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La conscience scientifique est une 

conscience politique, l'entreprise scientifique est 

une entreprise politique. Car transformer les valeurs 

en besoins et les causes finales en possibilités tech- 

niques constitue un nouveau stade dans la conquête des 

forces oppressives et invaincues de la société et de 

la nature, C'est un acte de libération. 

Herbert J!'iARCUSE 



I N T R O D U C T I O N  O 

L'expression phénotypique de l'état tumoral se traduit par 

des lésions cellùlaires d'ordre morphologique, biologique, imrmuiologique et 

biochimique, les caractéristiques de celles-ci variant en général avec l'ori- 

gine de 1 induction néoplasique ("spontanéeff, 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 

phénomène qui semble réunir les tissus tumoraux dans leur diversité est 

l'altération de leur système membranaire. C'est ce qui a conduit un certain 

nombre d'auteurs à considérer la membrane de surface comme l'un des éléments 

essentiels du mécanisme de l'action des agents cancérigènes, puis à intégrer 

son r81e dans une théorie unitaire de la carcinogénése, de la cancérisation de 

ltorganisme, de la diff6renciation et de la transformation cellulaire (WXISS, 

1967 (1) ; MONTAGl?IER, 1970 (2) ; PBRDEE, 1971 (3) ; CONE, 1971 (4)). Chez les 

cellules nomales, sous l'influence de facteurs externes stimulants ou inhibi- 

teurs -il pourrait slagir, par exemple, de facteurs hormonaux agissant directe- 

ment sur cette zone ou indirectement sur elle par l'intermédiaire de certa&es 

voies métaboliques-, elle aurait la faculté de modifier réversiblement sa 

perméabilité, de contrôler ainsi le passaga des effectews de croissance, et 

de déclencher l'entrée en division et subs&.ument certains processus comme 

celui de la régénération cellulaire, Mais son architecture pourrait être aussi 

altérée irréversiblement et indirectement par la dérépression ou la répression 

de certains aystbmes de régulation intracellulaires, intervenues "~pontauément'~ 8 Z  
R 

ou provoquées par l'un des nombreux agents cancérigènes physiques, chimiques P 
nrli 

ou viraux ; dans ce cas, elle conditionnerait les principales étapes de la 

transfomation cellulaire et surtout la destinée de la cel3.ule -unorale lors 

de la cancérisation de ltorganisme : l'échange des efzecteurs de cmissance 

entre les milieux intra et extracellulaire et l'entrée en division subséquente ; 
' 
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la perte de l'inhibition de contact de croissance et de mouvement favorisant 

la prolifération anarchique ; la diminution ou la perte de l'adhésion cellu- 

laire et l'essaimege des cellules à partir du foyer tumoral primitif (diffu- 

sion métastatique) ; les réactions immunitaires ; l'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 

I'ensembie de ses fonction9 &'cichange (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. 1 5 ) ; et les zones hydrophiles qui traver- 

sent le plasmolemme, délimitées en forme de "poresn par des groupements dtori- 

gine protéinique (le= 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 intérêt, car le modèle dont 

elle permettrait la conception foumirait un support architectural relative- 

ment simple à llhypoth&se de travail précédente. Afin de montrer que l'on peut 

aborder cette étude au microscope électronique et au microspectrophotomètre en 

utilisant les propriétés des systèmes colloSdaux métalliques, nous allons rela- 

ter dans ce mémoire la mise au point et les conditions d'application de plusieur&'- 

méthodes originales de marpuage fondées sur la capture de ces derniers, puver 

que certains dt  entre eux peuvent se former in situ et révéler ainsi la nature 

intime des structures cellulaires où ils se fixent, comparer par cette appro- y.n* 

J, 

che cytochimique l'organisation de la membrane de surface de quelques types de 
3 

cellules normales et tumorales, et proposer un schéma établissant une relation I 
entre cette dernière et la multiplication cellulaire. 

Deux grandes parties seront successivement abordées : 

1 - Nous rappellerons tout d'abord succinctement les principales propriétés 
7- 

des systèmes colloïdaux 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 dernière, au détriment 



de certaines matières qui n'ont pas de rapport direct avec l e  sujet  de ce 

travail  e t  qui seront seulement survolées ( jonctions intercellulaires e t  

fonctions) ou ne seront pas traitées (métabolisme-). 

II - Puis nous exposerons les  différentes phases de notre expérimentation 

suivant t rois  volets : 

1. Localisation e t  détermination de l a  nature des protéines de la membrane de 

surface au microscope élec tmnique . Application de mre méthodes originales 

fondéee sur la capture de deux collordes électmnégatifs à base de f e r  e t  de 

1' acide a-stannique colloïdal c 

2. Etude au microscope électronique de l a  structure de le zoae périphérique 

hydrophile. Détermination de l a  spécificité e t  application de l a  méthode clas- 

sique au rouge de ruthénium e t  d'une technique originale fondée sur l a  capture 

du marqueur de cette dernière réalisé i n  v i t r o .  

3. Localisation e t  évaluation de la densité des sialo-glycoconjugués du glyco- 
> 

lemme au microscope électronique e t  au microspec trophotomè tre. Adaptation e t  

application de la méthode de capture de lthydroxyde de f e r  colloldal e t  de l a  
I 

seconde technique précédente. I 
- f 

Nos travaux ont f a i t  l 'objet  des publications suivantes : 

1 - Technique de caractérisation semi-quantitative des sialo-glycoconjugués 

tissulaires fondée sur l a  réaction de HOTCHKISS-MAC MANUS 

P. BLBNQUET, J. MONTREUïL e t  J. DRIESSERS 

C.R. Soc. Biol., 1969, & no 1, 21 -21 61 

2 - Localisation ultrastructurale, avec contrôle microspectrophotométrique, 

des sialo-glycoconjugués de l a  membrane plasmique cellulaire par l a  

méthode fondée sur l a  capture de l'hydroxyde de fer colloïdal 

P. BWQUET, E. P W I O N  e t  3. DRiEiS'ENS 

C.R. àcad. Sci (D), 1970, 271. 96-99 



- 
3 - R81e des sialo-glycoconjugués dans le déterminisme des réactions histochi- 

miques classiques de DIEZZZ, de SHEBR et PEILRSE, de métachrommie, de 

capture de fer et du Bleu Alcian 

P. BLBNQüET, J. MONTREUIL et J. DRIESSENS 

C.R, Soc. Biol,, 1970, 1&1., nQ 3, 563-566 

4 - Application de la réaction de HOEHKISS MAC MANlJ3 à la caractérisation 

semi-quantitative des acides sialiques tissulaires. 

P. BLANQUET, J. MONTREUIZ et J. DRïESW?S 

His tochemie, 1 971 , 25, 225-233 

5 - Intervention des sialo-glycoconjugués dans les réactions histochimiques de 
DIEZEL, de SEIEAR et PEâRSE, de métachromasie, de capture de fer et du Bleu 

Alcian 

P. BLANQUET, J. MONTREUIL et J. DRIESSmS 

Histochemie, 1971, a 322-328 

6 - Cytochimie ultrastructurale des groupements de point isoionique élevé. 
Application à la mise en évidence des pmtéines basiques. 

E. PWION et P. BLANQUE11 

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



G E N E R A L I T E S  s 
Chapitre premier : 

GE2QXULITES SUR LES COLLOIDES HYDROPHOBES (*) 
". 

1 .- DEFINITIONS - 
Un système colloïdal-ou so l  s i  celui-ci e s t  de caractère 

liquide- e s t  un ensemble formé par des unités cinétiques que l 'on  nomme des 

particules colloEdales -ou colloïdes- e t  par des ions. Dans l e  travail qui 

suit, nous avons u t i l i s é  certains systèmes dont l e s  particules sont nétal l i--  

ques pour l e s  raisons suivantes : 

- Ils sont en général décelables au microscope électronique, 

- Leurs particules ou micelles possèdent une charge élect r i -  

que (positive ou négative). 

- Leurs changements d'états sont irréversibles. d 
4 - Ils sont hydrophobes ou lyophobes, ctest-à-dire ne possè- . 

dent pas d 'af f in i té  pour l e  solvant. 

Nous allons donc  appeler brièvement l e s  principaies pmpriétés ~ b s i c o - c h m -  ' 3 
ques des systèmes hydrophobes. 

Les particules colloTdales hydrophobes p~ssèdent toujours une 

charge électrique ( p s i t i v e  ou négative). O r ,  l a  charge tota le  des s ~ l u t i o n s  

qui  l e s  contiennent e s t  nulle. Chaque particule re t i en t  donc autour d 'e l le  - 
(*) D'après KRuyT (1952) (5) 



une atmosphbre ionique de charge égale e t  opposée à l a  sienne, l'ensemble de 

ces deux charges formant ce qu'on appelle une "couche double". A la suite des 

informations obtenues par llélectrophorèse e t  par des études dtabsorption, de 

nombreuses théories plus ou moins élaborées ont é té  proposées sur l a  structure 

de cette couche. Nous ne citerons que les  deux principales nécessaires à l a  

compréhension des propos qui suivent. 

Cette théorie a é té  proposée indépendamment par les  deux 

auteurs ; e l l e  repose sur les  hypothèses e t  conventions suivantes : 

- L'interface entre chaque particule colloïdale e t  l e  Mlieu 

e s t  plane. 

- Autour de chaque particule colloïdale, la couche externe 

formée par les  ions de l a  solution (ahosphère ionique) est  diffuse ; e t  l a  

densité des charge e s t  une fonction continue, rapidement décroissante à partir 

de l a  surface e t  asymptotiquement nulle à une certaine distance. Le potentiel 

varie donc d'une façon continue. 

- La charge des particules colloïdales es t  uniformément 

répartie sur leur surface. 

- Les ions de l a  solution sont assimilés à des points. 

- Le solvant es t  un milieu continu caractérisé par sa cons- 

tante diélectrique. 
. 3  
2 

Pour l e s  pet i ts  potentiels, l es  auteurs ~huvèrent l lexpres-  

y0 
= potentiel de surface des particules colloïdales (sa valeur ne dépend 

que de l a  nature des ions et 'de leur concentration contre l a  surface 

des particules) ; il es t  encore appelé : potentiel de GOW-CHLLPPJIBN 

1 C 
pour un électrolyte binaire, 1 étant l a  force ionique de cet élec- 

trolyte dans l e  milieu intermicellaire, e t  c une constante dépen- 

dant essentiellement de l a  valeur de celui-ci, de l a  constante-di- 

électrique du milieu e t  de l a  température. 
a> ".& 
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1 Le potentiel décroft donc sur une distance de X, e t  cette vaieur représente 

l'épaisseur de la "couche double". 

Lorsque les  particules se meuvent dans un champ électrique, 

e l les  déplacent avec e l les  une fine pellicule de milieu ; la surface de celle- 

c i  e s t  appelée surface électrocinétique ou h + y d m d ~ q u e ,  e t  son potentiel es t  

nommé potentiel zbta (c  ). 
Le graphique e t  l e  schéma de l a  figure 1 (p. 8) i l lustrent  

e t  résument l e s  données précédentes dans l e  cas où t e  q 0 = c  . 
Bux hautes concentrations ioniques, la théorie de GOW-CHQPMBN 

accorde une capacité beaucoup trop importante à l a  couche double, car e l l e  ne 

t ient  pas compte de l a  dimension des ions, non négligeable dans ce cas ; ceci 

amena S'PERN à l'aménager en un schéma plus élaboré. 

II - THEORIE DE STERN 

Elle repose sur deux sortes de considérations : 

-L'influence de l a  dimension des ions hydratés est  plus grande 

près de l a  surface des particules colloIdales. STERN suppose donc que l e s  ions 

situés près de cette dernière en sont séparés par une distance & . 
- Le champ électrique produit par l e s  charges de l a  surface de 

cbque particule polarise les  molécules d'eau e t  abaisse l a  constante diélec- 

t r ice  (.E) du milieu localisé près de celle-ci. O r ,  l es  interactions ions-ions 

e t  ions-dipoles varient comme 1 / ~  quand l a  distance qui sépare ces derniers 

reste constante. L1 affaiblissement de E favorise donc une haute concentration 

ionique près de l ' interface des particules, e t  l 'auteur admet l a  possibilité 

d'une adsorption spécifique des ions dans l e  plan $ (couche de STERN). 

Nous avons i l l u s t r é  l a  conception de cet auteur par l e  schéma 

de l a  figure 2 (p. 9). 

Dans cet te  théorie, deux sortes de facteurs peuvent fa i re  

varier l e  potentiel z&ta (on suppose i c i  4 <?.) : 
- S ' i l  existe des ions hydratés adsorbés dans l e  plan , l a  

couche de STERN e s t  remplie. Les ions hydratés de l a  couche diffuse l e s  plus 

proches de l a  surface sont alors situés à une distançe g ) 8, e t  l e  potentiel 

de GOUY-CELBPMBN ( p t e n t i e l  maximum de l a  couche diffuse) e s t  plus pe t i t  



Surface 
électrocinétique 

Particule 

colloïdale 

Figure 1 

Illustration de la théorie propoe6e par GOUY-CHAPMAN 
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c 
Couche diffuse 

Figure 2 

I l l u s t r a t i o n  de la  théorie proposke par  STERJY 

i : ion adsorbé d e  l a  couche de STERN ou ion 

de l a  couche d i f fuse  



- La capaoité totale de l a  double couche es t  donnée par 

où Cm = capacité de la  couche de SERB 

Cd = capacité de l a  couche diff'use 

C W cte, mais C dépend de la force ionique de la  couche diffuse ; 
m d 

donc aussi de cette dernière. .. 
L'influence de ces deux catégories de facteurs es t  i l lus t rée  

par ï a  figure 3 (p. I I ) .  

3.- INT'EFUTION DES SYSTEHE3 HYDROPHOBES - 
L'interaction des particules colloSdales hydrophobes résulte 

de l tact ion de deux sortes de potentiels : un potentiel de répulsiop da aux 

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

téristiques ; e t  un potentiel d'attraction dû aux forces de VAR DER WBâCS 

-établies entre l e s  atomes dt éléments sensiblement identiques (forces de 

E(EESOM, de DEBYE e t  de LONDON)-. Le potentiel résultant total  au voisinage 

d'une particule se traduit donc par l a  courbe de l a  figure 4 (p. 12). 

4.- STABILITE DES SYSTEMES HYDROPHOBES 

En 1900, SC- e t  HARDY prétendirent que l a  quantité dt élec- 

trolyte nécessaire pour faire  flocuier un système collo5dal quelconque é t a i t  - 

en rapport direct avec la valence des ions ; i ls  déterminèrent ainsi  empiri- 

qufment la règle de valence suivante : 25 - 150 millimoles/litre pour l e s  ions 

monovalents ; 0,s - 2 millimoles/litre pour l e s  ions divalents ; e t  0,Ot - 0.1 

millimole/litre pour les ions t r i d e n t s .  Depuis cette date, de nombreuses 

explications du phénomène ont été proposées, mais la plus satisfaisante e t  

la plus élégante e s t  certainement celle qui e s t  fondée sur la théorie de l a  

llcouche double" modifiée par STERN. Nous allons l a  résumer brièvement. 



Figure 3 

Variations du poten t ie l  zêta  dans la théor ie  de STERN 

Courbe 1 : l ' i o n  i f a i t  p a r t i e  de l a  couche 
1 

di f fuse  (force ionique : 1,) ; courbe 2 : l ' i o n  i e s t  
1 

adsorbé dans 6 (I* = Il ) ; courbe 3 : l ' i o n  i e s t  
1 

adsorbé dans 6 (I?> I*). \ : ion de l a  couche diffuse.  



E.R. 

B. P. 

M.P. 

E. A.  

Figure 4 

Energies potentiel les au voisinage d' une part icule colloïdale hydrophobe 

Cocrbe 1 : variation de l 'énergie potentiel le  due aux charges 

do surface ; courbe 2 : variation de l 'énergie potentielle due aux forces 

de VAN DER WAALS ; courbe 3 : variation de l 'énergie potentielle résultante. 

E.R. : énergie potentiel le  de répulsion ; E.A. : énergie potentielle 

d'attraction ; M.F. : minimum primaire ; B.P. : barrière de potentiel.  



1 - THEORIE DE LA STABILITE DES SYSTEIES HYDROPHOBES 

La répulsion des particules colloïdales hydrophobes es t  assurée 

par la barrière de potentiel qui a é té  précédemment mise en évidence. La stabi- 

l i t é  qui en résulte devrait ê t re  théoriquement indéfinie, mais ces systèmes ne 

sont jamais parfaitement stables (au sens thermodynamique du terme) à cause di: 

mouvement brownien. Dans un système colloldal, il existe toujours un certain 

nombre s ta t is t ique de particules rentrant en coll ision avec une énergie suffi- 

sante pour franchir l eur  barrière de potentiel (coll ision efficace), s 'unir  

dans un minimum primaire e t  coaguler irréversiblement. Il ntexis te  donc qu'une 

floculation plus ou moins rapide suivant l ' agi ta t ion thermique e t  l'importance 

de l a  barrière de potentiel. 

Supposons que l e  rayon des particules colloldales, l a  constante 

diélectrique du milieu, l a  température e t  l a  constante de VAN DER FJAALS soient 

constants. La théorie de STERN prévoit a lors  que l'abaissement du potentiel T, 

-et de l a  barrière de potentiel- e t  par conséquent l a  rapidité de floculation 

sont fonctions de deux sor tes  de paramètres : 

- L'absorption des ions de l a  couche de S m  e t  l a  dimension 

de ces derniers. La floculation e s t  d'autant plus rapide que ces deux facteurs 

sont plus importants ; les v a l e m d e  floculation (concentration en millimoles/ 

l i t r e  de l 'é lect rolyte  qu ' i l  faut  ajouter au système pour avoir son point de 

floculation l e  plus rapide) des quelques ions minéraux e t  organiques suivants 

i l l u s t r en t  assez bien ce t te  influence : NaCl : 24 ; N O 9  : 25 ; chlorure de 

morphine : 0,54 ; Fuschine : 0,002. 

-La force ionique de l té lect rolyte .  La floculation e s t  d'autant 

plus rapide qu'elle e s t  plus élevée. 

ANii81GONISME DES IONS 

En général, l a  présence dans un système colloïdal d'un ion 

porteur d'une charge importante e t  de même signe que ce dernier élève considé- 

rablement l a  valeur de floculation. Ce phénomène a reçu l e  nom de "relieving 

effect". Il aurai t  deux causes essentiel les : 

- La modification de l ' a c t i v i t é  des ions antagonistes de l a  

solution colloïdale. 

- E t  l'abaissement du potentiel de référence du milieu inter- 

micellaire, dQ à l ' a t t rac t ion  exercée par l ' ion  polyvalent sur l e s  ions de 

signe opposé. 



III - INFLUENCE DE LA CONCE3qTRATION DU SOL SUR L4 VALFIUR - 
DE FLOCULATION - 

Elle  e s t  en général peu importante, surtout quand l 'é lect rolyte  

e s t  divalent. 

5.- RB'TVERSZMENT DE LA CHARGZ DES SYSTU'ES HYDROPHOBZS ---- 

Bien que l a  théorie de GOUY-CWNAN modifiée par STERN ne 

prévoit pas qu'un électrolyte puisse renverser l a  charge d'un colloïde, ce 

phénomène a néanmoins é té  observé avec un certain nombre de sols  (sols de 

n i t r a t e  d'argent e t  d'hydroxyde de fer ,  par exemple). Dans ce CES, au-delà 

du point de floculation l e  plus rapide, l a  vitesse de coagulation diminue e t  

donne finalement naissance, pour une certaine force ionique de l 'é lect rolyte  

ajouté (1), à un sol  d'une s t ab i l i t é  de longue durée dont l e s  particules ont 

une charge opposée à ce l le  du colloïde primitif. Quand on augmente 1, l a  vites- 

se  de floculation diminue de noEveau pour atteindre finalement un nouveau point 

de coagulation rapide. On appelle une t e l l e  sé r ie  de floculation : sér ie  i r ré-  

gulière. 

Le phénomène peut ê t r e  expliqué de l a  manière suivante : quand 

on augmente I progressivement à p a r t i r  d'une valeur t r è s  basse, l a  distr ibution 

des ions de charge opposée à cel le  des particules colloïdales condense l a  cou- 

che diffuse de ces dernières ; l e  potentiel $ s'abaisse a lors  progressivement 

e t  avec l u i  l a  barrière de potentiel responsable de l a  s t a b i l i t é  temporaire du 

système, devient inférieur au potentiel S cri t ique pour lequel cette barrière 

permet l a  floculation rapide, s'annule e t  c ro î t  ensuite -en valeur absolue- 

quand l 'épaisseur de l a  couche diffuse devient inférieure à ce l le  de l a  zone 

électrocinétique des micelles ; une nouvelle barrière de potentiel prend a in s i  

naissance, e t  l a  durée de l a  s t a b i l i t é  s 'élève progressivement avec l a  nouvelle 

charge du colloïde -opposée à ce l le  des particules primitives-. 



l Chapitre deuxième : l 
GENERBLITES SUR LA MEKBW DE SUFû?ACE ' 

DES CELLULES N O W S  ET TUMORALES 

La membrane qui délimite l a  cel lu le  e s t  appelée indifféremment 

par l e s  auteurs : membrane de surface, surface cellulaire,  zone périphérique ou 

membrane plasmique. On distingue généralement chez e l l e  deux régions essentiel- 

les,  d 'ai l leurs délimitées d'une façon un peu a rb i t ra i re  : une zone externe 

hydrophile qui porte l e s  noms de glycolemme, glycocalyx, ce11 coat etc... 

(voir  l e  paragraphe II, B de l a  Section 2 ; p. 37) ; e t  une zone interne plus 

hydrophobe nommée plasmolemme ou plasmalemme ou encore membrane plasmique -ce 

qui peut prêter à confusion avec l e  nom donné souvent à l'ensemble de l a  mem- 

brane-. Dans l e  t r ava i l  qui suit, nous uti l iserons l e s  termes de "membrane de 

surface", '9glycolemme" e t  "plasmolemme". E a  outre, par "zone périphérique 

hydrophilen, nous entendrons la  région composée de glycolemme e t  de l a  couche 

hydrophile du f e u i l l e t  plasmique externe où sont localisés l e s  groupements 

polaires phospholipidiques. Enfin, l e  terme de "surface cellulaire" aura un 

sens strictement physico-chimique e t  correspondra à "surface électrocinétiquet1 ; 

il désignera donc en première approximation l a  surface du glycolemme e t  non, 

à l ' i n s t a r  de certains auteurs, l'ensemble de l a  membrane de surface. Nous avons 

rassemblé ces appellations dans l e  schéma suivant : 

( ~ i l i e u  extracellulaire)  
Surface ce l lu la i re  

Zone 

Membrane périphérique 
hydrophile 

surface t 
Plasmolemme Groupements polaires phospholipidiques 

du f eu i l l e t  plasmique externe 
t 

T 
FBce înterne du plasmolemme 

(Nilieu in t racel lu la i re)  



2.- DE SURE'ACE DES CELLULES IJORMALES 

Les travaux encore très 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 alimentaira ou l'âge de l'animal, variations 

génétiques de l'espèce, répartition hétérogène de certaines macromolécules ; 

mais il est surtout dfi à la grande variété des procédés de fractionnement et 

dlaaalyse. 

A - COMPOSITION GLoBaLE 
Les membranes de surface contiennent environ 30 p. 100 d'eau 

(FE~IXICA et CBMBRAI, 1970) (6). La répartition de leurs grandes classes de 

constituants (osides, lipides et protéines) est difficile à préciser, car elle 

varie avec le procédé d'isolement, l'espèce et le tissu. En g6néra1, elle est 

comprise dans les limites suivantes (en poids sec) : 1 & 10 p. 100 d'osides ; 

X )  à 40 p. 100 de lipides ; 60 à 80 p. 100 de protéines (HE~ZENBERG et 

HERTZE5.BERGT 1961 (7) ; SKIPSKI et al., 1965 (8) ; W D Y ,  1966 (9) ; BAKERMAN 

et W-ILLER, 1967 (10) ; WEINSTEIN, 1968 (11) ; NSkiNN et al., 1968 (12) ; 

CHâNDRASHCElsRB et ANANTH NBRBYAN, 1970 (13) ; ZE%TGRAF et al., 1971 (14)) ; 

mais plusieurs auteurs trouvèrent une valeur voisine de 1,5 pour le rapport : 

poids des lipides/poids des protéines de certains types cellulaires -Mc LAIBN 

et ai. (1968) (15) et RFXKONEN et aï. (1972) (161, par exemple, obtinrent - 
cette valeur respectivement avec les cellules HeLa et les fibroblastes BBK 21 

du Hamster. Un certain nombre de cellules selnblent 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 (~JEISS, 1969) (17), des hépatocytes du Rat (WT et 

BENEDE!JTI, 1967 (18) ; TOUSTER et al., 1970 (19) ; EMMELOT et BOS, 1972 (20))s 

des cellules du muscle lisse du Rat (KDWAI et - al., 1971 ) (21 ) et des lppho- 

cytes du Porc (FERBER et al., 1972) (22). Cependant, ces résultats doivent 

&tre accueillis avec beaucoup de prudence, car les valeurs trouvées sont 

infimes (elles représentent généralement 0,5 à 2 p. 100 du poids des pmtéines 

de la membrane) et sont en outre très variables suivant le type cellulaire et 



l'auteur -des auteurs prétendirent que la membrane de surface des hépatocytes 

du Rat détenait aussi une très petite quantité de INA (TOUSTER et al,, 1970) 

(23), mais récemment EI;-)LOT et BOS (1972) (24) montrèrent qulil s'agissait 

vraisemblablement d'un artefact. Enfin, elles contiennent probablement aussi 

des ions minéraux, en particulier de calcium et du magnésium (SELKIRK et al., 

1971) (25). 

B - NATURE DES OSLDES 
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 l'acide 

sialique (en quantité importante) : habituellement de l'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-être 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 (SUZURI et al., 1970) (26). 

3 - Glycolipides 
Tous les glycolipides de la membrane de surface appartiennent 

à la classe des sphingosidolipides, aucun ne possède de mannose, et la plupart 

contiennent du galactose comme composant majeur. Le tableau 1 (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 d1 entre eux possèdent une activité antigénique : certains fucosyl- 

glycolipides détiennent les structures glycanniques actives ABH et Lewis des 

groupes sanguins (IJATKIBS, 1970) (27) ; et un tétrahexosylcéramide de même 

composition qu'un globoside est identifiable à l'antigène FORSSMAN (YOSIZAWA 

et al 9 1966) (28). Les premiers sont localisés sur les cellules sanguines 

(BH et ~ewis), les cellules endothéliales du système cardiovasculaire 



TABLEAU 1 

Distribution des glycolipides de l a  membrane de surface dans l e s  t i s s u s  humains (d'après KllICOMOilI e t  JIXNLOZ (1970) (29). 

Ordres de grandeur 
: Composition : .--J- - . 

-* - 

: globale : 
Glycolipides Tissus en Tissus Tissus nerveux : parenchymateux : Erythrocytes Fibroblastes  ' 

: glucides : : ( fo ie ,  r a t e .  .) : : glandulaires --- - - *. 
Ga1 +++ + + - + 

Cérébrosides -- 
Glc L + + + + -- -- 

Sulf a t ide  
généralement : 
Ga1 O-sulfu- tl- + - - + - 
r v l é  . . " -- 

Lactosylcéramide : Lactose : - + ++ -+ ++ 
--. 

généralement 
Trihexosylcéramide - + + + 1 G a l e t G l c  + 

: Gal, Glc, 
Globoside - +++ +++ - - GalNAc - 
Hématoside 

: AITAN ou AWGH * + - 
e t  lac tose  

Fucosylglycolipides : Gal, Fuc, 
GlcNAc, (possédant ou non une . 
GalNAc a c t i v i t é  antigénique) . 

- - - - 

Ga1,Glc 1 + + : GaWAc, ANAN t+t - - + + 
(parfois ~ l c ~ i i c f  j - f 



(ABH seulement) et les cellules épithéliales -provenant surtout des tissus 

embryonnaires- (BBH 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 Rh (D), mais ceci nt a pas 
O 

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

L'étude des glycoprotéines de la membrane de surface a été 

abordée de deux façons : indirectement, en traitant des cellules isolées par 

certains enzymes protéolytiques (trypsine ou pronase) de manière à 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 d'une filtration sur gel. La première méthode fut appliquée à quelques 

types cellulaires : cellules sanguines (COOK, 1962 ( 32 )  ; OHKüi?IA et IKEMOTO, 

1966 (33) ; PEPPER et JAMIESON, 1969 (34)), cellules musculaires (WEIS et 

N A . ,  1969) (35) et hépatoc~tes (MIYAJIMA et al., 1970) (36) ; la seconde 

a surtout été utilisée pour Studier la membrane érythrocytaire (WATKIIIS, 1967 

(37) ; SPRDIGER, 1967 (38) ; GFü3FSJBERG et GLICK, 1972 (39) ; MARCHESI e.tal.. 
1972 (40) ; TAnTJER et BOXER, 1972 (41)). Ces techiques permirent de connaftre, 

sinon la composition et la structure complète 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 N-acétyl-galactosamine (parfois les deux) ; beaucoup détiennent du glucose 

et de l'acide N-acétyl-neminique ; et certains sont responsables de l'une 

des activités antigéniques suivantes : activités 1 et AB (0JiKUMA et IKEMOTO, 

4966 (42) : MARCJBSI et al., 1972 (43)), P (I~ATKTNS, 1967) (44) ou MN 

(WINZLER, 1970) (45) des groupes sanguins, localisées respectivement s u  les 

hématies, hématies et plaquettes, et hématies, leucocytes et membranes de 

surface de certains tissus endothéliaux ; activité qui apparaft sur les érythm 

cytes lors de certaines affections du Mouton ou de l1 espèce bovine (SPRING~R, 

1967) (46) ; ou activité responsable de la fixation des bactéries Gram- sur 

les érythrocytes humains (SPRINGER, 1967) (47). 



Récemment, W I N m R  (1970) (48) et MARCHESI et al. (1972) (49) 

isolèrent une sialo-glycopmtéine de la membrane des érythrocytes humains 

-à laquelle les derniers donnèrent le nom de glycophorine- et firent la démons- 

tration de son asymétrie. Ils montrèrent que le glycopeptide externe était 

beaucoup plus riche en glucides que le segment inférieur, détenait les activi- 

tés AB et MN des groupes sanguins, et possédait les sites récepteurs du virus 

de l'Influenza, de la phytohémagglutinine du Haricot de Soissons et de l1agglu- 

tinine des germes du Blé. En outre, ils prouvèrent que cette hétérogénéité 

chimique et Unmunologique était due à une répartition inégale de deux glycan- 

nes le long de la chaîne 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 

l'acide N-acétyl-neurauinique. 

C - NATUR3 DES LIPLDES 

1 - Composition globale 
La membrane de surface des cellules animales contient des glyco- 

lipides (sphingosidolipides), des lipides neutres et des phospholipides, les 

seconds étant essentiellement constitués de cholestérol libre et estérifié et 

de glycérides. Elle diffère donc des membranes bactériennes qui ne possèdent 

pas de stérols, et des membranes cellulaires végétales dont les glycolipides 

sont des glycocérides. La quantité relative des trois catégories de composés 

. varie avec 1' espèce et le tissu, mais elle respecte en général l'ordre suivant : 
glycolipides ( lipides neutres ( phospholipides ; p a r  la membrane de surface 

des hépatocytes du Rat, des érythrocytes de différentes espèces (chat, Vache, 

Chien, Chèvre, Cochon d'Inde, Cheval, Porc, Lapin, Rat, Mouton, ~omme) et des 

fibroblastes BHK 214-13 du Hamster, par exemple, certains auteurs trouvèrent 

respectivement les trois séries de valeurs suivantes : 26 p. 100 de glycolipi- 

des, 35 p. 100 de lipides neutres, 39 p. 100 de phospholipides (SKIEKI et al., 

1965) (50) ; 5 à 25 p. 100 de glycolipides, 21 à 29 p. 100 de lipides neutres, 

50 à 67 p. 100 de phospholipides (VAN DEENEnT et de GIER, 1964 (51) ; ROUSER 

et al., 1968 (52)) ; 7 p. 100 de glycolipides, 31 p. 100 de lipides neutres 

et 62 p. 100 de phospholipides (RIXKONEN et al., 1972) (53). Eh 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 



significatives sont les suivantes : érythrocytes : voisin de 1 (VAN DEENEN et 

de GïElR, 1964 (54) ; ROUSElR et al., 1968 (55)) ; hépatocytes du Rat et de la 

Souris : 0,63 et 0,80 ( B ~ E T T I  et EXPELOT, 1968) (56) g muscle lisse du Rat : 

0,82 (KIDWAI et al., 1971 ) (57) ; foie et épithélium intestinal du Cochon d'Inde : 

0,5 et 1 (COLEXUN et FINEBU, 1966) (58) ; pancréas du Cochon dt Inde : 0,51 

(MELDoL.ESI et al., 1971) (59) g fibroblastes BHK 21- Wi-2 et BHK 214-13 du 

Hmster : 0,7 et 0,56 (RWKOI\$E~~J et al., 1972) (60). 

Les glycolipides de la membrane de surface contiennent essentiel- 

lement quatre acides gras à chaînes hydrocarbonées non branchées : les acides 

lignocérique, hydroxylignocérique (24 : O) (a), 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 examinée dans le paragraphe B 3 précédent (P. 17), et l'ordre de gran- 

deur de leur répartition est résumé dans le tableau 1 (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 \( 5 p. 100 pour les érythrocytes et atteint 20 - 30 p. 100 
pour les autres tissus (MADDY, 1966 (62) ; PELDOLESI, 1971 (63))-, d'acides 

gras libres et de mono, di et triglycérides en quantités variables. Leurs 

acides gras sont à chaînes non branchées, les plus importants étant les sui- 

vants : palmitique (16 : O), palmitoléïque (16 : l), stéarique (18 : O), 

oléPque (18 : 1 ), linoléique (18 : 2) ; mais ils contiennent également une 

petite quantité dl acides gras polyé théniques possédant jusqu' à 6 doubles 

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

4 - Phospholipides 
On distingue généralement six catégories de phospholipides dans 

les membranes de surface : les glycéro- et lyso-glycérophosphatidylcholines 

(lécithines), 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 chaîne hydrocarbonée. 



à inositol (lipositols) et les acides glycémphosphafidiques monomères et 

polymères (~ardioli~ides). Leurs acides gras sont également à chaînes non 

brmchées ; ils se composent surtout d'acide palmitique (16 : O), stéarique 

(18 : O), oléique (58 : 1 ) et linoléïque (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'à 

6 doubles liaisons. Dans certaines catégories de phosphoglycérides, ltune des 

liaisons esters (a ou p) du glycérol est remplacée par une liaison semi-acé- 

talique contractée par un aldéhyde gras. Ces acétalphosphatides ou plasmalo&- 

nes sont détenus en faibles quantités par les membranes de surface sous la - 
fome de glycérophosphatidalcholines, glycémphosphatidaléthanolamines et 

glycérophosphatidalsérines, et ils renferment habituellement un taux important 

de restes à chaînes dérivés des aldéhydes gras 16 : 0, 18 : O et 18 : 1. D'une 

façon générale, les trois classes que représentent les sphingomyélines, les 

céphalines à éthanolamine et plasmalogènes à éthanolamine et les lécithines + 
plasmalogènes à 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) ; MBDDY, 1966 (67) ; ROUSER et al., 1968 (68) ; BESJEDETPI et EMMELOT, 

1968 (69) ; BEXGELSON et al., 1970 (70) ; SElXIRK et al.? 1971 (71) ; MELWLESI 

et al., 1971 (72) ; RENKONEN et al., 1972 (73) ; VAN HOEVEN et ENlIELOT, 1972 

(74)) 

D - NBTlTRE DES PROTEINES 

1 - Composition globale et classification 
Depuis que JORPES, en 1932, isola des érythrocytes un résidu 

protéinique qu'il appela "stromatine" (dtaprès la revue générale de MADDY 

(1966) (75)), de nombreuses variétés 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 ltérythrocyte de ltHomrne, 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 à 1 5 000 environ (LENBRD, 1 970 

(76) ; GREXNBERG et GLICK, 1 972 (77)) ; ceux de 1 t hépatocyte, de la bordure en 

brosse rénale et de ltérythrocyte du Rat sont compris entre 310 000 et 10 000 

(IG~vILLE et GLOSSMANN, 1971 ) (78). En général, que ces composés soient 



conjugués ou non à des glucides, leur  composition en acides aminés respecte 

l e s  tendances suivantes : i l s  ne renferment pas de tryptophane, détiennent 

une quantité d'acides aminés soufrés souvent inférieure à 1 p. 100, e t  contien- 

nent 8 à 15 p. 100 d'acides aminés basiques, 15 à 20 p. 100 d'acides aminés 

acides, e t  50 à 60 p. 100 de restes hydrophobes (KONO e t  COLOWICK, 1961 (79) ; 

COOK, 1962 (80) ; TAKEUCHI e t  TERAYAMA, 1965 (81 ) ; OHKUMA e t  E E M O S O ,  1966 

(82) ; PASSOW, 1969 (83) ; WEIS e t  NAIWFARA, 1969 (84) ; MIYAJIMA e t  al., 1970 

(85) ; WïNZLER, 1970 (86) ; GBHMBERG, 1971 (87) ; FIARCHESI e t  al . ,  1972 (88) ; 

TANNER e t  BOXER, 1 972 (89)) -des phos phopro téines con tenant des groupements 

phosphoséryle, phosphothréonyle, phosphohistidyle e t  des restes N-phosphorylés 

furent également caractérisées dans l e s  membranes de surface du fo ie  de Rat 

(BLAT e t  HAREL, 1969) (go)-. P l a i s  rares sont ceux dont l a  structure e t  l a  loca- 

l i sa t ion  ont é t é  étudiées jusqu'à présent. La t'glycophorinet', isolée par 

iU.RCHESI e t  al. (1972) (91) à l a  su i te  des travaux de WïNZU3R (1970) (92), e s t  

actuellement l a  seule glycoprotéine membranaire dont l 'orientat ion a i t  é té  

déterminée avec précision. Conciliant leurs résul ta ts  biochimiques e t  cytochi- 

miques -obtenus notamment à l ' a ide  d'une phytohémagglutinine marquée à l a  

ferr i t ine-  avec cewr de COOK (1 968) (93), de PHILLIFS e t  NORRISOIT (1 971 ) (94) 

e t  de BRETSCHER (1971) (95), ces auteurs montrèrent en e f f e t  que l a  chaîne du 

polypeptide comprenait deux part ies : un segment externe hydrophile formant 

à lui seul une grande par t ie  du glycolemme, riche en glycannes (voir l e  para- 

graphe B 4 ; p. 19), en acides aminés hydrophiles (arg-inine, lysine, hist idine,  

acide aspartique, acide glutamique), en sérine e t  en thréonine ; e t  une par t ie  

inférieure hydrophobe -très pauvre en glucides e t  composée essentiellement 

d'acides aminés hydrophobes- surtout localisée dans l e  plasmalemme, associée 

par l iaisons hydrophobiques aux composants lipidiques de ce dernier. Malgré 

ce t t e  diversi té,  l e s  protéines de l a  membrane de surface peuvent ê t re  classées 

en deux grandes catégories : l e s  protéines périphériques e t  l e s  protéines 

intégrales. Les premières sont facilement dissociables des l ipides e t  t r ès  

solubles dans m e  solution physiologique de ClMa 0,IS M -EMMELOT e t  BOS (1972) 

(96) montrèrent, par exemple, qu'el les représentaient 25 p. 100 des protéines 

de l a  membrane dn surface des hépatocytes du Rat- ; aussi,  seules l e s  secondes 

sont généralement considérées comme faisant  par t ie  intégrante de cet te  zone 

(d'après SINGEX (1 971) (97)). mous allons donner quelques précisions sur l e s  

quatre grandes composantes que I t on  peut distinguer chez ces dernières : l e s  

protéines structurales ; l e s  enzymes ; l e s  protéines de transport ; e t  



quelques protéines difficiles à classer actuellement que nous regrouperons comme 

"protéines particulières". 

2 - Protéines structurales 

Le concept d'une protéine structurale commune à toutes les 

formations membranaires est né des recherches de CRIDDLE et al. (1961) (98) et 

RICHARDSON et al. (1963) (99), quand les auteurs montrèrent qu'une protéine 

insoluble à pH neutre et représentant 20 à 40 p. 100 du poids total des compo- 

sés protéiniquss existait dans de nombreuses fractions cellulaires. Un certain 

nombre de travaux ont été réalisés pour déterminer la composition et le rôle 

de ce matériel (pour les membranes de surface, voir, par exemple, les travaux 

da MARCHESI - et al. (1 970) (100) sur les érythrocytes, ou ceux de FITZPATRICX 

et al. (1 969) (101 ) sur les cellules rénales), mais sa définition reste encore - 
très ambigue ; celle qui est généralement adoptée 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 courment 

utilisés pour dissoudre les protéines globulaires habituelles (tels que l'urée 

ou le Triton X-100, par exemple) (KAPLAI1 et CRIDDLE, 1971) (102). Actuellement, 

bien que l'on admette qu'il soit constitué par un ensemble hétérogène de 

composés dont la composition et le poids moléculaire varient avec le type de 

membrane et évidemment le tissu, on considère qu'il prouve l'unité structurale 

et fonctionnelle des pro téines matricielles membranaires (KAPLAN et CRIDDLE, 

1971) (103). m A R D  et SIIVGER (1966) (104)~ WALLACH et ZAHLER (1966) (105) et 

WALLACH (1 969) (106) montrèrent en effet que la configuration de ces dernières 

paraissait indépendante de leur origine ; en outre, elles présentent toutes 

un caractère hydrophobe très marqué, ne paraissent pas posséder d'activités 

enzymatiques connues, et complexent fortement les dispersions phospholipidi- 

ques : enfin, il semble -sans que cela repose sur aucun fait précis- que l'on 
puisse leur accorder trois fonctions essentielles : elles conditionneraient 

l'encombrement stérique nécessaire à certaines réactions enzymatiques ; elles 

participeraient aux transports actifs par leurs transitions allostériques : 
et elles favoriseraient la fixation et l'organisation des lipides, glucides 

et RNA dans les membranes (KAPLAN et CRIDDm , 1 97 1 ) ( 1 07) . 



