe accessibles au mar—
queur réalisé in vitro, en prenant soin de vérifier l'origine phospholipidique
de ceux-ci par la délipidation et l'action de la phospholipase C ; on sait,
en effet, que cet enzyme a la propriété de catalyser 1l'hydrolyse des glycéro-
phospholipides pour donner des diglycérides et des bases phosphorylées (RODBELL,
1966 (521) ; RODBELL et JONES, 1966 (522)), et qu'il libdre ainsi 68 & 74 p.
100 du phosphore total des membranes érythrocytaires (LENARD et SINGER, 1968)
(523).

b — Protocole expérimental

a - BEgtérification modérée. Les expériences ont été réalisées

sur le foie de Rat normal, les cellules en culture et les cellules ascitiques
précédemment citées.

Dés leur prélévement, les fragments de foie furent fixés par
la solution de formaldéhyde tamponnée pendant 2 heures & 492 C, puis coupés au
cryostat de PEARSE (coupes de ZO(P recueillies dans le tampon de SOERENSEN).
Les coupes et les cellules furent ensuite fixédes & 42 C par la solution de
formaldéhyde -2 heures pour le foie et 4 heures pour les cellules-, lavées
dans le tempon de SOERENSEN, déshydratées par l'éthanoi, traitées pendant

2 heures, & 02 C, par de 1'éthanol absolu témoin ou par un mélange obtenu en
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ajoutant lentement du chlorure de thionyle & du méthanol préalablement refroi-
di & 02 C dans la proportion des volumes 4/100, réhydratées, lavées dans le
tampon cacodylate, soumises pendant 3 heures, & 42 C, & l'action du marqueur
colloidal & base de rouge de ruthénium réalisé in vitro (p. 127), lavées &

nouveau dans le méme tampon, déshydratées & l'acétone, incluses et observées.

B - Délipidation. Un lot de cellules ascitiques fut délipidé
aprés le stade de l'estérification du protocole précédent suivant un procédé

déja déerit (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 89).

i Action de la phospholipase C. Les cellules ascitiques furent

soumises pendant ¥ heure ou 1 heure, & 372 C, & l'action de la phospholipase C
ou du tampon TRIS témoin de méme pH (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 89), lavées
dans le tampon de SOERENSEN, fixées par la solution de formaldéhyde pendant

4 heures & 42 C, déshydratées par 1l'éthanol, traitées pendant 2 heures, & 02 C,
par le mélange de chlorure de thionyle et de méthanol, réhydratées, lavées dans
le tampon cacodylate, soumises pendant 3 heures, a 42 C, & 1l'action du marqueur
colloidal & base de rouge de ruthénium réalisé in vitro, lavées & nouveau,

déshydratées par l'acétone, incluses et observées.

¢ — Résultats

o« - Cellules estérifides. Un marquage dense et continu contrasta

le glycolemme des cellules témoins. Les types cellulaires estérifiés donnérent
un résultat négatif, & l'exception des cellules ascitiques qui présentérent
une répartition régulidre de dépdts particulaires espacéds de 20 & 70 nm envi-

ron sur leur surface (Pl. 30 et 31).

B - Cellules délipidées ou traitées par la phospholipase C.

Aucun dépdt de colloide n'a été observé sur les cellules ascitiques délipidées
ou traitées par la phospholipase C pendant 1 heure. Mais un marquage beaucoup
plus dense et continu que celui des cellules estérifiédes, réparti semble-t-il
dans toute 1'épaisseur de la membrane, a été constaté chez celles qui avaient

été soumises & l'action de 1'enzyme pendant + heure (P1, 32).
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2 - Agencement des phospholipides par rapport au glycolemme

a = Phospholipides des cellules ascitiques

¢ - Introduction. Les distaiices des touffes de marqueur
(formé in situ) des cellules ascitiques sont comprises dans les mémes limi-
tes que celles des dépdts de colloide (réalisé in vitro) répartis sur la sur-
face de ces cellules quand elles sont préalablement estérifiées (20=70 nm).
Or, nous avons précédemment prouvé que cesderniers représentent la trace des
phospholipides du feuillet plasmique externe accessibles & la surface cellu-
laire. Deux hypothéses peuvent donc &tre émises : les touffes de marqueur
traduisent la structure réelle du glycolemme, et les groupes phosphoryle pré-
cédents sont alors localisés entre ces formations ; ou elles résultent d'une
répartition de gros amas de particules collofdales, formés préférentiellement
au-dessus de la charge anionique de ces groupements. Afin d'éprouver les deux
suppositions, nous avons traité les cellules ascitiques par la phospholipase C,

puis nous les avons marquées par le collcide formé in situ.

B - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent

soumises pendant 1 heure, & 372 C, & l'action du tampon TRIS témoin (pH 7)
ou de la solution de phospholipase C précédemment décrite (Chapitre 1 ;
section 2 ; p. 89), lavées dans le tampon cacodylate et traitées suivant le

protocole mis au point dans la section 2 (p. 107).

- Résultats. Nous avons constaté que les présentes cellules
ascitiques étaient marquées d'une facon étroitement similaire & celles de
1'expérience relatde dans le paragraphe A 1 (p. 139). Comme avec ces dernidres,
le marquage des glycolemmes parut formé par un ensemble de touffes diffuses
plus ou moins bien dessindes espacdes de 20 & 70 nm environ (P1. 33). Ce

résultat vérifie donc la premidre hypothése.

b ~ Phospholipides des cellules en culture

® - Introduction. Le résultat négatif que nous avons obtenu
précédemment avec les hépatocytes et les cellules en culture estérifiées
(Paragraphe B, 13 p. 141) peut &tre expliqué de deux fagons : en supposant
qu'une couche continue de glycolemme empéche l'accession du marqueur aux

groupements phospholipidiques du feuillet plasmique externe ; ou en admettant
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que ces derniers sont localisés en totalité ou en partie & la surface cellu-
laire (comme dans le cas des cellules ascitiques) mais sont masqués par un
composé qui les emp8che de fixer le colloide électropositif. MONTAGNIER (1970)
(524) montra qu'un traitement ménagé par la phospholipase C n'affecte pas la
viabilité des cellules quand les phospholipides de leur membrane sont masqués,
car les molécules de lipides sont alors protégées contre llaction de 1'enzyme.
Nous avons utilisé cette propriété pour écarter l'une des deux hypothéses

en présence.

B - Protocole expérimental. Les cellules en culture furent

détachdes par une solution (*) de EDTA, lavées dans une solution de HANK,
incubées & 372 C dans le HANK témoin (pH 7) ou dans une solution de la phos-
pholipase C déja définie (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 89) dissoute dans ce
dernier & raison de 1 mg d'enzyme pour 20 wml de solution, prélevées & des
temps variables et mélangées & volume égal avec des solutions de Rouge Neutre

& 0,05 p. 100 dans le HANK afin d'&tre comptées dans un hémocytomdtre,

%— Résultats. Moins de 50 p. 100 des cellules présentérent
encore une coloration (cellules vivantes) au bout d'une hydrolyse enzymatique
de 15 minutes. Nous avons donc considéré que ces trois types de cellules

étaient sensibles et que la premiére hypothése semblait la plus probable.

ITT - DISCUSSIONS

On peut faire les observations suivantes :
1 = Ltaffaiblissement de la densité du marquage des cellules ascitiques
traitées par les agents complexants (Paragraphe A, 2, p. 140; P1. 28) peut
8tre di aux lipides insaturés du plasmolemme ou aux groupements anioniques
du glycolemme (Section 3 ; paragraphe IIT ; p. 135). Dans le premier cas,
la diminution des doubles liaisons effectivement opérantes dans la formation
du marqueur pourrait &étre causée par la réorganisation des lipides du plas—

molemme sous l'effet de 1'EDTA ou de 1l'acide citrique ; dans le second,

(%) Pour 1000 ml : NaCl : 8 g ; KC1 : 0,2 g ; Na2HPo4, 2H0 : 1,44 g ;

KH2P04 : 0,2 g ; EDTA : 0,3 g.
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celle des fonctions acides seraif la conséquence d'une perte de certains
composés provoquée par 1'élimination des cations divalents assurant leur
fixation sur la membrane, L'identité du marquage que nous avons obtenue

avec le collofide réalisé in vitro (Paragraphe A, 2, p. 1403 Pl. 29) ne peut
résoudre le probléme, car il est possible que ce dernier ait une sensibilité

insuffisante pour traduire cette perte,

2 -~ La phospholipase C du Clogtridium welchii employée hydrolyse les léci-

thines, les glycérophosphatidyléthanolamines et les sphingomyélines (COLEMAN
et al., 1970) (525). Ltabsence totale de fixation du colloide réalisé in
vitro sur les cellules traitées par cet enzyme (Paragraphe By, 1, ©p.141;

P1. 32, fig. b) peut donc avoir deux significations : ces composés sont les
seuls phospholipides dont les groupes ioniques soient accessibles au marqueur
entre les touffes de glycolemme précédemment mises en évidence ; ou la
néthode de marquage n'est pas assez sensible pour révéler les lipides rési-
duels, Bien que 1l'on ne puisse trancher facilement entre ces deux éventua-
lités, c'est la premidre hypothése qui semble la plus vraisemblable si 1l'on
tient compte que ces derniers détiennent environ 40 p. 100 du phosphore

total des lipides membranaires.

3 ~ Nous avons vu que le dépdt de marqueur (réalisé in vitro) des cellules
ascitiques traitées par la phospholipase C pendant + heure était plus épais
et plus dense que celui des cellules témoins (Paragraphe B, 1, p. 141 ;

Pl. 32, fig. c). Ce résultat est explicable si 1'on admet que les protéines
et les lipides des membranes de surface de ces cellules sont organisés sui-
vant le schéma des modeéles "fluides" (Figure 9 ; p. 35). Dans une telle
organisation, 1'hydrolyse d'une petite quantité de vhospholipides (par
exemple au bout de % heure) peut favoriser une structure “ouverte" et la
pénétration subséquente du colloide dans le plasmolemme ; mais une action
plus poussée de llenzyme (par exemple pour un temps de 1 heure), conjointe-~
ment & 1'élimination d'une grande partie de ces composés lipidiques, peut
aussi provoquer une contraction latérale des sous-unités protéidiques du
systéme (COLEMAN et al., 1970)(526) et un défaut total de dépSt colloTdal
—COLEMAN et al. (1970) (527) émirent cette hypothdse aprés avoir observé,

sur des membranes érythrocytaires du Rat et de 1'Homme, que les lipides
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neutres formés au cours de l'hydrolyse (diglycérides et céramides) restaient
associés & ces zones sous forme de gouttelettes et par conséquent pouvaient

8tre considérés comme totalement éliminés de leur corps-.

IV - CONCLUSIONS

Les cellules précédemment étudiées peuvent &tre classées

en deux catégories :

1 ~ Les cellules en culture (fibroblastes embryonnaires, cellules Hela et KB)
et les hépatocytes de Rat normal possédent un glycolemme assez mince qui
recouvre continfiment les groupements polaires phospholipidiques de leur feuil=
let plasmique externe -~les trois premieres souches sont sensibles & l'action
ménagée de la phospholipase C ; ces groupements ne semblent donc pas masqués
chez elles par un composant du type de celui qui a été mis en évidence par

MONTAGNIER (1970) (528 )~.

2 ~ Les cellules ascitiques @u carcinome A'BHRLICH et de 1lthépatome de ZAJDELA)
se distinguent par un glycolemme plus épais et d'une épaisseur discontinue,
formé par un ensemble de touffes (espacées par une distance comprise entre 20
et 70 nm environ) dont la structure ne semble pas conditionnde par ltorganisa~
tion du plasmolemme soug-jacent, entre lesquelles sont distribués certains grou-
pements phospholipidiques du feuillet plasmique externe ~la sensibilité des
cellules & 1l'action ménagde de la phospholipase C paralt également prouver que
ces composés ne sont pas masqués—.

Compte tenu de la distribution des lipides prévue par les
modeles les plus récents (voir les généralités ; chapitre 2 ; p. 33), on peut

donc illustrer ces conclusions par les schémas de la figure 15 (p. 147).
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Figure 15

Schémas représentant la structure de la zone périphérique hydrophile

des cellules examinées.

a ¢ cellules en culture (fibroblastes, cellules Hela
et KB) et hépatocytes du Rat ; b : cellules ascitiques (du carcinome
A'EBRLICH et de 1'hépatome de ZAJDELA). G : glycolemme ; P : plasmo-
lemre. O——— : phospholipides (non protégés_contre 1'action ménagée

de la phospholipase C); //7/ : protéines et lipides neutres du

plasmclemne., (i;Ei\
AU Y,
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Troisiéme chapitre :

ETUDE DES SIALO-GLYCOCONJUGUES DU GLYCOLEMME

1.— GENERALITES

Les caractéristiques architecturales de la zone périphérique
hydrophile sont probablement conditionnées en partie par le taux des composants
glycanniques de cette région. Dans une étude préliminaire du probléme, nous
allons rechercher l'existence d'une relation entre la densité des sialo-glyco-
conjugués (sensibles & la neuraminidase) du glycolemme des cellules précédem~
ment examindes et l'une des propriétés les plus générales de 1'état tumoral :
la rapidité de croissance. Nous localiserons ces composés au microscope élec—
tronique et nous déterminerons microspectrophotométriquement les variations
de leur densité en fonction de 1l'indice mitotique & l'aide de deux marqueurs :

le colloide électropositif & base de rouge de ruthénium (réalisé in vitro)

et 1'hydroxyde de fer colloidal.