3 - Enzymes 
Les enzymes de la membrane de surface ont été particulièrement 

bien étudiés chez l'hépatocyte du Rat et de la Souris. Plusieurs auteurs 

prouvèrent que le premier détenait au niveau de cette zone l'activité des 
+ 

enzymes suivants : ATPase, ATPase ( 2  - ) , 5 ' -nuclé0 tidase, glycérol-phospha- 
tase alcaline et acide, pnitrophénylphosphatase 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 laura te et a-naphtyl caprylate, triose-3-P-déshydrogénase, NADHa 

cyt c réductase, ADPase, IDPase, NAD-pymphosphatase, NAD-nucléosidase, 

leucyl-P-naphtylamidase (BENEDETTI et EMMELOT, 1 968) ( 108)~ phospholipase A 1 
(NEWKIRK et WAITE, 1971 ) (109) et adényl cyclase (EMMELOT et BOS, 1971 ) (1 10). 

+ + + 
Parmi ceux-ci, seules llATPase, llATPase ( ~ a  - Xr ) , la (K ) p-nitrophényl- 

phosphatase alcaline, la (K') acétyl-phosphatase, la 5'-nucléotidase, la NAD- 

pyrophosphatase, la glycérol-phosphatase alcaline, la phosphodiestérase alca- 

line, 1 ' IDPase et la leucyl-P-naphtylamidâse sont dé tenues uniquement par ce 
type de membrane et peuvent le caractériser corne 3arqueurs enzymatiques. Les 

marqueurs enzymatiques (à 1' exception de 1' activité leucine <amino-peptididasi- 

que) et quelques autres enzymes précédents (le glucose-6-Pase et ltestérase) 

sont localisés au niveau de la fraction protéinique insoluble dans la solution 

de C l N a  0,15 PI et peuvent être considérés comme des protéines intégrales ; les 

autres activités enzymatiques sont mises en évidence à la fois dans les frac- 

tions insoluble et soluble, sauf celle de la triose-3-P-déshydrogénase qui 

est exclusivement trouvée dans la dernière, BERTEDETTI et -LOT (1968) (111) 

montrèrent 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, NADE2-cyt c 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 (GLXW, 1968) (1 12) et notamment au niveau de la membrane érythrocytaire 

(MARCHESI, 1968) (1 13) ; la 5' -nucléotidase, dans la plupart des tissus du 

Cochon d'Inde (sauf le cerveau et les érythrocytes) (COLW et F m N ,  1966) 

(1 14) ; la phosphatase alcaline, dans le rein et la muqueuse intestinale du 

Cochon d'Inde par les mêmes auteurs (mais non au niveau de la membrane érythro- 

cytaire) ; la leucine aminopeptidase, l'invertase et la maltase, au niveau 



de l a  bordure en brosse des ce l lu les  ép i thé l i a l e s  in t e s t ina le s  du Rat 

(JOHNSON, 1905 (115) ; ODA e t  SEKI, 1968 (116)). 

4 - g t é i n c s  de t ransport  

Bous savons qu'un g ~ a n d  nombre de substances (é lec t ro ly tes  ou 

non) peiivent ê t r e  échangées ent re  l e s  milieux i n t r n  e t  extracellul.aire,  Quand 

l e  phénomène sc: produit contre l e s  gradients é lec t r ique  e t  chimique de l a  

membrane de surface, il e s t  conditionné par un processus métabolique qui néces- 

s i t e  des transporteurs e t  un  apport énergétique ( t ransport  a c t i f ) .  On admet 

actuelleruent qu'un ce r t a in  nombre de ces transporteurs sont de nature protéi- 

nique. Quelques-uns d ' en t re  eux ont é t é  i d e n t i f i é s  ; ce sont généralement de 
4 p e t i t e s  protéines (PM - 3.10 ) dont l a  pa r t i cu la r i t é  essent ie l le  e s t  de 

présenter une haute s p é c i f i c i t e  pour un subs t ra t  (BRoW~T, 1971 ) (1 17). 

Protéines particulières- 

Assez récemment, plusieurs protéines par t icu l iè res  dont l e s  

propriétés e t  l e  r ô l e  r e s t en t  à préciser ont é t é  révélées ou i so lées  de l a  

membrane de surface par  quelques auteurs. Des protdines contract ibles  furent  

i so lées  de ce t t e  zone chez quelques types c e l l u l a i r e s  : de l lhépatocyte du 

Rat par  NEIFAKEI e t  VASILBTS (1 965) ( 1  18) ( l e  composé étudié Far ces auteurs  

présente l e s  s ropr ié tés  de 1' ac  tomyosine e t  1' a c t i v i t é  ~ ~ ~ a s i ~ u e ) ,  ou encore 

des f ibroblas tes  embry~~vla i res  du Poulet par YANG e t  PERDT& (1 972) (1 19). 

D'autre part,  W I A  e t  RUBY (1 968) ( 1  20) carac tér i sèrent  un  groupe pa r t i cu l i e r  

de cornposds protéiniques dans l a  membrane érythrocytaire  e t  l u i  donnèrent l e  

nom de "tektins" ; i l s  montrèrent que ceux-ci possédaient des propriétés  com- 

munes à l ' a c t i n e  musculaire e t  aux protéines des microtubuies. Une piotéiri_e 

spécifique f u t  également i so lée  de l a  membrane de surface des hépatocytes 

du Rat e t  étudiée à l ' a i d e  du dichroïsme c i r cu la i r e  par J!TP?ILLE (1 969) (1 21 ) g 

l ' au teu r  prouva qu 'e l le  possédait une configuration hél icoïdale a e t  l u i  

accorda une s t ruc ture  l inéa i re .  =fin, dernièrexent, BEfiTBDETTI e t  DZLBAUF'FE 

(1 971 ) (1 22) montrèrent par l e  cryo-décapage que l a  face interne du plasmo- 

lemme de lfhv'patocyte du i?at semblait dé teni r  des s t ruc tures  d 'me  forme bien 

déterminée ( e l l e s  s e  présentent sous l a  forme de b2tonnets e t  de courts  f i l a -  

ments d i  spos6s parallèlement e t  discontinûment) , dont 12 significcltj-on n ' a  

pas encore é t é  étudiée mais dont l ' aspect  peut ê t r e  comparé à ce lu i  des cor- 

puscules qua r é ~ é l a  itmIXSTEIfT (1 969) ( 1 23) su r  l a  face interne de l a  membrane 



érythrocytaire -ils ont é t é  iden t i f i é s  à l a  "spectrine" de STEERS e t  MARCHESI 

(1969) (124)-. 

E - CAS PARTICULIER DES AlJTIGENES D ' HISTOCOMPATIBILITE 

Ils sont  dis tr ibués au niveau de l a  membr,ane de surface de 

tous l e s  types ce l lu la i res .  Les informations concernant l eu r  nature sont 

souvent contradictoires  ; on l e s  considère tan tô t  comme l e s  polypeptides, 

tan tô t  comme l e s  glycoconjugu6s ou même d.es l~ipoglycoccnju~.és (REISFELD e t  

W, 1970) (1  25). Quelques travaux récents  semblent néanmoins prouver que 

cer ta ins  d ' en t re  eux sont  des glycoprotéines ; c f  e s t  l e  cas, par exemple, 

des substances HL-A (SANDERSON e t  a l . ,  1 971 ) ( 1 26) .  

STRUC TURF: 11 - --- -- -- 

A - ORGANISATION DU PLI1XMOLEMPIE 

1 - Introduction 

La connaissance du plasmolernms n1 a pas avancé par une néthode 

inductive comme cel le ,  par  exemple, de l a  chimie organique ou de l a  c r i s t a l -  

lographie g e l l e  a progressé p lu tô t  par étapes, grâce h l 'établissement d'un 

cer ta in  nombre de modèles théoriques de plus en plus élaborés conçus a g r i o r i  

à p a r t i r  de quelques r é s u l t a t s  expérimentaux e t  posés en hypothèses de t ravai l .  

On peut c l a s se r  ces modèles en quatre tendances principales : 

- Les modèles dont l e s  protéines sont disposées symétriquement 

par rapport à une couche bimoléculaire de l ip ides  arrangés perpendiculairement 

au plan de l a  membrane. 

-Les modèles dont l 'organisat ion s t ruc tura le  représente un 

équil ibre dynamique ent re  l a  double couche précédemment c i t é e  e t  uns f o m  

globulaire où l e s  l i p ides  sont r épa r t i s  suivant un arrangement hexagonal. 

- Les modèles const i tués par une seule couche de sous-unités 

lipoprotéiniques. 

- Enfin, l e s  modèles dont l a  s t ruc ture  mosaïque e s t  formée 

par des protéines globulaires compactes répar t ies  dans l a  couche bimoléculai- 

r e  de l ip ides .  



Nous al lons rappeler brièvement l e s  conditions d'élaboration e t  l e s  principa- 

l e s  caractéristiques de ces quatre conceptions, puLs nous résumerons l e s  prin- 

cipaux arguments qui infirment ou confirment actuellement leur validité.  

2 - Modèles fondés sur une organisation paucimoléculaire des l in ides  e t  des 
pro téines 

Ayant extra i t  l e s  l ipides de l a  membrane érythrocytaire de 

diverses espèces de mammifères, GORTER e t  GRENDEL (1  926) (1 27) constatèrent 

que l a  quantité de leurs molécules (disposées côte à côte) é t a i t  suffisante, 

dans chaque cas, pour former une double couche autour de chaque cellule. Ils 

pensèrent par conséquent que ce t te  membrane é t a i t  constituée par une couche 

bimoléculaire de l ipides disposés perpendiculairement à son plan. Quelques 

années plus tard, DANIGLLI, HARVEY (1 935) (1 28) e t  DAEJIELLI, DAVSOM (1935) 

(129) observèrent que l a  tension interfaciale des gouttelet tes d'huile prove- 

nant des oeufs de Maquereau é t a i t  dix f o i s  plus importante que ce l le  de l a  

même huile en contact avec des ex t ra i t s  de ces oeufs. Ils attr ibuèrent  cet te  

différence à l a  présence dans l e  deuxième cas de protéines adsorbées à l a  

surface de l a  couche de l ipides,  e t  proposèrent un modèle paucimoléculaire 

qui porte encore leurs noms dans lequel ces dernières recouvrent symétrique- 

ment l a  double couche lipidique de GORTER e t  GREXIDEL (1926) (130) ( ~ i g u r e  5 ; 

p. 29). Bien que fondée en par t ie  sur une interprétation erronée du rôle 

joué par l e s  protéines sur l e  tension interfaciale -des travaux ultérieurs 

prouvèrent que l e s  phospholiyides étaient  en réa l i t é  responsables de l 'abais- 

sement de cet te  dernière (CLEPENTS, 1962 (131) ; HAYDON e t  TAYLOR, 1963 (132) g 

HAYDON, 1968 (133))-~ cet te  hypothèse a é t é  remarquablement affirmée par l e s  

travaux qui suivirent : l a  présence des protéines f u t  confirmée respectivement 

par des expériences de désintégratiqn (SCHUZI~IAN e t  RIDEAL, 1937) (1 34) e t  des 

mesures de polarisation optique (SCI~NITT e t  al . ,  1938) ( 1  35) effectuées sur 

des membranes d'hématies lysées ; e t  l 'orientat ion radiale des l ipides a ins i  

que leur  agencement en un double f eu i l l e t  furent respectivement vér i f iés  

par l e s  travaux de SCHMITT e t  a l .  (1 938) (1  36) e t  par l 'étude des figures 

myéliniques -formées par des préparations de l ipides ex t ra i t s  du t i ssu  ner- 

veux- effectuée à l ' a ide  de l a  diffraction des rayons X (BW e t  al. ,  1941 

(1 37) ; SCHMITT e t  al. ,  1941 (1 38)). Par  la  suite, DANIELLI concilia son 



Figure 5 

Structure de l a  membrane de surface d1 après  DAVSON e t  DANIELLI (1 943) ( 1 39) 

P : protéines ; L : l i p ides  ; GP : groupes polaires .  
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Représentation schématique de l ' a spec t  que présente la membrane de surface 

au microscope électronique après  d i f f é r en t s  procédés d ' inclusion e t  de 

f i x a t i o n  (dlaprès  s%sTRA,ND e t  ELFVIN (1 962) ( 140)). 



modèle avec les phénomènes de transports actif et passif et supposa que la 

double couche était traversée par des sites polaires dl origine polypeptidique 

répartis en forme de "pores" (STEIN et DANIELLI, 1956) (1 41 ), et BROW et 

DANIELLI (1 964) (142) compléthrent le schéma en supposant que des protéines 

globulaires étaient adsorbées sur la couche de polypeptides en configuration 

dépliée p .  Enfin, ROBERTSON (1 959 et 1964) (143, 144) montra que l'aspect au 

microscope électronique de la plupart des membranes cellulaires fixées au 

permanganate (~igure 6 ; p. 29) était semblable à celui de la myéline des 

cellules de SCHWM -dont la structure avsit 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 modèle de DANIELLI à toutes les membranes cellulaires (plasmiques, 

cytoplasmiques, mi tochondriales et nucléaires) en lui donnant le nom de 

"Unit Membrane" . 

3 - Mo_dèles fondés sur llexistence_d'm équilibre entre une organisation pauci- 
moléculaire etFz;l$_billaire des lipoprotéines 

A la suite des résultats contradictoires obtenus par B W  et al. 

(1941) (145) et FINW\J (1959) (146), LUZZATI et HUssCN(1962) (147) firent 

une étude critique des systèmes phospholipides/eau. Suivant la température 

et la concentration en lipides, ils observèrent l'existence de deux phases 

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

faibles concentrations en lipides, dans laquelle ceux-ci sont disposés en une 

couche bimoléculaire semblable à celle du modèle de DAVSON et DAPJULLI (1943) 

(148) ; et une phase hexamnale 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 chaî- 

nes carbonéos en pcsition radiale. STOECXENIIiS (1962) (149) examina au micros- 

cope électronique des coupes ultrafines de ces préparations dans les deux 

phases présumées, et confirma ces résultats. A la même époque, DOURMASHKm 

et al. (1962) (1 50) obtinrent au microscope électronique des figures hélicoï- 
P 

dales et hexagonales avec des préparations de membranes cellulaires et vira- 

les traitées par la saponine ("colorées négativementn) g S ~ S W D  (1963) 

(151, 152, 153) découvrit (sur coupes ultrafines) des globules d'environ 5 nm 



de diamètre dans l e s  membranes mitochondriales e t  ergastoplasrniques du r e in  e t  

du pancréas de l a  Souris e t  a t t r ibua  ces organisations à des globlules l ip id i -  

ques enrobés de protéines ; e t  HAYDON e t  TAYLOR (1963) (154) f i r e n t  un examen 

théorique de l a  s t a b i l i t é  therinodynamique des préparations de phospholipides 

dans l 'eau, montrèrent que l a  couche bimoléculaire précédente é t a i t  probable- 

ment l a  s t ruc ture  l a  plus s t ab le  pour l e s  membranes, mais constatèrent néanmoins 

que l ' introduction au se in  de cel le-ci  de phospholipides ayant une charge n e t t e  

(EX : acide phosphatidique), de phospholipides modifiés (EX : lysoléci thines)  

ou de composés d'une a u t r e  nature (EX : cholestérol) f avor i sa i t  l tappar i t ion  

d'une phase hexagonale semblable à c e l l e  qui ava i t  é t é  mise en évidence par 

LUZZATI e t  HUSSON (1962) (1%). Ces ré su l t a t s  inc i t è ren t  KAVANAU (1963) ( 1  56) 

e t  LUCY (1964) (157) à admettre que l ' équ i l ib re  de ces deux phases e x i s t a i t  

dans toutes l e s  membranes e t  dépendait de l ' é t a t  fonctionnel de ces dernières, 

e t  l e  deuxième auteur à proposer finalement un modèle théorique dans lequel des 

s t ruc tures  globulaires animées d'un mouvement désordonné, d'un diamètre de 5 nm 

environ, formées de protéines globulaires ou de l ip ides  ayant l eu r s  molécules 

radia les  e t  l eu r s  groupements polaires  en position périphérique, sont l imitées 

chacune par 6 régions hydrophiles en forme de "pores" de 0,4 nm de diamètre e t  

sont  en équil ibre dynamique avec l a  couche bimoléculaire de DAVSON e t  DAlVIELLI 

(1943) (158) ( ~ i g u r e  7 ; P. 32). 

4 - Modèles r igides formés par une couche de sous-unités lipoproteiniques 

GREEN (1965) (159), GR&EN e t  PERDU. (1966) (160) e t  GREEB e t  

TZAGOLOFF (1966) (161) montrèrent que des sous-unités lipoprotéiniques, prépa- 

r ées  en rompant certaines l i a i sons  hydropnobes des membranes mitochondriales 

par  des s e l s  b i l i a i r e s ,  possédaient l a  propriété de reformer l e s  meir?brmes 

i n i t i a l e s  après l 'é l iminat ion de ces derniers.  A l a  nême époque, BENSON (1966) 

(162) effectua des observations identiques avec l e s  quantasornes (sous-unités 

des chloroplastes),  e t  expliqua ce phénoniène en proposant un aodèle r ig ide  

const i tué par  une phase de sous-unités lipoprotéiniques associées entre e l l e s  

dans l e s  deux direct ions de l a  surface ce l lu la i re .  Cet te  hypothèse e s t  actuel- 

lement repr ise  par CHANGEUX (1969) ( 1  63), ca r  e l l e  permet de conci l ie r  l e  

modèle a l los tér ique  de IJIONOD-WW-CIFANGEUX avec cer ta ines  fonctions de l a  

membrane de surface r e l a t i v e s  notamment aux t rans i t ions  s té r iques  c i s  e t  trans. 



Figure 7 

Structure de la membrane de surface d'après 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. 

Figure 8 

Structure de la membrane de surface d'après LENARD et SINGER (1966) (1  65) 

: protéines en conformation hélicoïdale a ;M : protéines 
en conformation non ordonnée ; O : groupes polaires des phospholipides ; \;--' 

( : chaînes hydrocarbonées hydrophobes des phospholipides ; //////// : 
protéines essentiellement hydrophobes, lipides neutres et chaînes hydrocarbonées 

hydrophobes des phospholipides. 



5 - Modèles "fluidest' fondés sur une répartition en mosaiique des lipides et 
des pro téines 

L'élaboration d'un modèle fondé sur une organisation en mosaï- 

que des lipides et des protéines du plasmolemme est passée par plusieurs éta- 

pes successives. 

Tout d'abord, à la suite de quelques travaux infirmant l'hypo- 

thèse de BROWN et DANIELLI (1964) (1 66) sur l'organisation des protéines 

(K(ILCOUT, 1962 (1 67) ; MADDY et MAI.COU4, 1965 (%8)), LENARD et SINGER (1966) 

(1 69) et WALLACH et ZAHLER (1 966) (1 70) élaborèrent un modèle dont la configu- 

ration différait totalement de celle qul avaient prévue DAVSON et DaJIELLI ( 1 943) 

( 17 1). Les premiers effectuèrent une étude des membranes dl érythrocytes, de 

B subtilis et de M. laidlawii à l'aide du dichroïsme circulaire et de la dis- 

persion rotatoire optique, et proposèrent un schéma (~igure 8 ; p. 32) possé- 

dant les caractéristiques suivantes : 

1 - Les groupements polaires des lipides et des protéiaes struc- 
turales probablement en confi,mation non ordonnée sont situés à la surface de 

la membrane, au niveau de la phase aqueuse. 

2 - Les protéines structurales de configuration hélicoidale a 
dé tiennent ess~ntiellement des groupes non polaires ; elles smt situées à 1 ' inté- 
rieur de la membrane avec les chaînes hydrocarbonées des phospl-~olipides et des 

lipides neutres comme le cholestérol. 

3 - Les segments protéiniques porteurs de groupements non 
polaires sont liés aux chahes hydrocarbonées des lipides par des interactions 

hydrophobiques (liaisons de VAJ!T DER WAALS). 

4 - Les chaînes polypeptidiques ne traversent probablement pas 
entièrement l'épaisseur de la membrane. 

5 - Et les protéines et lipides sont répartis de façon à former 

des sous-unités lipoprotéiniques. 

Les seconds, à la suite d'un certain nombre de travmx réalisés avec les mêmes 

techniques sur des membranes de surface et sur des membranes du réticulum 

endoplasmique, conçurent un schéma essentiellement identique mais qui différait 

par l'hypothèse selon laquelle des groupements polaires, détenus par des pro- 

téines ayant une structure hélicoïdale u, pourraient être répartis en forme 

de "porestt et traverser l'épaisseur du plasmolemme conformément à la proposi- 

tion de STEIM et DANIELLI (1956) (172). 



Par la suite, VANDERKOOI et GRF,EN (1 971 ) (1 73) concilièrent 

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 modèle 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 dans 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 chaînes hydrocarbonées des 

lipides dispersés entre elles. 

Actuellement, quelques auteurs interprètent les principales 

caractér5stiques générales de ces conceptions en tenant compte d'un certain 

nombre ds considérations thermodynamiques et de résultats expérimentaux récents. 

C est ainsi que SIi\JGF,B et NICOLSON (1 972) (1 74) admettent 1' existence d'une 

structure "fluide" fondée sur organisation mosaïque, dans laquelle des 

sous-unités ou des agrégats de sous-unités de protéines globulaires, conjugués 

ou non à des glycannes, se répartissent d'une façon non ordonnée dans une 

couche bimoléculaire de lipidss à l'état de crystal liquide (état mésomoqhi- 

que), et sont librement animés d'un mouvement translationnel dans les deux 

directions du plan de la membrane (~igure 9 ; p. 35). Dans ce schéma, les 

unités protéiniques et protéidiques ont leurs groupements hydrophiles disposés 

selon une symétrie pratiquement sphérique (cas des pro téines périphériques), 

ou quasi-spétriquement par rapport à un axe parallèle (cas des protéines 

intégrales qui traversent la couche lipidique de part en part) ou perpendicu- 

laire (cas des protéines intégrales amphipatiques) au plan tangent à la 

surface cellulaire. Elles contractent ainsi avec les lipides le maximum de 

liaisons hydrophobiques et hydrophiliques, et forment avec eux une organisa- 

tion dont l'énergie libre est minimale : dans les trois cas, les chaînes 

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 IilAALS aux 

chaînes carbonées des phospholipides et des lipides neutres. 



Figure 9 

Schéma d'un modèle "fluide" fondé s u r  une d i s t r i bu t ion  mosaïque des 

l i p ides  e t  des protéines (d taprès  SINGER e t  NICOLSON (1972) (175)). 

A : protéines ou protéides in tégra les  possédant un axe de 

symétrie pz ra l l è l e  au  plan tangent à la surface c e l l u l a i r e  ; B : 

protéines ou. protéides in tégra les  possédant un axe de symétrie perpen- 

d i cu la i r e  au plan tangent à l a  surface c e l l u l a i r e  ; C : protéines ou 

protéides périphériques possédant une symétrie sphérique. O : grou- 

pements polaires  phospholipidiques ; h/vv : chafnes hydrocarbonées 

phosphol.ipidiques ; t-- : groupements protéidiques ioniques ; : 

r e s t e s  hydrophobes protéidiques. 



6 - Validi té  des différentes catégories de modèles 

La plupart des physico-chimistes considèrent de nos jours 

avec SINGZH e t  NICOLSON (1972) (176) qu'un modèle de membrane do i t  ê t r e  conçu 

de façon à rendre maximales l e s  interact ions hydrophobiques e t  hydrophiliques 

ent re  l e s  l i p ides  e t  l e s  protéines, a f i n  que l 'énergie l i b r e  de l 'organisat ion 

de ces composés s o i t  minimale. Ces considérations thermodynamiques rendent 

donc hautement improbable l a  disposi t ion paucimoléculaire des protéines prévue 

par l'hypothèse de DAVSON e t  DAIJIELLI (1 943) ( 1  77) (d'après SINGEX (1 971 ) ( 1  78) ) . 
Il e s t  possible qu ' i l  existe ,  comme l e  proposent KAVANAU (1963) (119) e t  LUCY 

( 1  964) (1 BO), un équil ibre ent re  une organisation bimoléculaire de l ipol ro té i -  

nes qui  r e s t e r a i t  à préciser  e t  une forme globulaire l ipidique enrobée de 

protéines ; démontrée, nous l 'avons vu, sur  l e s  mésophases de l ip ides  e x t r a i t s  

notamment de t i s sus  nerveux (vo i r  l e  paragraphe 3 précédent ; p. ?O), c e t t e  

s t ruc ture  f u t  auss i  observée s u r  des membranes mitochondriales e t  ergasto- 

plasmiques du rein,  du pancréas e t  du f o i e  du Rat e t  de l a  Souris ( S J O S T ~ D ,  

1963 (1  81, 182, 163) ; BENEDETTI e t  a l . ,  1966 ( 1  84) g BEiVEDETTI e t  EMMELOT, 

1966 (105)) e t  au niveau des "gap junctions" (BEIVEDETTI e t  DELBAUFFE, 1971 ) 

( 186), e t  r i e n  ne prouve que d 'autres  membranes ne possèdent pas ces formes 

globulaires  à m pourcentage infér ieur  au seu i l  de révélat ion de l a  plupart 

des techniques colorimétriques, calorimétriques e t  spectroscopiques habituel- 

lement employées pour l e s  révéler  (d' après SINGER (1 971 ) ( 1 87) ). Cependant, 

il f a u t  remarquer que ces images peuvent également t radui re  l a  préseince d'une 

r épa r t i t i on  de lipoprotéines ou de protéines disposées selon l 'un  des schémas 

des deux dernières catégories de modèles, ca r  l a  nature l ipidique de l a  matrice 

des s t ruc tures  qu 'e l les  s ignalent  n 'a  jamais é t é  prouvée jusqul ic i  d'une façon 

formelle. Actuellsment, on considère en général que ce sont  l e s  modèles fondés 

uur l ' ex is tence  de sous-mités lipoprotéiniques e t  l e s  modèles "fluides" qui 

semblent l e s  plus plausibles pour l a  plupart des membranes. Les premiers 

paraissent  correspondre notamment à l ' a r ch i t ec tu re  de l a  membrane de cer ta ins  

virus,  e t  l e s  seconds représentent une proposition cohérente permettant d'expli- 

quer de nombreux ré su l t a t s  expérimentaux récents apparemment sans aucun l i e n  

ent re  eux (d'après SINGER e t  NICOLSON (1 972) ( 1  88)) : 1' é t a t  mésomorphique des 

l i p i d e s  (dans l e s  membranes myéliniques, i ls  peuvent également s e  présenter 

à l ' é t a t  de c rys t a l  so l ide)  ; l a  mise e;i évidence par l e  cryo-décapage, au 

niveau des différents  plans de f rac ture  des membranes, des nombreuses struc- 

tu res  globulaires dont l e  diamètre va r i e  de 6,5 à 17,S nm environ (voi r  l a  



revue générale de MEYER et WiNl1IELMANN (1972) (189) ; la distribution non ordon- 

née des antigènes Rho (D) et des alloantigènes d'histoconpatibilité H-2 à la 

surface respective des érythrocytes de ltHornme 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 normales et tuaorales des sites glycanniques susceptibles de fixer 

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

p. 55 et 60) ; les transitions allostériques trans et cis provoquées, par 

exempl-e, par certains ligznds hormon8,ux (le modèle rigide de CHANGEUX (1969) 

( 1  90) permet également d'expliquer les effets cis) ; et l'absence d'une dif- 

fusion rotationnelle des composés amphipatiques porteurs de groupements ioni- 

ques (phospholipides et pro téides) -qui conditionne la répartition asymétrique 

des gljcoconjugués sur les deux faces du plasmolemme et autorise le concept 

1 - Introduction 

Les glycolemmes présentent d'énormes variations de structure 

e t  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", "ce11 coat", %surface mucous coat", "mucila- 

ginous coat" , " f ilamentous ou f luf fy coattl , "fuzzy coattl. Cependant, leur 
rapport avec le plasmolemme les réunit dans leur diversité, car on peut 

distinguer les frlycoleilm_es attachés des &colemes non attachés suivant 

qu'ils traduisent ou non les mouvements de celui-ci. Les premiers se rencon- 

trent, par exemple, à la surface de l'amibe, de la plupart des cellules norma- 

lement isolées (hématies, érythroblastes, cellules en culture etc.. . ), de 
l'épithélium intestinal, des hépatocytes et des cellules de la glande mammairs ; 

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. 

11 existe deux sortes de glycolemmes attachés : le *pe fila- 

menteux et le t;yEe globulaire. Les premiers radient à partir du plasmoleme 

et forment un dépôt de matière diffuse -prenant souvent 1 ' aspect de filaments 
ou "fuzztt- dont l1 épaisseur est variable (amibe > épithélium intestinal, 
érythroblastes et hépatocytes > hématies) et dont la répartition peut être 



discontinue (cas des érythroblastes) (REVEL e t  ITO, 1965) ( 1  91 ) ; l e s  seconds 

sont formés de part icules  rondes, denses e t  variables en diamètre (cas des 

ce l lu l e s  de l a  glande mammaire du Rat (MONIS e t  al., 1 969 ( 1 ~ 2 )  ) . Nous a l lons  

examiner l e u r  composition e t  l e u r  organisation. 

2 - Répart i t ion des os ides  

a - Introduction. L 'h is to i re  de l a  découverte des glucides 

au niveau d'une zone loca l i sée  su r  l e  plasmolemme s e  confond avec ce l l e  de 

c e t t e  région. La présence des osides a tout  d'abord é t é  détectée à l a  surface 

d'un ce r t a in  nombre d tun ice l lu l a i r e s  e t  notamment de l'amibe (BAIUTTI e t  

LEHMAN, 1953) (?  93). Plusieurs auteurs réunirent auss i  quelques informations 

indi rec tes  su r  l a  nature de l a  surface des ce l lu les  de vertébrés ; W T Y &  

a l .  (1 960) ( 7  94), par exemple, montrèrent que l a  dissociat ion trypsique des - 
ce l lu l e s  embryonnaires ou en cul ture  él iminai t  une substance p r é s e n t a t  l e s  

propriétés  d'une "inucine". plais l e s  preuves d i rec tes  de l ' ex is tence  d'un maté- 

r i e l  r iche  e,r 11polysaccharides91 à l a  surface des ce l lu l e s  d'animaux supérieurs 

fu r sn t  essentiellement obtenues par GASIC, BAYDAK (1962) (135) e t  GBSIC, 

GASIC (1 962) (1 96, : 57) au microscope optique, à l ' a i d e  de l a  réaction histo- 

chimique de HALE, e t  par SWIFT, ADAi4S (1962) ($98) e t  GASIC, BERWICK (1963) 

( 1 9 9 ) ~  au microscope électronique, grâce à l 'emploi d'une variante de c e t t e  

technique. Ces r é s u l t a t s  inc i t è ren t  B m T T  (1963) (LOO) à accorder une exis- 

tence générale à c e t t e  zone e t  à l ' appeler  '~glycocalyx" g e t  quelques années 

plus tard,  a lo r s  que des auteurs exprimaient encore quelques doutes, c e t t e  

présomption é t a i t  définitivement vé r i f i ée  par ROBERTSON (1 964) (201 ) e t  

RAMBOUXG e t  al. (1966) (202), quand l e  premier observa au microscope électro- 

nique une f ine  couche de matériel  amorphe su r  l a  plupart  des ce l la les ,  e t  

sur tout  quand l e s  seconds colorèrent l a  périphérie d'une cinquantaine de 

ce l lu l e s  de Rat de types d i f f é ren t s  par l a  réaction de HOTCHKISS MBC MANUS 

e t  l a  méthode de HALE. 

b - Répartit ion de l'ensemble des osides. L'étude cytochimi- 

que u l t r a s t ruc tu ra le  de l a  r épa r t i t i on  dcts sucres totaux du glycolemrne e s t  

r éa l i sée  de t r o i s  façons : 

I o )  Par l e  marquage des aldéhydes formés à l a  s u i t e  de 

l 'oxydation des groupements a-glycol ; ce principe e s t  u t i l i s é  par l a  technique 

à 1 acide periodique -argent mé t h é n d e  (méthode in t rodui te  en microscopie 



électronique par U I N O Z Z I  (1 961) (203))~ à l'acide chromique- acide phospho- 

tungs tique ( W'IBOURG, 1 967) (204) et à 1' acide periodique -thiocarbohydrazide 

(ou thiosemicarbazide )- pro téinate d1 argent ( T H ~ Y ,  1 967) (205). 

20) Par la fixation sur les chaâlnes polyosidiques de 1' acide 

phosphotungs tique ( P ~ ,  1966) (206) -1' auteur émis llhypothèse qul elle était 

établie par "ponts hydrogène", mais ce mécanisme fut récemment infirmé par 

SCO!TT et GLICK (1971) (207)-. 

3" Ou par la fixation spécifique d'une agglutinine sur certains 

monosaccharides : soit la concanavaline A (spécifique des liaisons a-D-gluco- 

sidiques et a-D-mannosidiques) ou la lectine extraite des germes du Blé (spéci- 

fique des liaisons N-acétyl-D-glucosamine) révélées par la peroxydase marquée 

(méthodes respectivement mises au point par BERJTUlSD et AVRAMEAS (1 971 ) (208) 

et FRANCOIS - et al. (1 972) (209)) ; soit la concanavaline A ou la ricine (spéci- 

fique du D-galactose et du L-rhamnose) , conjuguéeà la ferritine avant utili- 
sation (NICOLSON et SINGER, 1971 ) (210). 

Les résultats observés avec ces méthodes -notamment celle de 

THIERY (1 967) (21 1 ) appliquée au ganglion lymphatique et au duodénum du Rat, 

et celle de BE- et AVRAMEXS (1971 ) (21 2) appliquée au foie, rate et 

muqueuse intestinale du Rat et aux fibroblastes du Hamster- semblent indiquer 

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

c - Répartition des glycoconjugués acides. La révélation cytochi- 
mique ultras tructurale des glycocon jugués acides du glycolemme (sialo-glyco- 

pro téines, sialo-glycolipides et glycosa~nino-glycanne) est essentiellement 

réalisée à l'aide de trois cations métalliques : l'hydroxyde de fer colloïdal 

(introduit par SWIFT, ADJ&!IS (1962) (213) et GASIC, BERWICK (1963) (214))~ le 

bioxyde de thorium colloïdal (introduit par REVEL (1964) (215)) et la ferritine 

conjuguée à un cation organique (introduit par DANON et al. (1 972) (21 6) ). 

D'autres méthodes utilisent également le rouge de ruthénium (introduit par 

LüFT (1 964) (217) et SZUB~SKA (1964) (218)), le Bleu Alcian (introduit par 

MEXER, GOLDACM (1 966) (21 9) et BEHNKE, ZELANDER (1 970) (220)) et les sels 

de lanthane (introduits par DOGGEIliJEIiZ.8, Fm (1 965) (221 ) et LESSEPS (1 967) 

(222)) ; mais il convient de préciser que leur spécificité fut moins démontrée 

que supposée, car elle fut établie uniquement à partir de l'affinité sélective 

de leurs marqueurs vis-à-vis de tel ou tel tissu de composition plus ou moins 

connue. 



Les marqueurs des trois premières méthodes ont une dimension 

trop importante pour que letir applicaticn ait permis aux auteurs de déterminer 

avec précision la répartition des précédents composés. Cette étude a été abor- 

dée en réalité à l'aide des mesures de mobilité micro-électrophorétique. EYLAR 

et al. (1 962) (223 ) ,  par exemple, pour expliquer la différence qu' ils observè- 

rent entre les pourcentages des liaisons sialosyle hydrolysées et de la décrois- 

sance de la charge électrocinétique d'un certain nombre dlérythrocytes traités 

par la neuraminidase, émirent l'hypothèse que les acides sialiques pourraient 

être localisés dans certains cas sous la zone électrocinétique (on sait que 

celle-ci possède une profondeur de 1 nm environ). Récemment, UHLENBRUCK et 

WDtTZER (1 970) (224) comparèrent 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 montrèrent : 

1 - qu'il existe des acides sialiques à plusieurs niveaux de profondeur dans 

le glycolemme ; 2 - que les acides sialiques les plus superficiels appartien- 
nent dans leur majorité à des glycoprotéines ; 3 - et que les plus profonds 
sont détenus à la fois par des glycoprotéines et des glycolipides (un modèle 

sensiblement similaire est actuellement proposé par PAFiSObTS et SUBJECK (1972) 

(225) pour schématiser l'organisation du glycolemrile des hématies). La technique 

permit également de déceler et de localiser certains glycosamino-glycannes chez 

plusiews types cellulaires ; c ' est ainsi que SUZUKI et al. (1 970) (226 ) prou- 

vèrent lt existence du chondroïtine sulfate A et C et du dermatane sulfate à 

la surface électrocinétique des fibroblastes L-929. 

3 - Répartition des protéines 
a - Répartition de l'ensemble des protéineg. Quelques travaux 

paraissent démontrer que certaines cellules détiennent des radicaux sulfhydryle 

et amine à leur surface électrocinétique -c'est le cas notamment des plaquettes 

et des lymphocytes humains (F.=ISHI et GWSETTI, 1969 (227) g P~ISEII, 1970 

(228))-, mais il semble néanmoins que ces groupeaento protéiniques -tout au 

moins les derniers- se résartissent dans certains cas d'une façon discontinue 

au niveau du glycolemme. TIJEISS et al. (1968) (229 ) ,  par exemple, observèrent 

que la mobilité électrophorétique de plusieurs types cellulaires (érythrocytes, 

cellules en culture) était égale à celle de leurs témoins quand leurs radicaux 

aminés appartenant à la lysine, à llhydroxylysine et à llarginine étaient blo- 

qués, et concluèrent que les groupements cationiques du glycolemme de ces 

derniers étaient répartis dans la région sous-jacente à la zone électrocinétique. 



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 être également effec- 

tuée 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 l1hépato- 

cyte et les cellules rénales de la Souris (WOW et al., 1967) ( 2 7 0 ) ~  pour 

la phosphatase alcaline, triphosphatase, diphosphatase et monophosphatase 

nucléoside chez un grand nombre de tissus (DE THE, 1968) (231 ), ou encore pour 

lrATPase et llalvll)ase de la membrane de surface isolée du foie de Rat (BETJEDETSI 

et DELBAUFFE, 1971) (232). Mais il faut préciser que ces marqueurs ne loca- 

lisent pas obligatoirement le site exact de l'activité enzymatique, car leur 

prksence à un niveau quelconque de la membrane de surface peut résulter d'un 

phénomène de diffusion corrélatif à l'asymétrie meinbranaire (BENEDETTI et 

DELBAUFE'E, 1971 ) (233 ) .  Actuellement, seules la leucine aninopeptidase, 

l'invertase et la maltase ont eu leur activité circonscrite dans une zone bien 

déterminée, car elles sont détenues par de petites structures sphériques 

(de 5 à 6 nm de diamètre) facilement isolables, reliées directement ou par 

l'intermédiaire d'un pédoncule à la surface de certaines régions particulières : 

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 

première (BZN.EDETTI et EMMELOT, 1968) (236). 

4 - Répartition des antigènes d'histocompatibilité 
15 à 20 p. 100 des antigènes dlhistocompatibilité semblent être 

situés au niveau de la face externe des membranes de surface (RJ~IsFELD et 

KAUN, 1970) (277). Leur localisation a été prouvée à l'aide des anticorps 

agglutinants (GoRER et MIKULSKA, 1954) (278), fluorescents (GERVAIS, 1968) 

(239),  marqués à la ferritine (DAVIS et SILVEW, 1968 (240) ; SINGER et 

NICOLSON, 1972 (241)) ou marqués par le virus de la mosaïque du Haricot 

(SWKPOLE et al., 1971) (242), et leur distribution topographique précisée 

sur quelques Spes cellulaires : BOYSE et al. (1968) (243) montrèrent que -- 
les cinq systèmes allo-antigénique~ H-2, 8, Ly-A, Ly-B et TL paraissaient 

former une unité de répétition à la surface des thymocytes ; DAVIS et SILVERMBN 
d b 

(1 968) (244) révélèrent les sites H-2 et H-2 des lymphocytes murins grsce à 



l'emploi d'anticorgs marqués à la ferritine ; STACKPOLE' et al. (1971) (245) 

établirent une véritable carte de leurs zones de localisation sur ces cellules 

et sur les thymocytes à l$a,i.de d'anticorps marqués par le virus de la mosaïque 

du Haricot et de coupes sériées ; et NICOLSON & a l .  (d'après SINGER et NICOLSON 

(1 972) (246)), par exemple, révélèrent la répartition des antigènes Hho (D) 

et des alloantigènes dlhistocompatibilité R-2 à la surface des érythrocytes 

humains et murins par des anticorps marqugs à la ferritine. 

5 - Répartition des RNA 

Quelques auteurs prétendent avoir décelé des RNA au niveau 

de la surface électrocinétique de plusieurs types cellulaires : thymocytes 

at hépatocytes de Souris, leucocytes polynucléaires humains et cellules L 

-ils n'ont pas été détectés à la surface des érythrocytes du Poulet, de 1 'Hoinme 

et de la Souris, des plaquettes et monocytes humains, et des macrophages de la 

Souris- (WEISS, 1969) (247) ; mais ces résultats doivent être considérés avec 

beaucoup de réserves. 

C - 0RGl"JIXATION DE LB FACE INTi3mTE DU PLaSMOliEBPE 

La nature exacte des composants détenus au niveau de la face 

interne du plasmolemme est pratiquement inconnue. THIERY (1 967) (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 très particulier 

ne fut pas généralisé avec d'autres types cellulaires ; BENEDETTI et I.PDBLOT 

(1 967) (249), par exemple, ne détectèrent pas de groupements sialosyle sur 

la face interne de la menbrane de surface isolée de llhépatocyte de Rat traitée 

par la méthode de capture de fer ; et NICOLS0?3 et SINGER (1 971 ) (250) n1 obser- 

vèrent aucun marquage de cette face quand la membrane d'un certain nombre de 

cellules dt eucaryotes (notamment les érythrocytes de l'Homme et du ~ a ~ i n )  fut 

exposée à la concanavaline A ou à la ricine marquées. Il semble que cette 

région détienne essentiellement des protéines, à en juger du moins par la mise 

en évidence d'une protéine identifiée à la "spectrine" sur la face interne 

de la membrane érythrocytaire à 1' aide du cryo-décapage (I~EIFSSWICJ, 1969) (251 ) 

et des agglutinines marquées (NICOLSON et XIBGER, 1971 ) (252), et par la 

révélation avec la première technique de structures ressemblmt aux corpuscules 

de WINSTEIN (1969) (253) sur la face interne du plasmolernme hépatocytaire du 

Fht (BF~EDETTI et DEiBRWfl ,  1971 ) (254). 