Les techniques de mise en évidence histo et cytochimiques
des acides sialiques reposent en général sur la révélation de 1'élimination
sélective de leur trace ; elles nécessitent par conséquent 1'emploi d'un
procédé de coloration ou de marquage et d'une méthode d'hydrolyse. Or, d'une
part, les méthodes de coupure des liaisons sialosyle emploient habituellement
deux agents : la neuraminidase et 1l'acide sulfurique ; d'autre part, deux
procédés de marquage sont théoriquement susceptibles d'é&tre utilisés chacun
en microscopie électronique et en microspectrophotométrie pour déceler ces
oses acides : le P.A.S. (Periodic - Acid - SCHIFF) et la méthode de capture
de fer -les dérivés colords qui résultent de llaction du premier peuvent
&tre dosés (BJaRNESJa, 1955) (529) ou marqués par llacide phosphotungstique
et détectés en microscopie électronique (d'aprés THIERY, 1967) (530) ; et les
particules colloidales fixées & la suite de la seconde sont colorables par le
ferrocyanure de potassiume. Avant d'aborder le travail qui suit, nous avons
donc choisi 1'hydrolyse et le marqueur susceptible d'&tre dosé (hydrolyse enzy-
matique et hydroxyde de fer colloidal) sur des critires de spécificité et de

sensibilité. Trois sortes de travaux ont été accomplis pour cela :
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— Dans une premiére série d'expériences, nous avons tout
dtabord circonscrit avec précision les différentes conditions qui permettent
au P.A.S. de révéler sélectivement les glucides in situ, puis nous avons préci-
sé avec cette réaction les parametres qui régissent 1'hydrolyse des sialo-glyco-
conjugués par llacide sulfurique (ce travail a été réalisé sur des coupes de
glandes sous-maxillaires de Rat et de Mouton fixées ou obtenues au cryostat,

conformément & 1'esprit des recherches de MONTREUIL et al. (1959) (531))

(voir nos publications 1 et 4 citdes en t8te de ce némoire).

- Nous avons ensuite montré, & l'aide d'un colorant méta-
chromatique (bleu de méthyline), que cet _agent chimique introduisait de
nouvelles fonctions acides dans les tissus et ne pouvait donc pas convenir
pour ce genre d'étude (les tissus examinds, identiques aux précédents, ont &té

exclusivement coupés au cryostat) (voir nog publications 3 et 5).

— Puis nous avons prouvé que le P.A.S. était beaucoup plus
sensible aux pertes non sélectives de substances provoquées par la neuramini-
dase que la méthode de capture de l'hydroxyde de fer colloidal (pour parvenir
4 cette démonstration, nous nous sommes placés dans le cas limite de non
fixation des tissus suivants (coupes obtenues au cryostat) : glande sous=-
maxillaire et cerveau de Rat et de Mouton, respectivement trés riches en
sialo-glycoprotéines et sialo-glycolipides ; et foie de Rat et de Mouton,

relativement pauvresen ces composés) {(voir notre publication 4).

2.~ MISE AU POINT DES METHODES

I - INTRODUCTION

Dans cette section, nous allons relater la mise au point
de deux sortes de méthodes : une méthode ultrastructurale fondée sur la cap-
ture du colloide électropositif & base de rouge de ruthénium réalisé in vitro ;
et une méthode ultrastructurale et microspectrophotométrique fondée sur la

capture de 1l'hydroxyde de fer colloidal.
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II — METHODES ULTRASTRUCTURALES

A ~ METHODE FONDEE SUR LA CAPTURE DE L'HYDROXYDE DE FER COLLOIDAL

1 - Matériel et méthodes

a - Préparation de la solution colloidale. La solution colloidale

fut réalisée en ajoutant une solution concentrée de chlorure ferrique (6,538 g
p. 100 ml) 2 un volume au moins dix fois supérieur d'eau bouillante de facon 2
obtenir une concentration finale de 1,7 g de fer par litre et un pH de 1,8.

Le choix du pH a été motivé par les raisons suivantes :
1 -~ I1 permet 1'établissement d'une liaison ionique entre les fonctions acides
de la membrane de surface et le colloide électropositif ; un pH plus élevé
pourrait favoriser la formation de complexes chélatés (DAVIS, 1965) (532).
2 - I1 assure, avec la force ionique trés basse de la solution ( nJ 0,01),
1'électropositivité élevée des particules colloIdales (HAZEL et AYRES, 19%1)
(533).
3 - Plusieurs raisons permettent de penser que la véritable valeur du pKa des
groupements sialosyle de la membrane de surface est plus faible que celle de
1'acide sialique isolé (2,8) (WALLACH et EYLAR, 1961 (534) ; COOK et al.,
1962 (535)). D'abord, quand elle est déterminée par des mesures électrophoréti-
ques, elle équivaut & un pH de la suspension cellulaire ; or, la relation
donnée par DAVIES et RIDEAL (1961) (536) montre que ce dernier est supérieur
de 0,5 environ & celui de la zone électrocinétique ol sont localisés les
groupes. Ensuite, SCHEINTHAL et BETTELHEIM (1968) (537) prouvdrent que l'acide
sialique 1ié d'un certain nombre de composés se présentait sous la forme de
chafnes hydrocarbondes ouvertes et d'anomdres en équilibre, et que les pKa de
ces isoméres s'échelonnaient de 1,7 & 2,8. Enfin, le point isoélectrique des
glycopeptides isolés de la surface des plaquettes humaines s'étend de 1,8 &
2,2 environ (PEPPER et JAMIESON, 1969) (538). Il est probable que 1l'acide sia-
lique des glycoconjugués membranaires possdde un pKa réel égal et méme inférieur
4 2,3. Dés lors, puisque la projection de chaque particule colloidale (environ
10 nm2) sur la surface cellulaire contient en moyenne 10 molécules d'acide
sialique (KRAEMER, 1966) (539), le pH de 1,8 de la solution colloidale ~pH de
1,3 pour la zone électrocinétique~, en ionisant le dixidme de ces oses acides,
est suffisant pour assurer la formation d'une couche saturéde monoparticulaire

de colloide sur chaque cellule.
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b - Choix du protocole expérimental. Le protocole de la

méthode a été mis au point sur du rein de Rat Wistar normal et sur des cellu~
les de 1'hépatome ascitique de ZAJDELA.

Aprés avoir successivement essayé trois fixzateurs (gluta-
raldéhyde & 6,25 p. 100 dans le tampon phosphate de SOERENSEN de pH 7,4 ;
formaldéhyde & 10 p. 100 dans le méme tampon ; et mélange de formaldéhyde &
10 p. 100 et d'acroléine % 10 p. 100 dans le tampon de SOERENSEN (1/1)), deux
procédés pour recueillir et traiter les coupes effectudes au cryostat (coupes
recueillies par adhérence sur des lames d'Bpon et traitées sur celles-ci ;
ou coupes recueillies en culot et traitées en suspension), différents modes

d'hydrolyse enzymatique (neuraminidase du Vibrio cholerae & 125 U/ml, 250 U/ml

et 500 U/ml, appliquée pendant 4+ heure, 2 heures et 4 heures) et différentes
durées d'application de la solution colloidale, nous avons finalement adopté
le protocole suivant :

Dés leur prélévement, les fragments de tissu furent fixés
par la solution de formaldéhyde pendant 2 heures,d 42 C, puis coupés au cryos-
tat de PEARSE, les cellules normalement isolées fixées de la méme fagon pen—
dant § heure 2 42 C ; ot les coupes et ces derniires lavées dansg le tampon de
H 5,5, traitées en suspension et sous agitation, pendant 4 heures & 379 C,

par une solution de neuraminidase du Vibrio cholerae (neuraminidase LIGHT

3 125 U/ml) ou par la solution tampon témoin de pH 5,5 (Chapitre 1 ; section 2 ;
p. 88), lavées dans le tampon de SOERENSEN, fixdes par la solution de formal-
déhyde pendant 2 heures et demie & 42 C, lavées par le tampon de SOERENSEN

puis ltacide acétique & 1 p. 100, soumises & la solution d'hydroxyde de fer
colloldal, sous agitation, pendant 2 heures & 42 C, lavées de nouveau par
1l'acide acétique puis le tampon de SOERENSEN, post-fixdes ¥ heure par le
tétroxyde d'osmium (% 1 p. 100), déshydratées par 1'éthanol, incluses dans
1'Epon et observées aprés imprégnation ou non par 1l'acétate d'uranyle et le

citrate de plomb.

2 - Régultats

Les cellules examinées présentérent généralement une bonne
morphologie, une condensation de leur hétérochromatine marginale et nucléolai=-
re, et des mitochondries normales, sans dilatation de leurs crétes internes.
Un dépdt de particules colloidales, d'aspect granulaire (diamdtre des grains

ns 3 nm) et continu, fut observé au niveau du glycolemme de la plupart des
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cellules ; sa densité parut plus faible chez celles qui avaient été traitées
par la neuraminidase. Quelques membranes nucléaires et mitochondriales possé-
derent également un léger marquage,mais celui-ci ne sembla pas affecté par

1thydrolyse enzymatique (Pl. 41 et 42 (fig. a)).

B - METHODE FONDEE SUR LA CAPTURE D'UN COLLOIDE ELECTROPOSITIF A BASE DE
ROUGE DE RUTHENTUM

1 = Matériel et méthodes

a - Préparation de la solution colloidale. La solution

du collofde électropositif & base de rouge de ruthénium a été obtenue suivant
le protocole décrit dans le chapitre 2 (p. 127 ; elle a été ajustée & trois
valeurs de pH (2, 4 et 7,4) avec de l'acide chlorhydrique & 1 p. 100.

b - Choix du protocole expérimental. Aprés avoir essayé

les trois solutions précédentes sur des cellules de l'hépatome ascitique de
ZAJDELA et sur du rein de Rat Wistar normal, nous avons finalement adopté
le protocole suivant :

Des leur prélévement, les fragments des tissus furent
fixés par la solution de formaldéhyde pendant 2 heures, & 42 C, puis coupés
au cryostat de PEARSE ; les cellules normalement isolées fixées de la méme
fagon pendant 4 heure & 42 C ; et les coupes et ces dernidres lavées dans le
tampon de pH 5,5 (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 88), traitées en suspension
et sous agitation, pendant 4 heures & 372 C, par la neuraminidase ou le
tampon témoin de pH 5,5, lavées dans le tampon de SOERENSEN, fixées par la
solution de formaldéhyde pendant 2 heures et demie & 42 C, lavées dans le
tampon cacodylate 0,2 M (pH 7,4), gsoumises & l'action de la sclution colloi-
dale de pH 7,4 pendant 3 heures & 42 C, lavées de nouveau dans le tampon
cacodylate, déshydratées par l'acétone, incluses et observées aprés impré-

gnation ou non par llacétate d'uranyle et le citrate de plomb.

2 «~ Résultats

Nous avons observé un dépdt bien contrasté, continu et
grenulaire de particules colloidales au niveau du glycolemme des cellules
témoins, un marquage nettement moins important sur les cellules traitées
par la neuraminidase, et un résultat négatif sur 1l'ensemble des membranes

nucléaires et mitochondriales (Pl. 35).
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IIT -~ METHODE MICROSPECTROPHOTOMETRIQUE

A -~ MATERIEL ET METHODES

{1 = Principe de la méthode

Le principe de cette nouvelle méthode consiste & tracer
les profils d'asbsorption de deux séries de cellules traitées par 1'hydroxyde
de fer colloidal et le ferrocyanure de potassium, une série témoin et une série
dont les acides sialiques des membranes de surface ont été préalablement élimi-
nés par la neuraminidase, en balayant chaque cellule suivant 1'un de ses dia-
métres avec un faisceau monochromatique d'une longueur d'onde égale au maximum
d'absorption du ferrocyanure ferrique, puis & comparer l'intensité des compo-
santes correspondant & 1'absorption du cytoplasme et de la membrane de surface
des cellules d'un diamétre identique des deux séries ; nous l'avons schématisé
par des graphiques de la figure 16 (p. 154).

Les composantes d'absorption du cytoplasme et de la mem~-
brane de surface ont été choisies comme élément de comparaison pour trois

raigsons essentielles :

— L'intensité de la composante centrale est surtout condi-
tionnée par l'absorption du noyau cellulaire ; or, celle-ci varie énormément
d'une cellule tumorale & une autre.

— Le diametre du faisceau monochromatique de l'appareil
employé (0,32 e) est trop important, par rapport & la largeur des membranes
de surface, pour que l'absorption de ces derniéres soit traduite par le profil

des courbes enregistrées.

— Bt 1'intensité des deux composantes correspondant chacu-
ne & 1l'absorption du cytoplasme et de la membrane de surface est due en grande
partie & cette dernitre, car la quantité de colorant traversée par le faisceau
décroft dans le premier quand elle croit au niveau de la seconde avec la cour-
bure du ménisque cellulaire.

En outre, nous avons supposé que l'absorption du cytoplasme
ne variait pas d'une cellule & une autre, et qu'aucune quantité d'acide sialique

intracellulaire n'était hydrolysée par la neuraminidase.
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Figure 16

Principe de 1'évaluation microspectrophotométrique de la densité des

sialo~glycoconjugués sensibles & la neuraminidase du glycolemme.

T : cellule témoin ; B : cellule traitée par la
neuraminidase. N : noyau ; M : membrane de surface ;j L : lame de
verre. A : composanté correspondant au passage du faisceau moﬁo—
chromatique & la fois dans le noyau, le cytoplasme et la membrane
de surface ; B : composantes traduisant le balayage du cytoplasme
et de la membrane de surface. En abscisses : balayage du faisceau

monochromatique. En ordonnées : absorptions.
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2 - Détermination du maximum d'absorption

L'absorption maximale de la coloration du ferrocyanure ferri-
que a été déterminée sur des frottis de cellules Hela, suivant un protocole
expérimental qui est décrit dans le paragraphe suivant. Nous avons observé un

maximum d'absorption pour la longueur d'onde de 760 nm (Figure 17 ; p. 156).

3 - Choix du protocole expérimental

Nous avons utilisé l'ultramicrospectrophotometre C.ZEISS
UMSP I dont la réalisation technique a été faite d'apres les donndes techniques
de CASPERSSON.

La méthode a été mise au point sur des frottis de cellules Hela et des emprein-—
tes de foie de Rat Wistar normal. Aprés avoir essayé différentes durdesd!appli-
cation de la neuraminidase et de la solution d'hydroxyde de fer colloidal,

nous avons finalement adopté le protocole suivant :

Les empreintes de tissu et les frottis de cellules furent
fixés pendant ¥ heure, & 42 C, par la solution de formaldéhyde tamponnde, lavés
dans le tampon témoin de pH 5,5 (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 88), traités
pendant 4 heures, & 372 C, par la neuraminidase déja définie ou par le tampon
témoin, lavés dans le tampon phosphate de SOERENSEN et par une solution dtacide
acétique & 1 p. 100, soumis & 1l'action de la solution d'hydroxyde de fer colloi~
dal de pH 1,8 pendant 10 minutes & 42 C, lavés pendant 1 minute par la solution
d'acide acétique, rincés dans l'eau distillée, traités pendant 10 minutes par
une solution de ferrocyanure de potassium (solution a 1 p. 100 dans 1l'acide
chlorhydrique & 1 p. 100), lavés rapidement par 1l'eau distillée, déshydratés
par 1'éthanol, montés au baume du Canada et mesurés & 1'ultramicrospectropho-
tométre suivant le principe donné plus haut, par balayage d'un faisceau mono-

chromatique d!'une longueur d'onde de 760 nm et d'un diametre de 0,32 F.

B ~ RESULTATS

Les courbes d'absorption présentérent une importante compo-
sante centrale (A) correspondant au passage du faisceau monochromatique & la
fois dans le noyau, le cytoplasme et la membrane de surface, et deux composantes
symétriques (B) traduisant le balayage des deux régions adjacentes composées du
cytoplasme et de la membrane cellulaire. L'affaiblissement du profil 4'absorp-
tion des cellules traitées par la neuraminidase fut surtout remarquable au

nivean de ces deux dernidres composantes (Figures 18 et 19 ; p. 167 et 168).
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Figure 17

Spectre d'absorptior de la coloration donnée par la méthode de

capture de fer.

En abscisses : longueurs d'onde en nanometres.

Er. ordonnées : dernsités optiques données en unités arbitraires.
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3.~ SPECIFICITE DES METHODES

I - INTRODUGTION

La structure de 1'hydroxyde de fer colloiIdal n'est pas connue
avec certitude ; selon certains auteurs, le chlorure ferrique donnerait nais-
sance au colloide hydrophobe suivant (d'aprés MﬁLLER, 1965) (540) :

Fecl3 + HZO = Fe(OH)012 + HC1

Fe(OH)Cl2 + H20 = Fe(OH)201 + HC1

‘ —
Fe(OH) C1 +HO =2 Fe(OH)3 + HC1

X Fe(OH)3 + y Fe(OH) L1 —-——}[(Fe(OH)B)X (FeOCl)y . (HZO)yJ (Feo+)z + 2017,

les valeurs de x et de y variant probablement avec la méthode de préparation,
et chaque particule possédant une molécule ionisée pour 1 000 & 2 600 atomes
de fer (JIRGENSONS et STRAUMANIS, 1962) (541). Le mécanisme exact de la fixa-
tion de ces particules électropositives sur les groupements anioniques paralt
mettre en jeu tantdt des forces de nature électrostatique (BALAZS et SZIRMAI,
1958) (542), tantdt des complexes chélatés (SAMS et al., 1962) (543), tantdt
les deux successivement (WIGGLESWORTH, 1952) (544). En fait, il semble actuelw

lement que le colloide puisse présenter une affinité pour tous les groupes
acides des tissus (carboxyle, phosphoryle et sulfuryle), mais que son mécanisme
de fixation soit conditionné par le pH et la force ionique avec lesquels il est
appliqué (GANTER et JOLLES, 1969) (545). La spécificité des deux margueurs
précédents (nous avons prouvé que le colloide de 1l'osmium (& base de rouge de
ruthénium) était susceptible d'8&tre capté par toutes les fonctions acides tis-
sulaires) vis-a~vis des sialo-glycoconjugués est donc dirigée par deux fac-
teurs : le pH des solutions colloidales ; et la spéecificité de 1l'hydrolyse
enzymatique. Nous allons préciser l!'importance respective de ces deux paramé-

tres.

IT - ROLE DU pH

A - METHODE FONDEE SUR LA CAPTURE DU COLLOIDE A BASE DE ROUGE DE RUTHENTUM

Le pH d'application du colloide & base de rouge de ruthénium

(7,4) a été choisi empiriquement ; c'est la valeur pour laquelle la méthode
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fondée sur la capture de ce dernier traduit une élimination sélective maximale
de 1l'acide sialique tout en respectant la morphologie cellulaire. I1 favorise
done ltionisation de toutes les fonctions acides du tissu et n'introduit aucune

spéeificité.

B - METHODE FONDEE SUR LA CAPTURE DE L'HYDROXYDE DE FER COLLOIDAL

Les raisons du choix de la valeur du pH de la solution
d'hydroxyde de fer colloidal (1,8) ont &té exposées dans la section 2 de ce
chapitre (p. 150). Celle-ci devrait 8tre suffisamment basse pour unir exclusi~-
vement les groupements sialosyle avec les particules de colloide. Cependant,
nous avons toujours constaté ll'existence d'un dépdt résiduel sur la surface
des cellules traitées par la neuraminidase. Nous devons donc admettre qu'il
existe encore une densité suffisante de fonctions ionisées & ce pH pour rete-
nir le marqueur, la fixation de celui-ci étant favorisée, précisons-le, par
la polarisation des molécules d'eau prés de la surface cellulaire -et 1l'abais~
sement conséquent de la constante diélectrique de ce milieu- (voir les géné-
ralités sur les colloides ; p. 7). Quatrecatégories de groupements peuvent
provoquer ce phénoméne

~ Des groupes détenus par des composés d'origine intracellu-
laire, 1libérés et adsorbés au niveau du glycolemme au cours de la fixation
par le formaldéhyde (WEISS et CUDNEY, 1969) (546) (voir la section 4 de ce
chapitre ; p. 170).

— Des groupes sulfuryle dont l'origine peut &tre glycolipi-
dique (sulfatidique) et glycosamino-glycannique (le pKa de ces fonctions est
généralement voisin de 2).

~ Des groupes phosphoryle du feuillet plasmique externe dont
la valeur du pKa est particuliérement basse ; on sait que la délocalisation
électronique des composés qui les détiennent peut leur donner parfois un pKa
largement inférisur & 1,8 (1'un des Ka des glucose 3 et 4-phosphate, par
exemple, est de 0,84 & 202 ¢ (VAN WAZER, 1958) (547)).

— Et des groupes sialosyle non éliminés par l'hydrolyse enzy-

matique (voir le paragraphe suivant).
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III - ROLE DE L'HYDROLYSE ENZYMATIQUE

Puisque le pH n'introduit aucune spécificité dans l'applica-
tion des méthodes précédentes, celle-ci est uniquement dirigée par 1'hydrolyse
des liaisons sialosyle. Or, bien que la neuraminidase employée soit exempte
d!'impuretés de nature enzymatique et élimine sélectivement les acides sialiques,
on ne peut cependant pas considérer que son action soit parfaitement quantita-
tive. Nous allons préciser 1l'importance des deux catégories de facteurs qui

la limitent.

A -~ ROLE DE LA STRUCTURE DES STALO-GLYCOCONJUGUES ET DE L'ORIGINE DE L'ENZYME

Le taux de libération de llacide sialique varie de 43 &
100 p. 100 suivant la nature des dérivés de l'acide neuraminique, le type
de la liaison sialosyle et l'origine de l'enzyme. Généralement, les acides
N,0-diacétyl-neuraminiques et la liaison 2,8 résistent & l'action de la neura~
minidase (FAILLARD, 1957 (548) ; GIBBONS, 1962 et 1963 (549, 550) ; RAFELSON,
1963 (551)). En outre, la résistance & 1'hydrolyse existe également lorsque

1'acide sialique est conjugué -en configuration cis- & la fois & une molécule
de galactose et & un autre substituant (KUHN et WIEGANDT, 1963) (552). Enfin,
c'est 1'enzyme extrait du Vibrio cholerae qui posséde 1'activité la plus

étendue -il hydrolyse les liaisons 2,3 et 2,6~ (DRZENIEK et al., 1966) (553).

B — ROLE DU FIXATEUR

' Pour poser en hypothése qu'mucune quantité d'acide sialique
intracellulaire n'était libérée par l'hydrolyse enzymatique, nous avons
brigvement fixé nos cellules avant de les traiter par la neuraminidase ; en
effet, bien que le probléme de la pénétration de la sialidase soit encore
controversé (WALLACH et EYLAR, 1961 (554) ; EYLAR et al., 1962 (555) ;
NORDLING et MAYHEW, 1966 (556) ; KRAEMER, 1967 (557) ; CORMACK, 1970 (558)),
certains auteurs ont montré que le formaldéhyde bloquait les voies dtaccés des
macromolécules de ce composé vers certaing sites situés dans les couches pro-
fondes du plasmolemme (LANGLEY et AMBROSE, 1967) (559). Il est donc possible

que l'action du fixateur entraine également une légére inhibition de 1l'enzyme.
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4. ~ EPPLICATIONS

I - INTRODUCTION

Dans ce travail, nous avons tout dtabord localisé les sialo-
glycoconjugués sensibles & la neuraminidase au microscope électronique avec le
colloide électropositif de l'osmium réalisé in vitro, puis nous avons recher-
ché une relation entre le taux de ces composés, 1l'état tumoral et 1l'indice mi-
totique en employant la méthode de capture de fer adaptée & la microscopie

électronique et & la microspectrophotométrie.

IT ~ MATERIEL, METHODES ET RESULTATS

A - MISE EN EVIDENCE ET LOCALISATION DES SIATLO-GLYCOCONJUGUES SENSIBLES A LA
NEURAMINTDASE

{1 = Introduction

Deux hypoth®ses peuvent expliquer la constance de la mobilité
électrophorétique de certaines cellules -notamment des hépatocytes du Rat-
aprés 1'action de la neuraminidase : le phénomdne peut 8tre causé par une
dénaturation de certains composés de leur glycolemme au cours de l'hydrolyse
enzymatique et par l'apparition subséquente de nouveaux groupes anioniques
dans leur zone électrocinétique (WALLACH et DEPEREZ ESANDI, 1964 (560) ; WARD
et AMBROSE, 1969 (561) ; KOJIMA et MAEKAWA, 1970 (562)) ; ou par la localisa-
tion des groupes sialosyle de leur glycolemme dans la région sous-jacente a la
surface qui intervient dans cette mobilité (BENEDETTI et EMMELOT, 1967) (563).
Lthydroxyde de fer colloidal ne possdde pas les propriétés requises pour éprou-
ver la validité de la premidre hypothése, car il est appliqué & un pH largement
inférieur (pH 4§'2) au pKa probable desnouvelles fonctions acides qui pourraient
&tre concernées ~il ne pourrait s'agir que de groupes carboxyle d'origine pro-
téinique (pKa 92-4)-. Mais il en est autrement du collofide & base de rouge de
ruthénium dont la solution est ajustée & un pH qui favorise 1l'ionisation dé
tous les groupements anioniques membrsnaires (pH 7,4). Ce travail se propose

donc les deux buts suivants :
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— Localiser les acides sialiques de la membrane de surface des

cellules normales et tumorales dont nous avons abordé 1l'étude.

— Et résoudre le précédent probléme dans le cas particulier des

hépatocytes du Rat.

2 - Protocole expérimental

Les expériences ont été effectuées sur du foie de Rat Wistar
sain adulte et sur les souches cellulaires suivantes : fibroblastes embryonnai-
res de Souris Swiss saine, cellules Hela et KB prélevées en phase exponentielle
de croissance, cellules du carcinome ascitique A'EHRLICH et de l'hépatome asci-
tique de ZAJDELA recueillies 7 jours aprés leur injection intrapéritonéale.

Les cellules ont été prélevées et traitées suivant les protoco-

les qui sont exposés dans la section 2 de ce chapitre (p. 152).

3 - Résultats

Comme lors de la mise au point de la méthode, les cellules
contrastées par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb présentérent une
bonne morphologie et une condensation de l'hétérochromatine marginale et nucléo-
laire, Dlautre part, un dépdt continu, dense et relativement épais de marqueur
fut observé au niveau du glycolemme des cellules témoins. Enfin, les cellules

qui avaient été traitées par l'enzyme se distinguerent de la facon suivante :

— La densité du colloide ne parut pas affectde chez les hépato-
cytes du Rat (Pl. 34).

— Mais son affaiblissement sembla remarquable chez les cellules
en culture et les cellules ascitiques (Pl. 35, 36 et 37).

Ces résultats prouvent donc trois choses :

— L'importance du taux des sialo-glycoconjugués sensibles a la
neuraminidase au niveau du glycolemme des cellules en culture et des cellules
ascitiques examinées.

— La répartition uniforme de ces composés le long de cette zone.

— Bt 1la validité, pour les hépatocytes du Rat, de la premiére

des deux hypothéses précédemment émises.
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B ~ RELATION ENTRE L'ORDRE DE GRANDEUR DE LA DENSITE DES SIALO-GLYCOCONJUGUES
SENSIBLES A LA NEURAMINIDASE ET L'ETAT TUMORAL

1 = Introduction

Le pH d'application de l'hydroxyde de fer colloidal est beaucoup
trop bas, nous l'avons vu, pour que celui-ci puisse se fixer sur des fonctions
d'origine protéinique démasquées & la suite d'une dénaturation causée par
1'hydrolyse enzymatique. Une méthode fondée sur sa capture, bien qutelle soit
moins précise et plus destructrice que la technique précédente, a donc l'avan-
tage de révéler les sialo-glycoconjugués sensibles & la neuraminidase de toutes
les cellules, quelque soit les phénoménes dont leurs glycolemmes puissent &tre
le sidge lors d'un traitement par l'enzyme. Dans le travail qui suit, nous

avons appliqué ce colloide pour atteindre deux objectifs :

— Rechercher au microscope électronique et au microspectrophoto-
métre une relation entre llordre de grandeur du taux des sialo-glycoconjugués
sensibles a la neuraminidase et 1'état tumoral.

— Bt loczliser au microscope électronique les acides sialiques
qui n'ont pu 1'&tre lors de 1l'étude précédente —au niveau de la membrane de

surface des hépatocytes du Rat~.

2 - Protocole expérimental

Les expériences ont été effectuées sur les types cellulaires qui
sont cités dans le paragraphe précédent.

Nous avons appliqué les protocoles de la méthode de capture de
fer adaptée & la microscopie et & la microspectrophotométrie qui sont déerits
dans la section 2 de ce chapitre (p.150 et 153), et réalisé les mesures
microspectrophotométriques sur des séries de 10 lames par type cellulaire
(5 lames témoins et 5 lames traitdes par la neuraminidase), & raison de

20 mesures par lame (1'ensemble des expériences a été recommencé 2 fois).