D - STRUCTURES PUTICULIEFES DE LA MEMBRBNE DE SURFACE 
Des régions spécialisées de la membrane de surface assurent 

le contact des cellules avec les surfaces adjacentes de nature cellulaire ou 

non. Ces structures particulières et localisées sont appelées d'une façon 

générale t'desmosornest' (dl après XELLY, L W T  (1 966) ( 2 5 5 ) ,  CVRTIS (1 967) (256) et 

BE=N?BTT (1969) (257)) ; on distingue habituellement : les autodesmosomes 

(ils réunissent deux régions de la surface d'une même cellule et sorrtsymétri- 

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

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

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

à une structure non cellulaire). Les deux premières 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'après FINI'J et UlnJN (1967) (258)) ; Ln leur donne des noms différents sui- 

vant leurs dimensions e t 1 ' aspect qu ' ils prennent au microscope électronique 
("macula adherens " ou desmosome proprement dit g jonctions intermédiaires ; 

"gapjunctiontt ; "zonula occludensst ou "tight junction" etc.. . ) . 

III - FO~JCTIONS 
Quatre fonctions générales peuvent être attribuées à 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 dlwi t ype cellulaire à un autre : la première est opérante en 

histogenèse et absente ou réprimée entre les cellules libres ; la seconde est 

surtout localisée au niveau des érythrocytes ; la troisième est active chez 

les cellules libres ; et la quatrième est particulièrement développée dans 

l'épithélium intestinal et la muqueuse gastrique. 

A - FONCTION DE COI'JTAI 
L'adhésion cellulaire peut être expliquée de quatre façons : 

par l'existence d'un ciment intercellulaire ; par le contact moléculaire 

des cellules ; par 1' existence d'un "pont calciumt' établi directement entre 

les groupes anioniques des cellules, ou indirectement entre ceux-ci et les 



groupements anioniques d'une substance intercellulaire jouant le rôle d'un 

ciment ; ou encore par les lois qui régissent la physico-chimie des solutions 

de colloïdes lyophobes (voir le premier chapitre ; section 3 ; p. 1 0)  . Actuel- 
lement, il semble que la dernière hypothèse soit la plus satisfaisante, car 

elle est la seule à 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 intercellul-aire inférieure ou égale 

à 2 nm -on le rencontre, par exemple, avec les "zonula occludensl'-, et celui 

qui autorise une séparation au moins égale à 10 nm entre les deux surfaces 

cellulaires (CVRTIS, 1967 (259) ; VICKER et EDWARDS, 1972 (260)). La seconde 

hypothèse représente un cas particulier de cette théorie générale -elle est 

justifiée notamment par l'éventuelle existence de sites complémentaires sur 

les surfaces cellulaires (voir le paragraphe suivant ; p. 45)-, mais il n'est 

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

B - FONCTION DE RECEPTION STEREO-SPECIFIa 
1 - Activité antigénique 

Les membranes de surface, nous l'avons vu lors de l'exposé 

sur leur composition (paragraphe 1 B ; p. 17), détiennent un certain nombre 

de structures posséd-ant une activité antigénique : activités ABE,  Lewis, Rh 
O 

(D), 1, P et MN des groupes sanguins ; antigène FORS34AJ? g antigènes dfhisto- 

compatibilité ; et activités qui apparaissent, par exemple, lors de certaines 

affections de l'espèce ovine et bovine ou qui sont responsables de la fixation 

des bac téries Gram-. 

2 - klutination des microorganismes 
Plusieurs types de cellules normalement isolées détiennent 

des structures au niveau de leur surface qui leur permettent d'agglutiner 

certains microorganismes ; citons quelques exemples : les érythrocytes (et 

d'autres tries cellulaires) fixent un certain nombre de myxovirus et notamment 

le virus de l'Influenza -par l'intermédiaire de la structure antigénique PDT-, 

le virus encéphalitique japonais et l'entérovirus ; les cellulzs HeLa retien- 

nent l'entérovirus et certains mycoplasmes ; les cellules embryonnaires du 

Poulet agglutinent le virus du polyome (d'après IJINZLER (1 970) (261 ) ) . 



3 - Fixation des cellules entre e l l e s  

Quelques auteurs montrèrent qu ' i l  exis te  un certain nombre de 

preuves en faveur de l a  présence de s i t e s  complémentaires ayant l a  propriété 

d'unir l e s  surfaces de certaines lignées cellulaires (COX e t  GESNER, 1967 

(262) ; SHEN e t  GINSBURG, 1968 (263) ; VICKER e t  EDWARDS, 1972 (264)). 

4 - Fixation des agglutinines 

Un grand nombre d' agglutinines d1 origine notamment végétale 

ont l a  propriété de se f ixer  spécifiquement sur certaines structures des mem- 

branes de surface. Quelques-unes sont hautement spécifiques des substances 

antigéniques AB0 e t  MN des groupes sanguins (d'après W I N Z L E B  (1970) (265)). 

La plupart se f ixent sur des oses bien part iculiers ; c 'es t  l e  cas, par exem- 

ple, de l a  concanavaline A (spécifique du D-glucose e t  du D-mannose) , de 

l 'agglutinine extra i te  des germes du Blé (spécifique de l a  N-acétyl-D-gluco- 

samine), de l a  lec t ine  du Haricot (spécifique de l a  N-acétyl-D-galac tosâmirie 

e t  du e t  de l a  lect ine  du Ricinus communis (spécifique du D-galac- 

tose e t  du L-arabinose) (AUB e t  al. ,  1965 (266) ; BERNRPLRD e t  AVRAPIEAS, 1971 

(267) ; INBAR e t  al., 1972 (283) ; INBAR e t  al., 1972 (269) ; NICOLSON e t  

BLAUSTEIN, 1972 (270) ; FRANçOIS e t  al. ,  1972 (271)). 

C - FONCTION DE LQCOMOTION 

La membrane de surface contrôle -directement ou non- l e s  

différents aspects du mouvement de l a  cel lu le  e t  des populations cellulaires : 

a r r ê t  ou départ ; contrôle de l 'orientat ion e t  de la  vitesse ; fréquence des 

changements de direction. Cette fonction de locomotion intervient  principale- 

ment dans deux phénomènes touchant l a  réaction des cellules à l eur  environne- 

ment : l e  chimiotactisme (réaction à distance sous 1' influence de certaines 

sécrétions cellulaires)  e t  l e  phénomène d1 inhibition de contact. 

Quand deux cellules d'une population cel lu la i re  arrivent en 

contact, leur mouvement tend à cesser avant que l 'une d 'e l les  n ' a i t  eu l e  

temps de parcourir une distance importante sur l 'autre.  Ce phénomène reçut 

l e  nom de "contact inhibition of movementn par ABEK!ROMBIE e t  HEBYSMAN (1 954) 

(272) e t  f u t  généralement expliqué de deux façons : par la  différence des 

conditions d'adhésion recontrées par l e s  cellules arrivant en contact ; ou par 



U P ~  échange d1 informations entre celles-ci (CITRTIS, 1967) (273). Actuellement, 

certaines études effectuées sur des cellules tumorales éclairent le phénomène 

sous un jour nouveau, et la seconde hypothèse semble la plus vraisemblable 

(voir la page 60 ). 

D - FONCTION D ' E M  

1 - Echanges entre les cellules 
Leur mécanisme n ' a pas été élucidé jusqu ' à présent. Il est 

probable qulLls représentent une des fonctions essentielles des desmosomes 

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

2 - Echanges avec le milieu extracellull 
a - Echanges de particules. On distingue l'exocytose (passage 

du milieu cellulaire au milieu extracellulaire) et l'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 (phénomène de bourgeon- 

nement) ; libération du noyau des érythroblastes etc.. . L' endocytose comprend 
les principaux phénomènes suivants : phagocytose, pinocytose, passage de 

certains virus comme les bactériophages et fusion cellulaire (BEN~TT, 1969) 

(27 5). 

b - Echanpes de molécules. A l'état de repos, les membranes 
de surface séparent des milieux de composition très différente ; il existe 

une disymétrie ionique, un gradient de potentiel et des échanges passifs 

subséquents d 1 ions (transport passif) entre les milieux cellulaire et extra- 

cellulaire. Quand se produit une dépolarisation (influx nerveux, par exemple), 

la rupture de l'équilibre précédent active certains systèmes enzymatiques 

et déclenche un processus métzbolique 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 phénomène 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 à la membrane de garder une asymétrie ionique. 



Dans l e  premier cas, il en résulte un potentiel de diffusion ; dans l e  second, 

un potentiel de concentration. Il s ' é t a b l i t  donc un  équilibre entre l e s  gra- 
\ 

dients osmotiques e t  l e s  gradients de potentiel,  e t  l ' é t a t  i n i t i a l  de repos 

e s t  à nouveau réal isé  (d'après TREMOLIERES (1 969) ( L ~ ) ) .  

Les travaux l e s  plus importants effectués jusqu'à présent sur  

l e s  échanges passifs e t  a c t i f s  ont é té  surtout réal isés  sur l e s  érythrocytes 

-les premiers sont examinés dans l a  revue générale de PASSOW (1969) (277)- ; 

l e s  seconds portent principalement sur la  pompe au sodium (GBJDOS, 1967 (278) ; 

JALLET e t  al . ,  1971 (279) ; GARDJ!JER e t  al., 1972 (280)),  e t  sur  l e  transport 

des bases puriques e t  pyrimidiques (TSU SAN LIEU, 1971) (281) e t  des sucres 

(HOOS e t  al. ,  1972 (282) ; LIEB e t  STEIN, 1972 (283)). 

- MEMBRANE DE SURFACE DES CELLULES TUMORALES 

I - COMPOSITION 

De nombreux travaux biochimiques ont é té  effectués sur l e s  

membranes de surface des cellules tumorales, mais l e s  résul ta ts  qui permettent 

de comparer la  composition de ces dernières avec cel le  des cel lu les  normales 

sont t r è s  rares. Nous allons résumer quelques études t r è s  significatives en 

t ra i t an t  successivement l e s  quatre catégories de cornposés mernbranaires. 

A - COMPOSITION GLOBALE 

A notre connaissance, l e  seul  t ravai l  qui a i t  é t é  effectué 

jusqu'à présent sur la composition globale de l a  membrane de surface e s t  ce lui  I 

de BO- e t  al. (1 968) (284), réal isé  sur l e s  cellules HeLa. A en juger par 

ses résultats ,  l e s  pourcentagesdes t r o i s  catégories principales de composés 

de ce t te  zone (osides, l ip ides  e t  protéines) resteraient  compris dans l e s  

limites précédemment données pour l e s  cellules nomales, mais il faut  préciser, 

bien que l e  phénomène ne s o i t  pas t r è s  s ignif icat i f ,  que quelques auteurs 

observèrent chez d'autres ty-pes cel lu la i res  une décroissance de la quantité de 

l ipides au cours de l ' induction néoplasique : e l l e  passerait, par exemple, de 

36 p. 100 avec l e  fo ie  de R a t  sain à 31 p. 100 e t  34 p. 100 respectivement 

avec l e  fo ie  de Rat prénéoplasique e t  néoplasique induits par un  carcinqgène 

chimique (cHANDRASE%HARA e t  ANANTH NARAYAN, 1970) (285). Certaines cellules 



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

de surface (E~~MELOT e t  BENEDETTI, 1967 (285) ; BOSMANN e t  al. ,  1968 (287) g 

BOOWE e t  al., 1969 (2138) ; Mc COLLESTER, 1970 (289) ; l3NMELOT e t  BOS, 1972 

(290)) ; l e s  résul ta ts  observés sont généralement t rès  variables avec l e  type 

ce l lu la i re  e t  l 'auteur ( l es  valeurs de ce taux se répartissent entre 0,5 e t  

3 p. 100 du poids des protéines de l a  membrane) e t  doivent ê t r e  considérés avec 

beaucoup de prudence -EMMELOT e t  BOS (1972) (291) montrèrent récemment que l a  

membrane de surface de certains hépatomes du Rat e t  de l a  Souris possédait 

une quantité de RNA supérieure à cel le  des hépatocytes normaux, mais qu'une 

par t ie  de ces RNA paraissait  d'origine ribosomale-. Enfin, on peut aussi signa- 

l e r  que l a  membrane de certains hépatomes contient plus de calcium e t  moins de 

magnésium que ce l le  de leurs témoins normaux (SELKIRK e t  al. , 1 971 ) (292). 

B - NATURF: DES OSIDES 

1 - Composition globale 

Il semble que l a  membrane de surface des cellules tumorales 

possède des oses de même nature que ce l le  des cellules saines (voir, par exem- 

ple, l e  t rava i l  de SHIMIZU e t  FUNBKOSHI (1970) (293) sur lthépatome ascitique 

du Rat AH - 7974 F); mais e l l e  détient souvent une quantité plus importante 

d1 acide N-glycolyl-neuraminique e t  N, O-diacé tyl-neuraminique (voir, par 

exemple, l e  t rava i l  de MILLZR -- e t  a l .  (1 963) (290,) réal isé  sur  l e  carcinome 

ascitique d'EHRLICH, e t  l e s  travaux de BABA e t  al.  (1 966) (295)  e t  de BENEDETTI 

e t  EMPELOT (1967) (296) effectués sur un certain nombre dthépatomes), e t  l a  

présence à son niveau d'oses O-sulfurylés e t  d'acide glycuronique a é té  prou- 

vée chez lfhépatome AH-? 30 du R a t  e t  l e s  cellules HeLa (KOJIMA e t  al., 1970 

(297) ; KOJIMA e t  YAMAGATA, 1971 (298)). Un grand nombre d'auteurs montrèrent 

qu'el le possède souvent un taux d'acide sialique plus important que cel le  des 

cellules normales (KIMURA e t  al . ,  1961 (299) ; FUIlRMANN e t  al., 1962 (300) ; 

MILLER e t  al . ,  1963 (301 ) ; WALLACH e t  DEPEREZ ESANDI, 1964 (302) ; KRAEMER, 

1 966 (303) ; CARUBELLI e t  GRIFFil'J, 1 967 (304) ; UDIELOT e t  BOS, 1972 ( 305) ) ; 

cependant, ce phénomène ne peut e t ra  érigé en règle générale, car il e s t  

infirmé par certains travaux portant notamment sur des cellules en culture 

transformées viralement (OHTA e t  al . ,  1968 (306) ; Ifü e t  a l . ,  1968 (707) ; 

PERDUE e t  al., 1971 (308) ; PERDUE e t  al . ,  1972 (309)) e t  sur  certains hépato- 

mes (E~Q'IELOT e t  BOS, 1972 (310)). 



Leur présence a é té  décelée au niveau de l a  membrane de surface 

de quelques types cellulaires ; c 'es t  a i n s i  que des analyses biochimiques mon- 

t rèrent  que l e s  cellules de lthépatome ascitique AH - 130 du Rat e t  l e s  cel- 

lu les  HeLa détenaient respectivement du chondroitine sulfa te  A e t  du chondroï- 

t ine  sulfa te  A e t  C -peut ê t r e  également du dermatane sulfa te  dans l e  dernier 

cas- (KOJIMA e t  al., 1970 (31 1 ) ; SUZUXI e t  al. ,  1970 (31 2)  ; KOJIMB e t  YANAGATA, 

1971 (313)). 

Nous avons résumé l e s  résul ta ts  de quelques recherches signifi-  

catives dans l e  tableau II de l a  page 50 (voir également l a  revue générale 

de HAKOMORI (1 97 1 ) (31 4 )f . 
Trois tendances générales paraissent se  dégager de ces travaux : 

une élévation du taux des glycolipides dont l e  glycanne e s t  de fa ible  poids 

moléculaire ; une diminution conjointe de celui  des glycolipides possédant un 

glycanne plus important ; une décroissance de l a  quantité to ta le  des glycoli- 

pides, Le phénomène semble dG à l a  croissance du catabolisme de ces composés 

(BRADY e t  al. ,  1970) (31 5 )  ; e t  plusieurs auteurs prétendent que ce t te  pertur- 

bation e s t  à lrosigine de l a  perte des act iv i tés  k e t  B des groupes sanguins 

de certains adénocarcinomes humains -par exemple- au prof i t  des structures 

antigéniques Le e t  H (HAKOMORI e t  MüRAKAMI, 1968) (316). D'autres modifications 

de l a  membrane de surface d'ordre immonologique sont imputables à des glycoli- 

pides ; citons, par exemple, 1' apparition de 1 ' antigène embryonnaire FORSSW? 

sur certaines tumeurs humaines (0 e t  FR.EXDI%!iT, 1965) (317, 318) e t  sur l e s  

cel lu les  du polyome e t  du sarcome de ROUS (BURGER, 1971) (319). 

4 - Glycoprotéines 

Un certain nombre de sialo-glycopeptides -libérés par des enzymes 

protéolytiques (trypsine ou pronase)- ont é té  i solés  de l a  membrane de surface 

de plusieurs souches cel lu la i res  tumorales : cellules ascitiques (LATJGLEY e t  

AMBROSE, 1964 e t  1967 (320, 321 ) ; CODiNGTON e t  al., 1972 (322))  ; cellules 

HeLa (SREN e t  GINSBURG, 1968) (323) ; lignées murines MTC, Meth-A e t  EL-4 

(MJRAMATSU e t  NATHE2lSON, 1970) (324) ; mais ces études ne portent pas sur l a  





structure complète des composés, ne révèlent guère de part iculari tés dans leur 

composition, e t  ne permettent de f a i r e  aucuns comparais~n ect re  l e s  cellules 

normales e t  tumorales faute de témoins valables. Seuls, quelques travaux effec- 

tués sur l e s  cellules transformées viralement fournissent des résul ta ts  réelle- 

ment intéressants : WU - e t  a l .  (1969) (332) e t  MEEZAN e t  al. (1969) (:>?) mon- 

trèrent  respectivement que l e s  fibroblastes de l a  Souris e t  l e s  cellules 3T3 

transformés possédaient moins de glucides d'origine protéinique -en par t icul ier  

moins d'acide sial ique e t  de N-acétyl-galactosamine- 2u niveau de leur  ~embrane 

de surface que leurs témoins sains -récemment, après avoir examiné l e s  souches 

étudiées par WIT e t  a l .  (1 969) (334), SAKIYAMB e t  BURGE (1 972) (335) a r r i vhen t  

à l a  conclusion que les  résul ta ts  de ces derniers étaient  moins das à l a  struc- 

ture part iculière qu'à 1% densité décroissante des glycoprotéines du glycolemme 

des cellules tumorales- ; BUCK e t  a l .  (1971) (336) prouvèrent que l e s  cellules 

BHK 21/~13 du Hamster, ~ a l b / 3 ~ 3  de la Souris e t  l e s  fibroblastes embrjonnaires 

du Poulet transformés viralement détenaient au niveau de leur périphérie des 

glycopeptides d'un poids moléculaire plus bpor tan t  qlJe leurs téixoins normaux. 

l e s  résul ta ts  étaient  indépendants de l a  lignée cellulaire e t  du virus eaployé ; 

GREENBERG e t  GLICK (1972) (337) révélèrent au contraire une décroissance de l a  

quantité de certains glycopeptides membranaires chez l e s  fibroblastes du Hamster 

e t  de l a  Souris transformés viralement (d'après l e s  auteurs, e l l e  concernerait 

des composés de poids moléculaire t r è s  variés) ; e t  WLWElT e t  a1.(1972)(138) décou- 

vrirent  l a  présence d'une quantité importante de glycoprotéinesriches en fucose 

à l a  surface des fibroblastes embryonnaires du Poulet transformés par un mutant 

du virus de ROUS. 

C - NATURE DES LIPIDES 

Il semble que l 'on puisse dégager deux conclusions des quelques 

travaux effectués dans ce domaine : l e  rapport acide stéarique/acide olélque 

(18 : 0/18 : 1 )  e s t  moins important dans l a  membrane de s u f a c e  des tel?-%les 

tumorales que dans celle des cellules normales (VEERKAMP e t  al . ,  1962 (339) ; 

SELKIRK e t  a l . ,  1971 (340)) ; e t  l e  taux des plasmalogènes e s t  anormalenent 

élevé dans l a  première (VEERKAMP e t  a l . ,  1961 (341) ; ilAPX)RT e t  MORTON, 1962 

(342) ; SELKIRK e t  a l . ,  1971 (343)). 



D - NATURi3 DES PROTEINES 

1 - Composition globale 

A notre connaissance, aucune étude permettant de comparer l a  

composition globale en amino-acides de l a  membrane de surface des cellules 

normales e t  tuinorales n ' a  é t é  effectuée jusqurà présent. D'après quelques 

résul ta ts  obtenus avec des souches tumorales sans témoins, il semble que l a  

composition des protéines de cet te  zone ne dépende pas de l ' é t a t  néoplasique ; 

ainsi ,  par exemple, l a  membrane de surface des cellules HeLa détient environ 

19 p. 100 d'acides aminés basiques e t  18 p. 100 d'acides minés acides 

(BoSMADN e t  al . ,  1968) (344). Plusieurs travaux ont é t é  réal isés  sur des glyco- 

peptides isolés  de l a  périphérie de certains types de cellules tumorales (voir, 

par exemple, l e s  travaux de WJGLXï  et, PIV113ROSE (1 964 e t  1967) (345, 346) e t  

de CODINGTON (1972) (347) sur  l e s  cellules ascit iques) ; ils démontrent que ces 

composés sont riches en acides aminés acides e t  pauvres en acides aminés basi- 

ques. 

2 - Protéines structurales 

Rien ne prouve actuellement que l a  conformation des p r o t é i ~ e s  

structurales de l a  membrane des cellules tumorales s o i t  différente de cel le  

des cellules normales (WALLACH e t  O N ,  1967) (348), mais il e s t  possible que 

l a  répart i t ion particulière des glycannes que l ' on  observe sur  l e s  premières 

traduise une réorganisation de l a  structure de certaines sous-unités protéi- 

digues (voir l e  paragraphe II, A 1 ; p. 55). 

3 - Enzymes 

Un certain nombre d 'activités enzymatiques ont é té  décelées au 

niveau de l a  membrane de surface de quelques types cel lu la i res  tumoraux : 

l ' a c t i v i t é  de lfATPase @a+- K+), par exemple, a é té  mise en évidence chez l e s  

cellules du carcinome dlEHIILICH (WT e t  WALLACH, 1965) (749) ; e t  cel le  de 
+ + 

l a  5'-nucléotidase, de 1'ATPase ( ~ a  - K ), de l a  phosphatase alcaline, de l a  

phosphodiestérase e t  de l a  collagène-glucosyltransférase a é té  démontrée chez 

l e s  cellules HeLa (BOSMANN e t  al . ,  1 968 (350 ) ; HAGOPIART e t  al . ,  1 968 (351 ) ) . 
Assez récemment, EMMELOT e t  BOS (1969) (352) observèrent qu'aucun des enzymes 

de l a  membrane de surface isolée  des hépatocytes du Rat n ' é t a i t  absent de 



celle de lfhépatome 484, mais que l'hexokinase était seulement détenue par ce 

dernier ; en outre, ils constatèrent que l'activité de la p-nitrophénylphospha- 

tase acide, ltacétylphosphatase, llacétylphosphatase - K', la glucose-6-phos- 

phatase et la leucyl-P-naphtyl-amidase était identique dans les deux cas, mais 

que llhépatome était plus riche en glycérolphosphatase acide et alcaline, 
+ 

p-nitrophénylphosphatase alcaline et p-nitrophénylphosphatase - K alcaline, 
-k + 

phosphodiestérase alcaline et acide et en ATPase ( ~ a  - K ), et moins riche en 

ATPase, 5 ' -mononucléotidase, pnitrophénylphosphatase "neutret1 et p-nitro- 
4- 

phénylphosphatase-K llneutretl, diphosphatase inosine et estérase non spéci- 

fique. Ayant aussi étudié trois hépatomes transplantés de la Souris CBA, ils 

concluèrent 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. 

ANTIGrnS D ' HISTOCOMPATIBILITE: 

La transformation néoplasique s'accompagne souvent de certaines 

défections dans les antigènes dthistocompatibilité (ABELEV, 1965) (353). 

P - NOUVEAUX BNTIGENES DE TMJSPLANTATION 

Les membranes de surface des tumeurs induites par des carcino- 

gènes chimiques ou des virus détiennent des antigènes de transplantation qui 

ne sont pas détectés dans les tissus sains (HELLSTR~M et I~LLER, 1965 (354) ; 

sJ~GRE~J, 1965 (355)). Leur activité est spécifique ou non de la tumeur suivant . . 
que cette dernière est induite par un agent chimique ou par un virus (SJOGIIEN, 

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

Aucune particularité importante n'a été observée jusqulà présent 

dans la structure et l'organisation du plasmalemme des cellules tumorales ; 

il seable que l'état néoplasique perturbe essentiellement le glycolemrne de la 

membrane de surface. Nous allons donc examiner la répartition des composés de 

cette région. 



A - ORGANISATION DU GLYCOLENME 

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

avec les méthodes cytochimiques ultrastructurales déjà citées (section 2 ; 

paragraphe II, B 2 ; p. 38) paraissent indiquer que ces composés sont répartis 

dans toute lt épaisseur du glycolemme (MARTINEZ-PBLOP~O, 1 970 (357 ) ; WIE'AT 

et ai 1 970 (3%) ; BERNHARD et AVRAMEAS, 1971 (359 )). -* 9 

b - Rdpartition des glgc~con~jugués acides. 
a - Etudes effectuées 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 à la présence des acides sialiques au niveau 

de leur zone électrocinétique ; ce phénomène a été constaté notamment avec 

les cellules rénales du Hamster tms&mnées par le stilbestrol, les cellules 

de 1 ' hépatome du Rat induit par d jaune de beurret1 (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 FRISJD (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 l'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 1 ' hépatome 
ascitique AH-130 du Rat et les cellules HeLa (SUZUKI et al., 1970 (366 ; 

KOJlMa et YAMAGATA, 1971 (367 ) )-. 

B - Etudes effectuées à l'aide des méthodes cytochimiques 

ultras tructurales . Depuis que DETEXDI et GASIC (1 963) (368) montrèrent -à l1 aide 

de la réaction histochimique de HALE- que le glycolemme des cellules transfor- 

mées par le virus du polyome était plus riche en 'tsialomucinesll que celui de 

leurs témoins normaux, un certain nombre de conclusions divergentes ont été 

obtenues avec la technique au rouge de ruthénium sur l'importance des glyco- 

conjugués acides de cette zone -ou prétendus tels puisque la spécificité de 



cet te  méthode nia  pas é t é  démontrée par l e s  auteurs- : MARTINEZ-PALOP10 e t  al. 

démontrèrent que l e s  cellules rénales du Hais t e r  transformées par 1' adénovirus 

12 ou l e  virus SV+ (1968) (369) e t  certaines souches transformées l'spontané- 

menttt (1969) (370) possédabnt une couche de marqueur plus épaisse e t  plus 

irrégulière au niveau de leur  glycolemme que l e s  cellules normales témoins ; 

d'autres auteurs (BONNEBU e t  CESLRPTT, 1965 (371 ) ; voir également l a  reme 

de WZYER, 1971 (372)) ne trouvèrent aucune différence entre 1' épaisseur du 

dépôt de certaines cellules transformSes par l e  virus du polyome ou du sarcome 

de ROUS e t  ce l l e  de leurs  témoins normaux ; VORBRODT e t  KOPROWSKI (1969) (373) 

observèrent même une épaisseur moins importante avec des cellules transformées 

par l e  virus SV40 ou transformées vspontanément" ; mais TORi?IF,R e t  MONTAGNDR 

(1 969) (374) confirmèrent l e s  observations de 1.IPLRTINEZ-PALOMü (1 968 e t  1969) 

(375, 376), e t  montrèrent que l a  couche de marqueur déposée sur l e  piasmolemme 

des cellules rénales du Hamster  BR^( 21) transformées par l e  v i rus  de ROUS 

ou l e  virus du polyome é t a i t  plus épaisse e t  plus variable de place en place 

que cel le  des cellules normales témoins (nous examinerons en dé t a i l  l e s  résul- 

t a t s  obtenus par ces deux auteurs dans l e  dernier chapitre du t rava i l  person- 

nel  consacré à l a  discussion générale). 

c - Répartition part iculière de certains s i t e s  glgcanniques. 

Certains s i t e s  glycanniques dont l a  structure n ' es t  pas élucidée, riches en 

D-glucose, D-mannose, D-galac tose, L-arabinose, N-acétyl-D-glucosamine e t  

N-acétyl-D-galactosamine (INBAR e t  al . ,  1972 (377) ; NICOLSON e t  BUUSTEIN, 

1972 (378)) ( l e  Lfucose n 'a  pas é té  mis en&idence par LnJBaR e t  a l ,  (1972) 

(379)), semblent répar t is  d'une façon part iculière sur l a  membrane de surface 

des cellules tumorales ; l a  propriété que possèdent plusieurs lectines de s e  

f ixer  préférentiellement ou selon une configuration topographique différente 

sur  certaines d'entre e l l e s  (voir l e  paragraphe III, B ; p. Go), de l e s  agglu- 

t ine r  à f a ib l e  concentration comme l e s  cellules normales t ra i t ées  brièvement 

par un agent protéolytique (GREEXTGARD e t  COSTA, 1970) (380), ou de ré tab l i r  

l e  phénomène d'inhibition de contact chez l e s  cellules transformées i n  v i t m  

(voir l e  paragraphe III, C ; p. 60) paraî t  l e  suggérer. INBAR e t  al .  (1 972) 

(381) proposent actuellement l e  schéma de l a  page 56 pour expliquer cet  ensemble 

de f a i t s  ; mais l e  modèle tlfluide" de SINGER e t  NICOLSOT1 (1972) (382) fournit  

également une al ternative pour son interprétat ion : l a  malignité -ou un trai- 

tement protéolytique reproduisant quelques-uns de ses effets+eut en e f f e t  



Figure 10 

Schéma résumant l a  réorganisation hypothétique des s i t e s  glycanniques du 

glycolemme provoquée par  l a  malignité (d 'après  INBAR e t  a l .  (1 972) (383)). 

A : ce l lu l e s  normales ; B : ce l lu l e s  tumorales. : s i t e s  
-- 

glycannique s masqués ; : s i t e s  glycamiques accessibles  en permanence ; 
- 

: si t e s  glycanniques démasqubs. 1 : démasquage des s i t e s  chez une 

c e l l u l e  tumorale de nême voluma que l a  c e l l u l e  témoin (augmentation de l a  

densi té  e t  de l a  qu-antité t o t a l e  des s i t e s )  ; 2 : concer~trat ion des s i t e s  

chez m e  c e l l u l e  tumorale plus p e t i t e  que l e  témoin (a~gmenta t ior~  de l a  

densi té  des s i t e s ,  l a  quant i té  t o t a l e  r e s t an t  constante) ; 3 : réarrangement 

des s i t e s  chez une c e l l u l e  tumcrale plus p e t i t e  que l e  témoin (augmentatior 

de l a  dens i té  e t  l a  quaritité t o t a l e  des s i t e s ) .  



imposer une nouvelle conformation ou une structure plus hydrophobe à certaines 

macromolécules glycoprotéiniques de la membrane de surface, r e n h  subséquem- 

ment nécessaire 1 établissement dl un nouvel équilibre thermodynamique du 

système, et provoquer ainsi le réarrangement ou llagglutination d'un certain 

nombre d'unités protéidiques grâce à la libre diffusion translationnelle de 

ces derniers dans le plan tangent h la surface cellulaire (voir la figure 9 ; 

P. 35). 

2 - Répartition des protéines 
a - Répartition de 1 ensemble des protéines. Les travaux de 

WEISS et al. (1968) (384) paraissent démontrer que certaines cellules néopla- 

siques ne possèdent pas de groupes cationiques au niveau de leur zone électro- 

cinétique, mais ces conclusions doivent être accueillies avec beaucoup de 

prudence car les résultats qui sont obtenus dans ce domaine ne sont pa,s 

souvent conversents. Ainsi, par exemple, ME3IRISHI (1970) (385) démontra que 

les cellules ascitiques détenaient des radicaux aminés dans cette région, 

alors que GBSIC et al. (1 968) (386) prouvèrent le contraire en montrant qu'un 

colloïde électronégatif se fixait swn le glycolemme de ces cellules à condition 

que les groupements sialosyle de leur surface aient été préalablement élimi- 

nés. Quelques auteurs observèrent aussi la présence de groupes sulfhydryle 

au niveau de la zone électrocinétique ; c'est le cas de MEHKISHI et GRASETTI 

(1969) (387) dont les études portèrent 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, l'activité leucine minopeptididasique n'est plus décelée au niveau 

des membranes de surface isolées de l'hépatome du Rat, car celui-ci ne possède 

plus les microvillosités des canalicules biliaires (BEJYEDETTI et ENMELOT, 1968) 

(388) 

3 - Répartition des antigènes dthistocompatibilité 
La localisation de ces antigènes a été précisée dans quelques 

cas ; HAUGHTON (1 966) (389), par exemple, montra qu' au moins 80 p. 100 d' entre 

eux étaient situés à la surface cellulaire chez les lymphocytes et les cel- 

les ascitiques du lymphome et du sarcome de la Souris. 



4 - Répartition des nouveaux antigènes de t r a n s p l a n t a t i i  

Leur localisat ion dans l a  membrane de surface n ' es t  pas connue 

avec précision. 

5 - Répartition des RNA 

WEISS (1969) (390) prétend avoir décelé des RNA au niveau de 

l a  zone électrocinétique de quelques types de cellules : cellules ascitiques 

 EHRLICH L 1210 e t  du sarcome 37) e t  lignées dérivées du sarcome ostéogéni- 

que humain e t  du mastocytome murin -l 'auteur ne l e s  a pas détectés à l a  surface 

des cellules des deux b e u r s  de BURKITT- ; i n a i s  ces résul ta ts  doivent ê t r e  

considérés avec beaucoup de prudence. 

B - ORGANISATION DE LA FACE INTERNE DU PLASMOLE2PIE 

Peu d'éléments ont é té  obtenus sur  l 'organisation de cet te  

région. A l a  su i te  d 'me  étude cytochimique ultrastructurale réalisée à l ' a ide  

de l a  méthode de capture de f e r  sur des membranes de surface isolées de l'hépa- 

tome du Rat, BENEDETTI e t  EMMFLûT (1 967) (391 ) montrèrent que des acides sia-  

liques semblaient répart is  suivant de courts segments sur  l a  face interne du 

plasmolerame de ce t issu,  e t  paraissaient partiellement rés is tants  à l'hydrolyse 

sélective de l a  neuraminidase. 

C - STRUCTURES PARTICULIERES DE LA fimE3m DE SUIIF '  

La microscopie électronique a fréquemment démontré l a  présence 

des jonctions in tercel lu la i res  dans l e s  tumeurs épithéliales.  Leur nombre e s t  

important dans l e s  tumeurs épithéliales kératinisées (FASSKE e t  TKEMANRrN, 1950 

(392) ; SCHüLZ, 1961 (393) ; HLGUECJAU e t  al . ,  1964 (394)), mais leur d i s t r i -  

bution e s t  souvent t r è s  incomplète dans certains types de cellules e t  de 

t i s sus  tumoraux : l'hépatome du Rat e t  certaines cellules en culture transfor- 

mées par l e  virus SV-40 ou l'adénovirus 12, par exemple, ne possèdent pas de 

" t ight  jmctions" (EMMELOT e t  BENEDETTI, 1957 (395) ; KQRTINEZ-PALOMO e t  al. ,  

1969 (396)), e t  l e s  cellules de l'hépatome de NOVIKOFF en culture ne détien- 

nent pratiquement pas de " t ight  junctions" e t  de desmosomes (JOHNSON e t  

SHERIDAN, 1 971 ) (397 ) . 



III - FONCTIONS 

Des modifications structurales précédentes découlent d' impor- 

tantes perturbations fonctionnelles touchant principalement la cohésion 

cellulaire,  l ' inhibit ion de contact, l tant igénic i té  e t  l e s  échanges intercel- 

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

A - FONCTION DE CONTACT 

COMAN (1953) (398 ) cru t  pouvoir é t ab l i r  une corrélation entre 

l e  taux t r è s  fa ible  en calcium e t  l'absence de cohésion de l a  plupart des 

t i s sus  tumoraux qu'observaient de nombreux auteurs de l'époque, mais l e s  tra- 

vaux ul tér ieurs  de HAïZERN e t  a l ,  (1 966) (399) infirmèrent la  généralisation 

de cet te  hypothèse, car  ils montrèrent que certaines lignées tumorales en 

culture pouvaient %tre  plus adhésives que leurs témoins normaux. Actuellement, 

on admet que l e s  perturbations intmduites par l a  malignité touchent l e s  deux 

principaux éléments qui semhlent rég i r  l'adhésion cel lu la i re  : l e s  charges 

localisées au niveau de l a  zone électrocinétique, dont l a  nature e t  la àis- 

position conditionnent l e s  potentiels d'attraction e t  de répulsion prévus par 

l a  théorie des colloTdes lyophobes (voir  1s section 2 ; paragraphe III, A ; 

p. 44) ; e t  l e s  s i t e s  complémentaires des surfaces cel lu la i res  (voir l e  para- 

graphe B suivant) (d'après VICKER e t  EDWARDS (1972) (400)). 

B - .NNCTION DE W E F T I O N  S T E R E O S P E C I F I Q U E  

1 - Activité antigénique 

Les modifications d'ordre imrmuiologique introduites au niveau 

de la  membrane de surface par l a  transformation tumorale, nous l'avons vu 

précédemment, s e  traduisent par deux sortes de phénomènes : 

1 - Une disparition, dans certaines tumeurs, des act iv i tés  A 

e t  B des groupes sanguins au bénéfice des structures antigéniques Le e t  H, 

e t  souvent une défection des antigènes dl h i s  tocompatibilité. 

2 - Une apparition de nouveaux antigènes de transplantation 

chez l e s  tumeurs induites chimiquement ou viralement e t  parfois chez certaines 

tumeurs "spontanément" transformées, e t  une apparition de 1' antigène embryon- 

na i re  M)RSSMAN dans certaines tumeurs humaines ou certaines lignées cel lu la i res  

transformées viralement. 



2 - Association des cel lu les  

Les lectines divalentes (par exemple l a  concanavaline A, l a  

lec t ine  extra i te  des germes du Blé ou l a  lec t ine  du Ricinus communis) ont la  - 
proprié t é  d1 agglutiner préférentiellement l e s  cellules tumorales (AUB e t  al., 

1965 (401 ) ; INBAR e t  SACHS, 1969 (402) ; NICOLSON e t  BIIAUS~~N, 1972 (403)). 

On admet généralement de nos jours que ce phénomène e s t  dû à l ' interférence 

stérique d'un certain nombre de glycannes disposés d'une façon part iculière 

à l a  surface de ces cellules (voir l e  paragraphe II, A 1 (P. 55) e t  l e  sous- 

paragraphe suivant ) . 
Certaines cellules transformées semblent dépourvues en t o t a l i t é  

ou en par t ie  des s i t e s  complémentaires susceptibles d'unir leur  surface ; c1est  

l e  cas, par exemple, des fibroblastes 3T3 transformés par l e  SV-40 ou l e  virus 

du polyome (COX e t  GEXNER, 1967) (404), e t  des fibroblastes du Hamster trans- 

formés par l e  virus du polyome (VICKER e t  EDWARDS, 1972) (405). Plusieurs 

auteurs considèrent actuellement que l e s  s i t e s  absents sont des glycosyl-trans- 

férases ou des sialyl-transférases, suivant l e  cas (dl agrès VICKER e t  EDWARDS 

(1972) (406)). 

3 - Fixation des agglutinines 

Les lectines couramment u t i l i s ée s  en cytochimie ultrastructurale 

(concanavaline A, lec t ine  extra i te  des germes du Blé e t  lectine du ~ a r i c o t )  

se répartissent généralement suivant une topologie part iculière sur l a  memb-e 

de surface des cellules tumorales ; l e s  résul ta ts  obtenus avec l a  concmavaline A 

marquée au Yii6?, à l1 iode 1' 25, au tr i t ium ou à l a  f e r r i t i ne  fournissent une 

démonstration particulièrement convaincante de ce phénomène (voir INBAR e t  al. ,  

(1972)(407) e t  INBAR e t  a l .  (1972)(408)). Récemment, FWCOIS e t  a l .  (1972) ( 4 ~ 9 )  

montrèrent que l a  lec t ine  extra i te  des germes du Blé se f i x a i t  sur  des cellules 

embryonnaires humaines transformées in v i t ro  mais non sur  leurs témoins normaux. 

C - FONCTION DE LOCOMOTION 

On constate une disparition plus ou moins complète du phénomène 

d'inhibition de contact suivant l e  degré de malignité des cellules tumorales 

(AMONSON e t  TODARO, 1 968) (4 1 0) . 
BURCTER considéra que ce t te  perturbation du comportement cellu- 

l a i r e  pouvait ê t r e  due à wi. démasquage de certains composés glycanniques de l a  

membrane de surface (BURGER, 1969 (41 1) ; BURGER, 1970 (41 2, 413)), car il f i t  



deux constatations complémentaires : d'une part,  il découvrit que l ' inhibi t ion 

de contact de certaines lignées cel lu la i res  normales en culture é t a i t  supprimée 

par un bref e t  léger traitement protéolytique ; d'autre part, il observa que 

des fragments monovalents de certaines agglutinines divalentes t ra i t ées  par 

l a  trypsine, comme l a  concanavaline A (spécifique du D-glucose e t  du irmannose), 

avaient l a  propriété de restaurer art if iciel lement cette fonction chez l e s  fibco- 

blastes 3T3 transformés par l e  virus du polyome -ce t ravai l  l u i  permit en outre 

de préciser que l ' inhibi t ion de contact intervenait pendmt l a  phase G 1 du 

cycle ce l lu la i re ,e t  d'émettre une hypothèse intéressante selon laquelle l a  

division cel lu la i re  s e r a i t  contrôlée pour cet te  fonction par des messages é c w -  

gés entre l a  membrane de surface e t  l e  noyau-. Actuellement, ces recherches 

sont complétées par l e s  travaux cytochimiques de INBAR e t  al .  (1972) (414) 

(voir l e  paragraphe II, A 1 ; p. 55) ; e t  il e s t  vraisemblable que l e s  con- 

ceptions récentes de SINGER e t  NICOLSON (1 972) (41 5) (voir l e  paragraphe II, A 

5 de l a  section 2 ; p. 34) contribueront dans 1' avenir à leur interprétation. 