% - Résultats

a - Résultats observés au microscope électronique. Les cellules

contrastées par ll'acétate d'uranyle et le citrate de plomb -traitées ou non
par la neuraminidase- présentirent généralement une bonne morphologie, mais
les hépatocytes du Rat parurent assez affectés par les traitements qu'ils

avaient eusd subir. Un dépdt granulaire et continu de particules colloidales
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fut observé au niveau du glycolemme des cellules témoins, sa densité étant
sensiblement égale sur chacune d'elles sauf sur les fibroblastes ol elle parut
légérement plus faible ; et 1l'importance de son affaiblissement aprés lthydro-
lyse enzymatique permit de classer les types cellulaires examinds en trois
catégories
1 = Cellules en culture :

I1 fut relativement important avec les cellules Hela et KB,

mais plus faible avec les fibroblastes de Souris saine (Pl. 38 et 39).

2 ~ Cellules ascitiques :
I1 parut trés important avec les trois sortes de cellules tumo-

rales étudides (Pl. 40, 41 et 42 (fig. 2)).

3 - Hépatocytes de Rat :
I1 fut treés faible, souvent inappréciable, parfois inexistant

dans certains cas (Pl. 42 (fig. b, ¢, d) et Pl. 43).

b - Résultats obtenus au microspectrophotométre. Les courbes

d'absorption présentérent un graphisme particulier pour chaque type de cellule,
mais elles furent généralement formées par 1l!'importante composante centrale (4)
et les deux composantes symétriques (B) déja déerites. Leur affaiblissement
aprés l'hydrolyse enzymatique fut trés important avec les cellules du carcinome
ascitique 4'EHRLICH -greffées chez la Souris Swiss et C 57-, et les cellules
Hela, moins importent avec les cellules KB, les fibroblastes de la Souris

Swiss et les cellules de 1'hépatome de ZAJDELA, et trés faible avec les hépa~-
tocytes du Rat sain (Tableau VIII ; p. 164).

¢ - Interprétation. Deux constatations peuvent &tre faites des

résultats microscopigues et microspectrophotométriques précédents :
— Les cellules saines possddent un taux moins important de
sialo-glycoconjugués sensibles & la neuraminidase que les cellules tumorales.

— Les hépatocytes du Rat détiennent une faible quantité de ces

composés au niveau de leur glycolemme.
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TABLEAU VIII

.

Cellules en culture

: Cellules inté-

: en phase exponenticlle Cellules ascitiques de 7 jours g%‘ées dans un
. . . tissu
Types de cellules : ‘  Cellules ' Cellules -  Cellules Hépatocytes
° Hela | Fibroblastes |  d'EHRLICH de °  d'EHRLICH de
. : . " (Souris Swiss) | ZAJDELA ~ (Souris C 57) Rat sain
¢ Résultats P C : - : et : : - : +al
Ordres de : microscopiques : : : : : : :
greadeur de la : : : : : H : :
densité des : : : : : : :
sialo-glyco- : Résultats : : : : : : :
conjugués : microspectro~ : A+ 3 H -+ : -+ I : -+ : +
¢ photométriques : s : : : :

ol
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C - RELATION ENTRE L'ORDRE DE GRANDEUR DE LA DENSITE DES STIALO-GLYCOCONJUGUES
SENSIBLES A LA NEURAMINIDASE ET L'INDICE MITOTIQUE

1 - Introduction

La difficulté qui surgit invariablement des études du genre
de la précédente vient de ce que l'expression phénotypique de la malignité
se signale par de nombreux états, et qu'il est toujours présomptueux de généra~-
liser des résultats trés particuliers obtenus & partir de quelques uns d'entre
eux, Or, parmi les propriétés qui wnissent les cellules tumorales dans leur
diversité, l'une des plus générales est l'aptitude & la division. Afin de
compléter le travail qui précéde, nous avons cherché & relier l'ordre de gran-
deur de la densité des sialo-glycoconjugués de la membrane de surface avec
cette derniére, en choisigsant 1l'indice mitotique pour en traduire les effets
&4 cause de la facilité avec laquelle cet index peut &tre généralement évalud.

Deux sortes d'expérimentations ont été effectudes :

— Nous avons tout d'abord cherché a établir une corrélation
entre 1l'indice mitotique croissant des types cellulaires précédents et le taux
des acides sialiques éliminés par la neuraminidase de leur membrane.

— Puis, au regard des résultats obtenus, nous avons effectué
la méme étude dans le cas particulier des cellules ascitiques des tumeurs

ligquide et solide A'EHRLICH greffées chez la Souris C 57.

2 - Ordre de grandeur de la densité des acides sialiques des types cellulaires

choisis avec un indice mitotigue croissant

a - Protocole expérimental. Les indices mitotiques ont été

déterminés sur des empreintes de foie de Rat Wistar normal et sur les frottis
des souches cellulaires suivantes : fibroblastes embryonnaires et cellules
Hela et KB cultivées et recueillies suivant le protocole précédemment cité
-les fibroblastes ont &té dgalement prélevés en couche confluente (stade de
1'inhibition de croissance et de mouvement par densité)— ; cellules du carci-
nome ascitique d'EHRLICH greffées chez la Souris Swiss et C 57 femelle, préle—
vées 2 jours, 6 jours et 10 jours aprés leur injection intrapéritonéale et
recueillies dans une solution de HANK ; et cellules de 1l'hépatome ascitique

de ZAJDELA, ponctionndes et recueillies de la méme maniére. Leurs valeurs

ont été évaluées & partir de l'examen de 5 000 cellules colorées a l'acéto~

orcéine par type cellulaire. Dlautre part, nous avons effectué nos observations
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microscopiques et nos mesures microspectrophotométriques sur les fibroblastes
prélevés en couche confluente, sur les cellules du carcinome A'EHRLICH de
10 jours et sur les cellules de l'hépatome de ZAJDELA de 6 jours, aprés leur

avoir appliqué un protocole rigoureusement identique & celui qui est exposé

dans le paragraphe II, B de cette section (p. 162).

b - Résultats. Nos résultats sont illustrés par les figures
18 et 19 (p. 167 et 168) et sont rassemblés dans le tableau IX (p. 169).
Cing faits peuvent &tre dégagés de leur examen :

— Le taux des sialo-glycoconjugués sensibles & la neuraminidase
semble augmenter avec 1l'indice mitétique chez les cellules en culture.

— Sa valeur ne paralt pas dépendre de la phase de croissance
des cellules en culture primaire -elle est pratiquement commune aux fibroblas-

tes prélevés en phase exponentielle et en couche confluente-,

— Elle n'apparait pas liée par une relation évidente & 1l'indice
mitotique des cellules ascitiques.

-~ Le rapport entre son importance et la valeur de l'indice
mitotique est différencié entre ces deux catégories de cellules.

— Enfin, elle est plus élevée chez 1l'hépatome ascitique que

chez les hépatocytes normaux.

3 ~ Comparaison entre 1'aptitude & la division des cellules de la tumeur

liguide et de la tumeur solide A'EHRLICH et les variations de la densité

des acides sialiques

a - Protocole expérimental. Aucune relation n'a été établie

dans le travail précédent entre le taux des sialo-glycoconjugués sensibles
4 la neuraminidase et l'indice mitotique des cellules ascitiques. Mais nous
avons constaté que les tumeurs liquide et solide d'EHRLICH (greffées chez la
Souris C 57) possddent une propriété particulidre : 1'aptitude 3 la division
de la premiére décroit quand 1l'dge de l'implant augmente, alors que celle de
la seconde demeure pratiquement constante. Nous avons donc tenu compte de ce
phénomene pour effectuer une étude plus exhaustive du comportement de ce type
cellulaire.

La souche tumorale a été entretenue en injectant 0,1 ml de
liquide ascitique, tous les 10 jours, & des souris C 57 femelles. Pour obtenir

les tumeurs liquide et solide, des injections intrapéritonéales ou sous-cutanées
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Figure 18

Profils d'absorption traduisant la densité des sialo-glycoconjugués

sensibles & la neuraminidase de la membrane de surface.

T : cellules témoins ; E : cellules traitées par
la neuraminidase. En abscisses : distances parcourues dans la cellule
par le faisceau monochromatique et exprimées en unités arbitraires. LILEE

. En ordonnées : densités optiques données en unités arbitraires.
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Profils d'absorption traduisant la densité des sialo-glycoconjugés

sensibles a la neuraminidase de la membrane de surface.

T : cellules témoins ; E : cellules traitées par
la neuraminidase. En abscisses : distances parcourues dans la cellule
par le faisceau monochromatique et exprimées en unités arbitraires.

En ordonnées : densités optiques données en unités arbitraires.




TABLEAU IX

Relation entre l'ordre de grandeur du taux des sialo-glycoconjugués sensibles a la neuraminidase et 1'indice mitotique

.
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de 1,7.106 cellules ascitiques dans 0,1 ml de sérum physiologique contenant

N

de 1'héparine ont été effectuées & des Souris C 57 femelles. La tumeur liquide
a été ponctionnée 2 jours, 6 jours et 10 jours aprés son implantation de
maniére & obtenir des indices mitotiques de 12 p. 1000, 4 p. 1000 et {1 p. 1000,
les ponctions de 2 jours et 6 jours étant effectuédes aprés avoir préalablement
injecté 20 ml de sérum physiologique & chaque animal, et la tumeur solide
prélevée 4 jours, 10 jours et 30 jours aprés sa greffe (indice mitotique nJ

2 p. 1000 pour les trois prélévements) -dans les deux cas, chaque préldvement
a été effectué sur 5 Souris, et dans le dernier,les animaux ont été tués par
décapitation-. Enfin, les frottis de la tumeur liquide et les empreintes de

la tumeur solide ont ét€é examinés au microspectrophotométre, suivant la méthode

précédemment décrite dans le paragraphe II, B (p. 162).

b - Résultats. Les profils d'absorption des cellules examindes
présentérent des caractéristiques identiquesd cellesqui sont décrites & 1a
suite des expériences précédentes : généralement formés par une importante
composante centrale et deux composantes symétriques, ils s'affaissérent remar-
quablement apres l'hydrolyse enzymatique,notamment au niveau de ces deux
derniéres ; mais l'importance de la perte d'absorption augmenta avec la décrois-
sance de l'indice mitotique de la tumeur liquide, alors gu'elle resta prati-
quement constante avec l'aptitude & la division de la tumeur solide (Fig. 20

et 21 ; p. 171 et 172). Ces résultats démontrent deux choses :

— Les variations du taux des sialo-glycoconjugués sensibles
& la neuraminidase de la membrane de surface des cellules ascitigues semblent
essentiellement corrélatives & celles de la rapidité de croissance de ces

cellules.

— Bt ce taux augmente avec l'inverse de l'indice mitotique.

IIT - DISCUSSIONS

Un certain nombre de remarques peuvent &tre formulées & partir
des résultats précédents :
1 = La structure du glycolemme peut introduire deux sortes de facteurs d'erreur :
— WEISS et CUDNEY (1969) (564) montrdrent que la fixation des
cellules par le formaldéhyde pouvait provoquer une perte de matériel intra-

cellulaire, et favoriser son adsorption subséquente sur la membrane de surface
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en modifiant la structure tertiaire des protdéines de cette zone. Or, ces subs-
tances dont la nature est inconnue se comportent comme des composés porteurs
de groupements acides possédant un pKa trés bas. I1 faut donc tenir compte
de leur existence éventuelle dans l'interprétation des résultats obtenus avec
les méthodes précédentes.

~ D'autre part, une certaine quantité d'acide sialique peut &tre
masquée par des protéines du glycolemme et rendue inaccessible aux particules

colloidales (GASIC et LOEBEL, 1966) (565).

2 - De nombreux auteurs ont montré que le pourcentage des sialo~glycoconjugués
de la membrane de surface non hydrolysés par la neuraminidase pouvait atteindre
une valeur assez importante dans certains cas : de l'ordre de 25 - 35 p. 100
avec les cellules L (WEINSTEIN et al., 1970) (566), de ltordre de 30 p. 100 avec
les hépatocytes du Rat sain (BENEDETTI et EMMELOT, 1967) (567). Cette déficience
peut 8tre causée, nous l'avons vu (Section 3 ; p. 159), par la nature de l'acide
sialique, le type de liaison contracté par celui-ci, ou l'origine de l'enzyme ;
nais elle est souvent due aussi & 1'imposgibilité pour ce dernier d'hydrolyser
les glycolipides localisés dans les couches profondes du glycolemme (1e pour—
centage des acides sialiques non éliminéds sélectivement chez les cellules L,

par exemple, est sensiblement égal & celui de ces composés conjugués aux

lipides (21 - 24 p. 100) (WEINSTEIN et al., 1970) (568)). Les variations de la
densité des acides sialiques que nous avons précédemment mises enévidence peu-
vent donc traduire dans certains cas une résistance de ceux-ci & 1'hydrolyse

engymatique.

nombre de particules colloidales captées
nombre de molécules d'acide sialique

3 = Le rapport : est un nombre sta-

tistique qui peut varier avec l'encombrement stérique du glycolemme et la
nature des isoméres de l'acide sialique 1lié. La méthode microspectrophotométri~
que employée ne peut donc pas &tre considérée comme un véritable procédé de
dosage en valeur relative ; elle permet simplement de comparer llordre de
grandeur des taux de sialo-glycoconjugués sensibles & la neuraminidase avec

une bonne approximation.

4 - L'étude des variations du taux des sialo-glycoconjugués de la membrane de
surface en fonction de certains paramétres liés au métabolisme cellulaire doit
tenir compte en général de la proportionnalité qui existe entre la quantité

de ces composés et la dimension des cellules —-tres variable quand elles sont
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tumorales— ; clest la raison pour laquelle les estimations quantitatives dlacide
sialique sont toujours rapportées & un taux de protéines. Or, la précédente
méthode microspectrophotométrique permet d'éviter cette précaution, car elle
évalue l'ordre de grandeur d'une densité par unité de surface et non celui

d'une quantité par cellule.