D- FONCTION D ' ECHANGE 

1 - Echanges entre l e s  cellules 

Il e s t  admis que l e s  couplages électriques que l 'on peut é t ab l i r  

entre l e s  cellules des différents t i s sus  épithéliaux traauisent l e s  échanges 

i on iqu~ in t e r ce l l u l a i r e s .  O r ,  aucune relat ion précise n'a é té  observée entre 

l 'existence de ces couplages e t  l a  transformation néoplasique. Un certain nombre 

de tissus tumoraux n'en présentent aucun ; c 'es t  l e  cas, par exemple, de 

plusieurs hépatomes (LOEWENSTEIN e t  W O ,  1967) ( 41 6) e t  des cellules gastr i-  

ques e t  thyroldiennes néoplasiques (J~KOSMANOVIC e t  LOEWENSTEIIJ, 1968 ( 41 7) ; 

KANNO e t  MATSUI, 1968 (41 8)). Mais de boniiss connections électriques ont é t é  

en général é tabl ies  entre l e s  cellules tumorales en culture (POTTER e t  al. ,  

1966 (419) ; FTJRSHPAN e t  POTTER, 1968 (420) ; JOHNSON e t  SHERIDAN, 1971 (421)). 

Il e s t  possible que ces perturlsations soient corrélatives à cel les  que l 'on 

constate dans l a  répart i t ion des jonctions intercellulaires.  

2 - Echanges avec l e  milieu extracellulaire 

Les perturbations des fonctions d'échanges sont évidemment 

conditionnées par cel les  de l ' a c t i v i t é  enzynatique membranaire des cellules 

tumorales. Quelques résul ta ts  fournissent des indications intéressantes sur  

leur  nature (d'après l a  revue générale de PARDEE (1971) (422)) : l e s  cellules 



3T3 ont l eur  ac t iv i t é  sialyl-transférase e t  l a  fonction de passage de certains 

de leurs amino-acides activées après l eur  transformation vi ra le  ; l e  transport 

ac t i f  des sucres e t  l a  phosphorylation qui l u i  e s t  associée sont également 

plus importants quand des cellules murines sont transformées par l e  virus du 

polyome murin ; enfin, l ' a c t i v i t é  de l tadényl cyclase des fibroblastes trans- 

formés du Poulet e s t  a l térée  (cette observation a é té  également effectuée par 

EMMELOT e t  BOS (1971) (423) avec plusieurs hépatomes du Rat e t  de l a  souris).  



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  1s 



Dans l'état actuel des connaissances, ltinfluence de l'induc- 

tion néoplasique sur l'architecture de la membrane de surface peut se résumer 

de la manière suivante : d'une part, elle para4t favoriser une nouvelle dis- 

tribution des sous-unités et aggrégats de sous-unités pro téidiques de cette 

région -et par conséquent des lipides- ; d'autre part, elle modifie l'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 l'importance de son épaisseur), car les résultats 

observés, très 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 

(c1est le cas pour les méthodes au rouge de ruthénium et au Bleu Alcian)- ; 

enfin, elle introduit des perturbations dans la composition chimique de ses 

composants -notamment des glycoprotéines et glycolipides, bien que l'on cons- 

tate souvent aussi un taux anormalement élevé de certains lipides (lipides 

insaturés et plasmalogènes) et des activités enzymatiques particulières-. 

Afin de préciser certains éléments de cette nouvelle organisation chez plusieurs 

types de cellules tumorales cultivées in vitro et in vivo (cellules KE? et 

HeLa ; cellules ascitiques du carcinome dlEARLICH et de lthépatome de ZAJDEU), 

nous allons comparer la nature, la disposition et l'importance des principaux 

composés qu'elle concerne avec celles de quelques cellules normales (fibroblas- 

tes embryonnaires de la Souris et hépatocytes du ~at), en marquant les groupe- 

ments ioniques de ces derniers par des colloïdes du fer, de lt8tain et de 

1' osmium (élec tropositifs ou éle~troné~atifs) décelables au microscope élec- 

tronique et à ltultramicrospectrophotomètre. Trois problèmes seront successi- 

vement abordés : l'organisation et la répartition des protéines (acides et 

éventuellement basiques) du glycolemme et du plasmoleme (tout au moins du 

feuillet plasmique externe) ; la structure de la zone périphérique hydrophile 

(glycolemme et groupements polaires phospholipidiques du feuillet plasmique 

externe) ; et l'éventuelle corrélation qui peut exister entre les variations 

de la densité des sialo-glycoconjugués (sensibles à la neuraminidase) du glyco- 

lemme et l'une des propriétés les plus caractéristiques de l'état tumoral : 

la rapidité de croissance cellulaire. 



r- i 

Chapitre premier : 

ETUDE DE L'ORGANISATION ET DE LA REPARTITIOR 

DES PROTJ3INES DE LA MEMBRANE DE SURFACE 

Avant d'aborder cet te  étude, nous allons préciser l e s  condi- 

tions dans lesquelles un colloïde électronégatif peut révéler d'une façon 

sélective l e s  groupements de point isoionique élevé (détenus par des protéines 

basiques ou par des composantes protéiniques basiques appartenant à des proté- 

ines acides) ou les  radicaux basiques protéiniques totaux (détenus par llensem- 

ble des protéines acides e t  basiques) dlune structure t i ssula i re .  

A - INTRODUCTION 

Quand une protéine a son point isoionique ( p ~ )  inférieur au pH 

du milieu où e l l e  e s t  localisée, l e  nombre de protons combinés à ses radicaux 

basiques e s t  inférieur au nombre de ses groupements acides dissociés ; e l l e  

e s t  globalement électronégative. (&and son point isoionique e s t  supérieur au 

pH du milieu, c ' e s t  l l inverse.  Un colloïde électronégatif peut donc révéler 

sélectivement une protéine basique d'un t i s su  s i  l e  pH de sa solution e s t  

choisi dans l e s  limites suivantes : 

 PI^ ( PH <  PI^ 
pIa : point isoionique moyen des protéines acides ; 

pIb : point isoionique des protéines basiques que l 'on désire mettre en 

évidence. 

Nous allons f a i r e  une analyse théorique sommaire du phénomène a f i n  de dégager 

l e s  principaux paramètres qui en conditionnent l a  sélectivité.  



B - AITALYSE THEORIQUE DE LA METHODE 

So i t  une protéine globulaire  l oca l i s ée  dans une s t ruc ture  

t i s s u l a i r e  quelcocque, e t  une par t icu le  co l lo ïda l e  s i t u é e  en un point M de c e t t e  

dernière.  Pour s impl i f ie r  l ' é tude  du comportement de la  pa r t i cu l e  vis-à-vis de 

la  protéine, nous a l lons  admettre que l'enveloppe de c e t t e  dernière  e s t  une 

sphère de cent re  O e t  de rayon a. 

Deux cas  peuvent s e  présenter : 

1 - Le point  M e s t  à l ' e x t é r i e u r  de l a  protéine sphérique 

Postulons l e s  cinq points  suivants  : * 

1 - La protéine sphérique e s t  s i t uée  dans un milieu homogène 

contenant un ce r t a in  n o ~ b r e  d ' ions quasi-ponctuels. 

2 - La sphère r i g ide  possède m e  charge n e t t e  Q concentrée en 

sor, centre  O. 

3 - La sphère e s t  impénétrable au  milieu dans laquel le  e l l e  

e s t  immergée. 

4 - Les ions de l'atmosphère ionique qui  entoure l a  protéine ne 

peuvent pénétrer à l ' i n t é r i e u r  d'une sphère de rayon b concentrique à l a  première 

(b > a) 

5 - Enfin, la dis tance r de la par t icu le  co l lo ïda le  au centre  

O desdeux sphère's peut v a r i e r  dans l e s  l imi t e s  suivantes : \<qoo 



Ces conditions idéa les  nous permettent de ca lcu ler  l e  po ten t i e l  moyen au point  

M dû à l'atmosphère ionique e t  à l a  charge Q en appliquant l e s  principes de l a  

théor ie  de DEEYE e t  H ~ K E L .  Nous a l lons  exposer l e s  pr incipales  étapes de ce 

calcul .  

S o i t  w- catior? de charge + 1 s i t u é  en O, e t  un élément de 

volume dv entourant l e  point M. . 

Le nombre de cat ions e t  d'anions contenus dans l e  volume dv e s t  donné par  l e  

théorème de BOLTZMANN : 

+ - 
ndv = n e . dv 

1 
ndv = n e 

2 
. dv 

n e t  n : nombres moyens r e spec t i f s  des  cat ions e t  des anions de valence Z 
1 2 - 

e t  Z par uni té  de volume. 

Y : poterit iel  au Point M 

e : charge élémentaire 

K : constante de EOLTZMANN 



D'autre part,  ces données permettent de calculer l a  densité électrique par 

unité de volume : 

P En remplaçant l e s  valeurs précédentes dans l a  formule de POISSON ( &V + - = 0) E 
exprimée en coordonnées polaires, on obtient l'équation suivante : 

f : constante diélectrique du milieu 

L'intégration de son expression simplifiSe aux premiers termes du développement 

des exponentielles fournit  l a  relation : 

Le rapprochement de cet te  valeur, exprimée en tenant compte de l a  charge Q, 

e t  du potentiel créé par celle-ci sur l a  sphère de rayon b (A 
permet donc d'obtenir l e  potentiel t o t a l  au point M : 

Au regard de cet te  équation, on constate que l e  potentiel varie 

comme - ' e t  devient rapidement t r è s  p e t i t  quand r augmente, e t  que l e  
r 

r e  
déplacement du colloïde dans l e  t i ssu  e s t  essentiellement causé par son énergie 

de diffusion. O r ,  ce t t e  énergie e s t  susceptible de fa i re  franchir la  barrière 

de potentiel des protéines acides à un nombre non négligeable de particules 

colloïdales s i  cet te  dernière n ' es t  pas suffisamment élevée. Pour obtenir une 

méthode de révélation sélective des protéines basiques, il e s t  donc nécessaire 

de donner une valeur maximale à l a  barrière de répulsion, même s i  cela do i t  

diminuer ou annuler l e  potentiel d 'at traction de ces composés. 



2 - Le point M est  à l ' i n té r ieur  de l a  protéine sphérique 

Le comportement des particules colloïdales doit  ê t re  étudié 

en tenant compte de l a  conformaticn des chaînes polypeptidiques. Raisonnons, 

par exemple, sur une protéine ayant une conformation hélicoïdale a (diamètre : 

c ; pas de l 'hé l ice  : d) .  Soit une particule colloïdale de centre M e t  de rayon 

quelconque e au voisinage de cet te  protéine ( ~ i g u r e  1 1 ; p. 70). Deux cas sont 

à considérer : 

a - La protéine e s t  basique. Quelque s o i t  l e s  valeurs respec- 

t ives de c, d e t  e, 1' encombrement stérique de celle-ci permet à l a  particule 

colloïdale de rentrer e-.i contact avec au moins un radical Gn cationique. El le  

peut ê t re  par conséquent révélée par l e  colloïde, même s i  sa charge électro- 

positive globale e s t  nulle (Q = O pour pH = p ~ b ) .  

b - La protéine e s t  acide. Supposons que c = 1 nm e t  d = 0,5 nm 

(cas, par exemple, de l a  kératine a) ,  e t  raisonnons avec deux colloïdes dont 

l e  diamètre des particules e s t  de 1 nm e t  4 nm e t  dont l e  centre e s t  s i tué  dans 

l e  plan x O z ( ~ i g u r e  I I  ; p. 70). Dans l e  premier cas (part icules de 1 nm), 

l a  projection sur l e  plan y O z de chaque particule électronégative qui arrive 

au voisinage de l a  protéine -grâce à son énergie de diffusion- ne peut conte- 

n i r  plus de une composante + Xn (sur O x) de Gn. Ceci permet à un nombre non 

négligeable de particules de se f i xe r  sur un Gn cationique e t  de marquer a ins i  

l a  chafne polypeptidique malgré sa  charge électronégative ( f  Q 1.3 O pour pH 3 )  

p ~ a ) .  Dans l e  second cas, il existe environ 15 groupes Gn qui ont l eur  compo- 

sante + Xn dans l a  projection de chaque particule, Le nombre de ces groupes e s t  

suffisamment élevé pour que leur charge globale s ta t is t ique s o i t  négative quand 

pH )>p Ia .  Les particules colloFdales qui arrivent au voisinage de la protéine 

sont donc repoussées. 

C - CONCLUSION 

La sé lec t iv i t é  de l a  méthode ne peut ê t r e  assurée que s i  l a  

charge globale des protéines acides e t  l e  diamètre des particules colloïdales 

sont suffisamment élevés ( ) Q  1 )BO pour un pHd&pplication du colloïde voisin 

ou égal à pIb ; diamètre des particules > 4 nm) . O r ,  d'une part  on connaît 

rarement l e  pIb réel  -dans l e  tissu- des protéines que l 'on désire révéler, 

e t  d'autre par t  l a  dimension des particules e s t  limitée par l e  t ravai l  des 



Figure 1 1 

Particule colloïdale au voisinage d'une chafne polypeptidique de conformation 

hélicoïdale a. 

G : groupement protéinique (acide, basique ou hydrophobe) ; 
n 

d : pas de l'hélice ; c : diamètre de l'hélice ; e : rayon de la particule 



forces de f r i c t i o n  qu'engendre l ' énergie  de diffusion. La néthode doi t  ê t r e  

par conséquent appliquée à plusieurs pH (9 ,( pH < 10,5), e t  l e  diamètre du 

collorde choisi  de 3 à 4 nm. 

II - PRINCIPE D'UN3 METHODE DE REVELATION DE L1EEIISEMT3Ld 

DES PROTEIXE~ 

La révélation de 1 ' ensemble des pro té ines  t i s s u l a i r e s  &ides e t  

basiques) à 1 aide  d1 m colloïde é lec  tronégatif peut ê t r e  théoriquement réa l i -  

sée à un pH in fé r i eu r  ou égal au pIa des protéines l e s  plus acides (PH <4,5).  
\ 

Cependant, certaines s t ruc tures  possèdent une compacité importante due à l1en- 

combrement s té r ique  de leurs  composants, des groupements anioniques d'origine 

non pmtéinique susceptiblas de repousser l e  colloïde (des groupements s ialo-  

syle, par exemple), ou encore des groupements basiques phospholipidiques pou- 

vant l e  capter  (ces t r o i s  éléments sont  réunis dans l a  membrane de surface).  

Dans ce cas, il e s t  nécassaire d'aménager l a  méthode de l a  façon suivante : 

s o i t  en éliminant ou en réduisant l e s  deux premiers fac teurs  par  l a  dénatura- 

t ion  de cer ta ins  composés (notamment des protéines),  par l lhydrolyse sélec- 

t i ve  ou l ' e s t é r i f i c a t i o n  des fonctions acides (ce traitement chimique permet 

d'élever l e  pH de l a  solution col lo ïda le  à une valeur beaucoup plus élevée que 

c e l l e  du pIa des protéines l e s  plus acides) ,  ou encore par l ' appl ica t ion  de 

l a  so lu t ion  col loïdale à un pH pour lequel  ces dernières ne sont  plus ionisées 

(PH < 1 )  ; s o i t  en contrôlant l ' in f luence  du troisième à l ' a i d e  d'une dél ipi-  

dation ou de l a  phospholipase C.  De toute façon, quelque s o i t  l e  protocole 

choisi,  l a  spéc i f i c i t é  de l a  technique n ' e s t  plus i c i  dépendante de l a  dimen- 

s ion des par t icu les  colloEdales, e t  une l imi t e  n ' e s t  imposée au diamètre de 

cel les-ci  que par l e s  forces de f r i c t i o n  qui s'opposent à l e u r  migration dans 

l e  t i s s u  (diamètre par exemple 4 3 - 4 nm) . 

2.- ORGANISATION DES PROTE'INES DE LA PlEMBRANE DE SURFACE - - 

L'organisation des protéines de l a  membrane de surface e s t  

probablenent d i f férente ,  dans cer ta ins  cas, de c e l l e  que l ' on  peut déduire 

des r é s u l t a t s  fournis  par l e s  méthodes physico-chimiques. Ainsi, bien que l e s  

biochimistes n ' i so lèrent  des proteines basiques qu'à p a r t i r  des membranes 



myéliniques (LO~~DON, 1971 ) (424) -des protéines basiques à pH 7,2 ont é t é  

mises en évidence dans l a  f rac t ion  protéinique soluble de l a  membrane de 

surface de cer ta ins  types ce l lu l a i r e s ,  notamment des hépatocytes du Rat 

(BENEDETTI e t  M L O T ,  1968) (425), mais l ' o n  admet qu 'el les  sont  probablement 

en grande pa r t i e  d'origine in t race l lu la i re- ,  il e s t  possible q u ' i l  ex i s t e  au 

niveau des membranes d'une au t re  origine des sous-unités diff ici lement  disso- 

ciables possédant c e t t e  propriété,  ou encore des composantes protéiniques t r è s  

loca l i sées  -pouvant a i~par t en i r  à des protéines acides- dont l e s  groupements 

acides e t  basiques sont  d is t r ibués  e t  or ientés  de t e l l e  manière qu 'el les  

possèdent globalement un point isoionique élevé. Dans c e t t e  section, nous 

a l lons  donc aborder deux problèmes au microscope électronique : l ' é tude  de 

l a  disposi t ion de l'ensemble des protéines du glycolemme e t  du plasmalemme 

( tou t  au moins du f s u i l l e t  plasmique externe) ; e t  l a  recherche des groupe- 

ments de point  isoionique élevé d' or igine pro téinique (détenus par des e n t i t é s  

basiques i so lables  ou non). 

I - MISZ AU POINT DES lvlETHODES -- 

A - INTRODUCTION 

Deux sor tes  de méthodes originales  ont  é t é  mises au point 

suivant l e s  conditions définies  dans l a  sect ion précédente pour r é a l i s e r  

ce t t e  étude : une méthode de révélat ion des groupements protéiniques de point 

isoionique élevé, fondée sur  l a  capture d'un colloîde 1 électronégatif du f e r  

dont l e s  part icules  ont un diamètre de 4 nm environ ; e t  deux méthodes de mise 

en évidence de l'ensemble des protéines, fondées su r  l a  capture du col loïde 

précédent e t  sur c e l l e  d'un col loîde électronégatif de l ' é t a i n  (acide a-stan- 

nique col lo ïda l )  dont l e s  par t icu les  présentent un diamètre de 1 nm au 

microscope électronique. Avant d'exposer l e s  nombreux contrôles qui ont é t é  

r éa l i sé s  pour v é r i f i e r  l eu r  spéci f ic i té ,  nous a l lons  r e l a t e r  succinctement 

l e s  d i f férentes  phases qui nous ont amené à adopter l e  mode de préparation 

de l eu r s  marqueurs. 

B - PUTERIEL ET l)1ETHODES 

1 - Bstème col lo ïda l  à base de f e r  

a - Etude de l a  s t a b i l i t é  du système, Nous savons que l 'on  peut 

inverser  l e  signe de l a  charge électr ique de l'hydroxyde de f e r  col loïdal  en 



lui ajoutant certains s e l s  (posons Sm Mn leur  formule ,générale) comme l e  

chlorure de potassium, l e  chromate de potassium ou l e  ferrocyanure de potas- 

sium (KBZEL e t  AYRES, .1931) (426) g on obtient a lors  un colloïde électronéga- 

t i f  qui peut ê t re  u t i l i s é  pour révéler l e s  protéines au microscope électro- 

nique (GASIC e t  al. ,  1968) (427) e t  dont l a  formule générale e s t  l a  suivante 

(voir  l e  troisième chapitre ; p. 157 ) : 

l O00 avec - 2600 

O r ,  ce système colloïdal e s t  t r ès  instable ; il ne peut ê t re  appliqué qu'à 

des pH compris entre 3 e t  6. Pour pouvoir l ' u t i l i s e r  dans l e s  conditions 

définies par l e  paragraphe précédent ( p ~  (; pIa des protéines l e s  plus acides '.. 
pour révéler l1 ensemble des protéines9 e t  9 ( pH 61 0,5 pour mettre en évidence 

\ 

l e s  protéines basiques ou l e s  composantes pmtéiniques basiques), il e s t  donc 

nécessaire d'étendre sa  s t ab i l i t é  dans une g m e  de pH a l lan t  de 4 à 1 2  envi- 

ron. Nous avons réa l i sé  ce t t e  s tabi l i sa t ion en u t i l i san t  l e  principe du 

"relieving effect" (voir l e s  généralités sur l e s  colloïdes ; p. 13 ). 

Le pH du système fht tout d'abord élevé à une valeur faiblement 

basique (environ 8) à l ' a ide  du phosphate disodique pour enipêcher l a  flocula- 

tion lors de son abaissement brutal provoqué par l e  traitement ultérieur,  

puis un polyanion de même charge que l e  colloïde e t  une base furent successi- 

vement ajoutés à l a  solution colloïdale, a f i n  que leur  r61e antagoniste condi- 

tionne l 'élévation de l a  valeur de floculation de cet te  dernière -selon l e  

principe du "relieving effectU- e t  permette a ins i  d 'éviter  la coagulation l o r s  

de l'augmentation de son acidi té  ou de s a  basicité. Nous avons choisi l 'anion 

ci tr ique pour l e s  t r o i s  raisons essentiel les suivantes : 

1 - Outre son action antagoniste vis-à-vis de l a  base, il permet 

d'abaisser l e  pH à une valeur suffisamment basse pour révéler l e s  protéines 

totales. 

2 - Il e s t  pratiquement soluble en toutes proportions en 

milieu aqueux. 

3 - Il permet, lors de l%pplication du marqueur, de complexer 
* 

automatiquement l e s  cations métalliques divalents du t issu ( ~ a  e t  $) e t  



e t  d'annuler a ins i  un facteur d'erreur que ceux-ci pourraient introduire 

dans l a  méthode en captant des particules colloïdales électronégatives. 

E t  nous avons vér i f ié  l a  s t ab i l i t é  des solutions obtenues au cours des 

essais  par des mesures de turbidité effectuées à 400 nm e t  à température 

constante avec un spectrophotomètre C .  ZEISS PMQ II. 

b - Propriétés électriques du système. Les propriétés électr i-  

ques du système collofdal s tab i l i sé  ont é té  étudiées à l ' a ide  d'un tube en U. 

Une importante accumulation de marqueur f u t  constatée au niveau de l 'électro- 

de de plat ine positive (sa couleur v i ra  rapidement au bleu de Prusse à câuse 

d'une floculation provoquée par l a  fo r te  concentration de cet te  zone en 

colloïdes e t  d'une formation subséquente de ferrocyanure ferrique). Ce résul- 

t a t  démontre que l a  mobilité du colloïde demeure négative après l a  stabil isa-  

tion de celui-ci. 

2 - Système colloïdal à base d 'étain 

La solution d'acide a-stanniqua colloïdal électronégatif a 

é té  obtenue suivant l e  principe de l a  méthode préconisée par GH03H e t  DHAR 

(1925) (428). 

C - @3UL'I!ATS 

1 - Système colloïdal à base de f e r  

Nous avons finalement adopté l e  mode de préparation suivant : 

une solution d'hydroxyde de f e r  colloïdal, obtenue en ajoutant 8,11 g p. 100 

de chlorure ferrique à un volume dix fo i s  supérieur d'eau b id i s t i l l ée  bouil- 

lante (conceatration f inale  : 2,12 g de f e r / l i t r c ) ,  a é té  dialysée contre 

10 volumes dl eau d i s t i l l é e  pendant 7 jours (deux changements par jour), 

ajoutée à un volume égal d'acide chlorhydrique 0,0022 TJ de façon à amener 

son pH à une valeur de 3,5 environ, e t  mélangée goutte à goutte, sous agita- 

tion e t  à + 40 C ,  à une solution de ferrocyanure de potassium 8 mM dissous 

dans de l ' eau  b id i s t i l l ée  préalablement bouil l ie  ( 1 / 1 ) .  Cette solution colloï- 

dale -détenant des particules électronégatives- a étéensuite additionnée de 

phosphate disodique M/35 (1/1), agitée pendant quelquss secondes, amenée 

successivement à un pH de 4,2 e t  de 9 avec de l 'acide ci tr ique c r i s t a l l i s é  

e t  de l a  soude 0,5 N, stockee à 40 C ,  puis ajustée extemporanément au pfI 

désiré avec de l 'acide ci tr ique c r i s t a l l i s é  ou de l a  soude 0,l N (ces opéra- 

tions ont é t é  également effectuées à + 40 C ) .  



2 - Système colloldal à base d 'étain 

La solution d'acide a-stannique colloïdal, réalisée en mélan- 

geant goutte à goutte, sous agitation, du chlorure stannique à 1 p. 100 avec 

de l a  soude N/15 de façon à obtenir une solution c la i re ,  opalescente e t  pra- 

tiquement neutre, a é t é  dialysée contre 10 volumes d'eau d i s t i l l é e  pendant 

3 jours (deux changements par jour), évaporée par ventilation de façon à 

réduire son volume de moitié, ajustée au pH basique désiré avec de l a  soude 

N/10, puis stockée à + 40 C.  

II - SPECIFICITE DES METHODES - 

Dans ce paragraphe, nous allons prouver que l e s  paramètres 

prévus dans l a  section 1 ( p ~  des solutions du marqueur ; diamètre des part i-  

' ta in  e t  du colloï- cules colloïdales) assurent à l a  capture du colloïde de 1 é 

de 1 à base de fer ,  l ' e f f i cac i té ,  l a  sens ib i l i t é  e t  l a  spécifici té souhaitées 

pour l 'étude des protéines membranaires -la nature des fonctions susceptibles 

de f ixer  l e  premier a é té  contrôlée directement au niveau des membranes de 

surface ; alors que l a  capacité du second à révéler l'ensemble des protéines 

ou l e s  groupements de point isoionique élevé suivant l a  valeur de son pH 

d'agplication, pour des raisons évidentes, a dueêtre vér i f iée  sur un matériel 

non mernbranaire t r è s  varié contenant notamment des protéines basiques dont 

l e  point isoionique e s t  relativement bien connu (histones) (*)-. 

B - MATERIEL ET METHODES 

1 - Méthodes fondées sur  la  capture du colloïde 1 à base de f e r  

a - Matériel. Le colloïde f u t  appliqué au matériel suivant : 

protéines isolées (gélatine, collagène nat i f  du tendon, histones to ta les  du 

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

(*) Nous remercions Monsieur l e  Docteur Wilheh BEHNHARD, Directeur de 
Recherches au C. N. R. S. e t  Chef du Service de ~~ic roscopie  Electronique 
de l ' I n s t i t u t  de Recherches Scientifiques sur l e  Cancer de Vi l le jui f ,  
pour l e s  conseils e t  cri t iques qu ' i l  a bien voulu nous donner au cours 
de l 'étude de l a  spécif ic i té  de cet te  technique, e t  Monsieur E. PWION, 
Assistant du Laboratoire de Microscopie Electronique de l ' I n s t i t u t  de 
Recherches sur l e  Cancer de Lil le,  pour l a  collaboration qu ' i l  nous a 
apportée dans sa réalisation. 



fo ie  de Rat Wistar sain ; cellules HeLa ; glandes salivaires de larves de 

Chironomes ; Escherichia co l i  ; nucléoles drhépatocytes de Rat sain isolés  

selon la technique de SaDOWSKI e t  STEINER (1968) (429). 

b - Obtention e t  application des solutions 

a - Solu t ionse t  suspensions de protAi_us. La gélatine f u t  

dissoute dans l 'eau à une concentration de 20 p. 100, l e  collagène directement 

inclus dans l a  gélose à une concentration de 5 p. 100, e t  l e s  solutions d1his- 

tones (5  p. 100 dans l 'ac ide  chlorhydrique 0,l N), d'albumine e t  de lysozyme 

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

dtagarose à 10 p. 100 dans l e  rapport des volumes 1/1. 

P - Solution de f i x a t e l .  Nous avons u t i l i s é  une solution de 

formaldéhyde à 1 0 p. 100 dans u n  tampon phosphate 0,1 M de SOERENSEN 7,4). 

La fixation a é té  effectuée à + 40 C pendant une durée variable suivant l e  

matériel. 

Solutions enzymatiques. La DNAse (ldorthington) -dissoute 

à 0,01 p. 100 dans de l 'eau contenant du chlorure de magnésium 0,001 M e t  

ajustée à pH 6,8 avec de l 'ac ide  chlorhydrique N/1 00 ou de l a  soude ~ /100  

suiv,ant l a  nature du matériel t rai té-  e t  l a  RJ$Ase ( ~ o r t h i n ~ t o n )  -dissoute en 

solution aqueuse à O , ?  p. 100 e t  fixée au pH de 6,8- ont été appliquées pen- 

dant 2 heures à 370 C . 

6 - Solutions employées pour l e s  contrôles chimiques. Trois 

solutions ont é té  u t i l i sées  pour ces conCrSles : l a  ninhydrine à 0,5 p. 100 

dans l 'a lcool  absolu -ap~liquée pendant 2 heures à 37"- ; l e  n i t r i t e  de 

sodium à 15 p. 100 dans l l a c ide  acétique à 12,5 p. 100 (LILLIE, 1958) (430) 

-appliqué pendant 5 minutes à l a  température ordinaire- ; e t  l e  méthanol 

r ed i s t i l l é  contenant 0,8 p. 100 d'acide chlorhydrique concentré (FISC~EER e t  

LILLIE, 1957) (431 ) -appliqué pendant 6 heures à 600 C-. 

E -  Solutions c o l l o ï d a l i .  Trois solutions ont é té  appliquées, 

sous agitat ion constante, pendant 15 heures à 40 C : l a  solution du colloïde 

électronégatif d base de fer ,  préparée suivant l e  protocole décri t  dans l e  

paragraphe 1 (p. 74) e t  ajustée aux pH de 4,5 e t  IO,? ( l e  dernier correspond 

au point isoionique moyen des histones) ; une solution témoin de l a  précédente, 



formée de phosphate disodique dlacide c i t r ique  PI/15 e t  de soude 0,1 N 

e t  également f ixée  à ces pH ; e t  une solut ion d'hydroxyde de f e r  col loïdal  

électropositif ,obtenue suivant l e s  modalités exposées dans l e  troisième chapi- 

t r e  (p. 150 ). 

c - W o c o l e s  appliqués aux d i f férents  matériels 

a - Solutions e t  suspensions de protéines. Les p e t i t s  blocs 

de gélose r e f ro id ie  contenant l e s  protéines furent f i x é s  pendant 3 heures, 

lavés dans l e  tampon de SOERENSD? pendant une nu i t  à c e t t e  température e t  

coupés au cryostat  de PEARSE (cryos ta t  ~ r i ~ h t )  à - 200 C. Des coupes de 20 

furent  ensuite  r ecue i l l i e s  dans l e  tampon de SOEFUNSEN, répar t ies  dans des 
C" 

tubes à essa is ,  t r a i t é e s  par l a  solut ion du colloïde électronégatif de pH 

10,5 ou 4,5 -les coupes contenant l e s  histones furent  prjalablement soumises 

ou non à une oxydation ménagée par l a  ninhydrine-, puis observées directement 

ou centrifugées, incluses dans 11Epon9 recoupées à l~ul tramicrotome e t  obser- 

vées au microscope électronique . 
P - Nucléoles i so lés .  Les nucléoles i so lé s  du f o i e  de Rat 

sa in  furent  f i x é s  per l e  formaldéhyde pendant 2 heures, lavés pendant une 

n u i t  à 49  C par l e  tampon de SOERENSEXJ e t  t r a i t é s  par l ' u n  des processus 

suivants : par l e  col lolde électronégatif  au pH 10,5 ; l'hydroxyde de f e r  

co l lo ïda l  é lec t ropos i t i f  ; l a  DNAse puis l e  colloïde é lec t ro~légat i f  Ge pH 10,5 ; l a  

DNAse puis l'hydroxyde de f e r  co l lo ïda l  é lec t ropos i t i f  ; l a  DNAse, l a  LSNAS~ 

e t  l e  col loïde électronégatif ( p ~  10 ,~ )  ; l a  DNAse, l a  ninhydrine (af in  de 

désaminer l e s  protéines) e t  l e  col loïde électronégatif IO,!?) ; l a  DNAse, 

l a  ninhydrine e t  l e  colloïde é lec t ropos i t i f  ; l a  DNAse, l ' a c ide  ni treux (af in  

de désaminer l e s  protéines) e t  l e  col loïde électronégatif IO,!?) ; l a  

DNAse, l ' a c ide  ni treux e t  l e  col loïde électroposi.t if  ; l a  DNAse, l e  méthanol 

( a f in  d ' e s t é r i f i e r  l'ensemble des fonctions acides) et l e  col loïde électro- 

négat if  ( p ~  1 0 , ~ )  ; ou l a  DNAse, l e  méthanol e t  l e  col loïde é lec t ropos i t i f .  

T- Foie de Rat. Les fragments de f o i e  de Rat sa in  furent  

f i x é s  par l e  formaldéhyde pendant 3 heures, lavés une n u i t  à 40 C dans l e  

tampon de SOEmSEN e t  coupés au cryostat  à - 2OQ C. Les coupes de 20 furent  Ĉ  
ensuite  soumises ou non à l a  DNAse ou encore à l a  DXAse e t  à l a  RNAse, t r a i -  

t ées  par l a  solut ion du col loïde électronégatif de pH 10,5 e t  incluses dans 

1' Epon. 



6 - Cellules HeLa, glandes sa l iva i r e s  e t  Escherichia col i .  

Après une f ixa t ion  de 2 heures par l e  formaldéhyde su iv ie  d'un lavage d'une 

n u i t  à 4" C s  l e  tampon de SOERENSEN, l e s  culots  de ces matériels filrent 

suspendus dans l a  gélose chaude (à 5 p. 100) e t  coupés au cryostat  à - 200 C. 

Les coupes de 20 r furent  ensuite  digérées par l a  DNAse, t r a i t é e s  par l a  

solut ion du col loïde électronégatif de pH 10,5 e t  incluses dans 1'Epon. 

d - Technique de microscopie électronique. Les d i f férents  

matériels  précédents ont é t é  déshydratés par 1' éthanol, inc lus  dans 1' Epon, 

coupés à ltultramicrotome SORVALL PORTER BLUM NT 1, e t  observés -sans impré- 

gnation préalable par l e s  s e l s  de plomb e t  d'uranyle- au microscope électro- 

nique SIEMEXS ELNISKOP 1. 

2 - Méthode fondée sur  l a  capture du col loïde de l ' é t a i n  

a - _Matériel. La nature des groupements susceptibles de 

capter  l e s  part icules  d'acide a-starinique col loïdal  a é t é  précisée sur des 

ce l lu l e s  du carcinome asc i t ique  d'EHRLICH, greffées chez l a  Souris Swiss e t  

prélevées 7 jours après l e u r  k j e c t i o n  intrapéri tonéale.  

b - Obtention e t  application des solut ions 

a - Solution de f ixateur .  Nous avons employé l e  formaldéhyde 

à 10 p. 100 en solution dans l e  tampon de SOZFU!JSEN. Les ce l lu l e s  ont été 

f ixées  à 40 C pendant une durée variable suivant l e  traitement appliqué. 

@ - Solutions smplogées pour l e s  c o n t d l e s  chimiques. Le 

mélange méthanol/acide chlorhydrique dé jà  déf in i  (p. 76) e t  l 'é thanol  témoin 

ont é t é  appliqués pendant 17 heures à 600 C, l e  mélange acétylant  -composé 

d'anhydride acétique à 40 p. 100 daas l a  pyridine r ed i s t i l l ée -  e t  l a  pyri- 

dine pure témoin pendant 6 heures à 600 C. 

r- Solution du col loïde électronégatif.  La solution d'acide 

a-stannique col loïdal ,  préparée suivant l e  protocole d é c r i t  dans l e  paragraphe 1 

(p. 75 ) , a é t é  appliquée à pH 7 ,  sous agi ta t ion  à + 40 C , pendant 1 heure. 



c - Protocoles appliqués au matériel 

a -,Cellules estérif iées.  Les cellules furent fixées pendant 

4 heures, lavées abondamment pendant 1 heure à 40  C dans l e  tampon de SOEIIFSTSEN, 

déshydratées par 1' éthanol, es tér i f iées  ou t ra i t ées  par 1' éthanol témoin, réhy- 

dratées, lavées par l ' eau dis t i l lée ,  soumises à l ' ac t ion de l a  solution du 

colloïde électronégatif, lavées par l ' eau d i s t i l l é e  e t  l e  tampon de SOEREVSEN, 

post-fixées par l e  tétroxyde d'osmium (1 p. 100 dans ce tampon) pendant 4 heure, 

déshydratées par l 'éthanol e t  incluses dans lfEpon. 

@ - Cellules acétylées. Les cellules furent fixées pendant 

5 heures, lavées abondamment pendant 1 heure à 40 C dans l e  tampon de SOERENSEI!, 

déshydratées par l 'éthanol, lavées par l a  pyridine, acétylées (de façon à 

bloquer leurs radicaux aminés) ou t ra i t ées  par l a  pyridine témoin, réhydratées 

e t  lavées par l 'eau d i s t i l l ée ,  soumises à l ' ac t ion du colloïde électronégatif, 

lavées, ps t - f ixées  e t  incluses comme précédemment. 

d - Technique de microscopie électronique. Le matériel a été 

déshydraté par 1 y éthanol, inclus dans llEpon, coupé à 1 'ultramicro tome e t  obser- 

vé au microscope électronique -après avoir é té  contrasté ou non par l ' acéta te  

dluranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb-. 

C - lU3SULTATS 

1 - Résultats obtenus avec l e  colloïde 1 à base de f e r  

a - Protéines dissoutes ou suspendues en gélose. 

a - Observation en tubes à essais. Toutes l e s  suspensions 

de coupes t ra i t ées  par la solution du collolde électronégatif de pH 4,5 furent 

teintées en rouil le.  Par contre, seules l e s  coupes contenant l e s  histones non 

t ra i t ées  par l a  ninhydrine e t  l e  lysozyme présentèrent une coloration avec l a  

solution de pH 10,5 (pl.  1 g f ig.  a) .  

P - Observation au microscope électronique. Toutes l e s  pro- 

téines t ra i t ées  par l a  solution du colloïde électronégatif de pH 4,5 -sauf l e  

collagène- présentèrent des plages de particules granulaires d'un diamètre moyen 

de 4 m. Sur l e  collagène, ces dernières se répart irent  uniquement sur  l e s  f ibres  



(pl. 1 ; f ig .  b) ,  Parmi l e s  coupes de protéines t r a i t é e s  par l a  solution de pH 

10,5, ce l l e s  qui contenaient l e s  histones e t  l e  lysozyme présentèrent seules 

ces plages (Pl. 1 ; f ig .  c e t  d).  

b - Nucléoles i so lé s  

a - Résultats obtenus avec l a  solut ion col loïdale de pH 10,S. 

Les nucléolas non t r a i t é s  par l a  DNAse ne présentèrent que quelques dép8ts de 

par t icu les  col loïdales  au niveau de l eu r  couronne périnucléolaire. Quand l e  

protocole expérimental comporta une digestion à l a  DNAse ou une double diges- 

t ion  par l a  DNAse e t  l a  RNAse, un marquage beaucoup plus important e t  plus in- 

tense apparut sur c e t t e  zone dans l e s  deux cas, mais un dép8t de colloïde f u t  

également constaté sur l e s  bordures du réseau f ibri l lo-granulaire  e t  au niveau 

des travées issues de l a  couronne périnucléolaire dans l e  premier (Pl. 2 ; 

f ig .  a ) .  

P - Résultat obtenu %nec l a  solut ion du colloïde élec~mjo&- 

t i f .  Un important marquage apparut dans tout  l e  corps nucléolaire (PI. 2 ; - 
f i g .  b). 

2'- Résultatsobtenus avec l e s  contrôles cytochimiques. 

Les r é su l t a t s  sont résumés dans l e  tableau III de l a  page 81 e t  sont i l l u s t r é s  

par  l a  planche 2 (Fig. c, d, e e t  f ) . 
6- Résultat obtenu avec l e s  nucléoles t r a i t é s  par l a  D I A I  

e t  l e  colloïde é l e c t r o ~ o s i t i f .  Les nucléoles furent  marqués dans tout  l e u r  

volume sauf au niveau de l e u r  couronne périnucléolaire (pl .  3 ; f i g  . a )  . 

c - Foie de Rat 

a - Résultats obtenus avec l e  t i s s u  t r a i t é  directement par 

l a  solut ion col loïdale de pH 10,S. Seuls, l e  hyaloplasme e t  l e s  lamelles ergas- 

toplasrniques prisentèrent  un dépôt de par t icu les  colloïdales,  celui-ci é t an t  

toutefo is  plus dense s u r  l e s  secondes s tructures.  

/3 - Résultats  obtenus avec l e  t i s s u  di&-ar l a  DNAse e t  

t r a i t é  par l a  solution col loïdale de pH 10,S. Les cytoplasmes présentèrent une 

r épa r t i t i on  de marqueur identique à l a  précédente. Les noyaux dét inrent  une 

r épa r t i t i on  homogène de part icules  col loïdales  au niveau de l eu r  nucléoplasme, 
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mais le dépôt de ces dernières parut particulièrement dense sur les zones 

périnucléolaires et périmembranaires. Seuls, les pores de l'enveloppe nucléaire 

apparurent clairs et bien dessinés. Dans l'ensemble, les images rappelèrent 

celles que l'on obtient lorsque l'on contraste la trace de la chromatine par 

l'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. 

Résultats_obtenus avec le tissu digéré par la DNAse et la 

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

ont été rigoureusement identiques à celles de l'expérience précédente. 

d - Cellules HeLa. Les cellules HeLa présentèrent un marquage 
identique à celui que nous avons décrit au sujet des hépatocytes de Rat sain, 

toutefois, le dépôt de leurs zones périmembranaire et périnucléolaire fut un 

peu moins prononcé à cause de la densité plus faible de leur hétérochmmatine. 

Dans les cellules en mitose, les chromosomes appament très contrastés par 

rapport aux régions interchromatiniennes restées claires (pl, 4 ; fig. a). 

e - Glandes salivaires de larves de chimnomes. Après -la diges- 
tion à la DNAse et l'action de la solution colloïdale de pE 10,5, les chromo- 

somes géants présentèrent un dépôt très dense de particules colloïdales (PX. 4 ; 

fig. b). 

f - Escherichia coli. Après la digestion à la DNAse et l'action 

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

bactérien sauf au niveau des zones nucléaires. 

2 - Résultats obtenus avec le colloïde de l'étain 
a - Cellules estérifiées. La morphologie cellulaire parut 

respectée d'une façon satisfaisante par lû. méthode. Un marquage dense et continu 

fut observé au niveau de la membrane de surface des cellules estérifiées ; mais 

les cellules témoins non estérifiées ne présentèrent que quelques dépôts épais 

de particules colloldales sur leur membrane -semblant moins retenues par une 

affinité quelconque que présentes à la suite d'm lavage inopérant- (pl, 5 ; 

fig. a, b et c). 



b - Cellules acétylées, Aucun dépôt de marqueur na f u t  constaté 

avec les  cel lu les  acétylées (PI. 5 ; f ig .  d). 

D - DISCUSSIONS 

Les résul ta ts  précédents appellent l e s  commentaires suivants : 

1 - Le formaldéhyde de l a  fixation devrait théoriquement bloquer l e s  groupes 

minés des protéines e t  introduire un important facteur d'erreur dans l e s  résul- 

t a t s  des deux méthodes précédentes (FRENCH e t  EDSALL, 1 945) (432). Cependant, 

on peut considérer que ce facteur e s t  négligeable, car La réaction e s t  réver- 

s ib le  dans l e s  conditions d'emploi du fixateur (fixation effectuée à 49 C 

suivie d1 un lavage dl une nuit  du matériel) : de nombreux auteurs montrèrent 

que ce traitement histologique n 1 e n t r a h a i t  aucune modification significative 

de l a  réact iv i té  des radicaux basiques protéiniques, e t  PErlARSE prouva que l a  

caséine isolée  fixée de cet te  manière ne détenait plus que 2,6 p. 100 d1aldéhy- 

de l i é q r è s  un lavage d'une heure e t  demie (P~wE:, 1960) (433). 

2 - La capture du colloïde 1 électronégatif à base de f e r  par l e s  histones 

de l a  chromatine nécessite une digestion préalable par l a  DNAse pour deux 

raisons : ce traitement élimine l e s  groupements phosphoryle de l ' A D N  e t  avec 

eux l a  barr ière  de répulsion qui empêche l e s  particules de se f i xe r  sur l e s  

radicaux basiques protéiniques ; e t  il l ibère  l e s  groupes aminés des histones 

engagés dans une l ia ison ionique e t  hydrogène avec l e s  groupements O-phospho- 

ryle de l 'ADN (LEWIN, 1969) (434) -le pourcentage des groupes masqués e s t  

de l 'ordre de 80 p. 100 ; c ' es t  ce qui explique l e  marquage léger mais non 

négligeable que l 'on obtient malgré tout au niveau de l a  chromatine des nucléo- 

l e s  non t r a i t é s  par l'enzyme-. 

Il peut sembler curieux que l ' in tens i té  de marquage des ribosomes 

n ' a i t  pas é t é  dépendante du traitement par l a  RNAse, car l 'on  s a i t  que l e s  

protéines basiques de ces derniers sont probablement associées à des ARN 

(PE'~%w"JN, 1964) (435 ). Eh f a i t ,  ce t t e  indifférence peut s'expliquer par l a  

peti te t a i l l e  e t  l a  compacité de ces structures, interdisant toute pénétration 

du colloïde : son dépst à leur surface a t t e in t  vraisemblablement t r è s  v i t e  l a  

saturation ; il ne peut donc traduire l e s  variations de l a  densité des radi- 

caux basiques sous-jacents. 



3 - Il e s t  légitime de penser que l e s  granules e t  l e s  f i b r i l l e s  du nucléolonéma 

possèdent des protéines basiques (MUNDELL, 1 968) (436) ; on peut donc s1 étonner 

des résul ta ts  appâramment contradictoires qui ont é t é  observés avec l e s  nucléo- 

l e s  i solés  e t  l e s  nucléoles des hépatocytes coupés au cryostat : marquage nul 

du réseau fibrillo-granulaire des premiers (PI. 2 ; fig. a )  ; marquage de cet te  

zone chez 30 p. 100 environ des seconds. En réal i té ,  il es t  probable que l e  

plan de coupe contribue dans certains cas à éliminer l e s  facteurs qui s'oppo- 

sent à l a  fixation du marqueur dans ce t te  région, en perturbant par exemple 

l'organisation des macromolécules de ce t te  dernière ou encore en éliminant 

certains radicaux qui exercent une répulsion sur l e  collolde ; ces facteurs 

peuvent ê t re ,  à notre avis, de t r o i s  ordres : 

-La migration des particules colloïdales peut ê t re  freinée 

par l e  t ravai l  des forces de f r i c t ion  qui s'opposent à leur énergie de diffu- 

sion. 

- La barrière de potentiel,  causée s o i t  par l e s  groupements 

phosphoryle non masqués e t  l e s  groupes carboxyle de l a  chromatine périnucléo- 

l a i r e  non t ra i t ée  par l a  DNAse, s o i t  simplement par l e s  derniers après l lél imi- 

nation de ltADJ!T, peut empêcher un certain nombre s ta t is t ique de particules 

électronégatives d'atteindre l e  centra du nucléole. 

-Enfin, l a  d i f f icul té  de marquage du réseau fibrille-granulaire 

peut ê t r e  due à l a  nature e t  à l a  configuration spatiale des protéines acides 

qui enrobent l e s  ï3TP granulaires e t  f i b r i l l a i r e s  de cet te  zone (~\.UOZZI e t  

BERNHARD, 1963) (437). Non seulement ces composés peuvent exercer une force de 

répulsion sur l e  colloïde électronégatif, mais leur richesse en groupes sulfhy- 

dryle e t  en ttpontsn disulfures (SANDRITTER e t  KRYGIER, 1953) (438) l a i s se  

présager un encombrement stérique tout à f a i t  défavorable à l 'accès du marqueur 

vers l e s  radicaux basiques sous-jacents . 
L'influence des deux premiers facteurs e s t  certainement négligeable, car l a  

répart i t ion du colloïde électropositif dans tout l e  volume nucléolaire ne souf- 

rit jamais aucune exception (PX. 2 ; f ig.  b) , malgré l a  dimension de ses parti- 

cules (sensiblement identique à cel le  du colloïde é1e~t roné~a t i . f )  e t  Ilexistence 

d'une importante barrière de répulsion résultant notamment du démasquage des 

radicaux basiques par l a  DNAse. Il e s t  donc probable que ce sont l e s  derniers 

paramètres qui exercent l ' ac t ion l a  plus déterminante. 



4 - Lors de l'examen du collagène natif traité par le colloïde électronégatif 
du fer, nous avons constaté que les particules colloïdales étaient distribuées 

préférentiellement selon une configuration hélicoïdale ePas de l1 hélice PU 60 ar) 

(PI. 1 ; fig. b). Ce résultat semble confirmer l'hypothèse émise à la suite 

de certains travaux effectués notamment à l'aide de la méthode de "coloration" 

à l'acide phosphotungstique (KUHN et al,, 1957) ( 439), selon laquelle les 

radicaux basiques appartenant plus particulièrement à la lysine de cette 

scléroprotéine acide seraient répartis sur plusieurs bandes hélicoïdales (2 à 

10) d'un pas moyen de 64 à 70 nm (selon l'état dlhydratation). 

5 - Deux remarques sont formulables sur les contrôles chimiques de la spécifi- 
cité du colloïde électronégatif à base de fer : 

- La rapidité d.e la désanination semble indiquer que les parti- 
cules électronégatives sont préférentiellement captées par les groupements 

lysyle (LILLIE, 1955 (440) ; DEITCH, 5961 (441)). 

- Et le léger affaiblissement du marquage observé après l'oxyda- 
tion à la ninhydrine  ableau au 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 (PUCETLER et SWEAT, 1962) 

( 442) 

6 - Seuls les composés porteurs de groupements lysyle, guanidyle et histidyle 
sont susceptibles d'être révélés à pH 10,5, D'une part, les deux autres 

catégories importantes de substances détenant des groupes basiques (osamines 

glycanniques et phospholipides) ne peuvent capter le colloïde électronégatif 

du fer à ce pH pour les raisons suivantes : la plupart des phospholipides ont 

un point isoionique acide ou se comportent comme des ''zt.aitterion~'pmtiquement 

neutres à cause de leur base forte et de leur acide fort -c'est le cas des 
4 lécithines et des sphingophospholipides- g et les radicaux cationiques des 

sucres aminés ont généralement un pKa très bas, voisin de 7 à 200 C. D'autre 

part, la délocalisation électronique des chaînes polypeptidiques abaisse le 

p h  des radicaux aminés terminaux bien en dessous de la valeur moyenne qui 

est généralement la sienne quand les acides minés ne sont pas conjugués, 

comme on peut d'ailleurs en juger par les quelques données suivantes détermi- 

nées à 250 C par STEmIiARDT et BEYCHOK (1964) (443) : 



Alanine pKa : 9,69 

L-Uanyl-L-alanine 8,14 

L-Alanyl-L-alaql-Lalanine 8,03 

L-Alanyl-Lalanyl-L-alanyl-L-alanke 7,94 

7 - La présence des groupements de point isoionique élevé dans une structure 
tissulaire n'est pas une condition suffisuita pour obtenir un marquage déce- 

lable au microscope électronique avec le colloïde électronégatif du fer, car 

le point isoionique total de la zone où sont localisées ces fonctions peut 

être abaissé par la présence d'un composé très acide interpénétrant ses 

groupes avec les précédents. 

8 - En révélant les groupements de point isoionique élevé, le colloïde 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 à la siite de la distribution ou de l'orientation particu- 

lière de certains groupes appartenant à des protéines acides (nous avons déjà 

envisagé cette hypothèse dans llintroduction de cette section). Le cas 

intéressant du collagène natif fournit un exemple très démonstratif de la 

seconde éventualité (voir le commentaire 4) . 

9 - Enfin, le dépôt très faible, presque inexistant, de l'hydroxyde de fer 
électropositif au niveau de la couronne périnucléolaire dépourvue de son ADN 

-à la suite de la digestion ~ ~ ~ s i ~ u e -  (pl. 3 ; fig. a) semble prouver l'affini- 

té du colloïde pour les groupes phosphoryle des acides nucléiques, contraire 

ment aux dires de certains auteurs (GANSER et JOLLES, 1969) (444) (voir le 

chapitre 3 ; p. f 75). 

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 : 



1 - Le colloïde 1 électronégatif à base de fer (diamètre des particules 

4 nm) est susceptible de révéler au microscope électronique deux catégories 

de composés tissulaires : 

- Les protéines totales (l'ensemble des protéines acides et 
basiques) -le colloïde marque l'ensemble des groupements basiques protéini- 

ques dans le cas idéal possédant la totalité de leurs fonctions 

acides ; pH d'application ' pIa des protéines les plus acides) ; cette -+ 
propriété reste donc valable pour les protéines préalablement estérifiées 

(le pH dtapplication peut alors être beaucoup plus élevé)-. 

- Et les protéines basiques ou les composantes protéiniques 
basiques appartenant à des protéines acides ( p ~  d'application ~3 pIa des 

groupements de ces composés). 

2 - Ltacide a-stannique colloïdal (diamètre des particules au microscope 
électronique ~u 1 nm) convient pour la mise en évidence de l'ensemble des 

pro téines tissulaires dans les conditions précédemment déf hies -il est capté 

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

III - APPLICATIONS 
A - INTRODUCTION 

Pour étudier l'organisation de la membrane de surface, nous 

avons appliqué les deux colloïdes du fer et de l'étain en tenant compte des 

conditions précédemment définies. Les deux marqueurs ont été utilisés pour 

déterminer la disposition de l'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 RESULTBTS 
1 - Etude de la disposition des protéines de la membse de surface 

a - Etude réalisée à l'aide du colloïde 1 électronégatif à base 

de fer 

a - Protocole expériraenta1 
- Natériel. Les expériences qui suivent ont été effectuées sur 

les tissus et les souches cellulaires suivants : foie de Rat Wistar sain 



adulte ; fibroblastes embryonnaires de Souris Swiss saines sacrif iées après 

10 jours de gestation, cult ivés dans l e  milieu H.L.E.G. e t  prélevés en couche 

confluente (stade de lf inhibition de croissance par densité) ou en phase 

exponentielle de croissance par grattage dans une solution de HANK ajustée 

à pH 7 avec du bicarbocste de sodium ; cellules HeLa e t  KB cultivées de la  

même manière e t  prélevées en phase exponentielle de croissance ; cellules du 

carcinome ascitique dfEHRLICH greffées chez l a  Souris S~r iss  e t  C 57 femelle, 

prélevées 7 jours après l eur  injection intrapéritonéale e t  recueil l ies dans 

l a  solution de KANK ; e t  cel lules de l'hépatome ascitique de ZAJDELA ponction- 

nées e t  recuei l l ies  de l a  même manière. 

- Matériel t r a i t é  directement par l a  solution colloldale de 

pH 4,5. Dès leur  prélèvement, l e s  fragments de fo i e  furent f ixés  par l a  

solution de formaldéhyde tamponnée (à 10 p. 100) pendant 2 heures à 40 C ,  puis 

coupés au cryostat de PEARSE à - 200 C (coupes de 20 recuei l l ies  dans l e  t= 
tampon de SOERENSEN). Les coupes e t  l e s  cel lules furent ensuite fixées à 

4" par l a  solution de formaldéhyde -2 heures pour l e  fo ie  e t  4 heures pour 

l e s  cellules-, lavées dans un tampon de pH 4,5 formé de phosphate disodique, 

d'acide ci tr ique e t  de soude (voir l e  paragraphe II ; p. 76), t ra i tées  sous 

agitat ion par la solution colloïdale de pH 4,5 pendant 20 heures à 40 C,  

lavées à nouveau par l e  tampon témoin de pH 4,5 e t  l e  tampon de SOERETEXN, 

post-fixées pendant 4 heure par l e  tétroxyde d'osmium (à 1 p. 100 dissous 

dans ce dernier),  déshydratées par l fé thanol ,  incluses dans llEpon e t  obser- 

vées au microscope électronique. 

-Matériel t r a i t é  par l a  neuraminidase e t  par l a  solution colloï-  

dale de pH 4,5, Les f r a g e n t s  de t i ssu  furent f ixés  e t  coupés comme précédem- 

ment ( l e s  coupes étant  recuei l l ies  dans un tampon de pE 5,5, (aclétate de eo- 

dium 0,05 M contenant 1 p. 100 de chlorure de sodium e t  0,l p. 100 de chlo- 

rure de calcium)), l e s  ce l lu les  t r a i t ées  par l e  même fixateur pendant 3 heure 

à 49 C e t  lavées dans l e  tampon de pH 5,5, puis l e s  coupes e t  ces dernières 

furent t ra i tées  en suspension e t  sous agitation, pendant 4 heures à 37W, 

par une solution de neuraminidase du Vibrio cholerae (neuraminidase LIGHT 

à 125 ~ / m l )  ou par l a  solution témoin de pH 5,5, lavées dans l e  tampon de 

SOERENSEN, fixées à nouveav, par l e  formaldéhyde à 49 C -2 heures pour l e s  

coupes e t  3 heures e t  demie pour l e s  cellules-, lavées abondamment dans l e  

tampon de SOEIUQ?Sm pendant 1 heure à 42 C, lavées dans l e  tampon de pH 4,5 



déjà cité, traitées sous agitation par la solution colloïdale de pH 4,5 

pendant 20 heures à 40 C, lavées, post-fixées, déshydratées, incluses et 

observées comme précédemment. 

-Matériel estérifié et traité par la solution colloldale de 

p H  4.5 ou 9. Les coupes de foie (effectuées comme précédemnent et recueil- 

lies dans le tampon de SOERENSEN) et les cellules furent fixées à 40 C par 

la solution de formaldéhyde -2 heures pour le tissu et 4 heures pour les 

cellules-, lavées abondamment dans le tampon de SOEREMSEN pendant 1 heure à 

4W, déshydratées par l'éthanol, traitées pendant 17 heures, à 609 C, 

par l'éthanol témoin ou le mélange de méthanol et d'acide chlorhydrique déjà 

défini afin d'être estérifiées (paragraphe II ; p. 76), réhydratées, lavées 

dans le tampon de pH 4,S ou 9 cité précédemment (paragraphe II ; p. 76), 

traitées sous agitation par la solution colloïdale de pH 4,S ou 9 pendant 

1 heure à 4" ((durée déterminée afin de ne marquer que la membrane de sur- 

face), lavées, pos t-f ixées ou non, déshydratées, incluses et observées sui- 

vant un protocole déjà exposé après avoir été contrastées ou non par l'acé- 

tate d'uranyle et le citrate de plomb. 

- Matériel estérifié, délipidé et traité par la solution colloï- 
dale de pH 4.5. Le protocole se composa des différentes phases précédentes 

et d'une délipidation réalisée juste après le stade de l'estérification 

de la façon suivante : par l'éthanol pur pendant 6 heures à 600 C ; ou par 

un mélange de chloroforme et d'éther (1/1) pendant 3 heures à la température 

ordinaire ; ou encore par un mélange de chloroforme et de méthanol (1/1) 

pendant 3 heures à 600 C. 

-&tériel traité par la pnospholipase C, estérifié et traité 

par la solution colloldale de pR 4,5. Les coupes de foie (réalisées comme 

précédemment et recueillies dans un tampon TRIS (*))et les cellules (préala- 

blement lavées dans le même tampon) furent sodses pendant 1 heure, à 370 C, 

à l'action du tampon TRIS témoin ou de la phospholipase C du Clostridium 

welchii -dissaute dans ce dernier à raison de 1 mg d'enzyme pour 20 m l  de -- 
solution (phospholipase C SIGMA à i ~/mg)-, lavées dans le tampon de 

(*) Pour 100 m l  : TRIS (hydroxyméthyl amino méthane) : 0,060 g ; chlorure 

de calcium : 0,044 g ; la solution est ajustée à pH 7 avec de l'acide 

chlorhydrique concentré. 



SOEXBNSEN e t  t r a i t ées  suivant l e  protocole qui f a i t  sui te  au mode d'obtention 

des coupes du paragraphe "Matériel e s t é r i f i é  e t  t r a i t é  par l a  solution colloï- 

dale de pH 4,s ou 9" (p. 89) -seule, f u t  appliquée l a  solution colloïdale de 

pH 4,5-. 

$ - Résultats 

- Résultat obtenu avec l e  matériel t r a i t é  directement par la  

solution co l l o~da l e  de PH 4,S. La morphologie cel lu la i re  fu t  convenablement 

respectée par la méthode, mais aucun dépôt de particules colloïdales n'apparut 

au niveau des membranes de surface (pl.  6 ; f ig .  a) .  

- Résultat obtenu avec l e  matériel t r a i t é  par l a  neuraminidase 

e t  l a  solution colloïdale de pH 4,S. Les glycolemmes des cellules examinées 

présentèrent un dépôt f in ,  granulaire e t  peu régulier  de marqueur (pl. 6 ; 

f ig.  II). 

- Résultat obtenu avec l e  matériel es té r i f i é  e t  t r a i t é  par 

l a  solution colloïdale de pH 4,5. Un dépôt épais, dense, régulier e t  granulaire 

f u t  constaté au niveau du glycolemme e t  d'une par t ie  du plasmolemme -vraisembla- 

blement l e  f eu i l l e t  plasmique externe- des cellules normales e t  tumorales. 

Sa répart i t ion seinble relativement continue e t  se superposa à l a  zone contras- 

tée par l ' acéta te  d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb de l a  périphérie cel lu la i re  

(pl. 7, 8 e t  9). 

- Résultat obtenu avec l e  matériel t r a i t é  ou non par l a  phos-- 

p ho lipase C e t  e s té r i f i é ,  ou délipidé ou non e t  es-fié, puis t r a i t é  par l a  

solution colloïdale de $I 4.5 ou 9. Aucune différence n'a été observée entre 

l e s  marquages de ces expériences e t  ceux qui ont é té  décri ts  dans l e  paragraphe 

précédent (pl.  10). 

b - Etude effectuée à l ' a ide  de l 'acide a-stamique colloïda& 

a - Protocole expérimental. Le matériel précédemment c i t é  (p. 87) 

f u t  es té r i f i é ,  t r a i t é  par l a  solution d'acide a-stannique colloïdal ajustée 

aux pH de 7 e t  9 (paragraphe II ; p. 78), post-fixé ou non par l e  tétroxyde 

d'osmium e t  contrasté ou non par l ' acéta te  d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb. 

fi - Résultats. Comme précédemment, un marquage épais, dense e t  

régulier apparut au niveau du glycolemme e t  d'une par t ie  du plasmolemme 

-vraisemblablement l e  f eu i l l e t  plasmique externe- des cellules normales e t  



tumorales, mais sa répart i t ion sembla moins granulaire, plus uniforme e t  plus 

continue (Pl. 1 1 ) . 
2 - Recherche des groupements de point isoionique élevé EU niveau de l a  zone 

périphérique hydrophile 

a - Protocole expérimental 

a - Matériel. Les expériences qui suivent ont é té  effectuées 

sur l e  matériel précédemment c i t é  (p. 87). 

$ - Matériel t r a i t é  directement par l a  solution du colloïde 

dlectronégatif à base de -- f e r  ajustée à pH 8, 9 e t  10. Dès leur  prélèvement, 

l e s  fragments de t i s su  furent f ixés  par l e  formaldéhyde tamponné pendant 

2 heures à 40  C ,  puis coupés au cryostat. Les coupes e t  l e s  cellules furent 

ensuite f ixées à 4 0  C par l e  formaldéhyde -1 heure pour l e  foie  e t  3 heures 

pour l e s  cellules-, lavées abondamment dans l e  tampon de SOIiRE=NSEN pendant 

1 heure à 40  C, lavées dans un tampon formé de phosphate disodique, d'acide 

ci tr ique e t  de soude a jus té  au même pH que l a  solution colloïdale (voir l e  

paragraphe II ; p. 76), t r a i t ées  sous agitation par l a  solution colloïdale 

ajustée aux pH 8, 9 ou 10 pendant 20 heures à 40 C, lavées de nouveau dans l e  

tampon de mêmes pH que ces solutions, lavées dans l e  tampon de SOERENSEN, 

post-fixées ou non, déshydratées, incluses dans ltEpon e t  observées au micros- 

cope électronique après avoir é t é  contrastées ou non par l 'acétate dluranyle 

e t  l e  c i t r a t e  de plomb. 

CS- Matériel t r a i t é  par l a  neuraminidase e t  par l a  solution 

colloîdale ajustée à pH 8, 9 ou 10. Les fragments de fo ie  furent f ixés e t  

coupés comme précédemment ( l e s  coupes étant recuei l l ies  dans l e  tampon de 

pH 5,5 déjà défini ; p. 88), l e s  cellules t ra i t ées  ' par l e  même fixateur pendant 

4 heure à 4" e t  également lavées dans ce tampon, puis l e s  coupes e t  ces 

dernières furent soumises à l ' ac t ion de l a  neuraminidase du Vibriocholerae 

ou de l a  solution témoin suivant un protocole exposé plus haut, lavées dans 

l e  tampon de SOEmNSEN, fixées à nouveau par l e  formaldéhyde à 40 C -1 heure 

pour l e s  coupes e t  2 heures e t  demie pour l e s  cellules-, lavées abondamment 

dans l e  tampon de SOERENSEN pendant 1 heure à 4 0  C e t  dans l e  tampon témoin 

de même pH que l a  solution colloïdale, t r a i t ées  par l a  solution colloïdale, 

post-fixées ou non, déshydratées, incluses e t  contrastées ou non suivant l e  

processus décr i t  dans l e  paragraphe précédent. 



b - Bésultats 

a - -- Résultat obtenu avec l e  matériel t r a i t é  directement par 

l e s  solut ions col loïdales  de pH 8, 9 ou 10. A~icun dépôt de col loïde ne f u t  

observé au niveau de l a  membrane de surface des cel lules .  

fl - Résultat obtenu avec l e  matériel t r a i t é  par la neuramini- 

dase e t  l a  solut ion col loïdale de pH 8, 9 ou IO.  Les hépatocytes de Rat sain 

e t  l e s  ce l lu l e s  asc i t iques  présentèrent un dépôt f i n  e t  r é p a r t i  de place en 

place au niveau de l e u r  glycolemme ; mais aucun marquage ne f u t  constaté sur  

l a  membrane de surface des autres  souches ce l lu l a i r e s  (pl .  12, 13 e t  14 (fig. a 

e t  b ) ) .  

C - DISCUSSIONS 

Un ce r t a in  nombre de remarques peuvent ê t r e  formulées au 

regard des r é su l t a t s  précédents : 

1 - Le dépôt du col loïde à base de f e r  e s t  beaucoup plus la rge  quand l e s  

cel lules  sont  e s t é r i f i é e s  ; il e s t  r é p a r t i  su r  l a  t o t a l i t é  du glycolemme e t  

semble même pénétrer dans l a  par t ie  externe du plasmolzmme. Ce traitement 

e s t  donc nécessaire pour annuler l e s  forces répulsives exercées par l e s  fonc- 

t ions acides de l a  membrane de surface s u r  l e s  part icules  colloldales.  

La densité du marquage ne semble d ' a i l l eu r s  pas dépendre du pH de l a  solu- 

tion col loïdale n i  de l 'é l iminat ion des phospholipides ou de leurs  groupe- 

ments cationiques par l a  dél ipidat ion ou l ' ac t ion  de l a  phospholipase C.  

Ceci peut ê t r e  expliqué par l e s  t r o i s  causes suivantes : 

- La technique n 'es t  probablement pas assez sensible pour 

traduire la  perte  de ces composés. 

- Une grande par t ie  des phospholipides e s t  certainement 

ex t ra i t e  a u  cours de l ' e s t é r i f i c a t i o n  par l e  méthanol. 

- E t  l a  plupart des osamines glycanniques détenues par l e s  

membranes c e l l u l a i r e s  sont  IV-acétylées . 
2 - Le marquage de l a  membrane de surfzce des ce l lu les  e s t é r i f i é e s  par l e  

colloïde du f e r  e s t  d i f f i c i l e  à i n t e rp ré te r  à cause du diamètre des particu- 

l e s  de ce dernier  ( w 4 nm) (pl.  9) ,  mais il en e s t  autrement des t races  

obtenues avec l ' ac ide  a-stannique col loïdal .  Le dépôt e s t  i c i  beaucoup plus 
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uniforme et moias granulaire et ressemble davantage à une imprégnation clas- 

sique. Il est constitué par un ensemble de petites condensations très contras- 

tées, dont la disposition semble démontrez l'existence d'une distribution 

continue de protéines dans les régions marquées (le glycolemme et vraisem- 

blablement le feuillet plasmique externe) (PI. 1 1 ) . Némoins, ces résultats 
doivent être analysés avec beaucoup de prudence, car 1' élimination d'une gran- 

de partie des lipides lors de l'estérification par le méthanol, la polymérisa- 

tion tridimensionnelle de ltEpon au cours de 1' inclusion et l'action du fixa- 

teur peuvent perturber l'organisation des protéines et la répartition des 

particules colloïdales (le glutaraldéhyde, par exemple, fait perdre environ 

20 p. 100 de conformations hélicoldales aux protéines des membranes érythro- 

cytaires quand il est employ6 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 colloïdal au matériel 

cellulaire déjà cité après avoFr acétylé ses radicaux aminés. Aucun marquage 

nta été observé par cette méthode. Il est possible que le résultat négatif 

soit dd à l'action de l'anhydride acétique et de la pyridine employés au 

cours du traitement, car un certain nombre d'auteurs montrèrent que ces compo- 

sés avaient la propriété de bloquer les groupements carboxyle des "mutines" 

métachromatiques en lactonisant vraisemblablement leurs acides sialiques 

(TERNER et LEV, 1963 (446) ; MBTERAZZI et FERRETX, 1969 (447) ) . La suppression 
des groupes acides et basiques du glycolemme pourrait avoir pour effet, en 

créant une zone neutre à la périphérie des cellules, d'empêcher l'accès des 

particules colloZdales vers les sites restés négatifs du plasmolemme sous- 

jacent. 

4 - Nous avons vu précédemment que l'élimination de l'acide sialique favori- 
sait le marquage du glycolemme des cellules quand celles-ci étaient traitées 

par un colloïde électronégatif. Ceci confirme les travaux de GASIC et al. 

(1968) (448) et de WEISS et al. (1968) (4.49) (voir les généralités ; chapitre 

second ; p. 57), et prouve que les groupements basiques protéiniques du glyco- 

lemme sont localisés dans la rdgion sous-jacente à la zone superficielle qui 

détient la plupart des groupes sialosyle. 



S i  l 'on t i en t  compte de ce résu l ta t  e t  de ce qui a déjà é t é  d i t  dans l ' intro- 

duction de ce t te  section e t  dans la discussion du paragraphe II (p. 71 e t  86), 

l a  mise en évidence sur l e s  hépatocytes du Rat e t  sur l e s  cellules ascitiques 

de groupements de point isoionique élevé (pl.  12 e t  13) peut avoir deux 

significations : e l l e  traduit l 'existence de certaines protéines basiques 

localisées sous l a  couche l a  plus superficiel le du glycolemme de ces cellules 

-il pourrait s ' ag i r  de protéines basiques semblables à cel les  qui composent 

en grande partie, par exemple, la fraction protéinique soluble de l a  membrane 

de surface du foie  de Rat (BFSJEDETTI e t  EMMELOT, 1968) (450), car il es t  

possible que certaines de ces dernières soient d'origine membranaire- ; ou 

révèle l a  présence de groupements acides et.basiques (lysyle, guanidyle e t  

hist idyle)  appartenant à des pro téines acides, orientés ou distribués dt une 

façon part iculière sous cet te  zone. La seconde éventualité peut ê t r e  due à l a  

conformation propre des membranes de surface, mais e l l e  peut résul ter  aussi 

d'une perturbation de l a  structure de certaines protéines causée par deux 

facteurs d ' erreur : 

- L'action du formaldéhyde au cours de l a  f ixation des cellules 

(voir l e  paragraphe 2 de ce t te  discussion ; p. 93). 

- E t  la réorientation de certains groupes à l a  su i t e  de 

l 'élimination sélective de l 'ac ide  sial ique par l a  neuraminidase (WBRD e t  

BMBROSE, 1969) (451 ). 

5 - La solution du colloïde 1 électronégatif à base de f e r  ajustée à diffé- 

rents pH basiques (10, 9 e t  8) a é t é  appliquée à des membranes de surface 

isolées du foie de Rat Wistar sain  (section 3 ; p. 1 0 3 ) ~  mais aucun marquage 

n'a é t é  constaté sur l e  matériel ainsi t ra i t é .  Seuls, quelques dépôts de 

particules co l l o~da l e s  disposés sur l e s  deux faces de ces membranes, notamment 

au niveau des " t ight  junctionsv, furent parfois observés quand celles-ci 

furent t ra i t ées  par l a  neurminidase du Vibrio cholerae (4 heures à 37") 

e t  l e  marqueur au pH de 4,5 (PX. 14 ; f ig.  c). Ceci semble démontrer que l a  

quantité de protéines basiques ou l a  densité des composantes protéiniques 

basiques de leur  face interne e s t  nulle ou insuffisante pour ê t re  décelée par 

l a  méthode. 



Cinq conclusions peuvent être formulées à partir des résultats 

précédents : 

1 - Le colloïde 1 électronégatif à base de fer ne peut donner aucun renseigne- 

ment précis sur la disposition des protéines de la membrane de surface à cause 

du diamètre trop important de ses particules ( !.ai 4 nrn) . 
2 - L'acide a-stannique colloïdal fournit, sinon des preuves, du moins des 
présomptions sur leur répartition grâce à la taille relativement petite 6-e 

ses micelles (diamètre iZI 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 étud-iées 

(normales et tumorales) ; mais ce résultat doit être néanmoins 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 à la zone 

glycannique superficielle qui détient une grande partie des groupes sialosyle. 

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

ne protéinique décelables par le colloïde électronSgatif du fer. 

5 - La face interne du plasmolemme des hépatocytes du Rat normal ne détient 
aucun groupement de point isoionique élevé decelable par le marqueur précédent. 

Dans le travail précédent, nous avons montré que les hépatocytes 

du Rat normal (et les cellules ascitiques) possédaient une composante protéi- 

nique basique dans leur zone périphérique hydrophile -celle-ci pouvant traduire 

la présence d'une véritable entité protéinique basique, ou correspondre à 

l'orientation ou à la distribution particulière de certains groupements (acides 

et basiques) appartenant à des protéines acides- mais non au niveau de la face 

interne de leur plasmoleme. La répartition des radicaux aminés sur les deux 



surfaces de c e  dernier  e s t  donc asymétrique ou symétrique suivant  l a  va l id i t é  

de l a  première ou de l a  seconde éventualité.  a f i n  d'éprouver l e s  deux hypothè- 

se s  e t  de préc iser  a i n s i  l a  nature de l a  composante basique des ce l lu les  de ce 

type, nous a l lons  révéler  l e s  précédents radicaux à l ' a i d e  d'une méthode fondée 

s u r  l a  capture d'un colloïde électronégatif  du f e r  r éa l i sé  e t  appliqué dans des 

conditions par t icu l iè res  (nous l 'appel lerons "colloïde II électronégatif du fer"  

pour l e  d i f férencier  du précédent). 

1 - MISE AU POINT DE LA METHODE 

A - INTRODUCTION 

La révélat ion des groupements cationiques de l a  membrane de surface 

par l e  col loïde 1 électronégatif du f e r  nécessi te  une e s t é r i f i ca t ion  complète 

des fonctions acides membranaires (section 2 ; p. 90). O r ,  nous avons constaté 

que l e  traitement e s t  inapplicable aux membranes isolées,  c a r  il a l a  propriété 

de l e s  agglut iner  en pelotes compactes -qul aucune réhomogénéisation ne parvient 

ensuite à désagréger- e t  à rendre a i n s i  impossible toute pénétration des parti-  

cules col loïdales .  Pour résoudre l e  problème précédemment posé, nous avons donc 

recherché un col loïde électronégatif dont l a  solution puisse avoir  un pH qui 

rende négligeable l e s  forces ioniques de répulsion exercées par l e s  groupes 

anioniques (PR (1 ). La poss ib i l i t é  de l a  mise au point d'un t e l  système nous 

f u t  o f f e r t e  indirectement grâce aux observations de GASIC e t  a l .  (1968) (452). 

Ces auteurs avaient constaté que l e  marquage de l a  surface c e l l u l a i r e  par une 

solutioLl d t  hydroxyde de f e r  colloTdal a jus tée  à un pH in fé r i eu r  à 1 (avec de 

l ' a c ide  chlorhydrique) ne semblait pas a f f a i b l i  quand l e s  ce l lu l e s  é t a i en t  

préalablement t r a i t é e s  par l a  neuramlridase. JTous ayant in téressé  à l eu r s  

travaux pour mettre au point une méthode de révélat ion des groupes sulfuryle 

au microscope électronique (encore ionisés à un pH t r è s  acide) ,  nous avons 

r ep r i s  l eu r s  expériences, constaté que l e  marqueur se  f i x a i t  en r é a l i t é  sur  

Les groupements basiques de l a  membrane de surface, e t  effectué une étude 

exhaustive des conditions de son obtention e t  de sa spéci f ic i té .  

B - MATERIEL ET METHODES 

1 - Préparation e t  s t a b i l i t é  du système col loïdal  

La solut ion d'hydroxyde de f e r  co l lo ïda l  (1,7 g de f e r / l i t r e )  a é t é  

r éa l i sée  suivant l e  protocole qui  e s t  déc r i t  dans l e  troisième chapitre (p. 150). 



Nous avons étudié sa  s t a b i l i t é  en milieu chlorhydrique en l u i  

ajoutant lentement, sous agitation, de l 'acide chlorhydrique de concentration 

croissante -variant de 0 1 1  à 3 moles/litre- dans un rapport de volumes de 1/1, 

puis en effectuant des mesures de turbidité, à 400 nm e t  à température constan- 

te,  avec un spectrophotomètre C.  ZEISS PMQ II. El le  f u t  régulièrement décrois- 

sante pour l e s  concentrations de 0,l à 0,8 moles d'acide chlorhydrique ajouté 

par l i t r e ,  l a  floculation prenant naissance au bout d'un temps s'échelonnant 

de 24 à -2- heure environ ; une turbidité presque instantanée f u t  constatée 

pour l e s  valeurs supérieures  ableau au N ; p. 98). 

2 - Propriétés électriques du système colloïdal 

Le comportement dans un champ électrique de chaque solution stable 

a é t é  déterminé par électrophorèse à l ' a ide  d'un tube en U. Pour l e s  concentra- 

tions supérieures ou égales à 0,4 moles d'acide chlorhydrique par l i t r e ,  nous 

avons observé un ménisque de marqueur de couleur acajou au niveau de l 'élec- 

trode de platine positive. Sa localisat ion prouve l e  renversement de l a  charge 

de l'hydroxyde de f e r  colloïdal par l e s  ions cl- e t  1' électronégativité du 

nouveau colloïde co able au N ; p. 98). 

C - RESULTAT 

Nous avons choisi l e  système colloïdal électronégatif qui possède 

l e s  caractéristiques suivantes : concentration de l 'acide chlorhydrique ajouté : 

0,7 mole/litre ; pH : 0,8 ; durée de s t ab i l i t é  : environ 1 heure ; car la 

seconde valeur rend négligeable l ' ionisation de l a  plupart des fonctions acides 

des structures cellulaires,  e t  l a  troisième e s t  suffisamment élevée pour 

permettre l a  pénétration e t  l a  f ixation du colloEde dans ces dernières. 

A - INTRODUCTION 

Nous avons précisé l a  nature des groupements ioniques qui ont l a  

propriété de f ixer  sélectivement l e  colloïde précédent par deux sortes de 

contrôles : 

- Des contrôles effectués in vi t ro  sur des polyanions (acide 

hyaluronique , sulfa te  de polyvinyl) e t  un polyca t ion (polylysine) dissous dans 

l a  gélose. 



TABLEBU N 

Action de 1' acide chlorhydrique sur  1 'hydroxyde de f e r  colloïdal ( 1 ,7 g de f e r / l i t r e )  

Concentration de l 'ac ide  : PH du Mobilité Charge 
chlorhydrique ajouté au 1 du . système : : du : du 
système collaIda1 (moles/ : colloIdal système : colloïde : colloïde 
l i t r e )  colloïdal . i 

Surbidité 1 
0, 1 112 au bout de ' f :  

24 heures : 
Turbidité 1 O ?  2 
au bout de : -/-- 

O, 3 12 heures 

Turbidité 
au bout de : 

6 heures : 

0,7 098 . - 
Turbidité : : - 
au bout de 

0,8 3 heure 

: Turbidité : 
: presque : 
: instantanée : 



- Et des contrôles réa l i sés  in s i t u  sur  des ce l lu les  du carcinome 

asc i t ique  d'EHRLICH préalablement e s t é r i f i ées ,  acétylées ou t r a i t é e s  par cer- 

ta ins  enzymes (neuraminidase e t  phospholipase C ) . 

B - MATERIEL, METHODES ET RESULTATS 

1 - Contrôles e f fec tués  i n  v i t r o  

a - Protocole expérimental. Des solut ions aqueuses d'acide hyalu- 

ronique à 1 p. 100, de su l f a t e  de polyvinyl à 5 p. 100 e t  de polylysine à 

2 p. lOOOfurent mélangées à chaud avec de la  gélose (solution dlagarose à 

10 p. 100 dans l ' e au )  dans un rapport de volumes de 1/1, puis l e s  coupes des 

culots  a i n s i  formés, réa l i sées  au cryostat  de PEAHSE à - 200 C (coupes de 10 ), 
furent  r ecue i l l i e s  dans 1 ' eau d i s t i l l é e ,  lavées dans 1 ' acide chlorhydrique 

Ĉ  

à 1 p. 100, t r a i t e e s  pendant 1 heure à 40 C par l a  solut ion col loïdale déf in ie  

précédemment, lavées à nouveau dans 1' acide chlorhydrique (à 1 p. 100) e t  

observées en tubes à essais.  

b - Résultats.Nous avons constaté  que l e s  coupes de polylysine 

é t a i en t  fortement marquées par l e  colloïde -leur suspension p r i t  une t e in te  

acajou foncé-, contrairement à ce l l e s  qui contenaient l ' ac ide  hyaluronique 

e t  l e  su l f a t e  de poly-vinyl (p l .  15 ; f ig .  a ) -  

2 - ContrGles ef fec tués  in s i t u  

a - Es té r i f i ca t ion  

a - Protocole expérimenta&. Les ce l lu l e s  asci t iques furent  f ixées  

pendant 4 heures à 40 C par l a  solution de formaldéhyde tamponnée (à 10 p. 100), 

lavées dans l e  tampon de SOEmSEN pendant 1 houre à 40 C ,  déshydratées par 

l 'é thanol ,  e s t é r i f i é e s  pendant 17 heures à 600 C par l a  méthode déc r i t e  dans 

l a  section 2 (p. 76) ou t r a i t é e s  par de l ' é thanol  témoin pendant l e  même temps, 

réhydratées e t  lavées dans une solution d'acide chlorhydrique à 1 p. 100, 

t r a i t é e s  pendant 1 heure à 40 C par l a  so lu t ion  col loïdale de marqueur électro- 

négat if ,  lavées à nouveau dans l ' ac ide  chlorhydrique (à 1 p. Ioo), lavées dans 

l e  tmpon de SOERENSEN, post-fixées pendant & heure par  l e  tétroxyde d'osmium 

(à 1 p. 1 0 0 ) ~  déshydratées par l 'éthanol,  incluses dans llEpon, coupées e t  

observées après imprégnation ou non par l ' a c é t a t e  d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de 

plomb. 