5 - Généralement, l'indice mitotique dépend de trois sortes de facteurs : le
coefficient de prolifération (Growth fraction), la durée des différentes phases
du cycle cellulaire (en particulier de la mitose) et la perte cellulaire ;
sa valeur ne représente donc pas forcément une fonction de la rapidité de crois-—
sance. Nous l'avons néanmoins utilisé dans cette étude préliminsire pour tra-
duire l'aptitude & la division, car chez les cellules ascitiques et les cellules
en culture prélevées dans les conditions de notre expérimentation, on peut
considérer qu'il est surtout conditionné par les deux premiers paramétres
(FRINDEL et al., 1968 (569) ; TANNOCK, 1969 (570) ; DENEKAMP, 1970 (571)).
TANNOCK (1969) (572) étudia la prolifération des tumeurs asci-
tique et solide A'EHRLICH greffées chez la Souris C 57 femelle dana des condi-
tions identiques & celles que nous avons employées. Il montra deux choses : le
temps de doublement de la premire varie essentiellement avec la durée des
phases du cycle cellulaire -elle augmente progressivement avec le développement
de la tumeur- ; celui de la seconde reste pratiquement constant sauf au début
du développement des tumeurs -& cause d'une perte cellulaire importante chez
les petites tumeurs-. Les résultats que nous avons obtenus avec la tumeur
ascitique sont en accord avec ceux de cet suteur (1'indice mitotique décroit
quand 1'Age de la tumeur augmente) ; mais nous n'avons trouvé aucune différence
entre les indices mitotiques quand la tumeur solide a été prélevée a différents
stades de son développement. Il est possible qu'une 1légére variation de 1l'indice
mitotique et subséquemment —en admettant les hypotheses précédentes— de la
densité des sialo-glycoconjugués membranaires n'ait pas été traduite dans ce

cas par nos techniques.

6 ~ Un trés faible pourcentage de cellules normalement isolées eurent leur
matériel intra-cellulaire marqué au microscope électronique par l'hydroxyde de
fer colloidal. Dans quelgues cas trés rares, certaines surfaces plasmiques
internes présentérent un dépdt de particules colloidales au niveau d'une zone

toujours localisée au voisinage d'une petite interruption de la membrane
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(P1. 40 ; fig. d). Mais les cellules hépatocytaires furent les seules & possé-
der une répartition granulaire importante et générale de marqueur dans leur
cytoplasme et parfois au niveau de leurs membranes mitochondriales et nucléaires
-probablement & cause de la suppression par la coupe au cryostat de la princi-
pale barriére opposée au phénomene de diffusion que représente la membrane de
surface (Pl. 42 (fig. b, ¢, d) et Pl. 43). Ces résultats ne sont donc pas en
accord avec l'obtention au microspectrophotométre des importantes composantes
d'absorption d'origine essentiellement nucléaire. L'existence de ces dernieres
semble prouver au contraire la pénétration des particules colloidales dans les
cellules traitées en frottis, et confirme ainsi ce qui avait été déji cons-
taté dans le premier chapitre (Section 2 ; p. 86) concernant 1'affinité du
colloide pour les groupes O-phosphoryle des acides nucléiques. En réalité, si
1ltaccds des particules colloidales dans le noyau est peut-&tre favqrisé par la
forme trées aplatie des cellules en frottis -le noyau est ici pratiquement
tangent & la membrane cellulaire-, il est probable que la contradiction de ces
deux catégories de résultats résulte moins de cet état de chose que de la
grande sensibilité avec laquelle le ferrocyanure de potassium révele le

marqueur.

IV - CONCLUSIONS

L'étude précddente nous permet de faire trois conclusions :

1 « Les hépatocytes de Rat sain détiennent des groupements sialosyle au niveau

de la zone glycannique superficielle de leur glycolemme.

2 - Toutes les cellules examindes (cellules hépatocytaires et cellules norma-
lement isolées saines et tumorales) possddent un taux remarquable de sialo-
glycoconjuguds sensibles & la neuraminidase répartis continfiment le long de

leur glycolemme.

3 ~ Bt la densité par unité de surface de ces composés semble essentiellement
lide & la rapidité de croissance : elle augmente avec 1l'indice mitotique chez
les cellules normsles et tumorales en culture (fibroblastes de Souris Swiss,
cellules Hela et KB), mais ne parait toutefois pas dépendre de la phase de
croissance des fibroblastes en culture primaire ; elle augmente avec 1l'inverse

de 1'indice mitotique chez les cellules de la tumeur liquide d'EHRLICH greffée
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chez la Souris C 57 ; elle apparalt pratiquement constante avec cet indice
chez les cellules de la tumeur solide A'EHRLICH greffée sur la méme souche ;
enfin, elle est plus importante chez les cellules de 1l'hépatome de ZAJDELA
que chez les hépatocytes du Rat sain, quoiqu'il faille analyser ce résultat
avec beaucoup de prudence eu égard aux erreurs introduites par l'hydrolyse

enzymatique dans le dernier cas.
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Quatritme chapitre :

DISCUSSION GENERALE

1.~ RESUME DE L'BENSEMBLE DES RESULTATS

Les cellules en culture (fibroblastes en phase exponentielle
et en couche confluente, cellules Hela et KB) présentérent trois caractéristi-
ques : leur membrane de surface sembla détenir une répartition continue de
protéines ; les groupements phospholipidiques de leur feuillet plasmique
externe furent recouverts par une couche mince et wniforme de glycolemme et
ne parurent pas engagés dans une liaison ionique avec d'autres composds sus—
ceptibles de les protéger contre une action ménagée de la phospholipase C ;
et la densité des sialo-glycoconjugués hydrolysés par la neuraminidase de cette
zone fut d'autant plus élevée que leur indice mitotique fut plus important.

Les cellules ascitiques (cellules ascitiques du carcinome
d'EHRLICH de la Souris Swiss et C 57 et de 1'hépatome de ZAJDELA) se caracté-
risérent par les propriétés suivantes : comme précédemment, leur membrane de
surface sembla posséder une distribution continue de protéines ; leur glycolem-—
me, plus épais que celui des cellules en culture, présenta une organisation
particulieére formée par un ensemble de touffes espacées de 20 & 70 nm environ ;
des groupements phospholipidiques de leur feuillet plasmique externe, non unis
avec d'autres composés sﬁsceptibles de les protéger contre la phospholipase C,
parurent &tre agencés entre ces touffes conformément au schéma prévu par les
modéles "fluides" récents ; les variations de la densité des sialo-glycoconju~
gués ‘(sensibles & la neuraminidase) de la surface cellulaire des tumeurs li-
quide et solide A'EHRLICH semblérent corrélatives & celles de 1'indice mitoti-
que, et dans le cas de la premiére, cette densité fut d'autant plus ¢levée que 1l'in-
dice diminua avec le taux de croissance ; et une composante protéinique basique
~gppartenant vraisemblablement & des protéines acides- fut détectée dans la
région sous-jacente & la zone de localisation de ces composés.

Enfin, nous avons constaté que la membrane de surface des
hépatocytes du Rat possédait apparemment la méme structure générale que celle

des cellules en culture examinées, mais que son glycolemme était plus épais
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et détenait également une composante protéinique basique.
Nous avons schématisé ces trois catégories de résultats dans

la figure 22 (p. 179).

2.~ COMPARAISON DES RESULTATS LES PLUS SIGNIFICATIFS AVEC NOS

RESULTATS PERSONNELS

I ~ TRAVAUX PORTANT SUR L!ULTRASTRUCTURE DE LA MEMBRANE DE
SURFACHE

Certains aspects ultrastructuraux de la membrane de surface de
nos cellules normales et tumorales traitées notamment par la technique classi-
que au rouge de ruthénium confirment les constatations de plusieurs auteurs,
s'harmonisent avec certaines d'entre elles et corroborent quelques hypothéses :
{ - COMAN et ANDERSON (1955) (573) montrérent que la surface des cellules du
cancer de 1'épiderme V X 2 du Lapin était couverte par des plaques d'un diamétre
variant de 3 & 30 nm ; et NOWELL et BERWICK (1958) (574) observérent également
des structures d'un diamétre de 10 & 30 nm environ sur les lymphocytes leucémi-
ques. Les touffes que nous avons observées sur les cellules ascitiques ont une
dimension différente, mais elles conférent la méme irrégularité & la surface

cellulaire.

2 - MARTINEZ-PALOMO (1968 et 1969) (575, 576) et TORPIER et MONTAGNIER (1969)
(577) démontrérent gue certaines cellules transformées retenaient au niveau de
leur glycolemme une couche plus épaisse et plus irrégulidre de marqueur & base
de rouge de ruthénium que leurs témoins normaux (voir les généralités ; chapi-
tre 2 ; p. 55 ). L'ondulation du marquage gqu'ils constaterent chez leurs cel-
lules tumorales est en tout point semblable & celle que nous avong précédemment
décrite avec les cellules ascitiques ; et bien que nos hépatocytes de Rat sain
ne purent 8tre contrastés de cette manidre, on peut également remarquer que ces
cellules fixerent sur leur zone périphérique hydrophile un dépdt moins épais

de particules d'hydroxyde de fer colloidal que les cellules de lt'hépatome

de ZAJDELA (Pl. 42 ; fig. a et h).

3 - Interprétant et généralisant certains résultats concernant la distribution

topographique des alloantigdnes (voir le chapitre 2 des généralités ; p. 41),
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Figure 22

Schéras représentant 1'organisation de la zone périphérique hydrophile des

trois types de cellules étudiées.

a : cellules en culture (fibroblastes, cellules Hela et KB) H
b : hépstocytes de Rat ncrmal ; ¢ : cellules ascitiques (carcinome d'EHRLICE
et hératome de ZAJDELA)o G : glycolemme ; P : plasmolemre. — : charges néga-
tives dues principalement aux grcupes sialogyle; o——: phospholipides ; (‘*

: composantes protéiniques basiques ; /// : protéines et lipides neutres. ~—
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WALLACH et GORDON (1969) (578) proposdérent pour la surface cellulaire une struc-
ture irrégulitre formée par la répétition de petites touffes de 1,2.104 nm2
environ de surface. Les touffes de glycolemme que nous avons précédemment
révélées sur les cellules ascitiques n'ont guere que 1,5.103 nm2 en moyenne

de surface, mais l'on peut néanmoins considérer que leur existence confirme

1'hypothese de ces auteurs.

4 ~ L'agpect du glycolemme des cellules ascitiques que nous avons mis en éviden-~
ce ne représente évidemment pas la seule architecture qui soit susceptible de
confirmer les hypothdses de INBAR et al. (1972) (579) et de BURGER (1970) (580)

sur le démasquage de certains composés glycanniques de la périphérie cellulaire

(voir les généralités ; p. 55 et 60). D'ailleurs, il n'est pas prouvé que ce
dernier puisse &tre vérifié sur le type de cellules que nous avons examiné,
car les travaux de BUFFE et al. (1971) (581) réalisés avec la concanavaline
fluorescente ne semblent pas vérifier son existence & la surface de certains
hépatocytes humains normaux et tumoraux. Cependant, il faut reconnaitre que
l'organisation des glycoconjugués que cette structure permet 4d'imaginer repré-

sente un modéle particulidrement conciliable avec ces théories.

5 — L'organisation du mod&le proposé récemment par PARSONS et SUBJECK (1972)
(582) (voir les généralités ; vp. 40) est identique & la conformation générale

de la périphérie de nos cellules ascitiques.

6 - Enfin, la conception du moddle "fluide" de SINGER et NICOLSON (1972) (583)
(voir les généralités ; p. 34), dans lequel les chafnes glycammiques hydrophi-
les des unités protéidiques émergent en "touffes" non ordonnédes de la couche
lipidique du plasmolemme, est également conciliable avec l'organisation du

glycolemme de ces cellules.

Cependant, plusieurs de nos observations different des résul-
tats de quelques travaux :
1 ~ COMAN et ANDERSON (1955) (584) montrdrent que les cellules normales témoins
du cancer de 1'épiderme V X 2 du Lapin étaient couvertes par des plaques de
3 3 6 nm de diamdtre ; et NOWELL et BERWICK (1958) (585) observerent également
sur la surface des lymphocytes normaux des structures d'un diamdtre de 10 &
30 nm, Or, la surface de nos cellules saines nous est toujours apparue rela-—

tivement réguliére par rapport & celle des cellules ascitiques.
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2 - Certains auteurs ne trouverent aucune différence entre 1l'épaisseur de la
couche de marqueur & base de rouge de ruthénium (retenue au niveau du glycolem~
me) de certaines cellules transformées et celle de leurs témoins normaux
(BONNEAU et CESARINI, 1968 (586) ; d'aprés MEYER, 1971 (587)) ; quelques-uns
d'entre eux constatérent méme que le dépdt était parfois moins épais chez les
premidres (VORBRODT et KOPROWSKI, 1969) (588) (voir le chapitre 2 des généra~
1ités ; p. 55). La seule particularité que présentdrent les cellules tumorales

étudides au cours de ces travaux fut l'irrégularité accentuée de leur marquage.

IT - TRAVAUX PORTANT SUR LA RECHERCHE DE L'EVENTUELLE
CORBRELATTON EXTSTANT ENTRE LA DENSITE DES SIALO-
GLYCOCONJUGUES ET CERTAINES PROPRIETES DES CELLULES
TUMORALES

La corrélation que nous avons mise en évidence entre la densi-
té des sialo-glycoconjugués sensibles & la neuraminidase de certaines cellules
tumoralss et 1'indice mitotique n'a jamais été étudide ou démontrée d'une
fagon exhaustive et formelle, mais elle peut &tre néanmoinsg déduite logiquement
des résultats de certains travaux qui la contienne implicitement. Nous avons
vu dans les généralités (Chapitre 2 ; p. 54) qu'on ne pouvait tirer aucune
conclusion des résultats souvent contradictoires obtenus par de nombreux
auteurs & 1'aide des mesures de mobilité électrophorétique. Ces divergences
sont souvent attribuées aux erreurs introduites par la méthode : choix du
rayon des cellules dont dépendent les calculs ; localisation des charges dans
la membrane, souvent sous-jacentes & la zone électrocinétique ; et différence
entre le taux des groupements cationiques des cellules tumorales et celui de
leurs témoins normaux ; mais elles le sont parfois aussi au choix inconsidéré
du matériel étudié, qui a pour effet d'amener la comparaison de cellules
normales et tumorales dont les indices mitotiques et les taux de croissance
sont tres différents. Or, quelques travaux confirmerent implicitement 1'exis—
tence d'une corrélation entre les propriétés de croissance et la charge de
surface due en particulier aux sialo-glycoconjugués : VASSAR (1963) (589) et
VASSAR et al. (1967) (590) montrérent qu'il n'existait aucune différence de
mobilité entre les cellules d'un carcinome gastro-intestinal et les cellules

normales de 1'épithélium adjacent ayant le méme indice mitotique ;
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BUCK et al. (1971) (591) prouvdrent que les cellules BHK 21/C 13 transformées
par le virus de ROUS détenaient, au niveau de leur membrane de surface, des
glycopeptides d'un poids moléculaire plus important que leurs témoins normaux
de croissance moins élevée ; et WARREN et al. (1972) (592), dans une étude
réalisde sur la souche précédente transformée par le méme virus, constatdrent
également que la quantité de certaines glycoprotéines du glycolemme de cette
derniére semblait lide & son pouvoir de division. Notre travail exprime donc
explicitement & partir de quelques cas particuliers ce qui avait été préssenti

ou démontré partiellement par ces auteurs.

3¢= INTERPRETATION DES RESULTATS PERSONNELS A LA LUMIERE
DE CERTAINS TRAVAUX SIGNIFICATIFS

I - INTERPRETATION DES RESULTATS ULTRASTRUCTURAUX

A - COMPARAISON DE L'INTERPRETATION DES OBSERVATIONS MORPHOLOGIQUES DE
MONTAGNIER AVEC CERTAINS DE NOS RESULTATS

TORPIER et MONTAGNIER (1969) (593) et MONTAGNIER (1970) (594)
firent plusieurs constatations intéressantes sur la transformation de certai-
nes lignées cellulaires : quand des cellules du mésenchyme rénal du Hamster
(1ignde clonale BHK 21/C 13 au stade de transformation correspondant & la
croigssance indéfinie ; stade I pour MONTAGNIER) sont cultivées donsg un milieu
nutritif contenant des bases puriques et e la L-gériné et sont transformées
par le virus de ROUS ou du polyome (stade de transformation correspondant 2
la croissance irrdgulidre ; stade II pour MONTAGNIER), leur état tumoral
se traduit par une augmentation et une irrégularité de l'épaisseur de la cou~
che de marqueur & base de rouge de ruthénium qu'elles retiennent au niveau
de leur glycolemme, mais elles restent insensibles & l'action de la phospho-
lipase C appliquée & une concentration faible et pendant une durée relative~
ment courte ; par contre, si le milieu nutritif ne contient pas ces facteurs,
les cellules des deux stades deviennent sensibles & l'enzyme, et celles du
stade II ont leur marquage qui s'amincie tout en restant irrégulier. MONTAGNIER
(1970) (595) admit que 1l‘augmentation de la couche de marqueur traduisait
celle de la densité des groupements acides accessibles & la surface cellulaire

et non l'épaississement du glycolemme, et interpréta ces résultats de la
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manigre suivante : les phospholipides des cellules au stade I seraient recou-
verts par une couche de glycolemme relativement épais et continu, mais un
composé X porteur de fonctions acides les masquerait quand le milieu contient
des bases puriques et de la L-sérine ; & la surface des cellules au stade II,
ils émergeraient grice a la minceur et & 1l'irrégularité du glycolemme de ces
derniéres, et seraient également masqués ou non par le composé X suivant la
présence ou non des précédents facteurs (Figure 23 ; p. 184). Or, nous avons
démontré précédemment que le colloide & base de rouge de ruthénium formé in
situ marquait toutes les fonctions acides de la zone périphérique hydrophile
et révélait 1'épaisseur et le véritable profil de cette région (Chapitre 2 :
section 3; p. 132). La connaissance du mécanisme de formation et de fixation
in situ du marqueur nous conduit donc & donner une autre interprétation des
observations de ces auteurs, & admettre que l'augmentation de 1'épaisseur

et de 1'irrégularité du marquage des cellules transformées précédentes corres—
pond réellement & celles de leur glycolemme et & proposer logiquement les
schémas de la figure 24 (p. 185).

I1 est difficile de prévoir le schéma le plus plausible qui
convienne pour la membrane au stade II de transformastion. L'organisation
prévue par la seconde hypothése (II b) parait la plus probable. Elle est
conforme & celle de la membrane de surface des cellules ascitiques que nous

avons proposée dans le chapitre 2 (Section 4 ;5 p. 147).

B -~ INTERPRETATION DE LA MISE EN EVIDENCE DES COMPOSANTS PROTEINIQUES BASIQUES
AU NIVEAU DES HEPATOCYTES ET DES CELLULES ASCITIQUES

Nous avons wvu précédemment que les hépatocytes du Rat normal
et les cellules ascitiques détenaient probablement une composante protéinique
basique au niveau de leur glycolemme, formée par ll'orientation ou la distri-
bution particulitre de certains groupements (acides et basiques) appartenant
vraisemblablement & des protéines acides (Chapitre 1 ; section 3 ; p. 105).
Deux hypothéses peuvent donc &tre émises : cette organisation particulidre
n'existe qu'aun niveau de ces cellules ; ou elle est présente & la périphérie
de tous les types cellulaires examinds, mais nlest pas révélée 4 cause de la
présence de certaines fonctions acides d'une autre origine qui éldvent le
point isoionique de la zone trés localisée ou elle est située. Il n'est

évidemment pas possible ici de déterminer la solution de ce probléme ; tout
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Figure 23

Schémas de la structure de la membrane de surface des cellules BHK 21

proposés par MONTAGNIER (1970) (596).

I : lignée clonale BHK 21/13 au stade I de transformation ;
I : lignée BHK 21/13 transformée par certains virus oncogénes ; A :
cellules cultivées in vitro en présence des bases puriques et de L-sérine f
B : cellules cultivées in vitro sans ces facteurs. o : facteur X ; 00—

phospholipides ; [_] : protéines du plasmolemme.
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Figure

24

Schémas personnels proposés pour expliquer les variations de structure de

la membrane de surface des cellules BHK 21 observées par MONTAGNIER (1970)

(597).
I:

lignée clonale BHK 21/13 au stade I de transformation ;

II s et b : lignde BHK 21/13 transformée par certains virus oncogénes

(premiére et seconde hypothese) ; A

de bases puriques et de L~gérine ; B :

facteurs. ~~n: facteur X ; o0——

du plasmolemme.

cellules cultivées in vitro sans ces

: phospholipides ; [_]

: protéines

185

: cellules cultivées in vitro en présence
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au plus peut~on remarquer que l'épaisseur relativement importante du glycolemme
des cellules qui possedent cette composante fournit un élément favorable & la
seconde éventualité. Nous avons vu dans les généralités que les sialo-~glycopep-
tides isolés de la membrane des érythrocytes par WINZLER (1970) (598) et par
MARCHEST et al. (1972) (599) se composaient de deux parties : un glycopeptide
externe riche en glycannes acides et en acides aminés acides ; et un segment
inférieur composé essentiellement d'acides aminés hydrophobes ; or, il semble
que d'autres cellules peuvent détenir des composés de cette nature, & en juger
du moins par la richesse des protéines membranaires en acides aminés acides
et hydrophobes (voir les généralités ; p. 22). Si 1l'on admet leur présence &
la périphérie des cellules examinées, on peut par conséquent imaginer un schéma
dans lequel ces macromolécules sont plus ou moins couchées sur 1es'protéines du
plagsmolemme -suivant 1'épaisseur du glycolemme— et possédent ainsi la propriété
d'abaisser le point isoionique de certains groupements de ces dernidres
(Eigure 25 ; p. 187). =La premidre hypothése n'est pas forcément incompatible
avec le schéma que nous avons proposé, car les sialo-glycoprotéines du glycolem—
me (en particulier la disposition de leurs groupements sialosyle) peuvent con-—
ditionner l'architecture de cette région et favoriser l'orientation particuliére
de certains groupes qui y sont détenus (WARD et AMBROSE, 1969) (600)-.

Dlautre part, lors de la mise en évidence des composantes pro-
téiniques basiques chez les cellules ascitiques (Chapitre 1 3 section 2 ; p. 92),
nous avons vu que le colloide I du fer était plus ou moins réguliérement répar-
ti de place en place sur la membrane de surface. Deux propositions sont par
conséquent formulables : ces composantes sont distribudes uniquement entre
les touffes de glycolemme de ces cellules ; ou elles sont situdes sous ces
structures., Leurs radicaux basiques ne sont pas localisés sous les groupements
polaires des phospholipides, car s'ils 1l'étaient, le colloide €lectronégatif
serait repoussé et ne pourrait révéler leur présence ; ils ne sont pas non
plus situés au-dessus des groupes phospholipidiques agencés entre ces touffes,
car leur présence empécherait alors le marqueur électropositif & base de rouge
de ruthénium de se fixer sur ces derniers et de les révéler sélectivement apres
1testérification des fonctions carboxyle. La seconde hypothése semble donc la
Plus vraisemblable : les composantes protéiniques basiques sont probablement
réparties & un niveau intermédiaire entre la zone superficielle qui détient la
plupart des groupes sialosyle (Chapitre 1 ; section 2 ; p. 93) et celle des

groupements polaires phospholipidiques du feuillet plasmique externe.
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Figure 25

Schémas proposés pour expliquer la corrélation qui peut exister entre la

disposition des sialo=-glycoconjugués et l'apparition de la composante
protéinique basique.

a : cas des hépatocytes de Rat normal et des cellules asci-

tiques ; b : cas des cellules en culture (fibroblastes, cellules Hela et

KB). G : glycolemme ; P : plasmolemme., AS : groupements sialosyle ;

groupements protéiniques acides ; +:groupements protéiniques basiques ;

- — — — — : segments hydrophobes des sialo-glycopeptides.
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C - INTERPRETATION DE LA NATURE DES TOUFFES OBSERVEES A LA PERIPHERIE DES
HEPATOCYTES DU RAT NORMAL ET DES CELLULES ASCITICUES

Le schéma a (p. 187) issu du raisonnement précédent n'est
compatible avec l'existence d'une organisation en touffes du glycolemme que si
1ton admet une répartition discontinue (en paquets) des sialo-glycoconjugués de
cette zone. Une telle répartition semble suggérée par la distribution particu-
lidre des antigines d'histocompatibilité (voir les généralités ; p. 41), et par
1'hypothése de INBAR et al. (1972) (601) fondée notamment sur la disposition
des sites glycanniques susceptibles de fixer certaines agglutinines marquées
(voir les généralitds ; p. 55) ; elle est en accord avec 1'hypothdse de PARSONS
et SUBJECK (1972) (602) (voir les généralités ; p. 40), et peut 8tre concilide
avec le moddle "fluide" de STNGER et NICOLSON (1972) (603) (voir les générali-
tés 5 p. 34 ).

Nous avons vu dans les généralités (Chapitre 2 ; p. 51) que
certaines cellules transformées détenaient au niveau de leur surface des glyco-
peptides d'un poids moléculaire plus important que leurs témoing normaux (BUCK
et al., 1971) (604 ). Bien que les travaux de SAKIYAMAet BURGE (1972) (605) ne
confirmérent pas ce résultat chez la lignée 373 transformée par le SV-40, il
est possible que de telles macromolécules soient en partie responsables de
1'épaisseur du glycolemme des hépatocytes et des cellules ascitiques, et con-
tribuent & son irrégularité notamment chez les dernidres si leur répartition

le long de la membrane de surface est discontinue.

D ~ INTERPRETATION DE LA REVELATION DES GROUPEMENTS SIALOSYLE

Lors de l'exposé des résultats obtenus avec le colloide a
base de rouge de ruthénium formé in vitro, nous avons dit que la répartition
des groupements sialosyle semblait continue le long de la périphérie des cel-
lules étudiédes. Or, les cellules tumorales possédent en général une quantité
assez importante d'acide sialique qui n'est pas hydrolysée par la neuraminidase
-on sait notamment que 1'acide N,0-diacétyl-neuraminique résigte a ltaction de
cet enzyme (FAILLARD, 1957 (606) ; GIBBONS, 1962 et 1963 (607, 608) ; RAFELSON,
1963 (609))- ; ainsi, par exemple, les hépatomes AH-130, AH-66 F et AH-57 B
détiennent un taux dtacide N,0-diacétyl-neuraminique beaucoup plus important

que le foie sain (BABA et al., 1966 (610) ; BENEDETTI et EMMELOT, 1967 (611)).
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Cette observation tend donc a prouver que les acides N-acétyl, N,0-~diacétyl et
N-glycolyl-neuraminique ne sont pas distribués d'une facon ordonnée le long
du glycolemme des cellules tumorales étudiées.

D'autre part, un certain nombre de travaux démontrent qulil
existe des acides sialiques dans les couches profondes du glycolemme de la
plupart des cellules, et que ceux—ci appartiennent essentiellement & des glyco-
lipides : EYLAR gt al. (1962) (612), par exemple, observdrent une différence
entre la décroissance de la charge électrocinétique provoquée par l'action de
la neuraminidase et le pourcentage des molécules dlacide sialique d'un certain
nombre d!'érythrocytes ; KOJIMA et MAEKAWA (1970) (613) montrérent qu'il n'y
avait aucune décroissance de la mobilité électrophorétique des cellules des
hépatomes AH-62, AH-1%0, LY-54 et LY-5 aprés l'action de la neuraminidase,
bien que la présence des acides sialiques & la périphérie de ces cellules ait
été démontrée par la méthode de capture de fer ; UHLENBRUCK et WINTZER (1970)
(614) prouverent sur des cellules normalement isolées (notamment des érythro-
cytes) que les acides sialiques les plus superficiels de la zone périphérique
hydrophile appartenaient essentiellement & des glycoprotéines, et que ceux desg
couches profondes de cette région étaient surtout détenus par des glycolipides ;
enfin, WEINSTEIN et al. (1970) (615) constatdrent que les 25 & 35 p. 100 d'aci-
de sialique des cellules L non éliminés par la neuraminidase étaient probable-
ment détenus par des glycolipides localisés dans les couches profondes de leur
glycolemme (WEINSTEIN et al. 1970) (616). On peut donc supposer, & 1l'instar
de PARSONS et SUBJECK (1972) (617) pour les hématies, que la zone périphérique

hydrophile des cellules ascitiques est organisée de la fagon suivante : les
acides sialiques des glycolipides sont continfiment répartis le long de la mem—
brane de surface, vraisemblablement dans la région sous-jacente & la zone élec-
trocinétique ; et les groupements sialosyle des glycoprotéines sont préféren—
tiellement distribués au niveau de cette dernidre, & la surface des touffes de

glycolemme que nous avons précédemment révélées.