@ - Résultats. Bien que l e s  cellules parurent assez lésées par l e  

pH t r è s  acide du marqueur, leur  aspect res ta  néanmoins sa t is fa isant  pour ce 

genre d'étude cytockimique. Nous avons constaté l 'existence d'un dépôt grmu- 

l a i re ,  relativement épais e t  continu de colloïde au niveau du glycolemme des 

cellules témoins ou es tér i f iées ,  d'une densité identique dans l e s  deux cas 

(pl. 15 ; f ig.  b e t  c). 

b - Acétylation 

a - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant 

5 heures à 40 C par l a  solution de formaldéhyde tamponnée, lavées dans l e  

tampon de SOERENSEN pendant 1 heure à 40 C,  déshydratées par l 'éthanol, lavées 

par l a  pyridine, acétylées pendant 6 heures à 600 C ou t ra i tées  par l a  pyri- 

dine témoin (section 2 ; p. 78), réhydratées e t  t r a i t ées  suivant l e  protocole 

qui suit 1' es tér i f ica t ion de 1' expérience précédente. 

P - Résultats. Comme précédemment, l e s  cellules parurent assez 

lésées par l e s  divers traitements chimiques qu'el les eurent à subir. Mous 

avons observé un dépôt granulaire, dense e t  continu de colloïde au niveau du 

glycolemme des cellules témoins ; mais pratiquement aucun marquage n 'a é t é  

constaté sur l e s  cellules acétylées (pl.  15 ; f ig .  d). 

c - Traitement par l a  neuraminidase 

a - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant 

$ heure à 40 C par la solution de formaldéhyde tamponnée, lavées dans l e  tampon 

de SOEBEXSEN, t ra i tées ,  pendant 4 heures à 37" par l a  solution de neuramini- 

dase du Vibrio cholerae (neuraminidase LIGiFP à 125 ~ / m l )  ou par l a  solution 

témoin de m&me pH (section 2 ; p. 88), lavées à nouveau dans l e  tampor, de 

SOEFtIBSEN, fixées par l a  solution de formaldéhyde pendant 3 heures et demie 

à 40 C,  lavées dans ce tampon (pendant 1 heure à 40 C )  e t  dans l 'acide chlo- 

rh;ydrique à 1 p. 100, soumises à l ' ac t ion du marqueur électronégatif, post- 

fixées, déshydratées, incluses e t  observées suivant un protocole déjà décri t .  



$ - Résultats. Aucune différence n ' a  é té  observée entre l a  densi- 

t é  du marquage des cellules témoins e t  l a  densité de celui des cellules ayant 

é t é  soumises à llhydrolyse enzymatique (pl. 15 ; f ig .  e). 

d - Traitement par l a  phosphol ipase~  

a - Protocole expérimental. Les cellules furent soumises, pendant 

1 heure à 37", à l 'act ion de l a  phospholipase C du Clostridium welchii 

(phospholipase C SIGMA à 1 u/%) ou du tampon TRIS témoin déjà déf ini  (section 2 ; 

p. 89 ), lavées dans l e  tampon de SOERENSEN, fixées par l a  solution de formal- 

déhyde pendant 4 heures à 40 C ,  lavées à nouveau dans ce tcmpon (pendant 

1 heure à 4") e t  dans l 'acide chlorhydrique, t r a i t ées  par l e  marqueur 

élec tronégatif, pos t-f ixées, déshydratées, incluses e t  observées suivant l e  

protocole précédent. 

$ - Résultats. La densité du mrquage des cellules témoins fu t  

pratiquement identique à ce l le  des cellules t ra i t ées  Par l'enzyme (pl. 15 ; 

f ig.  f ) .  

C - DISCUSSIONS 

1 - Nous avions vu précédemment (section 2 ; p. 92) que l'indépendance de l a  

densité de marquage du colloïde 1 électronégatif à base de f e r  vis-à-vis des 

phospholipides pouvait s'expliquer de deux façons : par l a  sens ib i l i t é  trop 

fa ible  de l a  technique ; ou par l 'élimination d'une grande part ie des 

l ip ides  au cours de l 'es tér i f ica t ion.  O r ,  bien que ce traitement n ' a i t  pas 

é t é  cet te  f o i s  u t i l i s é ,  l e  phénomène vient d 'ê t re  également constaté avec l e  

présent colloYde. Ceci tend à prouver que l e s  deux méthodes n'ont pas une 

sensibi l i té  suffisante pour traduire l a  présence de ces composés par une den- 

s i t é  relat ive de marquage. 

2 - L'indifférence du marquage du colloïde 1 électmnégatif à base de f e r  à 

l a  déphospholipidation de l a  membrane de surface e s t  une raison suffisante 

pour prouver que celui-ci révèle sélectivement l e s  groupements basiques 

protéiniques de ce t te  zone ; ceci  n 'es t  pas v ra i  avec l a  présente méthode. 

Au pH t rès  acide où e s t  appliqué cet te  dernière, il e s t  possible que l a  haute 

concentration des ions hydrogène protonise l e s  radicaux hydroxyle des 

chaînes osidiques : 



Le marquage qui peut s ' en  suivre de ces groupements glycanniques n ' e s t  pas 

décelable après l l acé ly la t ion ,  ca r  l e  traitement possède également l a  p r o p r i é  

t é  de bloquer l e s  radicaux hydroxyle des sucres par lactonisat ion (sect ion 2 ; 

p. 93). Dans l e  doute de son existence, il f a u t  donc admettre que l e  col loi-  

de II électronégatif du f e r  ne révèle l e s  protéines to t a l e s  de c e t t e  zone 

qu ' en première approximation. 

3 - Le marquage observé à f o r t  grossissement présente une épaisseur importante 

e t  i r régul ière .  Son p r o f i l  t r è s  ondulé e s t  en faveur d'une s t ruc ture  en 

touffes du glycolemme des ce l lu l e s  asc i t iques  (pl .  1 6 ; f ig .  a e t  b) . 

D - CONCLUSIONS 

L'ensemble des contrôles précédents confirme ce  qui pouvait 

ê t r e  supposé eu égard à l a  charge électmnégative des par t icu les  col loïdales  : 

cel les-ci  sont  théoriquement susceptibles de se  f i x e r  sur  tous l e s  groupe- 

ments basiques des membranes de surface. L'influence des groupes cationiques 

phospholipidiques e s t  négligeable, mais c e l l e  des glycannes -peut ê t r e  ioni- 

sés  au pH t r è s  acide de l a  solut ion colloïdale- n 'a  pas été appréciée. Cette  

nouvelle méthode cytochimique ne révèle donc l e s  protéines t o t a l e s  de l a  

membrane ce l lu l a i r e  qul en première approximation . 

111 - APPLICATIONS 

A - INTRODUCTION 

La résolut ion du problème exposé dans l e s  généra l i tés  de ce  

chapitre  nécess i t a i t  l a  révélat ion sé lec t ive  des radicaux basiques protéini- 

ques loca l i sé s  exclusivement au niveau des deux faces de la membrane de sur- 

face (des hépatocytes du ~ a t ) .  Le collofde II électronégatif du f e r  a donc 

é t é  appliqué pendant un temps relativement court a f i n  d f  é v i t e r  l e  marquage 

de l a  t o t a l i t é  des polypeptides de c e t t e  zone, e t  l ' o r ig ine  des groupes m i s  

a i n s i  en évidence a é té  contrôlée -en première approximation- en supprimant 

l e  r ô l e  ou l a  présence de ses  phospholipides à l ' a i d e  de l a  phospholipase C ou 

de l a  délipidation. 



1 - Préparation des membranes isolées 

Nous avons i so lé  l e s  membranes de surface du fo ie  de Rat par 

l a  méthode de RAY (1 970) ( 453) modifiée par CACAN (1 970 ) (4 54) (*) . 
a - Préparation de l a  fraction nucléaire grossière. Au cours de 

chaque préparation, nous avons homogénéisé 3 foies  de R a t  Wistar sain (25 g) 

débarrassés de leur t i s su  conjonctif par 20 coups de piston de l 'appareil 

de POTTER ELVEJHEM dans 150 m l  de tampon ( l e  milieu d'homogénéisation de pH 7 

se  compose de ECO a 1 mM e t  de C a C l  0,5 mM). L'homogénat a été amené à 2,5 1 r 2 
avec l e  tampon précédent, l a i s sé  au repos pendant 5 minutes e t  f i l t r é  sur quatre 

couches de gaze ; puis l e  f i l t r a t  a é té  &parti  dans quatre pots métalliques 

de 650 d de la centrifugeuse MARTïN-CHRIST e t  centrifugé à 3 200 rprn (2 200 g) 

pendant 30 minutes, ce t te  v i tesse  permettant une meilleure adhésivité des culots 

sur  l e  fond des tubes à centrifuger e t  évitant la remise en suspension du maté- 

r i e l  au moment de l'évacuation du surnageant. Les culots ont é té  ensuite repr is  

par 50 m l  de tampon, homogénéisés par 4 à 5 coups de piston, amenés à 1,25 1 

avec l e  tampon de pH 7,5, répar t is  entre deux pots métalliques de 650 m l  e t  

centriwgés à 2 800 rpm (2 000 g) pendant 15 minutes g e t  l e s  derniers culots 

a ins i  obtenus m i s  en suspension dans 50 m l  de tampon, homogénéisés par 4 à 5 

coups de piston, amenés à 650 m l  e t  centrifugés à 2 800 rprn (2 000 g )  pendant 

15 minutes dans un des pots précédents. 

b - Préparation du gradient discontinu e t  protocole de 1% 

centrif'uqation. Le culot précédent, resuspendu dans 4 ml de tampon e t  mélangé 

à 16 m l  de saccharose à 70 p. 100, a é té  répar t i  dans 3 tubes de rotor SW 25-2 

( B ~ K M A N ) ,  recouvert par plusieurs solutions successives de saccharose (1 6 ml 

à 45 p. 100 ; 20 ml à 41 p. 100 ; 8 ml à 37 p. 100) e t  centrifugé pendant 

2 heures à 25 000 rprn dans l a  centrifugeuse L2-65 B (BEXPIAN) avec l e  rotor 

SM-25-2, puis l a  fraction membranaire a é té  récupérée à l a  seringue, entre l e s  

couches de saccharose à 41 p. 100 e t  à 37 p. 100. 

(*) NOUS remercions toute l'équipe du Service de Biochimie de notre l n s t i t u t  

qu i  t ravai l le  sur l e s  membranes sous l a  direction de M. l e  Pr. J. PIONTREUiL, 

en par t icul ier  PI. J. STmCEIER e t  M. A. LOIEZ, pour l a  contribution qu ' i l s  

ont apportée à notre t rava i l  en nous isolant  des fractions membranaires. 



2 - Application de l a  méthode de marquage 

a - Application de l a  méthode. Après avoir essayé différentes 

durées dl application du colloïde électronégatif (1/4 heure, heure, 1 heure), 

nous avons finalement adopté l e  protocole suivant : 

Les membranes furent lavées abondamment dans l e  tampon de 

SOERE3SEN a f in  d'éliminer l e  saccharose de leur  préparation, fixées par l a  

solution de formaldéhyde tamponnée pendant 2 heures à 40 C,  lavées à nouveau 

par l e  même tampon, lavées dans l 'acide chlorhydrique à 1 p. 100, réhomogénéi- 

sées à fa ible  vitesse dans l e  colloïde électronégatif, t r a i t ées  sous agitation 

par ce colloïde pendant 1 heure à 40 C,  lavées de nouveau par l 'acide chlorhy- 

drique, lavées dans l e  tampon de SOERENSm, ps t - f ixées  ou non par l e  tétroxyde 

dl osmium (à 1 p. 100) pendant $ heure, déshydratées par 1' éthanol, incluses 

dans ltEpon, coupées e t  observées après imprégnation ou non par l ' acéta te  

d ' uranyle pendant 1 heure. 

b - --- Contrôle par l a  phospholipase C .  Les membranes furent 

lavées abondamment dans l e  tampon TRIS de pH 7, soumises pendant 1 heure à 

37" à l t a c t i on  de l a  phospholipase C du ClostriJium welchii (phospholipase C 

SIGNA à 1  mg) ou du tampon TRIS témoin (section 2 ; p. 89), lavées dans l e  

tampon de SOERENSEN, f ixées e t  t r a i t ées  suivant l e  protocole décri t  dans 

l'expérience précédente. 

c - ContrGle par l a  délipidation. Les membranes furent lavées 

dans l e  tampon de SOERF;NSEN, fixées par l a  solution de formaldéhyde tamponnée 

pendant 4 heures à 40 C,  déshydratées par l 'éthanol, délipidées par l e s  t r o i s  

procédés décr i ts  dans la  section 2 (p. 89), réhydratées, lavées dans l e  tampon 

de SOERENSEW e t  l 'acide chlorhydrique à 1 p. 100, t ra i t ées  par l e  marqueur 

électronégatif,  post-fixées ou non, incluses e t  observées comme précédemment. 

C - RESULTATS 

Les membranes isolées parurent moins bien préservées par ce 

marqueur que par l a  solution du colloïde 1 électronégatif à base de f e r  appli- 

qué à pH 4,5 (pl. 14 ; f ig .  c) .  Nous avons observé un dépôt relativement 

continu e t  symétriquement répar t i  de particules colloïdales sur leurs faces, 

d'une densité variable avec l a  membrane examinée ; mais aucune différence n 'a  

é t é  constatée entre l e  marquage des membranes témoins e t  celui  des membranes 

délipidées ou trai tées par l a  phospholipase C (pl. 17). 



D - DISCUSSION ET CONCLUSION 
Le résu l ta t  précédent ne démontre pas d'une façon formelle que 

le membrane de surface des hépatocytes du Rat possède une densité identique 

de groupements protéiniques basiques sur ses deux faces. D'une part,  l a  révé- 

la t ion de ce t te  densité par l e  marqueur peut ne pas ê t r e  sélective pour l e s  

raisons que nous avons évoquées plus haut (voir  la discussion du paragraphe 

précédent ; p. 101 ) ; d'autre part, son évaluation dépend à l a  f o i s  de l a  

sensibi l i té  de l a  méthode e t  de l'appréciation visuelle. Il apporte simplement 

une présomption en faveur de l'existence, au niveau de l a  face externe de cet te  

zone, de protéines acides dont certains groupements (acides e t  basiques) pos- 

sèdent un point isoionique élevé grâce à l eur  distribution ou à l eur  orienta- 

t ion particulière. 



Deuxième chapitre : 

ETUDE DE LA STRUCTURF: DE LA ZONE PERfPAERIQUE 

HYDROPRILE (GLYCOLEMME ET G~~OUPENENTS P O L A ~ S  

PHOSPHOLIPIDIQUES DU FEUILLET PLASMIQUE EXTERNE) 
- ---- 

Dans le travail précédent effectué sur quelques types de cellu- 

les nomles et tumorales, nous avons montré que les seules particularités 

décelables au microscope électronique de l'organisation des protéines de la 

membrane de surface semblaient être localisées au niveau de la zone périphéri- 

que hydrophile. Or, d'une part, les travaux les plus courants et les plus élabo- 

rés effectués pour découvrir la morphologie de cette dernière 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 MONTAmIER (1970) (455)- laissent 

présager l'existence de groupements phospholipidiques à 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 glycolernme 

(appartenant aux glycocon jugués acides, pro téines, phospholipides et peut être 

glycosamino-glycannes) à l'aide de la méthode au rouge de ruthénium maintenant 

couramment employée en microscopie électronique -pour mettre en évidence avec 

fidélité l'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 

à tom ses niveaux-, puis nous déterminerons l'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 l'état ne peut être colloïdal, et dont les propriétés physico-chimiques 

ont été principalement étudiées par F L E E m  et al. (1961) (456) ; ces auteurs 

lui attribuèrent la formule du complexe hexavalent suivant : 



Son a f f i n i t é  pour un grand nombre de substances isolées a é té  déterminée assez 

récemment par LUFT (1971) (457) ; mais bien que ce dernier a i t  proposé plusieurs 

hypothèses pour expliquer l e  contraste important que l 'on observe au niveau 

de certaines structures après son application en microscopie électronique, 

aucune démonstration rationnelle permettant de comprendre l e  mode de formation 

e t  de f ixation du marqueur qu ' i l  forme dans ce cas n'a é té  réellement élaborée 

jusqulà présent. Avant d'aborder ce t t e  étude, nous allons donc effectuer une 

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

2.- MISE AU POmT DE L11 MEXTODE 

1 - INTRODUCTION 1 - INTRODUCTION 

Il exis te  de nombreuses variantes du protocole de l a  méthode 

au muge de ruthénium adaptée à l a  microscopie électronique ; en général, l e  

colorant e s t  dissous à l a  fo i s  dans l e  f ixateur e t  l a  solution aqueuse post- 

f ixat r ice  de tétroxyde dlosmium. Avant d'entreprendre une étude exhaustive de 

sa spécifici té,  nous al lons donc choisir  ses modalités af in  d'obtenir un mar- 

quage régulier  e t  contrasté susceptible de respecter l lu l t ras t ructure  e t  de 

révéler l e  prof i l  de la  membrane de surface. 

La méthode a é té  mise au point sur des cellules du carcinome 

ascitique dvMRLICR prélevées 7 jours après l eur  injection. Après avoir essayé 

quatre modes de f ixation (forinaldéhyde à 10 p. 100 e t  glutaraldéhyde à 2,5 

p. 100 respectivement en solution dans un tampon phosphate 0,l M de SOERENSEN 

ou un tampon cacodylate 0,2 M ; pH 7,4), deux modes de post-fixation (tétroxyde 

dlosmium en solution dans l e s  deux tampons précédents) e t  deux agents déshydra- 

tants (éthanol e t  acétone), l e  rouge de ruthénium (*) étant  appliqué avec l e  

f ixateur e t  l e  post-fixateur à des concentrations e t  pendant des temps crois- 

sants (0,01 p. 100 à 0,05 p. 100 ; 1 à 5 heures), nous avons finalement adopté 

l e  protocole suivant : l e s  celiules furent fixées, pendant 1 heure à 40 C,  par 

l e  glutaraldéhyde à 2,5 p. 100 en solution dans l e  tampon cacodylate contenant 

(*) Produit Eastman-Kodak Co. 



l e  colorant (glutaraldéhyde du commerce à 25 p. 100 : 10 m l  ; tampon cacodylate 

0,2 M contenant 0,05 p. 100 de rouge de ruthénium : 33 m i  ; QSP à 100 m l  avec 

de l 'eau d i s t i l l ée ) ,  lavées dans l a  solution tamponnée de rouge de ruthénium, 

post-fixées 3 heures par l e  tétroxyde d'osmium à 2 p. 100 dissous dans ce t te  

dernière (2 passages), lavées dans l e  tampon cacodylate pur, déshydratées à 

l 'acétone, incluses dans l1Epon, coupées à l'ultra-microtome PORTER-BLUM MT 1 

e t  observées au microscope électronique Sll2W%3 EUiIiIISKOP 1. 

III - RESULTAT 

On constate l 'existence d'un dépôt dense e t  continu de marqueur 

au niveau de l a  zone périphérique des cellules examinées. Il semble dessiner 

avec f i d é l i t é  l e  profi l  i r régu l ie r  de l a  surface cel lu la i re  (PI. 18 ; f ig.  a 

e t  b). 

3 .- filECANISME DE FORMATION ET SPECIFICITE DU MARQUEUR - 
I - INTRODUCTION - 

Dans ce t ravai l ,  nous al lons déterminer l e  rôle respectif du 

tétroxyde d'osmium e t  du rouge de ruthénium dans l a  formation in situ du 

marqueur -composé qui a la propriété d 'être révélé au microscope électronique-, 

puis nous préciserons l a  nature e t  l a  spécifici té de ce dernier. 

A - PIA.TERrn 

Les expériences qui suivent ont é té  effectuées sur  des cellules 

du carcinome ascitique dfEERLICH prélevées 7 jours après leur injection intra- 

péritonéale chez l a  Souris Swiss. 

1 - Introduction 

Toutes l e s  techniques de marquage fondées sur l 'act ion du 

rouge de ruthénium comportent toujours un traitement au cours duquel l e  

composé e s t  appliqué avec l e  tétroxyde d'osmium ; e l l e s  contiennent donc, 

dans l eur  principe, l a  reconnaissance implicite de l 'ac t ion nécessaire e t  



orientée de ce t  oxyde pour l a  révélation ultrastructurale du colorant. Afin 

de mettre clairement en évidence l 'existence de cet te  dépendance, nous avons 

employé t ro i s  variantes de l a  méthode précédente : l e  rouge de ruthénium a é té  

successivement appliqué avec l e  glutaraldéhyde, l e  tampon cacodylate e t  l e  

tétroxyde d'osmium, pendant un temps identique dans l e s  t r o i s  cas. 

2 - Protocole expérimental 

Nous avons t r a i t é  t r o i s  l o t s  de cellules ascitiques : 

1 - Le premier f u t  f ixé  pendant 1 heure, à 40 C ,  par l e  glutaraldéhyde tampon- 

né précédent ne contenant pas de rouge de ruthénium, lavé dans l e  tampon 

cacodylate, t r a i t é  pendant 4 heures,à 4 W 9  par l a  solution tamponnée de colo- 

rant  (3 passages), lavé dans l e  tampon pur, post-fixé 1 heure par l e  tétroxyde 

d'osmium à 2 p. 100 dissous dans ce dernier, déshydraté par l'acétone, inclus 

dans llEpon, coupé à l'ultra-microtome e t  observé au microscope électronique. 

2 - Le deuxième f u t  f ixé  pendant 4 heures, à 40 C,  par l e  glutaraldéhyde conte- 

nant l e  rouge de ruthénium (3  passages), lavé dans l e  tampon cacodylate pur, 

post-fixé, déshydraté, inclus e t  observé de l a  même manière que l e  premier lo t .  

3 - Enfin, l e  troisième l o t  f u t  f ixé  pendant 1 heure, à 40 C ,  par l e  glutaral- 

déhyde tamponné ne contenant pas l e  colorant, lavé dans l e  tampon cacodylate 

pur, post-fixé 4 heures par l a  solution tamponnée de tétroxyde d'  osmium (à 

2 p. 100) contenant l e  rouge de ruthénium (3 passages), lavé à nouveau dans 

l e  tampon cacodylate, déshydraté, inclus e t  observé comme l e s  deux précédents. 

3 - Résultats 

Aucun marquage n 'a  é té  décelé au niveau de l a  iùembrane de sur- 

face des cellules des deux premiers lo ts .  Seules, l e s  cellules t ra i t ées  con- 

jointement par l e  rouge de ruthénium e t  l e  t é t roqde  d'osmium (troisième l o t )  

présentèrent un dépôt dense e t  continu de marqueur sur  leur  zone périghérique 

hydrophile, celui-ci étant  généralement moins épais que l e  dépôt observé à 

l a  sui te  de l 'application de l a  méthode générale précédente. 

C - HYPOTHESES DE TRAVAIL 

1 - Introduction 

Le r8le  du tétroxyde d'osmium dans l a  formation du marqueur 

pouvait ê t r e  théoriquement conçu de t r o i s  façons : 



- Par l a  réaction de l'oxyde avec l e  rouge de ruthénium. 

- Par l ' ac t ion de l'oxyde sur certains groupements fonctionnels 

de l a  membrane e t  l a  naissance de un ou plusieurs composés ayant l a  propriété 

de s'unir avec l e  rouge de ruthénium. 

-Ou par l 'union de l'oxyde avec un ou plusieurs composés formés 

à l a  su i te  de l a  réaction du rouge de ruthénium avec certains groupes de la 

membrane. 

Cependant, l e  troisième schéma n'a pas é té  retenu pour deux raisons essentiel- 

l e s  : 

- Les propriétés chimiques du rouge de ruthénium ne permettent 

se  réaction avec aucune des fonctions essentiel les du t i s su  dwis l e s  conditions 

expérimzntales de l a  microscopie électronique ; sa charge électropositive peut 

seulement assurer sa  f ixation par l iaison ionique sur  certains groupes anioni- 

ques naturels ou in t rodui ts  du milieu t i ssula i re .  

- E t  une t e l l e  réaction aurai t  donné un résul ta t  posit if  dans l e s  

t r o i s  sér ies  d'expériences du paragraphe précédent (p. 109). 

Nous avons donc vér i f i é  l a  val id i té  des deux premières hypothèses en fa isant  

séparément agir  l'oxyde e t  l e  rouge de ruthénium dans un ordre inversé de façon 

à obtenir l 'un des cas suivants : 

puis R de R R de R puis Os0 Solution déduite 

Aucun marquage La première hypothèse 
Marquage normal 

e s t  vérif iée 

Le résul ta t  

Marquage normal : 
ne peut ê t r e  La seconde hypothèse 
théoriquement e s t  vérif iée 

prévu 

2 - Protocole expérimental 

Deux l o t s  de cellules ont é té  t r a i t é s  : 

1 - Le premier fu t  f i xé  pendant 1 heure, à 40 C,  par l e  glutaraldéhyde tamponné 

-ne contenant pas de rouge de ruthéniuu-, lavé dans l e  tampon cacodylate, 

post-fixé 3 heures par l e  tétroxyde d'osmium (à 2 p. 100) dissous dans l e  

tampon cacodylate -ne contenant pas de rouge de ruthénium-, lavé rapidement 

dans ce tampon, t r a i t é  3 hecres par l e  tampon cacodylate contenant l e  colorant 



(3  lavé dans ce tampon pur, déshydraté par l'acétone, inclus dans 

1 jEpon, coupé à 1 lu1 tra-microtome e t  observé au microscope électronique. 

2 - Le deuxième fu t  f ixé  de l a  même manière, lavé, t r a i t é  3 heures par l a  

solution tamponnée de rouge de ruthénium (3 lavé dans l e  tampon 

cacodylate, post-fixé 3 heures par l a  solution tamponnée de tétroxyde d'osmium 

-ne contenant pas de colorant-, lavé, déshydraté, inclus e t  observé comme 

précédemrnen t . 
3 - Résultats 

Nous avons obtenu un résul ta t  posi t i f  dans l e  premier cas ; néga- 

t i f  dans l e  second (pl. 19 ; fig. a e t  b). Ces observations vér i f ient  donc la 

seconde hypothèse. Elles confirment certains f a i t s  constatés par LUFT (1971) 

(458) sur un matériel t r è s  différent. 

D - ROLE DES LIPIDES DANS LA FORMATION DU MAR=- 

1 - Nise en évidence 

a - Introduction. Les l ipides forment une classe importante parmi 

l e s  composés de l a  membrane de surface susceptibles de réagir avec l e  tétroxyde 

d'osmium. Afin de préciser l'importance de l eur  r61e dans l a  formation d'un 

dérivé nécessaire à l 'appari t ion du marqueur, nous avons appliqué une variante 

de l a  méthode définie dans l a  section 2 précédente (p. 107) après en avoir 

ex t r a i t  une grande par t ie  par l a  délipidation. 

b - Protocole expérimental. Les cellules furent fixées pendant 

3 heures, à 40 C,  par l e  glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de rouge 

de ruthénium-, lavées dans l e  tampon cacodylate, déshydratées par 1' éthanol, 

t r a i t ées  par l e s  t ro i s  procédés de délipidation décri ts  dans l e  premier chapi- 

t r e  (section 2 ; p. 89 ) , réhydratées, lavées par l e  tampon cacodylate, t rai-  

tées 3 heures par l a  solution tamponnée de tétroxyde d'osmium e t  de rouge de 

ruthénium déjà définie (3 lavées à nouveau dans l e  meme tampon, 

déshydratées par l1 acétone, incluses dans 1' Epon, coupées e t  observées. 

c - Résultats. Aucun marquage n ' a  é té  constaté sur l a  zone péri- 

phérique hydrophile des cellules ayant subi l ' un  des t ro i s  traitements précé- 

dents (pl. 19 ; f ig.  c) .  Parmi l e s  t r o i s  grandes catégories de composés conte- 

nus dans l e s  membranes de surfaces (osides, l ip ides  e t  protéines), seuls l e s  



l ip ides  sont  donc nécessaires à l a  formation du dépôt de marqueur. 

2 - R81e des l ip ides  insaturég 

a - Introduction. Les l ip ides  saturés ne réagissent  avec l e  

tétroxyde d'osmium qu'à une température relativement élevée, supérieure à 

ce l l e  à laquel le  on effectue l a  plupart des manipulations h i s t o  e t  cytologiques 

(c- e t  FLUCK, 1966) (459). Il é t a i t  donc légitime de penser que l e s  

l ip ides  insaturés (en pa r t i cu l i e r  l e s  phospholipides) intervenaient seuls  dans 

l ' appar i t ion  du marquage ; nous l 'avons prouvé en appliquant l a  méthode déf in ie  

dans l a  sec t ion  2 de ce chapitre  (p. 107) après avoir bloqué l e s  doubla l i a i -  

sons de ces  composés par l ' iode .  

b - Protocole expérimental. Les ce l lu les  furent  f ixées  pendant 

1 heure, à 40 C,  par l e  glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de rouge 

de ruthénium-, lavées par l e  tampon cacodylate, t r a i t é e s  pendant 45 minutes 

à l a  température ordinaire  par une solut ion d'iode iodurée ~ / 1 0 0  (2 passages), 

lavées à nouveau dans l e  même tampon, soumises à l ' ac t ion  de l a  solution tam- 

ponnée de tétroxyde d'osmium e t  de rouge de ruthéniun pendant 3 heures (3  pas- 

sages), lavées, déshydratées, incluses e t  observées suivant des modalités 

déjà décr i tes .  

c - Résultat. Les ce l lu l e s  t r a i t é e s  de ce t t e  façon ne présen- 

tèrent  aucun marquage au niveau de l e u r  membrane de surface ( ~ 1 .  19 ; f ig .  6). 

E - NATURE DES COMPOSES PIIM:URSEURS DU MARQUEUR 

1 - Introduction 

Avant d'aborder l ' é tude  de l a  nature des composés précurseurs 

du marqueur formés en t re  l e  tétroxyde d'osmium e t  l e s  l ip ides  insaturés,  nous 

al lons tou t  d'abord brièvement rappeler l e s  principales hypothèses concernant 

l ' a c t ion  du premier s u r  l e s  derniers  dans l e s  t issus.  

2 - Généralités sur l a  nature des composés formés l o r s  de l a  réact ion du 

tétro.rde d'osmium avec l e s  l i p ides  insaturés des t i s sus  

CRBGEE montra, dès 1936, que l e  tétroxyde d1 osmium réag i t  en 

milieu anhydre e t  à l a  température ordinaire  sur  l a  plupart des l i a i sons  



éthyléniques (CRIEGEE, 1936 e t  1938 (460, 461) ; CRLEGEE e t  al., 1942 ( 463). 

Les deux atomes de carbone mis en jeu se trouvent engagés dans une fonction 

es te r  osmique de glycol-a, e t  ce dies ter  peut ê t r e  ensuite hydrolysé en 

"acide osmique" e t  glycol ou e s t é r i f i é  par une autre molécule de glycol pour 

donner un té t raes ter  ( ~ i ~ .  12 ; p. 114). Depuis ces remarquables travaux de 

chimie minérale, t r o i s  catégories de rech~rches ont é té  effectuées pour préci- 

s e r  l a  façon dont l e  tétroxyde d'osmium ag i t  dans l e s  tissus. Réalisées suivant 

des protocoles expérimentaux t rès  différents e t  plus ou moins proches des 

conditions d'emploi de l'oxyde en histo e t  cytologie, e l l es  ont abouti chacune 

à une hypothèse fondée sur l 'une des possibil i tés offertes par l e  schéma 

général de CRLEGEE. Nous l e s  avons succinctement résumées dans l e s  t r o i s  

paragraphes suivants : 

1 - RIEMCRSMA e t  BOOIJ  (1962) (463) exposèrent des spots de lécithine déposés 

sur  un support en principe Fnerte à l ' ac t ion des vapeurs de tétroxyde dgosmium, 

e t  prouvèrent a ins i  que cet  oxyde se f ixe dans la proportion de 1 molécule 

par double l iaison e t  que ce t te  réaction empêche l a  formation d'un compose 

" t r i~ornplexe~~ entre l e  corps gras e t  un colorant formé de Ponceau 4 RS e t  de 

n i t r a t e  dluranyle (en masquant l e s  groupements cationiques de l a  choline 

e t  en rendant dès l o r s  impossible l a  f ixation sur ceux-ci de l'anion ponceau). 

Par l a  suite,  i ls montrèrent que l 'on  obtient une réaction de l a  même molécu- 

l a r i t é  s i  l 'on  f a i t  ag i r  l e  tétroxyde d'osmium en solution aqueuse contenant 

80 p. 100 d'acétone ou 30 p. 100 de butanol t e r t i a i r e  avec divers composés 

insaturés (RIEPERSMA, 1968) (464), e t  que celle-ci a l a  propriété d1intro- 

duire des fonctions susceptibles de f i xe r  des grouyements basiques (RIE~ERSMA, 

1970) (465). Pour expliquer 1' ensemble de leurs résul ta ts ,  i ls proposèrent 

un composé f i na l  ayant l a  structure d'un dies ter  osmique ionisé de glycol-a : 
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Figure 12 

Réaction générale du tétroxyde dlosaium sur les liaisons 

éthyléniques (dlaprès C R D G l B ,  1936 et 1938 (466,467 ) ; 

et CRIEGEE et al., 1942 (468)). 



2 - Parallèlement, STOECKENICTS e t  MAHR (1 965) (469) étudièrent l e s  produits 

de l ' a c t ion  du tétroxyde dlosmium sur  l ' a c ide  oléique en milieu anhydre à l ' a i d e  

de l a  spectroscopie infra-rouge, e t  concluèrent à l a  formation t r ans i to i r e  

d'un d ie s t e r  osmique d'a-glycol puis à l a  naissance de fonctions a-glycoliques 

e t  d'un composé d'osmium présentant une a f f i n i t é  pour l e s  groupements carboxyle. 

3 - Ehfin, également à l a  même époque, KOIW (1 966 e t  1967) (470, 471, 472) effec- 

tua une s é r i e  de travaux en respectant assez fidèlement l e s  conditions d'emploi 

du tétmxyde d'osmium pour l a  f ixa t ion  des t i ssus .  Il prouva, à l ' a i d e  de l a  

chromatographie en g e l  de s i l i c e ,  en couche mince e t  en phase gaz, de l a  spec- 

troscopie infra-rouge, de l a  résonance nucléaire  magnétique, de l a  détermina- 

t ion  dij. poids moléculaire e t  de l 'analyse élémentaire, que l ' ac t ion  en milieu 

aqueux de c e t  oxyde s u r  l a  phosphatidylcholine possédant deux molécules d'aci- 

des gras monoinsaturés donne naissance à deux so r t e s  de composés : un té t ra-  

e s t e r  osmique intramoléculaire d'a-glycol ( ~ i ~ u r e  13 a ; p. 116) e t  un poly- 

t é t r aes t e r  osmique d t  a-glycol ( ~ i ~ u r e  13 b ; p. 11 6), montra également qul il s e  

produit du bioxyde d'osmium en quantité équivalente à c e l l e  de l'osmium combi- 

né sous c e t t e  forme, e t  admit que l a  réaction du tétroxyde d'osmium sur l e s  

l i p ides  insaturés obéi t  au  schéma général suivant (KoRN, 1967) (473) : 

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

pouvaient ê t r e  conçus pour t e n i r  compte des t r o i s  hypothèses précédentes : 

- Un mode de formation directe,  par union électrostat ique d'un 

d ie s t e r  s t ab le  ou d'un t é t r a e s t e r  avec l e  rouge de ruthénium. 
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Figure 1 3  

Action du tétroxyde d'osmium sur la phosphatidylcholine (d'après 

K O m ,  1 9 6 7 )  (474) 

(a) : tétraester osaique intramoléculaire dtLglycol. 

(b) : polytétraester osmique d'@-glycol. 



-0.1 un mode de formation indirecte, par union du rouge de 

ruthénium avec un composé ayant p r i s  naissance à par t i r  d'un dies ter  instable. 

Nous avons examiné l a  val id i té  de chacun d'eux. 

3 - Rôle di rect  d'un diester  ou d'un té t raes ter  osmique 

a - Introduction. Les diesters osmiques sont solubles dans 

l'eau, lfacétone à 80 p. 100 e t  l e  butanol t e r t i a i r e  à 30 p. 900, e t  sont inso- 

lubles dans l e  méthanol e t  l e  tétrachlorure de carbone ; l e s  té t raes ters  osmi- 

ques ont la propriété inverse (RIEMERSU, 1968) (475). Pour mettre éventuelle- 

ment en évidence l e  A l e  de l 'un de ces es ters  comme précurseur di rect  du 

marqueur, nous avons donc appliqué l a  méthode définie dans l a  section 2 précé- 

dente (p. IO$ à différents l o t s  de cellules en t ra i t an t  chacun d'eux par l 'un 

des solvants pré-cités entre l ' ac t ion du tétroxyde d'osmium e t  c e l l e  du muge 

de ruthénium. 

b - Protocole ewérimental. Les cellules ascitiques furent 

fixées pendant 2 heures, à 40 C, par l e  glutaraldéhyde tamponné -ne contenant 

pas de rouge de ruthénium-, lavées dans l e  tampon cacodylate, post-fixées 

3 heures par la solution tamponnée de tétroxyde d'osmium (à 2 p. 100) -ne con- 

tenant pas de rouge de ruthénium-, lavées rapidement par l 'éthanol à 80 p. 100, 

t ra i t ées  par l e  tampon cacodylate, l 'acétone à 80 p. 100, l e  butanol t e r t i a i r e  

à 30 p. 100, l e  méthanol ou l e  tétrachlorure de carbone pendant 1 heure sous 

agitation, lavées rapidement par l'éthanol à 80 p. 100 e t  l e  tampon cacodylate, 

soumises à l ' ac t ion de l a  solution tamponnée de rouge de ruthénium (3 passages), 

lavées, déshydratées, incluses e t  observées comme précédemment. 

c - Résultats. Comme l e  montrent l e s  figures de l a  planche îû 

e t  l e  tableau V (p. 118), aucune des deux catégories de solvants ne donna une 

absence cohérente de marquage après l 'application du rouge de ruthénium. Ceci 

prouve que l 'apparition du marqueur e s t  due à l a  capture du rouge de ruthénium 

par un composé qui n 'a  pas l e s  propriétés d'un es ter  osmique d'a-glycol. 

4 - R81e indirect  d'un dies ter  osmique 

a - Introduction. Compte tenu des travaux brièvement rappe- 

l é s  dans l e  paragraphe 2 précédent (p. 11 2), t ro i s  hypothèses pouvaient ê t re  

formillées sur l e  mécanisme d'apparition du composé précurseur du marqueur formé 

à pa r t i r  d'un dies ter  osmique instable : 



TABLEAU V 

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

esters osmiques (di et tétraester) . 
7 --- 
I Solvants aqueux Solvants organiques I 

Solvants utilisés : 
: Tampon cacodylate : : Méthanol : Tétrachlorure 

de carbone 



Fonction aglycolique + OsOÎ 

Diester instable - Fonction a-glycolique + composé électro- 

\ posi t i f  d'osmium 

+ ~ i e s t e r  \ 
Tétraester s table  + OsO, 

Nous allons exposer l e  résu l ta t  de l'examen de chacune d 'el les.  

b - Formation de fonctions a-alycoliques e t  de bioxyde 

d80smium. RDlBRSU (1 970) (476) émit l 'opinion que l e  d ies ter  osmique dont il 

avai t  supposé 1' existence pouvait peut-6 t r e  donner naissance à une fonction 

~ g l y c o l i q u e ,  l e  tétroxyde d'osmium l ibéré  au cours de cet te  hydrolyse é tant  

ensuite réduit en bioxyde par certains groupements naturels ou introduits  

-au cours de l a  déshydratation- du milieu t i ssula i re .  Cette hypothèse pouvait 

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

-Par  l 'union du rouge de ruthénium avec l e  groupe a-glycol. 

- Ou par l'union du rouge de ruthénium avec l e  bioxyde 

d ' osmiqm . 
b i s  nous n'avons pas retenu ces éventualités à cause des arguments respectifs  

suivants : 

-Le colorant ne peut produire wi ef fe t  de marquage aTrec 

aucune des fonctions essent ie l les  du t i s su  pour des raisons qui ont é té  déjà 

exposées. 

- L'apparition du marqu-eur e s t  l i ée ,  nous l'avons vu, à l a  

présence des l ip ides  insaturés e t  à l a  forination entre ceux-ci e t  l e  titroxyde 

d'osmium d'un e s t e r  osmique d'a-glycol ; e l l e  ne dépend donc pas de l1éventuel- 

l e  réduction directe de l'oxyde par certains groupements naturels du t issu.  

Sa dépendance à l 'existence d'un phénomène d i t  de "noircissement secondaire" 

consécutif à la  réduction du tétroxyde dissous dans l e s  l ipides par certains 

agents déshydratants a également é té  écartée pour l e s  raisons suivantes : 

a - Le t;étroxyde d'osmium ag i r a i t  dans ce cas postérieurement à l a  f ixation 

du rouge de ruthénium par l e s  groupes anioniques ; or, nous avons vu dans l e  

paragraphe C précédent (p. 1 1 1 ) que cet  ordre d'intervention des deux composés 

donne toujours un résul ta t  négatif ; b - Le tétroxyde d'osmium ne réagi t  pas 

avec l'acétone (PASCAL, 1958) (477) ; c - Il n t  e s t  pas d'exemples où l 'aspect  

du noircissement observé au niveau des membranes préalablement t ra i tées  par l e  



tétroxyde d'osmium n'ait pas été indifférent à la nature de l'agent employé 

pour déshydrater le tissu (KLIMA, 1960 (478) ; SCHmLoVSKY, 1965 (479)) 

c - Formation d'un composé électropositif d'osmium. Dans cette 
hypothèse, 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 à la formation d'un composé électropositif d'osmium. STOECKENIUS (1965) 

(480) ne donna aucune preuve chimique véritable de 1' existence de ce composé, 

et ne précisa ni son origine ni sa nature ; néanmoins, si ce dernier prend 

réellement naissance dans les conditions expérimentales où se plaça l'auteur, 

il ne peut s'agir que dtosmium vraisemblablement colloïdal formé à partir de 

la réduction du bioxyde. 