E - INTERPRETATION DE LA REVELATION DES GROUPEMENTS BASIQUES PROTEINIQUES DU
GLYCOLEMME

Dans les généralités (Chapitre 2 ; p.40 et 57), nous avons
montré que la présence des groupements basiques protéiniques dans la zone
électrocinétique était encore trés discutée. Ceci permet d!'énoncer trois

hypothéses pour les cellules que nous avons étudides : leur zone électrocinétique
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ne contient pas de protéines ; ou elle contient des segments protéiniques
composés de résidus essentiellement hydrophobes ; ou encore elle détient des
segments protéiniques composés de résidus surtout acides, comme le groupe
glutamyle. Les résultats ultrastructuraux que nous avons obtenus avec les
cellules ascitiques semblent confirmer la troisiéme éventualité pour ces der—-
niéres, car l'organisation en touffes de leur glycolemme a été observée & la
fois avec la technique classique au rouge de ruthénium (elle révdle la totali-
té de cette région) et avec la méthode de mise en évidence des radicaux basi~-
ques protéiniques fondée sur la capture du colloide II du fer (Pl. 27 (fig. b) ;
Pl, 28 (fig. a) ; Pl. 16).

I1 est curieux de constater que les deux premidres méthodes
de mise en évidence des groupements basiques protéiniques totaux (fondées res-—
pectivement sur la capture du colloide I & base de fer et du colloide & base
d'étain) ne révélérent que trés exceptionnellement l'ondulation de la surface
des cellules ascitiques. Il est possible que le contour diffus de la périphérie
de leur glycolemme ait été perturbé par l'estérification compldte de leurs

fonctions acides nécessitée par ces deux techniques.

IT - INTERPRETATION DES VARTATIONS DE LA DENSITE DES
SIALO-GLYCOCONJUGUES SENSIBLES A LA NEURAMINIDASE

Avant d'interpréter nos résultats, rappelons et analysons
tout d'abord succinctement certains travaux de MONTAGNIER (1970) (61&9 sur la
transformation cellulaire en milieu gélifié.

L'auteur montra que 1l'on pouvait distinguer plusieurs étapes
dans la transformation des cellules BHK 21 du Hamster :

1 - Stade de culture primsire. Les cellules du mésenchyme rénal du Hamster

nouveau~né dissociées par la trypsine se multiplient sur un support sous la
forme de fibroblastes, mais leur division est blogquée quand elles sont culti-

vées en milieu gélifié par de 1l'agarose.

2 - Stade I de la transformation. Certains clones de cellules variantes (par

exemple la lignée clonale BHK 21/C 13) ayant atteint le stade de transformation
correspondant & la croissance indéfinie ont la propriété de se diviser dans
l'agarose quand leur concentration est suffisante ; dans le cas contraire,

leur croissance est rétablie par l'insuline ou certains facteurs contenus dans

le milieu conditionné, Mais leur multiplication n'est jamais constatée en



191

en présence des "polysaccharides" sulfatés de la gélose, de 1'héparine ou du

sulfate de Dextran.

3 - Stade I bis de la transformation. Aprés plusieurs passages répétés des

cellules précédentes, certains clones moins sensibles & 1'inhibition de contact
n'ont plus besoin dtinsuline ou de milieu conditionné pour croitre en agarose
4 faible concentration et sont en outre plus résistants aux "polysaccharides"

sulfatés.

4 - 3tade IT de la transformation. Un stade supérieur peut &tre atteint "spon-

tanément par les cellules du stade précédent, ou directement par les cellules
du stade I infectées par des virus oncogénes et cultivées dans un milieu nutri-
tif contenant des nucléotides puriques et de la L-sérine. Il se caractérise par
le fait que les cellules ont la propriété de se multiplier dans un milieu géli-~
fié par de la gélose, donc en présence de "polysaccharides" sulfatés.

En outre, TORPIER et MONTAGNIER (1969) (519) constatirent que ls membrane de
surface des cellules BHK 21 se modifiait au cours de ces différentes étapes

et acquérait une charge négative de plus en plus élevée (voir la section 3 de
ce chapitre ; paragraphe A ; p. 182.

Les cellules BHK 21 ayant atteint le stade I de la transfor-
mation posseédent la propriété d'inhibition de contact de mouvement mais non
celle de croissance (STOKER et RUBIN, 1967) (620). L'arr8t de leur multiplica-
tion dans la gélose ne peut &tre par conséquent attribué & un processus 1ié
4 ce phénoméne ; pour llexpliquer, il faut admettre avec MONTAGNIER (1970) (621)
que les charges négatives du milieu gélifié riche en "polysaccharides" acides
ont une densité suffisamment importante pour affaiblir ou méme inverser le
champ électrique établi entre le milieu et les charges -normalement plus élec-
tronégatives—- de la surface cellulaire, et sont ainsi capables de perturber
le passage & travers la membrane de surface des facteurs (micro et macromolé-—
culaires) activateurs et inhibiteurs de croissance. Dés lors, quand les cel-
lules passent &4 un stade supérieur de la transformation, la densité des charges
négatives de leur surface augmente et redevient nettement supérieure & celle
du milieu gélifié, 1'intensité du champ électrique précédent stéleve ou son
gens s'inverse & nouveau, et le passage des effecteurs de croissance redevient
favorable & la multiplication cellulaire -le raisonnement prend le stade I

pour exemple, mais il est valable pour les autres étapes de transformation-.
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Tout se passe comme si ls charge électrique de la membrane de surface pouvait

contr8ler indirectement la croissance cellulaire de la fagon suivante :

+
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extracellulaire
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Appliquons les principes de cette déduction & 1'interpréta-
tion des variations de la densité des sialo-glycoconjugués sensibles & la
neuraminidase que nous avons précédemment observées avec nos cellules, et
admettons que ces variations soient l'une des causes et non la conséquence des
changements corrélativement constatés dans la valeur de 1'indice mitotique.
Quand la densité des charges négatives dues aux acides sialiques de la surface
du glycolemme des cellules en culture augmente(dans 1'ordre : fibroblastes
en phase exponentielle ou en couche confluente <i cellules KB < cellules
Hela), 1'intensité du champ électrique établi comﬁe 1'indique la figure 26
(p. 193) entre le milieu moins électronégatif et ces charges s'éléve, et la
division cellulaire est favorisde dans le méme ordre (indice mitotique des
fibroblastes en phase exponentielle ou en couche confluente (fi.m. des cellules
KB <'iJm. des cellules HeLa). Par contre, s'il existe une composante protéi-
nique basique au niveau de la zone périphérique hydrophile (cas des hépatocytes
de Rat sain et des cellules ascitiques), dans la région sous-jacente & la sur-
face électrocinétique qui détient une grande partie des groupements sialosyle,
le champ électrique établi entre la charge électropositive de cette composante
et ces derniers s'oppose au champ précédent (Figure 26 ; p. 193) ; et 1lteffet
antagoniste qui en résulte sur le passage des facteurs de croissance, gquand

la densité des sialo-glycoconjugués varie, permet d'expliquer que l'indice
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Figure 26

Interprétation des variations de la densité des sialo~glycoconjugués

‘sensibles & la neuraminidase.

a : cellules en culture (fibroblastes, cellules Hela
et KB) ; b : cellules ascitiques. G : glycolemme ; P : plasmolemme.

—

E1 : champ électrique établi entre les charges du milieu extracellulaire
—>

et les groupements sialosyle de la périphérie du glycolemme ; E_ :

2
champ électrique établi entre les composantes protéiniques basiques et

ces derniers.
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mitotique des cellules ascitiques diminue comme une fonction de l'inverse de la

charge de surface.

En contrblant l'accés au plasmolemme de certains facteurs,
le glycolemme jouerait, selon cette hypothése, le rfle d'un filtre dont la
fonction serait complémentaire du mécanisme qui régit les échanges actifs et
passifs & travers la membrane de surface. Ce rfle a été démontré pour certains
glycolemmes particuliers comme les membranes basales -sans préjuger du mécanis—
me qui le régit- ; et s'il n'a jamais été prouvé pour les glycolemmes attachés,
quelques travaux démontrant l'importance des acides sialiques dans le transport
du potassium le laissent néanmoins supposer (GLICK et GITHENS, 1965) (622),
car il semble que cet ion soit l'un des facteurs qui contrSlent la multiplica~
tion cellulaire et la prolifération rapide des cellules tumorales : certains
auteurs montréerent que sa concentration paraissait plus importante chez ces
dernidres que chez les cellules normales (DELONG'gx_gl., 1950) (623) ; quelques
études établirent que sa présence était nécessaire & la croissance optimum
de certaines espces de bactéries (DAMADIAN et SOLOMON, 1964) (624) et de
tumeurs végétales (BRAUN et WOOD, 1962) (625) ; et LUBIN (1964) (626) démontra
qu'il jouait un r8le dans la synthése protéinique.

GLICK et al. (1970) (627) constatérent que le taux des acides
sialiques de la membrane de surface des cellules L variait suivant une fonction
de l'inverse du taux de croissance ; mais ils remarquérent que ces variations
ne paraissaient pas lides & la rapidité de prolifération et semblaient dues &
un apauvrissement du milieu nutritif en précurseurs. Cette hypothdse aurait pu
8tre également retenue pour expliquer le comportement des cellules de la tumeur
liquide d'EHRLICH, car il est possible que 1'élévation de la densité des sialo~
glycoconjugués membranaires en fonction du temps aprés la greffe soit due & la
variation du taux de certaines substances dans le milieu intrapéritonéal ou
les cellules se développent, et soit indépendante de la diminution de l'indice
mitotique -qui correspond essentiellement chez ces cellules & un allongement
de la durée du cycle cellulaire (TANNOCK, 1969) (628)- ; FRINDEL et al. (1968)
(629), par exemple, & la suite d'une expérience effectuée sur une tumeur asci-~
tique liquide greffée chez la Souris CSH;montrérent gue le milieu présentait
une baisse de pH et une augmentation du taux de 1l'acide lactique. Cependant,

une telle supposition ne permettrait pas d'expliquer le comportement de nos
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cellules en culture, puisque celles-ci se multipliérent dans un milieu identique
pour toutes les souches et dont le renouvellement fut réguliérement assuré ;
elle admettrait que les observations que nous avons faites sur les cellules
ascitiques n'ont aucune portée générale.

Bien que nos résultats ne précisent pas quelle est la
contribution respective des sialo-glycolipides et des sialo-glycoprotéines
dans le phénomdne que nous venons d'analyser, il semble que le modéle précédent
doive 8tre congcu sur la base des variations de la densité des charges négatives
d'origine sialo~-glycoprotéinique. La relation entre la quantité des sialo-glyco-
lipides de la membrane de surface et la multiplication cellulaire n'est pas
encore précisée par les quelques recherches qui portent sur ce sujet (KITIMOTO
et HAKOMORI (1972) (630 l'ont mis récemment en évidence chez la lignée NIL du
Hamster, mais non SAKIYAMA et al. (1972) (631)), mais de toute fagon, certains
travaux donnent & penser que les groupements sialosyle de la zone électrociné-

tique qui contrblent le champ électrique E_ sont détenus en majorité par des

2
sialo-glycoprotéines (voir les généralités ; p. 40).

4.~ PLACE DES RESULTATS PERSONNELS DANS UNE THEORIE

pre————

UNITATRE DE LA TRANSFORMATION CELLULAIRE, DE TA

CARCINOGENESE ET DE LA CANCERISATION DE L'ORGANISME

D'aprés les résultats de ce travail et des quelques études
gque nous avons succinctement rappelées plus haut (Section 2 de cette discus-
sion générale ; p. 181), la valeur de la densité des sialo-glycoconjuguds du
glycolemme -tout au moins ceux qui sont sensibles & la neuraminidase- paralt
moins dépendante de 1'état tumoral que de la prolifération cellulaire. Il
serait donc légitime de considérer que la relation de ces deux parametres est
un phénoméne général qui dépasse largement le domaine de la néoplasie. Plusieurs
travaux portant sur 1'étude des variations du taux de ces composés provoguées
par la morphogénése ou la transformation cellulaire abondent en ce sens :

BEN-OR et al. (1960) (632), HEARD et al. (1961) (633) et RUHENSTROTH-BAUER
et FUHRMANN (1961) (634) observerent que la mobilité électrophorétique de

certaines cellules normales embryonnsires ou appartenant & des tissus en
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régénération était plus importante que celle des témoins adultes, et EISENBERG
et al. (1962) (635) firent la méme constatation avec les hépatocytes du Rat ;
SIDDIQUI et HAKOMORI (1970) (636) prouvdrent que la quantité de glycolipides
était plus élevée dens la membrane de surface des cellules du foie néonatal
que du foie adulte de Rat ; BUCK et al. (1971) (637) démontrérent que les
cellules BHK 21/C 13 en phase exponentielle détenaient au niveau de leur péri-
phérie des glycolipides d'un poids moléculaire plus important que celles de la

phase plateau (croissance ralentie) ; et WARREN et al. (1972) (638) constatérent

qu'il existait une relation entre le pouvoir de multiplication de cette souche
et la quantité de ses glycoprotéines membranaires. Cependant, GLICK et al.
(1970) (639) n'observerent gucune différence entre le taux des acides sialiques
des cellules L en phase de croissance rapide et celui des mémes cellules en
phase plateau ; et nous fimes la méme constatation avec les fibroblastes embryon-
naires de la Souris Swiss prélevés en phase exponentielle et en couche confluen-
te (stade de 1'inhibition de contact). 3i 1l'on interpréte l'ensemble de nos
observations personnelles et des résultats précédents & la lumidre de la théorie
unitaire de la carcinogénése, de la cancérisation de l'organisme, de la diffé-
renciation et de la transformation cellulaire (voir notamment les travaux de
WEISS (1967) (640), de MONTAGNIER (1970) (641), de PARDEE (1971) (642) et de
coNE (1971) (643)), on peut donc admettre que l'architecture de la membrane de
surface est corrélativement liée aux différents phénotypes de la transformation
cellulaire dont 1'état tumoral ne semble représenter que quelques étapes parti-

culiéres ; deux types de cellules se distinguent en effet dans cet optique :

1 - Les cellules qui ont leurs propriétés contrélées par les modifications réver-
sibles de leur glycolemme quand elles sont intégrées dans un tissu, mais qui
possedent toujours le phénomdne d'inhibition de contact -les changements intro-
duits dans l'architecture membranasire des cellules appartenant asux tissus
embryonnaires ou en régénération sont contrdlés par l'organisme, car ils
deviennent irréversibles si ces dernieres sont cultivées in vitro au stade de
culture primaire (cas des fibroblastes embryonnaires de Souris Swiss) ou au
stade de croissance indéfinie (cas des cellules L) ; cependant, dans tous les
cas, ces cellules gardent leur propriété d'inhibition de contact-.