Le rôle d'une telle transformation dans l'apparition 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 à l'origine de 

l'effet de marquage ; nous avons vu plus haut qu'il n'en était rien. 

-Elle nécessite des conditions très particulières pour aboutir 

à l'osmium colloïdal (PASCU, 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 d'osmium 
a - Introduction. L'éventuelle fixation du rouge de ruthénium 

sur le tétraester osmique ionisé ne peut expliquer l'apparition du marqueur 

pour des raisons identiques à 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 et al., 

1967) ( 482). Pour le prouver, nous avons recherché l'incidence de l'élimination 

de cet oxyde sur l'effet de marquage de deux façons : 

- En augmentant progressivement la constante diélectrique ( e )  
du milieu de façon à diminuer la force de la liaison ionique retenant le bioxyde 

sur les groupements basiques ; on sait, en effet, que cette force varie comme 

1 / ~  quand la distance des ions reste constante. 

- E h  faisant agir un seul neutre. 



P - Protocole expérimental. Les cellules dtETIRLICH furent fixées 
pendant 2 heures, à 49  C, par le glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de 

rouge de ruthhium-, lavées dans le tampon cacodylatei pst-fixées 3 heures par 

la solution tamponnée de tétroxyde d'osmium ( B  2 p. 100) -ne contenant pas de 

rouge de ruthénium-, lavées dans une solution de chlorure de sodium à 8 p. 1000 

(3 passages) pendant 1 heure, ou lavées rapidement par l'éthanol à 80 p. 100 

et traitées pendant 1 heure, sous agitation, par ltun des composés suivants : 
\ 

acétate d'éthyle, o-Crésol, méthyl-3 butanol-1 , acétone, chloro-2 éthanol, 
méthanol, eau distillée, lavées rapidement par le tampon cacodylate (pour les 

ou par l'éthanol à 80 p. 100 puis par ce tampon (pour les secondes), 

soumises à ltaction de la solution tamponnée de rouge de ruthénium (3 ~assa~es), 

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

v- _Résultats. Nous avons rassemblé nos résultats dans la 
planche 21 et le tableau VI (P. 122). La décroissance approximativement régu- 

lière de ltimportance et de la fréquence du dépôt de marqueur montre que ce 

dernier prend essentiellement naissance par l'union du rouge de ruthénium avec 

le bioxyde dt osmium. 

5 - Etat colloïdal du bioxyde d'osmium 
Si l'on tient compte des résultats du paragraphe C ~récédent 

(P. 1 1 1), on doit admettre que la formation du marqueur est consécutive ou non 

à l'union du bioxyde d'osmium avec le muge de ruthénium suivant celui de ces 

deux composés qui se fixe préalablement sur les groupements d'électropolarité 

opposée à la sienne avant de s'unir avec l'autre : quand c'est l'oxyde, le 

résultat est positif ; quand cf 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 fixée par le second dans le deuxième. Seul, le 

concept dtune forme micellaire du bioxyde d'osmium permet de donner une repré- 

sentation satisfaisante de l'état qui explique ce phénomène, compte tenu des 

conditions favorables à son établissement du milieu de la zone périphérique 

hydrophile -il est peu basique ( p ~  7,4) et peu riche en électrolytes- (PAX!&, 

1958) (483). 
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F - E U T  COLLOIDAL ET ELEXTROPOLBRITE DU TV'IBRQUEUR 

1 - Introduction 

Afin  de prouver que l 'union du rouge de ruthénium avec l e  

bioxyde d'osmium colloïdal  donne naissance à un marqueur col lo ïda l  dans l e s  

conditions expérimentales r éa l i sées  l o r s  de l ' appl ica t ion  de l a  méthode clas- 

sique (sect ion 2 ; p. 107), nous avons étudié in vitro l e s  l o i s  régissant 

l a  formation de ce dernier en tenant compte des deux paramètres indépendants 

qui conditionnent son é t a t  physique au niveau de l a  zone périphérique hydro- 

phi le  : l a  concentration de l'osmium combiné sous forme de bioxyde col lo lda l  

imposée par  l e s  phospholipides de l a  membrane ; e t  l a  composition de l a  solu- 

t ion  du rouge de ruthénium choisie  par l 'opérateur.  

2 - Etude d'un collo-ïde f o r m m e  rouge de ruthénium e t  de bioxyde d'osmium 

a - Concentration in s i t u  d ~ - i _ ~ ~ ~ ~ i . - c o $ b i n é  -s~f~rnc~ 
b-de o o l l o w .  Pour évaluer c e t t e  concentration, nous avons admis l e s  

données suivantes : 
9 - 1 g de ce l lu l e s  contenant 10 ce l lu l e s  d'un rayon moyen de 

fourni t  environ 1om3 g de membranes de surface. 

- Les membranes contiennent 40 p. 100 de l i p i d e s  dont 60 p. 100 

de phospholipides. 

- Ces derniers  sont const i tués dl une l éc i th ine  type de PM W 

800 dans laquel le  l ' ac ide  gras e s t  l ' a c ide  oléïque (monoéthylénique) ; ce choix 

r é su l t e  d'un t r a v a i l  de compilation effectué notamment à p a r t i r  des revues 

générales de VAiT DEE%EN e t  de GIER (1 964) (484) e t  MADDY (1 966) (485), e t  des 

études de ROUSER e t  a l .  (1 968) (486), BERGELSON e t  a l .  (1 970) (487) e t  SELKIRK - 
e t  a l .  (1971) (488). -- 

- 1 mole d1 acide gras monoéthylénique fourni t  1/4 mole de bio- 

xyde d'osmium conformément à l a  théorie  de KOlinT (1 967) (489). 

-Le bioxyde susceptible  de donner naissance au marqueur e s t  

formé uniquement & p a r t i r  des phospholipides adjacents à l ' i n t e r f a c e  aqueuse 

(phospholipides du f e u i l l e t  plasmique externe),  e t  s e  f i x e  dans l a  zone péri- 

phérique hydrophile (DREHER e t  a l . ,  1 967) (490). 



- L'épaisseur t o t a l e  de ce t t e  région e s t  de 10 nm en moyenne 

(volume N 1 o - ~  l i t r e / ce i iu i e ) .  

La concentration de l'osmium (PM rU 190) combiné sous forme de bioxyde colloï- 

d a l  dans l a  région membranaire précédente a donc l a  valeur  suivante : 

b - Obtention in v i t r o  du bioxyde d'osmium colloïdal.. La solu- 

t ion  col loldale de bioxyde d'osmium a été obtenue à c e t t e  concentration en ajoutant  

2 m l  d 'éthanol absolu à 5 m i  d'une solution de tétroxyde d'osmium à 2 p. 100 

dans l ' eau  b i d i s t i l l é e ,  puis en complétant progressivement l e  mélange, au f u r  

e t  à mesure de son noircissement (pendant 24 heures), avec de l ' eau  b id i s t i l -  

l é e  de façon à obtenir un volume f i n a l  de 550 m l .  

c - Action du r o u e  de ruthénium sur l e  bioxyde dlosmiu.m 

colloïdal .  
a - S t a b i l i t é  des solutions. Nous avons étudié l a  s t a b i l i t é  

des solut ions en ajoutant  lentement, sous agi tat ion,  l e  bioxyde d'osmium 

précédemment déf in i  (0,15 g de o s / l i t r e )  à du rouge de ruthénium de concen- 

t r a t ion  var iant  de 1 à 1/50 de mil l imole/ l i t re  -dissous dans l e  tampon caco- 

dylate- dans un rapport de volumes de 1/1, puis en effectuant  des mesures de 

tu rb id i t é  à 530 nm e t  à températiare constante avec un spectrophotomètre 

C. ZEISS PMQ II. Les solut ions ne présentèrent aucune tu rb id i t é  d i s t inc te  

pour l e s  concentrations de 1 à 1/15 mil l imole/ l i t re  de rouge de ruthénium, 

f loculèrent  au bout de 12 heures pour 1/20 de millimole, au bout de 2 heures 

pour 1/25, à nouveau au bout de 12 heures pour 1/30, e t  redevinrent s tables  

au-delà  a able au VI1 ; p. 125). 

@ - Propriétés  électr iques des solutions. Le comportement 

de chacune des solutions s tables  précédentes dans un champ électr ique a é t é  

déteminé par  électrophorèse à l ' a i d e  d'un tube en U (200 vo l t s  pendant 1 heu- 

r e ) ,  l a  f ron t i è re  de migration du marqueur é t a n t  facilement repérée grâce à 

l a  coloration l i e  de vin particulièrement intense de celui-ci. La coloration 

des solut ions d'une concentration en rouge de ruthénium a l l a n t  de 1/2 à 



TABLEAU Vn: 

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

d'osmium col lo ïda l  (0,15 g ~ s / l i t r e ) .  
I 

Concentration du - ,  ,.-....,, 1 
aTaDiu7;e rouge de ruthénium Mobilité 

du Charge 
dans l e  système du du 

système col lo ïda l  col loïde 
colloIda1 colloïde 

(en millimoles/li t r e )  

1/2 
Stable 

7 2 heures . 

: Turbidité au bout : 
de 12 h 

: Turbidité au bout : 
de 2 h 

: Tmbidi té  au bout : 
de 12 h 

Stable 

au moins 

7 2 heures 



1/30 de millimole/litre (concentrations rapportées au volume f i na l  après 

l 'addition du bioxyde d1 osmium) se condensa dans la moitié du tube correspon- 

dant à l 'électrode de platine négative ; ce l le  des solutions d'une concentra- 

tion inférieure à 1/70 de millimole/litre se concentra au niveau de l 'électrode 

positive. La charge du marqueur e s t  donc électropositive dans l e  premier cas, 

e t  électronégative dans l e  second  a able au VI1 ; p. 125). 

g- Cornmen ta i res  . LI existence d'une seconde région de s t ab i l i t é  

où l a  charge du colloïde e s t  inversée prouve que l 'on  se trouve en présence 

d'un système colloïdal présentant l e  phénomène de renversement de l a  charge e t  

de "série irrégulière" : quand l a  concentration du cation hexavalent rouge de 

ruthénium crof t  à p a r t i r  d'une valeur t r è s  basse ( < 1/70 millimole/litre), 

sa distribution au niveau de l a  "couche double" des particules de bioxyde 

d1 osmium colloldal (colloïde lyophobe élec tronégatif) condense l a  couche dif- 

fuse de ces dernières ; l e  potentiel k négatif s 'abaisse a lors  progressivement 

e t  avec l u i  l a  barrière de potentiel responsable de l a  s t ab i l i t é  temporaire 

du système, devient infér ieur  au potentiel lf cri t ique pour lequel ce t t e  

barrière permet l a  floculation rapide (concentration de floculation 2 1/50 

millimole/litre) , st  annule e t  c ro î t  ensuite en valeur positive quand 1 ' épais- 

seur de la  couche diffuse devient inférieure à ce l l e  de l a  zone électrociné- 

tique des micelles ; une nouvelle barrière de potentiel  prend a ins i  naissance, 

e t  l a  durée de l a  s t a b i l i t é  s 'élève progressivement avec l a  charge électro- 

positive du colloïde co able au VI1 ; p. 125). 

La valeur de l a  concentration de floculation se  s i tue  nettement 

hors des limites admises par l a  règle de SCHULZE I W D Y  pour l e s  ions divalents 

( 0 , ~ - 2  millimoles/litre) ; e l l e  e s t  de l 'ordre de ce l le  que l'on trouve habi- 

tuellement lors  de l a  coagulation des sols  négatifs par des cations non assi- 

milables à des ions quasi-ponctuels -cf e s t  l e  cas, par exemple, des composés 

organiques (voir l e s  généralités sur l e s  colloïdes ; p. 13)-. Ce phénomène e s t  

explicable si l'on admet, comme l e  prévoit l a  théorie de STERN ( ~ é n é r a l i t é s  

sur  l e s  colloïdes ; p. 7 ) pour ces derniers, que l a  dimension e t  ltadsorbabi- 

l i t 6  des molécules du complexe rouge de ruthénium conditionnent un abaissement 

du potentiel de l a  couche diffuse du colloïde e t  par conséquent de l a  concen- 

trat ion de floculation, malgré l a  compensation probable du "relieving effect" 

introduitepar l e s  ions cacodylate de même charge que l e  bioxyde. 



d - Révélation du colloïde au microscope électronique 

a - Introduction. Nous avons confirmé l a  nature colloïdale e t  

l a  propriété de marqueur du système précédent en l'appliquant sur  des cellules 

ascitiques dlEHE&ICH. Cela nous a également permis d'évaluer l a  t a i l l e  de ses  

micelles. 

f3 - Protocole expérimental. Les cellules furent f ixées pendant 

3 heures, à 40 C ,  par l a  solution de formaldéhyde tamponnée à 10 p. 100, 

lavées dans l e  tampon cacodylate, t r a i t ées  pendant 3 heures, à 40 C,  par une 

solution de pH 7,4 obtenue en ajoutant lentement, sous agitation, la  solution 

colloPdale de bioxyde dtosmium (0,15 g de 0s / l f t re)  à du rouge de ruthénium 

( 0 ~ 0 5  p. 100 dans l e  tampon cacodylate) dans un rapport de volumes de 2/1 de 

façon à ce que la  concentration de ce dernier dans l e  système s o i t  de 1/3 de 

millimole/litre, lavées à nouveau dans l e  même tampon, déshydratées par l lacé-  

tone, incluses, coupées e t  observées comme lo rs  des expériences précédentes. 

$'- gésultat .  Nous avons constaté 1' existence d'un dépôt bien 

contras té, continu, e t  relativement dense de particules colloïdales (diamètre 

nL 4 nm) au niveau de l a  périphérie des cellules examinées (PI. 22). 

e - Contrôle de pureté de l a  solution de marqueur 

a - Introduction. Dans l e  but de montrer que l e  résu l ta t  précé- 

dent e s t  réellement da au colloïde e t  non à une pe t i t e  quantité résiduelle 

de tétroxyde d'osmium non réduit,  nous avons appliqué l a  solution de marqueur 

précédente à des cellules dtEW(LICH délipidées ou ayant eu l e s  doubles l i a i -  

sons de leurs l ip ides  insaturés bloquées par l 'iode. 

$ - Protocole expérimental. Les cellules furent f ixées pendant 

3 heures, à 40 C, par l a  solution tamponnée de formaldéhyde, lavées dans l e  

tampon de SOEXENSEN, t r a i t ées  par l l i ode  ~ / 1 0 0  pendant 45 minutes (2 passages) 

ou déshydratées e t  délipidées par l e s  t r o i s  procédés déjà décri ts  (premier 

chapitre ; section 2 ; p. 89) ,  réhydratées (dans l e  second cas), lavées dans 

l e  tampon cacodylate, t r a i t ées  par l a  solution colloïdale de marqueur décri te 

précédemment pendant 3 heures à 40 C,  lavées à nouveau, déshydratées, incluses 

e t  observées. 



p Résultats. L'identité des résul ta ts  de ce t te  expérience 

e t  de l'expérience précédente prouve que l e  colloïde obtenu i n  v i t ro  e s t  l e  

seul responsable du marquage des membranes de surface (PI. 23). 

3 - Conclusion 

Lors de l lapplication de l a  méthode classique (section 2 ; 

p. IO?), la concentration du rouge de ruthénium dans l a  zone périphérique hydro- 

phile de l a  membrane de surface e s t  pratiquement identique à cel le  des diffé- 

rents milieux dans lesquels sont suspendues l e s  cellules (1 nil l imole/l i tre)  . 
Le marqueur synthétisé i n  s i t u  a donc des propriétés semblables à cel les  de 

l a  deuxième région de s t ab i l i t é  de l a  sé r ie  irrégulière précédente (concentra- 

t ion en rouge de ruthénium > 1/30 millimole/litre ; tableau VI1 ; p. 125) : 

c 'es t  un s o l  électropositif formé de particules de bioxyde d'osrrjum colloïdal 

dans l'atmosphère ionique desquelles sont distribués l e s  complexes cationiques 

de rouge de ruthénium. 

1 - Introduction 

Les propriétés électriques du marqueur e t  l e  pH auquel il se  

forme e t  se  f ixe  ( p ~  7,4) la issa ient  prévoir son a f f in i t é  pour l e s  groupements 

anioniques de l a  zone périphérique cel lu la i re  ; cependant, il nous a é té  impos- 

s ib le  de l e  démontrer en u t i l i s an t  l a  méthode classique de la section 2 (P. 1071, 

car  la plupart des réactions de contrôle chimiques dissolvent l e s  l ipides 

nécessaires à sa  formation. Pour l e  prouver, nous avons donc précisé l a  spéci- 

f i c i t é  du colloïde réal isé  i n  vitro.  Deux sortes de vérif ications ont é té  

effectuées : 

- Des contrôles in  v i t r o  sur  des polyanions (acide hyaluronique 

e t  sul fa te  de polyvinyl) e t  un polycation (polylysine) dissous dans un gel 

d'agarose. 

- Z t  des contrôles i n  s i t u  par suppression (es tér i f ica t ion ou 

fixation de la polylysine) ou introduction (sulfata tion) de fonctions acides 

au niveau de l a  membrane de surface. 



2 - Contrsles effectués i n  v i t ro  

a - Protocole. expérimental. Des solutions aqueuses dt  acide 

hyaluronique à 1 p. 100, de sulfa te  de polyvinyl à 5 p. 100 e t  de polylysine 

à 2 p. 1000 furent mélangées à chaud avec de l a  gélose (solution dl agarose à 

10 p. i 00 dans 1 eau) dans un rapport de volumes de 1 /1, puis l e s  coupes des 

culots a in s i  formés (réalisées au cryostat de PEARSE) furent recueil l ies dans 

l e  tampon cacodylate, t ra i tées  pendant 3 heures, à 40 C, (2 passages) par l a  

solution colloiidale définie précédemment (p. 127), lavées dans l e  tampon caco- 

dylate e t  observées en tubes à essais. 

b - Résultats. Les coupes détenant l 'acide hyaluronique e t  l e  

sul fa te  de polyvinyl se colorèrent t r è s  fortement ; leur  suspension p r i t  une 

teinte l i e  de vin t r è s  foncée, presque noire. Par contre, ce l les  qui contenaient 

l a  polylysine ne parurent que t r è s  faiblement marquées par l e  colloïde (pl. 24 ; 

fig. a). 

3 - Contrôles effectués in s i t u  

a - Estérification 

a - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques dtEKRZIICE-1 

furent fixées pendant 4 heures, à 49 C ,  par l a  solution de formaldéhyde tampon- 

née, lavées dans l e  tampon de SOEFiENSEN, déshydratées par 1' éthanol, estéri-  

f iées  (chapitre 1 ; section 2 ; p. 76), réhydratées, lavées par l e  tampon 

cacodylate, t r a i t ées  pendant 3 heures, à 49 C ,  par l a  solution colloEdale 

de marqueur (p. la), lavées à nouveau par l e  tampon cacodylate, déshydratées 

par l'acétone, incluses e t  observées. 

@ - Résultats. Nous nf  avons pratiquement constaté aucun dépôt 

de particules colloïdales au niveau de l a  membrane de surface des cellules 

examinées (pl. 24, fig. b). 

b - Action de l a  polylysine 

a - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent 

fixées pendant 3 heures, à 49 C, par l a  solution de formaldéhyde tamponnée, 

lavées dans l e  tampon de SOERENSE3 e t  dans 1' eau d i s t i l l ée ,  t r a i t ées  pendant 

1 heure, à 40 C ,  par une solution aqueuse de polylysine à 2 p. 1000, lavées 



rapidement dans l e  tampon cacodylate, soumises a l 'act ion de la solution 

colloïdale de marqueur (p. 127) pendant 3 heures à 40 C ,  lavées à nouveau dans 

l e  même tampon, déshydratées par 1 'acétone, incluses e t  observées. 

/3 - Résultat, Les cellules s'associèrent assez fortement sous 

1' e f fe t  du "pont ioniquet' é tab l i  par l e  composé basique entre leurssurfaces 

polyanioniques; mais aucun marquage n ' a  é té  constaté au niveau de ces der- 

nières,même au niveau des zones non engagées dans l e s  phénomènes ilthtercon- 

nexion (pl. 24, fig. c). 

a - Principe, Le principe de ce contrôle consiste à bloquer 

l'ensemble des groupements anioniques de l a  membrane de surface en l e s  esté- 

r i f iant ,  puis & introduire de nouvelles fonctions acides, en l'occurence des 

groupes ester-sulfurique, en sulfatant  l e s  radicaux hydroxyle des glycannes. 

Le résu l ta t  de ces opérations e s t  résumé dans l e  schéma suivant : 

O 
kp / O  3 

1 'O-CH 
O 3 

/3 - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent fixées 

pendant 5 heures, à 40 C,  par l a  solution de fomldéhyde tamponnée, lavées dans 

l e  tampon de SOERENSEN, déshydratées par 1 éthanol, e s  tér i f iées  ( ~ h a p i  t r e  1 ; 

section 2 ; p. 7E$, lavées à l 'é ther,  sulfatées pendant 5 minutes par une solu- 

tion obtenue en mélangeant, à 00 C,  de l 'acide sulfurique concentré e t  de 

l ' é ther  dans l e  rapport 1/1 (MoWRY, 1958) (491), réhydratées, lavées dans l e  

tampon cacodylate, soumises à l 'act ion de l a  solution colloïdale du marqueur 

(P. 1 n> pendant 3 heures à 4 N ,  lavées à nouveau dans l e  même tampon, déshy- 

dratées à l'acétone, incluses e t  observées. 

v- Résultat. Les cellules présentèrent un dép8t discontinu de 

particules colloïdales au niveau d'une zone correspondant à leur  glycolemme 

(pl. 24 ; f ig .  d). 



4 - Conclusions 
Si lton tient compte de la localisation du marquage que l'on 

obtient habituellement avec la méthode classique (section 2 ; p. 107) et du 

pH auquel celle-ci est appliquée ( p ~  7,4), on peut dire que le marqueur col- 

Zoïdal formé in situ se fixe spécifiquement sur toutes les fonctions acides 

naturelles et introduites localisées dans la zone périphérique hydrophile, 

c'est-à-dire sur les groupements carboxyliques, esters-phosphoriques et tétra- 

esters osmiques dlLglycol (~i~ure 14 ; p. 132). 

III - DISCUSSIONS 

Les divers résultats précédents appellent les réflections 

suivantes : 

1 - En prouvant que le tétroxyde d'osmium donne naissance à un tétraester 

osmique d'a-glycol, nous n'avons pas résolu complètement le problème complexe 

de l'action de cet oxyde dans les tissus, ni tranché définitivement en faveur 

de telle ou telle hypothèse ; notre étude démonte simplement le mécanisme 

qui prélude à l'apparition d'un marqueur dans le cadre restreint des membranes 

de surface et des conditions où est appliquée la méthode -et complète ainsi 

indirectement l'interprétation des images que l'on observe au niveau de ces 

zones quand elles sont post-fixées par "l'acide osmiquev-. D'ailleurs, il est 

possible que les hypothèses de RIEMERSU et BOOIJ (RIwRSMA et BOOIJ, 1962 

( 492) ; RIEPERSMA, 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 dl osmium (RIEME=, 1970) ( 498) laisse supposer que 

la formation du tétraester passe par l'étape intermédiaire du diester acide 

instable de RIEME=. 

2 - L'aspect du dépôt colloïdal 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 phénomène est évidente : dans le premier cas, 

le colloïde venant du milieu extérieur à 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 



Figure 14 

Schéma rés~unant l e  mécanisme de formation e t  de f ixa t ion  du marqueur 

de la méthode au  rouge de ruthénium. 

G : glycol.emme ; P : plasmoleme. O+ : ca t ion  rouge de 

ruthéniun (R. de R.) ; a- : bioxyde d'osmium co l l c ida l  ; ++ : 

marqueur colloïdal. é lec t ropos i t i f  (M. co l  ..) . 0-0 : groupement 

aniocique ; 0- : grov.pernent caticnique ; - : double l i a i son  

l i ~ i d i q v ~ e  du f e u i l l e t  plasniiqïe exterrie ; : t é t a e s t e r  osmique 

dl a-glycol . 



de cette zone en gardant son aspect granulaire ; dans le second, sa synthèse 

in situ lève l'obstacle à la pénétration que représente sa dimension, fournit 

une forte densita de particules collofdales et donne un aspect continu et 

opaque au dépôt, -C'est la raison pour laquelle le premier cas représente un 

procédé beaucoup ?lus efficace et précis pour révéler l'existence d'un composé 

par la méthode de l'élimination sélective de sa trace (voir la 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 colloïde formé 

in situ et non le colloïde lui-même. Eh déterminant le mécanisme qui condition- 

ne l'effet de marquage, ce travail élucide donc simplement le mode essentiel 

qui prélude à la formation et à la fixation du sol ; il ne précise pas la 

nature des sources susceptibles de fournir ce dernier à un taux inférieur au 

seuil imposé par l'appréciation visuelle de ltartéfact. Il est d'ailleurs 

probable qu'un taux très faible de bioxyde d'osmium prenne également naissance 

à partir des protéines de la membrane, car, s'il est habituellement admis que 

le rôle de ces composés dans la réduction du tétroxyde dtosmium est minime 

(ADAMS, 1960 et 1965 (499, 500) ; W, 1965 (501) ; MILLONIG, 1967 (502) ; 

MILLONIG et MARINOZZI, 1968 (503)), certains auteurs montrèrent néanmoins 

qu'une extraction lipidique des membranes mitochondriales n'empêchait pas 

l'apparition de la "triple couchet1 (p. 29) après un traitement par cet oxyde 

(FLEISCHER et al., 1967) (504). BAHR précisa la réactivité relative de chacun 

des groupes fonctionnels protéiniques vis-à-vis du tétmxyde d'osmium (BAHR, 

1954) (505) ; selon lui, elle se répartirait de la façon suivante : 

- S H ) - C = C - > a  terminal) -S-S-)>C=zO )-OHteminal 
2 > - OH aromatique 

Cependant, l'auteur effectua ses travaux sur des substances isolées ; et 

ADAMS ne tmuva aucune preuve histochimique en faveur de son hypothèse (ADAMS, 

1960) (506). Il est plus vraisemblable que l'action de l'oxyde se limite à 

l'établissement de "ponts1' tétraester entre les doubles liaisons du trypto- 

phane et de l'histidine (BAKER, 19%) (?O?), et à lr oxydation des radicaux 

aminés teminaux des chaînes polypeptidiques (HIIKE, 1965) (508). 



4 - Le signe de la  charge électrique du so l  dépend théoriquement de deux sortes 

de paramètres : l a  concentration du muge de ruthénium (p. 124) e t  l a  composi- 

tion du tampon -à cause du "relieving effectM- choisies par l 'opérateur ; e t  

la concentration du bioxyde d'osmium imposée par l a  composition en l ip ides  de 

l a  membrane. S i  l 'on  néglige l ' influence de l a  concentration du colloïde sur 

l a  valeur de floculation -celle-ci e s t  en e f f e t  t r è s  fa ible  (voir l e s  gjnéra- 

l i t é s  ; p. 14 )-, l e s  deux premiers facteurs devraient donc intervenir sur l a  

spécifici té de l a  méthode. Cependant, l a  plu.part des auteurs appliquent cet te  

dernière avec une concentration en rouge de ruthénium relativement importante, 

supérieure à 0,01 p. 100 (1/5 millimole/litre), e t  dans ces conditions, quel- 

que s o i t  l e  tampon employé, on peut considérer que l e  marqueur res te  toujours 

spécifique des fonctions acides. 

5 - Le choix du mode de fixation e t  de déshydratation de l a  méthode doit  ê t re  

guidé par l a  connaissance du mécanisme qui produit l ' e f f e t  de marquage : l e  

premier doit  f i xe r  l e s  protéides -puisque celles-ci détiennent l a  plupart des 

groupes anioniques- tout en préservant l e  contenu en l ipides de l a  membrane ; 

e t  l e  second abaisser au maximum l a  constante diélectrique du milieu pour 

élever l a  force de la  l iaison retenant l e  marqueur sur l e s  fonctions acides. 

Les agents aldéhydiques, en part iculier  l e  glutaraldéhyde, jouent l e s  deux 

premiers rôles quand leur  temps d'action e s t  court (on admet qu ' i l s  peuvent 

provoquer une extraction non négligeable des l ipides pour une action prolongée 

(LISON, 1960) ( 509)) ; e t  l'acétone possède l a  dernière propriété puisqulelle 

e s t  l 'un des agents déshydratants dont l a  constante diélectrique e s t  l a  plus 

éloignée de cel le  de l 'eau (acétone : E ZZ 20 ; eau:£ /li 80). 

6 - La densité du dépôt de marqueur formé in s i t u  e s t  conditionnée par l a  con- 

centration en doubles l iaisons de l a  zone où prend naissance l e  colloXde 

( feu i l l e t  plasmique externe), e t  par cel le  des fonctions acides de l a  région 

périphérique liydrophile sur lesquelles il se  fixe. En supposant qut aucun dépôt 

de particules colloïdales n 'es t  retenu d'une façon non spécifique au niveau 

de l a  membruie de surface (un lavage par l e  tampon cacodylate 61-e cet te  

possibil i té) ,  ce t t e  double dépendance s'exprime t r è s  simplement par l e  graphi- 

que e t  l e s  relat ions suivantes : 



On a : D = C A x pour O <x (a ; e t  % = CA pour a \(x a 

avec : D : densité de marquage 

A : concentration en groupes anioniques de l a  zone où se f ixe  l e  
marqueur 

x : concentration en doubles l iaisons de la zone oh prend naissance l e  
marqueur 

a : concentration en doubles l iaisons susceptible de saturer exactement 
A en marqueur 

A - : constante indépendante du type ce l lu la i re  étudié. 
a 

La méthode peut donc théoriquement servir  à comparer l e  taux des deux sortes de 

fonctions précédentes : s o i t  des doubles l iaisons du f eu i l l e t  plasmique externe 

si l e s  ty-pes cel lu la i res  examinés appartiennent au premier cas (O < x ( a )  ; 

s o i t  des groupements anioniques de l a  région hydrophile périphérique dans 

l l a u t r e  éventualité ( a s x ) .  Mais étant donné qu'on ne peut savoir s i  x es t  

supérieur ou non à l a  valeur a dans une membrane donnée, l a  seule vocation de 

l a  technique res te  l e  traçage du prof i l  de l a  surface cellulaire. 

7 - LUFT (1 971 ) ( 510) avait  constaté un certain nombre de f a i t s  au cours d 'me 

sé r ie  d'études sur l e  rouge de ruthénium : 

a - S i  on applique l e  mélange de rouge de ruthénium e t  de tétroxyde d'osmium 

à Oe C pendant 1 heure -au l i eu  de l a  température ordinaire e t  du temps de 

3 heures-, l e  contraste observé au microscope électronique au niveau des struc- 

tures habituellement marquées par l a  méthode e s t  t r è s  faible, souvent inexis- 

tant. 

b - Quand un t i s su  musculaire e s t  t r a i t é  par l e  rouge de ruthénium avant l e  

tétroxyde d'osmium, l e s  deux stades étant séparés par un lavage, l e s  stmc- 

tures extracellulaires riches en "mucopolysaccharides'f acides ne présentent 

aucun contraste par t icul ier  ; seules l e s  inclusions lipidiques du cytoplasme 

sont marquées. Par contre, s i  l 'ordre d'application des deux composés e s t  

Siversé, plus aucune structure ne présente de dépôt de marqueur. 



c - Le tétmxyde d'osmium e s t  susceptible d'oxyder l e  muge de ruthénium. 

La réaction in terv ient  dans l e  tampon cacodylate e t  dans l e  t i s s u  ; dans l e  

premier cas, e l l e  e s t  t r è s  l en te  ; dans l e  second, e l l e  e s t  presque instanta- 

née. Le composé formé (brun de ruthénium) e s t  un complexe heptavalent de même 

poids moléculaire que l e  rouge de ruthénium dont l a  f o d e  proposée par 

FLETCHER (1 961 ) (51 1 ) e s t  l a  suivante : 

Pour expliquer ces observations, l ' au teu r  proposa t r o i s  hypothèses sur l e  r ô l e  

du rouge de ruthénium dans l a  formation du marqueur : 

a - La première suppose que l e  rouge de rutiiénium catalyse un t ransfer  d té lec-  

t rons d'un substrat  "po lysa~char id ique~~  vers l e  tétroxyde d'osmium (modèle 

l lcatalyt iquel l) ,  Dans ce  mécanisme, l e  tétroxyde d'osmium oxyde l e  rouge de 

ruthénium f i x é  par l i a i s o n  ionique sur  l e s  groupes acides des llpolysaccharides" 

t i s su la i r e s ,  puis l e  brun de ruthénium a i n s i  formé oxyde à son tour ces der- 

n i e r s  e t  redonne du rouge de ruthénium. Un grand nombre de molécules de 

tétroxyde est donc r é d u i t  au cours de l fopérat ion,  e t  l ' important dépôt de 

bioxyde d'osmium qui en résu l t e  concoure avec l e  rouge de ruthénium à pmvo- 

quer l e  contraste  que l ' o n  observe au microscope électronique. 

b - La seconde prévoit que l 'oxydation des ltpolysaccharideslt a i n s i  produite 

e s t  capable d'induire au se in  de ceux-ci de nouveaux groupes acides e t  l a  

f ixa t ion  subséquente d'une quanti té  supplémentaire de rouge de ruthénium 

(modèle "self-propagating" ) . 
c - La troisième conci l ie  l e  mécanisme précédent avec l 'hypothèse selon laquel- 

l e  de l losmiate -au l i e u  du bioxyde d'osmium- s e  formerait  au cours de l a  

réduction du tétroxyde d'osmium. Le composé anionique a u r a i t  la  facul té  

d 'unir  des molécules de rouge de ruthénium au brun de ruthénium f ixé  au t i s su ,  

e t  une vér i tab le  "réaction en chaîne" s e r a i t  a i n s i  conditionnée par son in ter -  

médiaire. 

Il e s t  d i f f i c i l e  d'admettre l a  v a l i d i t é  de ces propositions. 

D'une part ,  l e s  r é s u l t a t s  précédents peuvent ê t r e  in t e rp ré té s  d'une aut re  

manière : 

a - Il e s t  connu que l e  tétroxyde dtosmium réag i t  de préférence à l a  tempéra- 

t u r e  ordinaire  sur l e s  doubles l i a i sons  des l ip ides  insaturés. 



b - Le rouge de ruthénium e s t  facilement éliminé par un lavage quand il e s t  

f ixé  au niveau d'une zone extracellulaire diffuse e t  hjjdrophile comme l e  glyco- 

lemme ; mais dans l e s  structures cytoplasmiques, l a  quantité de colorant restée 

emprisonnée peut ê t r e  suffisante pour inverser l a  charge du bioxyde dtosmium 

colloZdal formé au niveau des inclusions lipidiques. 

c - La transformation du rouge de ruthénium en brun de ruthénium dans l e  t i s su  

e s t  parfaiteaent compatible avec l ' inversion de l a  charge du bioxyde d'osmium 

colloïdal. BI ef fe t ,  lors  de l a  réalisat ion i n  v i t ro  de cet te  inversion, nous 

avons u t i l i s é  l 'une des sources de rouge de ruthénium que l ' on  trouve habituel- 

lement dans l e  commerce ; or, il es t  connu que l e s  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 e t  nitrosés, notamment du trichlorure de ruthénium-III-hexamine, 

dichlorure de ruthénium-III-chloropentamine e t  chlorure de mthénium-III-ni- 

trosyle, a ins i  qu'une pet i te  quantité de viole t  de ruthénium- (LUFT, 1971 ) 

(51 2). 

D'autre part, aucun des t r o i s  mécanismes ne peut intégrer d'une façon cohérente 

1 ' ensemble des informations (personnelles ou non) que 1 ' on possède actuellement 

sur l a  méthode e t  sur l e s  propriétés du rouge de ruthénium e t  du tétroxyde 

d'osmium : 

a - Le modèle "catalytique" e s t  incompatible avec l e s  résultats  que l ' on  

obtient quandan inverse l 'application séparée du rouge de ruthénium e t  du 

tétroxyde d'osmium (voir  la section 3 ; p. 11  1). Dtailleurs, LUFT (1971 ) (513) 

émit lui-même ce t te  réserve pour tenir  compte d'un résul ta t  pratiquement 

identique qu ' i l  avai t  observé. 

b - Le troisième modèle e s t  invalidé par l e s  f a i t s  suivants : tout d'abord, 

aucune des études effectuées pour élucider l e  mécanisme de l 'action du tétro- 

xyde d'osmium sur l e s  doubles l iaisons insaturées t i ssula i res  ne prouve la  

formation de l ' ion  osmiate (voir  l a  section 3 ; p. 112) ; ensuite, LUFT (1971) 

(514) reconnaît lui-mgme, d'une part, qu ' i l  e s t  impossible de supposer que 

ce composé prend naissance dans l e  mélange de rouge de ruthénium e t  de tétro- 

xyde d'osmium, d'autre part, qu ' i l  e s t  d i f f i c i l e  dla&nettre sa formation dans 

l e  t issu,  au pH où sont habituellement ap~ l iqués  l e s  réact i fs  de cet te  

méthode (pH 7,4). 



c - La formation de bioxyde d'osmium admise par  l e s  deux premiers schémas ne 

peut expliquer l a  loca l i sa t ion  précise e t  f i d è l e  du contraste que l ' on  observe 

au  microscope électronique sur certaines s tructures,  notamment au niveau de 

tout  l e  système membranaire (CESARINI, 1972) (515) e t  des f i b r e s  de collagène 

(ND e t  BAXHEY, 1972) (51 6). Un t e l  dépôt, s ' i l  ex i s t a i t ,  d i f f u s e r a i t  proba- 

blement au cours des traitements qui suivent l ' appl ica t ion  du mélange de rouge 

de ruthénium e t  de tétroxyde, ca r  il ne peut ê t r e  retenu spécifiquement sur 

aucune des fonctions t i s su la i r e s .  

d - Enfin, t r o i s  arguments infirment l'ensemble des t r o i s  modèles : il e s t  

impossible de conci l ie r  ceux-ci avec l e  r ô l e  joué par l e s  l i p i d e s  insaturés 

dans l a  formation du marqueur ; lloxy&ation des o polysaccharide^^^ sur  laquel le  

i ls  sont fondés n'explique pas l e  contraste  important que l ' o n  observe généra- 

lement au niveau des inclusions l ipidiques du cytoplasme ; l 'applicat ion 

séparée du tétroxyde dlosmium puis du rouge de ruthénium ne devra i t  donner 

aucun r é s u l t a t  au niveau du glycolemme (voi r  l a  section 3 ; p. 1 1 1 ) , car  l e  

tétrnxyde d' osmium r e s t é  in t ac t  -nt ayant pas réagi avec l e  t issu-  au niveau 

de ce t t e  zone d i f fuse  e t  hydrophile devrai t  ê t r e  éliminé presque totalement 

par l e  lavage qui sépare l e s  deux opérations. 

I V  - CONCLUSIONS 

Trois points essent ie ls  peuvent ê t r e  dégagés du t r a v a i l  

précédent : 

1 - Le marqueur apparu à l a  s u i t e  de l ' appl ica t ion  de l a  méthode au rouge de 

ruthénium e s t  un col loïde é lec t ropos i t i f  qui  r é su l t e  de l l i nve r s ion  de l a  

charge du bioxyde d'osmium col lo ïda l  par l e  rouge de ruthénium, l'oxyde pre- 

nant essentiellement naissance l o r s  de l a  formation d'un t é t r a e s t e r  osmique 

ent re  l e  tétroxyde dtosmium e t  l e s  doubles l i a i sons  des l ip ides  insaturés ; 

il se  f i x e  donc su r  toutes l e s  fonctions acides du glycolemme e t  du f e u i l l e t  

plasmique externe (zone hydrophile périphérique), e t  révèle a i n s i  1 épaisseur 

de c e t t e  zone e t  l e  p r o f i l  de l a  surface ce l lu l a i r e ,  

2 - Les images classiques observées au microscope électronique, au  niveau des 

membranes (vo i r  l e s  général i tés  ; chapitre  2 ; p. 29 ) , après post-fixation 

par " l 'acide osmique", sont probablement dues à l a  formation de bioxyde 

d'osmium col lo lda l  e t  du t é t r a e s t e r  par l e  même mécanisme. 



3 - L'étude de l a  formation in s i t u  du marqueur nous a conduit à réal iser  

sa synthèse in vitro 

4. - APPLICATIONS 

La vocation du marqueur colloïdal précédent e s t  double : formé 

in situ,  il révèle avec précision l'épaisseur e t  l e  prof i l  du glycolemme g 

réal isé  i n  vi t ro ,  il peut ê t r e  employé pour mettre sélectivement en évidence 

l e s  divers composés ioniques de ce t te  zone. Nous avons donc respectivement 

u t i l i s é  ses deux propriétés pour aborder l e s  problèmes suivants : 1 - L'étude 

de l 'architecture du glycolemme g 2 - E t  l a  détermination de l'agencement des 

phospholipides du f e u i l l e t  plasmique externe. 

A - ETUDE DE L'ARCHITECSURE DU GLYCOLEMME 

1 - Mise en évidence du g l y c o l e e  

a - Introduction. Pour réal iser  cet te  étude, nous avons appli- 

qué l a  méthode classique au rouge de ruthénium t e l l e  qu'elle a é té  mise au 

point au début de ce t ravai l ,  e t  nous avons effectué nos observations à un 

grossissement relativement important. 

b - Protocole expérimental. Mous avons réal isé  ce travail  sur 

l e s  hépatocytes du Rat Wistar normal adulte e t  sur l e s  souches cellulaires 

suivantes : fibroblastes embryonnaires de Souris Swiss, cellules HeLa e t  ICB, 

cellules du carcinome ascitique d'EHRLICH greffées chez l a  Souris Swiss e t  

C 57 femelle e t  cellules de lthépatome ascitique de UJDELA, l e s  conditions 

de culture e t  de prélèvement étant  identiques à cel les  qui ont é t é  exposées 

dans l e  premier chapitre (section 2 ; p. 87) -ces protocoles furent également 

employés dans l e s  autres expériences de ce chapitre, sauf dans l e s  cas où l 'on  

précise l e  contraire-. 