2 = Bt les cellules qui ont atteint une étape supérieure de transformstion
caractérisée par la perte au moins du phénoméne de 1l'inhibition de contact de

croissance, et qui semblent posséder une certaine autonomie en ayant la
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propriété de conditionner notamment leur rapidité de croissance par 1l'intermé-
diaire des modifications réversibles de la structure de leur glycolemme : cel-
lules au stade de la perte du phénomene d'inhibition de contact de croissance
(cas des cellules BHK 21/C 13) ; cellules transformées "spontanément" (cas des
cellules ascitiques 4'EHRLICH) ; cellules transformées viralement (cas des
cellules BHK 21 transformées par le virus de ROUS ou du polyome).

I1 est nécessaire d'ajouter plusieurs remarques & la suite

de ces déductions :

1 -~ L'existence d'un contrle de la division cellulaire par les charges du
glycolemme appartenant aux sialo-glycoconjugués suppose que le turnover de ces
compogés est rapide. Il existe peu d!'informations sur la valeur moyenne de ce
dernier, mais si l'on considére par exemple le demi-temps de renouvellement

des sites récepteurs du virus de NEWCASTLE détenus par les cellules Hela
(environ 6 heures) (MARCUS, 1959) (644), cette supposition paratt vraisemblable
et justifide.

2 - Nous avons vu dans les généralités (Chapitre 2 ; p. 48) que le taux des
acides sialiques de la membrane de surface (ramené au taux des protéines) était
souvent moins important chez les cellules transformées in vitro que chez leurs
témoins normaux. Si 1l'on admet que la vitesse de croissance des premiéres est
plus élevée que celle des secondes —ce phénoméne est souvent constaté, mais il
n'a pas été vérifié au cours des travaux concernés ici-, ces résultats devraient
infirmer la validité du moddle précédent. En réalité, SAKIYAMA et BURGE (1972)
(645) prouveérent, sur la lignde 3T3 transformée par le SV-40, que la décrois-
sance du taux des groupements sialosyle pouvait traduire une diminution de la
densité des sialo-glycoprotéines et non une modification de leur structure.
Bien que cette observation s été effectuée dans un cas trés particulier, elle
montre que le phénoméne précédent peut correspondre & deux sortes de perturba-
tions du glycolemme : un affaiblissement de 1'intensité du champ E2 (Figure 26 : p.
193) si la répartition des sialo-glycoprotéines -dont la densité est affaiblie-

est continue ; ou & une valeur non prévisible g priori de E_ -elle peut &tre

2
égale, supérieure ou inférieure & celle des cellules saines -si ces derniéres
sont disposées en paquets ou "touffes" selon llorganisation que nous avons

mise en évidence. Seule la détermination du taux des acides sialiques membra-
naires rapporté au taux de protéines, de la structure des sialo-glycoconjugués
et de 1l'architecture du glycolemme de chaque type de cellules examinées pourrait

résoudre le probleme.
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3 - Plugieurs auteurs recherchérent une relation entre le taux des glycoconjugués
membranaires et les différentes phases du cycle cellulaire : MAYHEW et O'GRADY
(1965) (646), MAYHEM (1966) (647) et BRENT et FORESTER (1967) (648) montrirent
que la mobilité électrophorétique due aux groupes sialosyle de certaines cel-
lules en culture synchrone (notamment les cellules Hela) était plus importante
pendant la mitose ; GLICK et al, (1971) (649) prouverent que le taux des

acides sialiques des cellules KB était maximum pendant la division et décrois-

sait au cours des phases G,~-S du cycle cellulaire ; PASTERNAK et al. (1971)

(650) démontrérent que l'altigénioité H-2 des cellules néoplasiques P 815 Y
diminuait également durant ces phases ; FOX gj_gl.(1971> (651) firent une
observation pratiquement semblable avec les cellules 3T3 normales ; ROSENBERG
etEINSTEIN (1972) (652) constatdrent que la densité des acides sialiques de
la périphérie des cellules lymphoides humaines variait considérablement au
cours du cycle cellulaire ; enfin, SHOHAM et SACHS (1972) (653) observerent
que la concanavaline fluorescente se fixait différemment sur les cellules 3T3
normales ou transformées suivant que ces derniéres étaient en interphase ou
en mitose. Cependant, ces résultats sont difficilement interprétables a la

lumiere de la théorie unitaire précédente ; c'est la raison pour laquelle nous

n'en avons pas parlé.

4 - Notre hypothese concernant le rSle du glycolemme n'a évidemment pas la
prétention de représenter une théorie compléte qui explicite totalement le
mécanisme par lequel la membrane de surface contrdle les propriétés cellulai-
res. Le modéle doit &tre complété en tenant compte de 1l'intervention d'un
certain nombre de paramétres liés aux principales fonctions de cette région :
spectre enzymatique, transport actif et action éventuelle de certaines hormo-

nes (voir la revue générale de PARDEE (1971) (654))

5 -~ L'analyse du r6le complémentaire que semble jouer la répartition des
groupements du glycolemme dans le passage des facteurs de croissance n'épuise
pas la revue de toutes les conséquences que celle-ci peut avoir sur la cancé-

risation de l'organisme ; en effet :

a = A partir d'un certain nombre d'études effectudes sur des tumeurs asciti-
ques de diverses origines, PURDOM et al. (1958) (655), SANFORD (1967) (656)

et CURRIE et BAGSHAWE (1968) (657) montrérent que l'activité antigénique H~2

de la périphérie de leurs cellules semblait masquée par des sialo-glycoconjugués;

bien que cette interprétation a &té infirmée par dlautres travaux (d'aprés WEISS,
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1969 (658) ; CORMACK, 1970 (659) ; HUGHES et al., 1972 (660)) et que les fac-
teurs immunologiques ne paraissent pas avoir une influence importante sur la

destinée des cellules de ce type (FRINDEL et al., 1968) (661), il est néanmoins

possible que les variations de la densité de ces composés perturbent dans umne

certaine mesure la réponse immunitaire de 1l'hbte.

b -~ On sait que les sialo-glycoconjugusés membranaires contribuent vraisembla-
blement & la fixation des cellules tumorales sur certains sites des membranes
endothéliales (CORMACK, 1970) (662). Si les variations du taux de ces compo~
sants avec la rapidité de croissance représentent un phénoméne général chez les
cellules de malignité avancée, il est probable que ce dernier conditionne
d'une fagon non négligeable l'invasion tumorale au cours de la diffusion

nétastatique.
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CONCLUSIONS GENERALES

L'utilisation de certains colloides du fer, de 1'étain et
de 1'osmium nous a permis de comparer l'ultrastructure de la membrane de sur-
face des hépatocytes du Rat Wistar et des cellules normales et tumorales sui-
vantes : fibroblastes embryonnaires de la Souris Swiss, cellules Hela et KB,
cellules du carcinome ascitique d'EHRLICH greffé chez la Souris Swiss et
C 57 et cellules ascitiques de 1'hépatome de ZAJDELA. Trois catégories

dtexpérimentations ont été effectudes :

—~ Nous avons tout d'abord réalisé et appliqué deux sortes de méthodes origina-
les de marquage des protéines au microscope électronique : une méthode de
révélation des protéines basiques et des groupements de point isoionique élevé
fondée sur la capture d'un colloide I électronégatif du fer ; et trois méthodes
de mise en évidence des protéines totales (acides et basiques) fondées sur la
capture du colloide précédent, de llacide a-gtannique colloidal et d'un col-
loIde II électronégatif du fer. La seconde et surtout la troisieme fournirent
quelques arguments en faveur d'une distribution continue des protéines dans

le plasmolemme ~tout au moins dans le feuillet plasmique externe, seule ré-
gion accessible aux colloides~ et le glycolemme de tous les types cellulaires
étudids (normaux et tumoraux) ; les deux autres déceldrent la présence de
groupements de point isoionique élevé -appartenant vraisemblablement & des
protéines acides- au niveau du glycolemme des hépatocytes du Rat et des cel=-
lules ascitiques, dans la région sous-jacente & la zone superficielle qui

détient une grande partie des groupes sialosyle de ce dernier.

~ Ensuite, le mécanisme de formation, la nature et la spécificité du marqueur
qui apparaft au niveau des membranes cellulaires (au microscope électronique)
& la suite de l'application de la méthode au rouge de ruthénium ont été déter-
ninés avec précision : c'est un colloide électropositif de l'osmium ; il
résulte de l'inversion de la charge, par le cation rouge de ruthénium, du
bioxyde d'osmium colloidal qui prend naissance lors de la formation d'un
tétraester osmique entre le tétroxyde d'osmium et les lipides insaturds du

feuillet plasmique externe ; il se fixe sur toutes les fonctions acides de la
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gone périphérique hydrophile, et réveéle de ce fait avec fidélité 1'épaisseur
et le profil de cette région. Puis la technique classique (marqueur formé
in situ) et le marqueur colloidal de celle-ci réalisé in vitro révElérent

deux types d'organisation :

— Les cellules en culture (fibroblastes, cellules Hela et
KB) et les hépatocytes du Rat présentérent une couche assez mince et continue
de glycolemme au—~dessus des phospholipides de leur feuillet plasmique externe,
mais se comportérent (tout au moins les premiéres) comme si ces derniers
n'étaient pas engagés dans une liaison ionique avec des composés susceptibles

de les protéger contre ltaction ménagée de la phospholipase C.

— Les cellules ascitiques se caractérisérent par un glyco-
lemme d'une épaisseur plus importante mais plus irréguliére, formé par un
ensemble de touffes espacées de 20 & 70 nm environ, entre lesquelles des grou-—
pements phospholipidiques du feuillet plasmique externe, non protégés contre
1ltaction ménagée de la phospholipase C, parurent &tre agencés suivant le

schéma des modéles "fluides" les plus réecents.

— Enfin, la localisation et l'évaluation du taux des acides sialiques du
glycolemme ont été respectivement recherchéesd 1l'aide du marqueur de 1'osmium
précédent (réalisé in vitro et adapté & la microscopie électronique) et de
1'hydroxyde de fer colloidal (adapté & la microscopie électronique et &
1tultramicrospectrophotométrie). La densité par unité de surface des sialo-
glycoconjugués sensibles & la neuraminidase fut remarquable chez toutes les
cellules examindes et parut varieressentiellement avec la rapidité de crois-
gsance ; elle augments avec 1'indice mitotique chez les cellules en culture
tout en na paraissent toutefois pas dépendre de la phase de croissance des
fibroblastes en culture primaire ; s'éleva avec l'inverse de cet index chez
les cellules de la tumeur liguide A'EHRLICH greffée & la Souris C 57 ; sembla
rester pratiquement constante avec lui chez les cellules de la tumeur solide
A'EHRLICH greffée sur la méme souche ; et parut légérement plus importante

chez 1'hépatome de ZAJDELA que chez le foie de Rat normal.

Ces travaux démontrent que les systémes colloidaux métal-
liques possédent les propriétés requises pour &tre appliqués a 1l'étude de la
membrane de surface : ils sont décelables au microscope électronigue et peu~

vent &tre parfois dosés & l'ultramicrospectrophotométre ; leurs particules
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sont captées sélectivement par les groupements cationiques ou anioniques des
tissus suivant la nature de leur charge ; ils comprennent des colloides dont
le diamétre est suffisamment varié pour que leur emploi puisse &tre adapté
aux dimensions et & la compacité des structures & étudier ; leur pénétration
4 différents niveaux de la périphérie cellulaire peut &tre facilement dirigée
par leur temps d'application ou le blocage de certaines fonctions ; certains
d'entre eux peuvent se former in situ et sont susceptibles de révéler ainsi
avec fidélité la disposition des groupes sur lesquels ils se fixent ; enfin,
leur protocole d'application est simple et respecte en général la morphologie
cellulaire. Une étude systématique pour les adapter dans ce sens doterait
certainement la cytochimie ultrastructurale de toute une branche de techniques

originales, efficaces et précises.

Les résultats que nous avons obtenus semblent moins attri-
buer des caractéristiques particuliéres & 1l'organisation de la zone périphé-
rique hydrophile des cellules tumorales qu'id celle de chacun des trois types
cellulaires étudiés : les cellules en culture, les cellules ascitiques et
les cellules assocides en tissu. Pour les interpréter, nous avons donc congu
un moddle qui établit une relation entre le champ électrique déterminé par
les groupements ioniques de cette région et 1l'une des propriétés les plus
générales qui distingue les trois sortes de cellules : la rapidité de crois~
sance. Cette hypothése n'a pas une prétention & l'universalité, car il serait
présomptueux de vouloir généraliser des données obtenues & partir de quelques
cas particuliers de tumeurs. Elle représente une proposition pour intégrer
un ensemble de faits d'une fagon cohérente dans la théorie unitaire de la
carcinogéneése et de la transformation cellulaire que proposent certains
auteurs, dans le but essentiel de vérifier ultérieurement 1l'éventuelle corré-
lation qui pourrait exister entre les différents phénotypes de la dernmiere

et 1tarchitecture de le membrane de surface.
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