Les fragments de foie,  dès leur prélèvement, ont é té  fixés par 

l e  glutaraldéhyde tamponné -ne contenant pas de rouge de ruthénium- pendant 

1 heure, à 4", e t  coupés au cryostat de P W E  (coupes de 20 recueil l ies ? 



dans l e  tampon cacodylate), puis l e s  coupes e t  l e s  cellules précédemment c i tées  

ont é té  t ra i t ées  suivant l e  protocole décr i t  dans la section 2 de ce chapitre 

(P. lm). 
c - Résultats. Trois sortes de résul ta ts  ont é t é  obtenus : 

1 - Aucun marquage n t a  é té  constaté au niveau de l a  surface cel lu la i re  des 

hQpatocytes de Rat n o m l .  

2 - Une couche de marqueur assez fine, d'une épaisseur légèrement variable de 

place en place, f u t  observée au niveau du glycolemme des cellules en culture 

(fibroblastes, cellules HeLa e t  KB) (PI. 25, 26, 27 (fig. a)) .  

3 - Ehfin, la zone périphérique hydrophile des cellules ascitiques présenta 

un marquage assez dense e t  d'une épaisseur relativement importante, formé par 

un ensemble de touffes plus ou moins individualisées dont l e s  mieux dessinées 

semblèrent espacées de 20 à 70 nm environ (pl. 27 (f ig.  b) ; Pl. 28 (fig. a) ) .  

a - Introduction. Certains auteurs montrèrent, sur des 

membranes isolées du fo ie  de Rat, que 1'EDT.A e t  l 'acide ci tr ique avaient l a  

propriété de réorganiser la structure en " t r i p l e  couche" du plasmolemme e t  de 

l u i  donner une structure globulaire (BENEDETTI e t  EMPZEIX)T, 1966 (51 7) ; ENPIELOT 

e t  BENEDETTI, 1967 (518)). Nous avons u t i l i s é  ces agents pour vér i f i e r  s i  cet te  

nouvelle organisation e s t  t raduite ou non par l e  marquage des cellules asci t i -  

ques. Les cellules ont é té  t ra i t ées  par l e s  deux composés, puis e l l e s  ont é té  

marquées par l a  méthode classique au rouge de ruthénium e t  par l e  colloXde 

réa l i sé  in v i t ro  à p a r t i r  de ce dernier. 

b - Protocole expérimental. Les cellules ascitiques furent 

t ra i t ées  pendant 2 heures, à 40 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 l e  tampon cacodylate e t  soumises au protocole décri t  

dans l a  seconde section (p. 107), ou lavées dans l e  tampon de SOERFSiTXEN e t  

soumises au processus opératoire exposé dans l a  section 3 (p. 127). 

(*) Pour 1 000 m l  : N a C l  : 6,95 g ; CIX : 0,3 g ; glucose : 1 g ; ma2, 4 
1 2 H O : 0,28 g ; PO H K : 0,23 g ; TRIS (hydroxyméthyl amino méthane) : 

2 4 2 
3 g* 



c - Résultats. L'aspect du dépôt de marqueur formé in s i t u  

parut sensiblement identique dans l e s  t r o i s  cas -il confirma celui  que nous 

avons décr i t  dans l'expérience précédente, mais sa  densité chez l e s  cellules 

t ra i tées  par l e s  agents complexants sembla légèrement plus fa ib le  que cel le  

des cellules témoins (pl. 28). D'autre part, un marquage de particules granu- 

la i res ,  d'une densité semblable pour l e s  t ro i s  expériences, s e  présenta au 

niveau du glycolemme des cellules soumises à l 'act ion du marqueur réal isé  & 
vi t ro  (pl. 29). - 
B - DETERMINATION DE L'AGENCEPIENT DES PHOSPHOLIPIDES 

1 - Mise en évidence des phospholipides accessibles au collolde réal isé  in vi t ro  

a - Introduction. En 1967, KORHOm (519) proposa un nouveau 

procédé histochimique d 'estérif ication sélective des groupements carboxyle 

fondé sur  l 'act ion d'un mélange (chlorure de thionyle/méthanol) préconisé par 

BELLO (1956) (520). Nous avons u t i l i s é  ce t t e  méthode pour révéler spécifique- 

ment l e s  groupes phosphoryle du f e u i l l e t  plasmique externe accessibles au mar- 

queur réa l i sé  in vitro,  en prenant soin de vér i f i e r  l 'origine phospholipidique 

de ceux-ci par l a  délipidation e t  l 'act ion de l a  phospholipase C ; on sa i t ,  

en effe t ,  que cet  enzyme a l a  propriété de catalyser l'hydrolyse des glycéro- 

phospholipides pour donner des diglycérides e t  des bases phosphorylées (RODBELL, 

1966 (521 ) ; RODBELL e t  JONES, 1966 (522)), e t  qu ' i l  l ibère a in s i  68 à 74 p. 

100 du phosphore t o t a l  des membranes érythrocytaires (LENARD e t  SINGER, 1968) 

(523). 

Protocole expérimental 

a - Estérification modérée. Les expériences ont é té  réalisées 

sur l e  fo ie  de Rat normal, l e s  cellules en culture e t  l e s  cel lu les  ascitiques 

précédemment citées. 

Dès leur prélèvement, l e s  fragments de foie  furent f ixés par 

l a  solution de formaldéhyde tamponnée pendant 2 heures à 40 C, puis coupés au 

cryostat de PEARSE (coupes de 20 recuei l l ies  dans l e  tampon de SOERENSEN). 

Les coupes e t  l e s  cellules furent ensuite fixées à 40 C par l a  solution de 

formaldéhyde -2 heures pour l e  foie e t  4 heures pour l e s  cellules-, lavées 

dans l e  tampon de SOEREXSEN, déshydratées par l 'éthanol, t r a i t ées  pendant 

2 heures, à OQ C, par de l'éthanol absolu témoin ou par un mélange obtenu en 



ajoutant lentement du chlorure de thionyle à du méthanol préalablement refroi- 

di à 09 C dans la proportion des volumes 4/100, réhydratées, lavées dans le 

tampon cacodylate, soumises pendant 3 heures, à 40 C, à l'action du marqueur 

colloTdal à base de rouge de ruthénium réalisé in vitro 127), lavées à 

nouveau dans le même tampon, déshydratées à l'acétone, incluses et observées. 

@ - Délipidation. Un lot de cellules ascitiques fut délipidé 
après le stade de l'estérification du protocole précédent suivant un procédé 

déjà décrit (Chapitre 1 ; section 2 : p. 89). 

v- Action de la phospholipase C. Les cellules ascitiques furent 
soumises pendant -2- heure ou 1 heure, à 379 C, à l'action de la phospholipase C 

ou du tampon TRIS témoin de même pH (chapitre 1 ; section 2 ; p. 89 ), lavées 

dans le tampon de SOERENSETT, fixées par la solution de formaldéhyde pendant 

4 heures à 4 W ,  déshydratées par l'éthanol, traitées pendant 2 heures, à OQ C, 

par le mélange de chlorure de thionyle et de méthanol, réhydratées, lavées dans 

le tampon cacodylate, soumises pendant 3 heures, à 40 C, à l'action du marqueur 

colloïdal à base de rouge de ruthénium réalisé in vitro, lavées à nouveau, 

déshydratées par 1' acé tone, incluses et observées. 

Résultats c - --- 
a - Cellules estérifiées. Un marquage dense et continu contrasta 

le glycolemme des cellules témoins. Les types cellulaires estérifiés donnèrent 

un résultat négatif, à l'exception des cellules ascitiques qui présentèrent 

une répartition régulière de dépôts particulaires espacés de 2û à 70 nm envi- 

ron sur leur surface (pl. 30 et 31 ). 

P - Cellules délipidées ou traitées par la phospholipase C. 
Aucun dépôt de colloïde 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 estérifiées, réparti semble-t-il 

dans toute l'épaisseur de la membrane, a été constaté chez celles qui avaient 

été soumises à l'action de l1 enzyme pendant 4 heure (pl. 32). 



2 - Agencement des phospholipides par r a p p r t  au ~lycolemme 

a - Phospholipides des cellules ascitiques 

a - Introduction. Les distalces Ces touffes de marqueur 

(formé in s i tu )  des cellules ascitiques sont comprises dans l e s  mêmes limi- 

t e s  que cel les  des dépôts de colloïde ( réal isé  i n  v i t r o )  répart is  sur l a  sur- 

face de ces cellules quand e l l e s  sont préalablement es tér i f iées  (20-70 nm). 

O r ,  nous avons précédemment prouvé que cesderniers représentent l a  trace des 

phospholipides du f eu i l l e t  plasmique externe accessibles à l a  surface cellu- 

l a i re .  Deux hypothèses peuvent donc ê t r e  émises : l e s  touffes de marqueur 

traduisent l a  structure rée l le  du glycolemme, e t  l e s  groupes phosphoryle pré- 

cédents sont alors local isés  entre ces formations ; ou e l l es  résultent d'une 

répart i t ion de gros amas de particules colloïdales, formés préférentiellement 

au-dessus de l a  charge anionique de ces groupements. Afin d'éprouver l e s  deux 

suppositions, nous avons t r a i t é  l e s  cellules ascitiques par l a  phospholipase C ,  

puis nous l e s  avons marquées par l e  colloïde formé i n  situ. 

p - Protocole expérimental. Les cellules asci  tiques furent 

soumises pendant i heure, à 370 C, à l 'act ion du tampon TRIS témoin 7 )  

ou de l a  solution de phospholipase C précédemment décri te (chapitre 1 ; 

section 2 ; p. 89), lavées dans l e  tampon cacodylate e t  t r a i t ées  suivant l e  

protocole mis au point dans l a  section 2 (p. 107). 

T- Résultats. Nous avons constaté que l e s  présentes cellules 

ascitiques étaient marquées d'une façon étroitement similaire à celles de 

l'expérience relatée dans l e  paragraphe A 1 (P. 139). Comme avec ces dernières, 

l e  marquage des glycolemmes parut formé par un ensemble de touffes diffuses 

plus ou moins bien dessinées espacées de 20 à 70 nn environ (pl. 33). Ce 

résul ta t  vé r i f i e  donc l a  première hypothèse. 

b - Phospholipides des cellules en culture 

a - Introduction. Le résul ta t  négatif que nous avons obtenu 

précédemment avec l e s  hépatocytes e t  l e s  cellules en culture es tér i f iées  

(paragraphe B, 1 ; p. 141) peut ê t r e  expliqué de deux façons : en supposant 

qu'une couche continue de glycolemme empeche l'accession du marqueur aux 

groupements phospholipidiques du f eu i l l e t  plasmique externe ; ou en admettant 



que ces derniers sont localisés en totalité ou en partie à la surface cellu- 

laire (comme dans le cas des cellules ascitiques) mais sont masqués par un 

composé qui les empêche de fixer le colloïde électropositif. MONTAGNIER (1970) 

(524) montra qu'un traitement ménagé par la phospholipase C ntaffecte pas la 

viabilité des cellules quand les phospholipides de leur membrane sont masqués, 

car les molécules de lipides sont alors protégées contre l'action de l'enzyme. 

Nous avons utilisé cette propriété pour écarter l'une des deux hypothèses 

en présence. 

@ - Protocole expérimenta&. Les cellules en culture furent 

détachées par une solution (*) de EDTA, lavées dans une solution de KANI(, 

incubées à 37" dans le HANK témoin ( p ~  7) ou dans une solution de la phos- 

pholipase C déjà définie (chapitre 1 ; section 2 ; p. 89) dissoute dans ce 

dernier à raison de 1 mg d'enzyme pour 20 rnl de solution, prélevées à des 

temps variables et mélangées à volume égal avec des solutions de Rouge Neutre 

à 0,05 p. 100 dans le HAJ!K afin d'être comptées dans un hémocytomètre, 

$- Résultats. Moins de 50 p. 100 des cellules présentèrent 

encore une coloration (cellules vivantes) au bout d'une hydrolyse enzymatique 

de 15 minutes. Nous avons donc considéré que ces trois iqrpes de cellules 

étaient sensibles et que la première hypothèse semblait la plus probable. 

III - DISCUSSIONS 

On peut faire les observations suivantes : 

1 - L'affaiblissement de la densité du marquage des cellules ascitiques 
traitées par les agents complexants (paragraphe A, 2, p. 140; Pl. 28) peut 

être dfi aux lipides insaturés du plasmalemme ou aux groupements anioniques 

du glycolemme (section 3 ; paragraphe III ; p. 135). Dans le premier cas, 

la diminution des doubles liaisons effectivement opérantes dans la formation 

du marqueur pourrait être causée par la réorganisation des lipides du plas- 

molemme sous l'effet de llEDTA ou de l'acide citrique ; dans le second, 

(*) Pour 1000 ml : NaCl : 8 g ; KC1 : 0,2 g ; Na2HP0 2 H20 : 1,44 g ; 4' 
KH2P04 : 0,2 g ; EDTA : 0,3 g. 



ce l l e  des fonctions acides se ra i t  l a  conséquence d'une perte de certains 

composés provoquée par l 'élimination des cations divalents assurant leur  

f ixation sur l a  membrane. L ' identi té du marquage que nous avons obtenue 

avec l e  colloïde réal isé  in  vi t ro  (paragraphe A, 2, p. 140; Pl. 29) ne peut 

résoudre l e  problème, car il es t  ~ o s s i b l e  que ce dernier a i t  une sensibi l i té  

insuffisante pour traduire ce t te  perte, 

2 - La phospholipase C du CXJostridium welchii employée hydrolyse l e s  léci- 

thines, l e s  glycérophosphatidyléthanolaminss e t  l e s  sphingomyélines (COLEMBN 

e t  al., 1970) (525). L'absence to ta le  de fixation du colloïde réalisé & 
v i t ro  sur l e s  cellules t ra i t ées  par ce t  enzyme (paragraphe B, 1 , p. 141 ; - 
Pl. 32, f ig.  b) peut donc s.voir deux significations : ces composés sont l e s  

seuls phospholipides dont l e s  groupes ioniques soient accessibles au marqueur 

entre l e s  touffes de glycolemme précédemment mises en évidence ; ou l a  

méthode de marquage n 'es t  pas assez sensible pour révéler l e s  lipides rési- 

duels. Bien que l 'on ne puisse trancher facilement entre ces deux éventua- 

l i t é s ,  c 'es t  l a  première hypothèse qui semble la  plus vraisemblable s i  l'on 

t i e n t  compte que ces derniers détiennent environ 40 p. 100 du phosphore 

t o t a l  des l ipides membranaires. 

3 - Nous avons vu que l e  dépôt de marqueur ( réal isé  i n  v i t ro )  des cellules 

ascitiques t ra i t ées  par l a  phosphollpase C pendant 3 heure é t a i t  plus épais 

e t  plus dense que celui  des cellules témoins (paragraphe B, 1 ,  p. 141 ; 

Pl. 32, f ig.  c). Ce résu l ta t  e s t  explicable s i  l 'on admet que l e s  protéines 

e t  l e s  l ipides des membranes de surface de ces cellules sont organisés sui- 

vant l e  schéma des modèles ltfluideslt ( ~ i g u r e  9 ; p. 35). Dans une t e l l e  

organisation, 1' hydrolyse d'une pe t i t e  quantité de phospholipides (par 

exemple au bout de heure) peut favoriser une structure "ouverte" e t  l a  

pénétration subséquente du colloyde d,ws l e  plasmolemme ; m a i s  une action 

plus poussée de l'enzyme (par exemple pour un temps de 1 heure), conjointe- 

ment à l 'élimination d'une grande par t ie  de ces composés lipidiques, peut 

auss i  provoquer une contraction la té ra le  des sous-unités protéidiques du 

système ( C O L E M B N  e t  al., 1970) (526) e t  un défaut t o t a l  de dépôt colloïdal 

-COLENAN - e t  a l .  (1970) (527) émirent cette hypothèse après avoir observé, 

sur des membrmes érythrocytaires du F b t  e t  de l'Homme, que l e s  l ipides 



neutres formés au cours de l'hydrolyse (diglycérides e t  céramides) restaient  

associés à ces zones sous forme de gouttelettes e t  par conséquent pouvaient 

ê t r e  considérés corne totalement éliminés de leur  corps-. 

Les cellules précédemment étudiées peuvent ê t r e  classées 

en deux catégories : 

1 - Les cellules en culture (fibroblastes embryonnaires, cellules HeLa e t  KB) 

e t  l e s  hépatocytes de Rat normal possèdent un glycolemme assez mince qui 

recouvre continûment l e s  groupements polaires phospholipidiques de leur feuil- 

l e t  plasmique externe -les t r o i s  premières souches sont sensibles à l ' ac t ion 

ménagée de la phospholipase C ; ces groupements ne semblent donc pas masqués 

chez e l les  par un composant du type de celui  qui a é t é  mis en évidence par 

MONTAGNDH (1 970) (528 )-. 

2 - Les cellules ascitiques (du carcinome d'EHFLGICH e t  de lthépatome de ZAJDELA) 

se  distinguent par un glycolemme plus épais e t  d'une épaisseur discontùiue, 

formé par un ensemble de touffes (espacées par une distance comprise entre X) 

e t  70 nm environ) dont l a  structure ne semble pas conditionnée par l1organisa- 

t ion du plasnolemme sous-jacent, entrelesyuelles sont distribués certains grou- 

pements phospholipidiques du f eu i l l e t  plasmique externe -la sensibi l i té  des 

cellules à l 'act ion ménagée de l a  phospholipase C paraî t  également prouver que 

ces composés ne sont pas masqués-. 

Compte tenu de l a  distribution des l ipides prévue par l e s  

modèles l e s  plus récents (voir l e s  généralités ; chapitre 2 ; p. 33), on peut 

donc i l l u s t r e r  ces conclusions par l e s  schémas de l a  figure 15 (p. 147)- 



Figdre 15 

Scl~émas représentant l a  s t ruc tu re  de l a  zone pgriphérique hydrophile 

des ce l lu l e s  examinées. 

a  : c e l l u l e s  en cbl ture  ( f ibroblas tes ,  ce l lu l e s  HeLa 

e t  K 3 )  e t  hépatocytes du Rat ; b : ce l lu les  asc i t iques  (du carcinoRe 

d'EHRLICH e t  de l'hépatome de ZAJDELA). G : glycolenme ; P : plasmo- 

l e m e .  + : phospholipides (noe protégés contre l ' a c t i o n  ménagée 



Troisième chapitre 

ETUDE DES SIALO-GLYCOCONJUGUES DU GLYCOLENKd 

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 problème, nous 

allons rechercher l'existence d'une relation entre la densité des sialo-glyco- 

conjugués (sensibles à la neuraminidase) du glycolemme des cellules précédem- 

ment examinées et l'une des propriétés les plus générales de l'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 l'indice mitotique à l'aide de deux marqueurs : 

le colloïde électropositif k base de rouge de ruthénium (réalisé in vitro) 

et l'hydroxyde de fer colloïdal. 

Les techniques de mise en évidence histo et cytochimiques 

des acides sialiques reposent en général sur la révélation de l'élimination 

sélective de leur trace ; elles nécessitent par conséquent l'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 l'acide sulfurique ; d'autre part, deux 

procédés de marquage sont théoriquement susceptibles d'être utilisés chacun 

en microscopie électronique et en microspectrophotométrie pour déceler ces 

oses acides : le P.A.S. (~eriodic - Acid - SCHIFE') et la méthode de capture 

de fer -les dérivés colorés qui résultent de l'action du premier peuvent 

être dosés (BJ~BEsJ'~, 1955) (529) ou marqués par l'acide phosphotungstique 

et détectes en microscopie électronique (dtaprès THDRY, 1967) (530) ; et les 

particules colloïdales fixées à la suite de la seconde sont colorables par le 

ferrocyanure de potassium-. Avant d'aborder le travail qui suit, nous avons 

donc choisi llhydrolyse et le marqueur susceptible d'être dosé (hydrolyse enzy- 

matique et hydroxyde de fer colloïdal) sur des critères de spécificité et de 

sensibilité. Tmis sortes de travaux ont été accomplis pour cela : 



- Dans une première série d'expériences, nous avons tout 
d'abord 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 paramètres qui régissent l'hydrolyse des sialo-glyco- 

conjugués par l'acide sulfurique (ce travail a été réalisé sur des coupes de 

glandes sous-maxillaires de Rat et de Mouton fixées ou obtenues au cryostat, 

conformément à l'esprit des recherches de NOITTIIEUIL et al. (1 959) (531 ) )  

(voir nos yublications 1 et 4 citées en tete de ce mémoire). 

- Nous avons ensuite montré, à l'aide d'un colorant méta- 

chromatique (bleu de méthylène), 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 examinés, identiques aux précédents, ont été 

exclusivement coupés au cryostat) (voir nos 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 colloïdal (pour parvenir 

à 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 très riches en 

sialo-glycoprotéines et sialo-glycolipides ; et foie de Rat et de Mouton, 

relativement pauvresen ces composés) (voir notre pzblication 4). 

2.- MISE AU POnTT DES METHODES 

1 - INTRODUCTIOI' 

Dans cette section, nous allons relater la mise au point 

de deux sortes de méthodes : une méthode ultrastructurale fondée sur la cap- 

ture du colloïde électropositif à base de rouge de ruthénium réalisé in vitro ; 

et une méthode ultrastructurale et microspectrophotométrique fondée sur la 

capture de l'hydroxyde de fer colloïdal. 



A - METHODE FONDZE SUR LA CAPT[TRE DE L'HYDROXYDE DE FER COLLOIDAL --- 
1 - Matériel et méthodes 

a - Préparation de la solutio,n colloïd&. La solution colloïdale 

fut réalisée en ajoutant une solution concentrée de chlorure ferrique (6,538 g 

p. 100 ml) à un volume au moins dix fois supérieur d1 eau bouillante de facon à 

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 - Il permet l'établissement d'une liaison ionique entre les fonctions acides 
de la membrane de surface et le colloïde électropositif ; un pH plus élevé 

pourrait favoriser la formation de complexes chélatés (DAVIS, 1 965) (532). 

2 - Il assure, avec la force ionique très basse de la solution ( TU 0,01), 

llélectropositivité élevée des particules colloïdales (HBZEL et AYRES, 1931 ) 

(533). 

3 - Plusieurs raisons permettent de pcnser que la véritable valeur du pKa des 
groupements sialosyle de la membrane de surface est plus faible que celle de 

l'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 à un pH de la suspension cellulaire ; or, la relatior, 

donnée par DAVIES i?t RIDEAL (1961 ) (536) montre que ce dernier est supérieur 

de 0,5 environ à celui de la zone électrocinétique où sont localisés les 

groupes. Ensuite, SCHEïîJTHAL et BETTELHEïM (1968) (537) prouvèrent que l'acide 

sialique lié d'un certain nombre de composés se présentait sous la forme de 

chahes hydrocarbonées ouvertes et dtanomères en équilibre, et que les pKa de 

ces isomères s1 échelonnaient de 1,7 à 2,8. Enfin, le point isoéleetrique des 

glycopeptides isolés de la surface des plaquettes humaines s'étend de 1,8 à 

2,2 environ (PEI)PER et JAMIESOPiT, 1969) (538). Il est probable que l'acide sia- 

lique des glycoconjugués membranaires possède un pKa réel égal et même inférieur 

à 2,3. Dès lors, puisque la projection de chaque particule colloïdale (environ 
2 

10 nm ) sur la surface cellulaire contient en moyenne 10 molécules d!aci.de 

sialique (KRAEBER, 1966) (539), le pH de 1,8 de la solution colloïdale -pH de 

1,3 pour la zone électrocinétique-, en ionisant le dixième de ces oses acides, 

est suffisant pour assurer la formation dlune couche saturée monoparticulaire 

de colloïde sur chaque cellule. 



b - Choix du protocole expérimental. Le protocole de la 

méthode a é t é  mis au point sur du rein de Rat Wistar normal e t  sur des cellu- 

l e s  de llhépatome ascitique de ZgJDELA. 

Après avoir successiv~ment essayé t ro i s  fixateurs (gluta- 

raldéhyde à 6,25 p. 100 dans l e  tampon phosphate de SOERENSEN de pH 7,4 ; 

formaldéhyde à 10 p. 100 dans l e  même tampon ; e t  mélange de fomaldéhyde à 

10 p. 100 e t  dfacroléïne à 10 p. 100 dans l e  tampon de SOERFSTSEN (1/1)), deux 

procédés pour recue i l l i r  e t  t r a i t e r  l e s  coupes effectuées au cryostat (coupes 

recueil l ies par adhérence sur des lames dlBpon e t  t ra i tées  sur celles-ci ; 

ou coupes recueil l ies en culot e t  t r a i t ées  en suspension), différents modes 

d'hydrolyse enzymatique (neuraminidase du Vibrio cholerae à 125 ~ / m l ,  250  ml 
e t  500 ~ / m l ,  appliquée pendant & heure, 2 heures e t  4 heures) e t  différentes 

durées d'application de l a  solution colloïdale, nous avons finalement adopté 

l e  protocole suivant : 

Dès leur  prélèvement, l e s  fragments de t i ssu  furent f ixés  

par l a  solution de formaldéhyde pendant 2 heures,& 40 C ,  puis coupés au cryos- 

tat de PEBRSE, l e s  cellules normalement isolées fixées de l a  même façon pen- 

dant 3 heure à 4" ; e t  l e s  coupes e t  ces dernières lavées dans l e  tampon de 

pH 5,5, t r a i t ées  en suspension e t  sous agitation, pendant 4 heures à 370 C, 

par une solution de neuraminidase du Vibrio cholerae (neuraminidase LIGHT 

à 125 ~ / m l )  ou par l a  solution tampon témoin de pH 5,5 (chapitre 1 ; section 2 ; 

p. 88), lavées dans l e  tampon de SOERENSEN, fixées par l a  solution de formal- 

déhyde pendant 2 heures e t  demie à 40 C, lavées par l e  tampon de SOERE3SEN 

puis l 'acide acétique à 1 p. 100, soumises à l a  solution d'hydroxyde de f e r  

colloZda1, sous agitation, pendant 2 heures à 40 C, lavées de nouveau par 

l 'acide acétique puis l e  tampon de SOERENSEN, post-fixées 3 heure par l e  

tétroxyde d'osmium (à 1 p. Ioo), déshydratées par l 'éthanol, incluses dans 

ltEpon e t  observées après imprégnation ou non par l 'acétate dluranyle e t  l e  

c i t ra te  de plomb. 

2 - Résultats 

Les cellules examinées présentèrent généralement une bonne 

morphologie, une condensation de leur hétérochmmatine marginale e t  nucléolai- 

re, e t  des mitochondries normales, sans di la ta t ion de leurs cr&tes internes. 

Un dép8t de particules colloïdales, d'aspect granulaire (diamètre des grains 

+J 3 nm) e t  continu, f u t  observé au niveau du glycolemme de l a  plupart des 



cel lules  ; sa  densité parut plus fa ible  chez cel les  qui avaient é té  t ra i t ées  

par l a  neuraminidase . Quelques membranes nucléaires e t  m i  tochondriales possé- 

dèrent également un léger marquage,mais celui-ci ne sembla pas affecté par 

l'hydrolyse enzymatique (pl. 41 e t  42 (fig. a ) ) .  

B - METHODE FONDEE SUR LA CBPTUfiE D'UN COLIODE ELECTROPOSITIE' A BASE DE 

ROUGE DE R U m I ü M  

1 - Matériel e t  méthodes 

a - Préparation de la solution colloïdale. La solution 

du colloïde électropositif à base de rouge de ruthénium a é t é  obtenue suivant 

l e  protocole décr i t  dans l e  chapitre 2 (p. 127) ; e l l e  a é t é  ajustée à t r o i s  

valeurs de pH (2, 4 e t  7,4) avec de l 'acide chlorhydrique à 1 p. 100. 

b - Choix du protocole expérimental. Après avoir essayé 

l e s  t r o i s  solutions précédentes sur des cellules de llhépatome ascitique de 

ZaJDELA e t  sur du rein de Rat Wistar normal, nous avons finalement adopté 

l e  protocole suivant : 

Dès leur prélèvement, l e s  fragments des t i s sus  furent 

f ixés par l a  solution de formaldéhyde pendant 2 heures, à 40 C, puis coupés 

au cryostat de P W E  ; l e s  cellules normalement isolées f ixées de la même 

façon pendant -5- heure à 40 C ; e t  l e s  coupes e t  ces dernières lavées dans l e  

tampon de pH 5,5 (chapitre 1 ; section 2 ; p. 88), t ra i tées  en suspension 

e t  sous agitation, pendant 4 heures à 3 7 W ,  par l a  neuraminidase ou l e  

tampon témoin de pH 5,5, lavées dans l e  tampon de SOERJiNSEN, fixées par la 

solution de formaldéhyde pendant 2 heures e t  demie à 40 C,  lavées dans l e  

tampon cacodylate 0,2 PI ( p ~  7,4), soumises à l ' ac t ion de la solution colloï- 

dale de pH 7,4 pendant 3 heures à 40 C,  lavées de nouveau dans l e  tampon 

cacodylate, déshydratées par l'acétone, incluses e t  observées après impré- 

gnation ou non par l 'acétate dluranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb. 

2 Résultats 

Nous avons observé un dépôt bien contrasté, continu e t  

granulaire de particules colloïdales au niveau du glycolemme des cellules 

témoins, un marquage nettement moins important sur l e s  cel lu les  t ra i t ées  

par la neuraminidase,et un résu l ta t  négatif sur l'ensemble des membranes 

nucléaires e t  mitochondriales (PI. 35). 



III - METHODE PIICROSP~TROPHOTO~TRIQUE 

1 - Principe de l a  méthode 

Le principe de ce t te  nouvelle méthode consiste à t racer  

l e s  prof i ls  d'absorption de deux sér ies  de cellules t ra i tées  par l'hydroxyde 

de f e r  colloïdal e t  l e  ferrocyanure de potassium, une sér ie  témoin e t  une sé r ie  

dont l e s  acides sialiques des membranes de surface ont é té  préalablenent élimi- 

nés par l a  neuraminidase, en balayant chaque cellule suivant l ' un  de ses dia- 

mètres avec un faisceau monochromatique d'une longueur d'onde égale au maximum 

d'absorption du ferrocyanure ferrique, puis à comparer l ' in tens i té  des compo- 

santes correspondant à l 'absorption du cytoplasme e t  de l a  membrane de surface 

des cellules d'un diamètre identique des deux séries ; nous l'avons schématisé 

par des graphiques de l a  figure 16 (p. 154). 

Les composantes d'absorption du cytoplasme e t  de l a  mem- 

brane de surface ont é té  choisies comme élément de comparaison pour t ro i s  

raisons essentiel les : 

- L'intensité de l a  composante centrale e s t  surtout condi- 

tionnée par l 'absorption du noyau cel lu la i re  ; or, celle-ci varie énormément 

d'une cel lu le  tumorale à une autre. 

-Le diamètre du faisceau monochromatique de l 'appareil  

employé (0,32 ) es t  trop important, par rapport à l a  largeur des membranes Ĉ  
de surface, pour que l'absorption de ces dernières s o i t  t raduite par l e  prof i l  

des courbes enregistrées. 

- E t  l ' i n tens i té  des deux composantes correspondant chacu- 

ne à l'absorption du cytoplasme e t  de l a  membrane de surface e s t  due en grande 

part ie à cet te  dernière, car la quantité de colorant traversée par l e  faisceau 

décroît dans l e  premier qumd e l l e  c ro î t  au niveau de l a  seconde avec l a  cour- 

bure du ménisque cellulaire.  

En outre, nous avons supposé que l'absorption du cytoplasme 

ne va r i a i t  pas d'une cel lu le  à une autre, e t  qu'aucune quantité d'acide sialique 

in t racel lu la i re  n ' é t a i t  hydrolysée par la neuraminidase. 



Balayage 

Figure 16 

Principe de 1 ' évaluation microspec tropho tomé trique de la densité des 
sialo-glycoconjugués sensibles à la neuraminidase du glycolemme. 

T : cellule témoin ; E : cellule traitée par la 

neuraminidase. N : noyau ; M : membrane de surface ; L : lame de 

verre. A : composante correspondant au passage du faisceau mono- 

chromatique à 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. 



Détermination du maximum d'absorption 

L'absorption maximale de l a  coloration du ferrocyanure f e r r i -  

que a é t é  déterminée su r  des f r o t t i s  de ce l lu l e s  HeLa, suivant un protocole 

expérimental qui est déc r i t  dans l e  paragraphe suivant. Xous avons observé un 

maximum d'absorption pour l a  longueur d'onde de 760 nm ( ~ i g u r e  17 ; p. 156). 

3 - Choix du protocole expérimental 

Nous avons u t i l i s é  llultramicrospectrophotomètre C.ZEISS 

UMSP 1 dont l a  r éa l i sa t ion  technique a é t é  f a i t e  d'après l e s  données techniques 

de CASPERSSON. 

La méthode a é t é  mise au point  sur  des f r o t t i s  de ce l lu les  HeLa e t  des emprein- 

t e s  de f o i e  de Rat Wistar normal. Après avoir  essayé différentes duréesdzappli- 

cat ion de l a  neuraminidase e t  de l a  solution d'hydroxyde de f e r  col loïdal ,  

nous avons f inalement  adopté l e  protocole suivant : 

Les empreintes de t i s s u  e t  l e s  f r o t t i s  de ce l lu les  furent  

f ixés  pendant 4 heure, à 40 C ,  par l a  solut ion de formaldéhyde tamponnée, lavés 

dans l e  tampon témoin de pH 5,5 (chapitre  1 ; section 2 ; p. 88) ,  t r a i t é s  

pendant 4 heures, à 3 7 W ,  par l a  neuraminidase déjà définie  ou par l e  tclmpon 

témoin, lavés dans l e  tampon phosphate de SOERENSEN e t  par une solution d'acide 

acétique à 1 p. 100, soumis à l ' a c t ion  de l a  solut ion d'hydroxyde de f e r  col loï-  

da l  de pH 1,8 pendant 10 minutes à 40 C, lavés pendant 1 minute par la solut ion 

d'acide acétique, r incés dans l ' eau  d i s t i l l é e ,  t r a i t é s  pendant 10 minutes par 

une solut ion de ferrocyanure de potassium (solut ion à 1 p. 100 dans l ' a c i d e  

chlorhydrique à 1 p. Ioo), lavés rapidement par l ' e au  d i s t i l l é e ,  déshydratés 

par l 'é thanol ,  montés au baume du Canada e t  mesurés à l'ultramicrospectropho- 

tomètre suivant l e  principe donné plus haut, par balayage d'un faisceau mono- 

chromatique d'une longueur d' onde de 760 nm e t  df  un diamètre de 0,32 . f^ 
B - RESULTATS 

Les courbes d'absorption présentèrent une importante compo- 

sante centrale  (A) correspondant au passage du faisceau monochromatique à l a  

f o i s  dans l e  noyau, l e  cytoplasme e t  l a  membrane de surface, e t  deux composantes 

symétriques (B) t raduisant  l e  balayage des deux régions adjacentes composées du 

cytoplasme e t  de l a  membrane ce l lu la i re .  L'affaiblissement du p ro f i l  d1absorp- 

t ion  des ce l lu les  t r a i t é e s  par l a  neuraminidase f u t  surtout  remarquable au 

niveau de ces deux dernières composantes (~ ig-ures  18 e t  19 ; p. 167 e t  168). 



Figure 1 7 

Spectre dlabsorptior. de la colo~ation donnée par la méthode de 

capture de fer. 

En abscisses : longueurs d'onde en nanomètres. 

Er. ordonnées : der,si.tés optiques données en unités arbitraires. 



3.- =IFICITE DES NEX"IEODES 

INTRODUCTION 1-- 

La structure de l'hydroxyde de fer colloïdal n'est pas connue 

avec certitude ; selon certains auteurs, le chlorure ferrique donnerait nais- 

sance au colloïde hydrophobe suivant (dfaprès MÜLLER, 1965) (540) : 

FeCl + A O 4 Fe(0H)c12 + HCl 
3 2 -  

--+ F~(oH)~c~ + HCl F~(oH)c~~ + H20 - 
les valeurs de x et de y variant probablement avec la méthode de préparation, 

et chaque particule possédant une molécule ionisée pour 1 000 à 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 paraît 

mettre en jeu tantôt des forces de nature électrostatique (BBLAZS et SZIRMAI, 

1958) (542), tantôt des complexes chélatés (SAMS et al., 1962) (~43)~ tantôt 

les deux successivement (WIGGMSWORTH, 1952) (544). iC7.1 fait, il semble actuel- 

lement que le colloïde 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 marqueurs 

précédents (nous avons prouvé que le colloïde de l'osmium (à base de rouge de 

ruthénium) était susceptible d'être capté par toutes les fonctions acides tis- 

sulaires) vis-à-vis des sialo-glycoconjugués est donc dirigée par deux fac- 

teurs : le pH des solutions colloïdales ; et la spécificité de l'hydrolyse 

enzymatique. Nous allons préciser l'importance respective de ses deux paramè- 

tres. 

A - METHODE FONDEE SUR LA CAPTURE DU COLMIDE A BASE DE ROUGE DE RUTHENq 

Le pII d'application du colloïde à base de rouge de ruthénium 

(7,4) a été choisi empiriquement ; cf est la valeur pour laquelle la méthode 



fondée sur la capture de ce dernier traduit  une élimination sélective maximale 

de l 'acide sialique tout en respectant l a  morphologie cellulaire.  Il favorise 

donc l ' ionisation de toutes l e s  fonctions acides du t i s su  e t  n'introduit aucune 

spécifici té.  

B - 1"IETHODE FONDE SUR LA C A P m  DE L'HYDROXYDE DKTER COLLOIL& 

Les raisons du choix de l a  valeur du pH de l a  solution 

d'hydroxyde de f e r  colloïdal (1,8) ont é té  exposées dans l a  section 2 de ce 

chapitre (p. 150). Celle-ci devrait ê t r e  suffisamment basse pour unir exclusi- 

vement l e s  groupements sialosyle avec l e s  particules de collofde. Cependart, 

nous avons toujours constaté l 'existence d'un dépôt résiduel sur l a  surface 

des cellules t ra i tées  par l a  neuraminidase. Nous devons donc admettre qu ' i l  

existe encore m e  densité suffisante de fonctions ionisées à ce pH pour rete- 

n i r  l e  marqueur, l a  fixation de celui-ci étant favorisée, précisons-le, par 

l a  polarisation des molécules d'eau près de l a  surface cel lu la i re  -et l1abais- 

sement conséquent de l a  constante diélectrique de ce milieu- (voir l e s  géné- 

r a l i t é s  sur l e s  colloïdes ; p. 7 ). Quatrecatégories de groupements peuvent 

provoquer ce phénomène : 

- Des groupes détenus par des composés d'origine intracellu- 

l a i re ,  l ibérés  e t  adsorbés au niveau du glycolemme au cours de l a  fixation 

par l e  formaldéhyde (WEISS e t  CUDNEY, 1969) (546) (voir l a  section 4 de ce 

chapitre ; p. 170). 

-Des groupes sulfuryle dont l 'origine peut être glycolipi- 

dique (sulfatidique) e t  glycosamino-glycannique ( l e  pKa de ces fonctions e s t  

généralement voisin de 2). 

- Des groupes phosphoryle du f eu i l l e t  plasmique externe dont 

l a  valeur du pKa e s t  particulièrement basse ; on s a i t  que l a  délocalisation 

électronique des composés qui l e s  détiennent peut leur donner parfois un pKa 

largement infér isur  à 1,8 (l 'un des -pXa des glucose 3 e t  4-phosphate, par 

exemple, e s t  de 0,84 à 200 C (VAN \?UER, 1 958) ( 547) ) . 
- E t  des groupes sialosyle non éliminés par l'hydrolyse enzy- 

matique (voir l e  paragraphe suivant) . 



III - ROLE DE L'HYDROLYSE E2JZYP2ATIQUE 

Puisque l e  pH n'introduit aucune spécif ic i té  dans lgapplica- 

t ion des méthodes précédentes, celle-ci e s t  uniquement dirigée par l'hydrolyse 

des l iaisons sialosyle,  O r ,  bien que la  neuraminidase employée s o i t  exempte 

d'impuretés de nature enzymatique e t  élimine sélectivement l e s  acides sialiques, 

on ne peut cependant pas considérer que son action s o i t  parfaitement quantita- 

tive. Nous al lons préciser l'importance des deux catégories de facteurs qui 

l a  limitent. 

A - ROLE DE LA STRUCTKRI3 DES SIAIX)-GLYCOCONJUGUES ET DE L'ORIGINE DE L'ENZDJE 

Le taux de libération de l 'acide sialique varie de 43 à 

100 p. 100 suivant la nature des dérivés de l 'acide neuraminique, l e  Srpe 

de la l iaison sialosyle e t  l 'origine de l'enzyme. Généralement, l e s  acides 

N,O-diacétyl-neuraminiques e t  l a  l ia ison 2,8 rés is tent  à l1 action de la n e m  

minidase (FAILLARD, 1957 (548) ; GIBBONS, 1962 e t  1963 (549, 550) ; RUELSON, 

1963 (551)). En outre, l a  résistance à l'hydrolyse existe également lorsque 

l 'acide sialique e s t  conjugué -en configuration cis- à l a  f o i s  & une molécule 

de galactose e t  à un autre substituant (KUHI!? e t  WIEGBNDT, 1963) (552). Enfin, 

c ' e s t  lleneyme ex t r a i t  du Vibrio cholerae qui possède l ' a c t i v i t é  l a  plus 

étendue -il hydrolyse l e s  l iaisons 2,3 e t  2,6- (DRZEINLEK e t  al., 1966) (553). 

B - ROLE DU FIXPlI'EUR 

' Pour poser en hypothèse qu'aucune quantité d' acide sial ique 

in t racel lu la i re  n ' é t a i t  libérée par l 'hydrolyse enzymatique, nous avons 

brièvement f ixé  nos cellules avant de l e s  t r a i t e r  par l a  neur-dase ; en 

effet ,  bien que l e  problème de l a  pénétration de l a  sial idase s o i t  encore 

controversé (WAIJWH e t  MLBR, 1961 (554) ; EYLAR e t  al., 1962 (555) ; 

NORDLïNG e t  MAYJBW, 1966 (556) ; KEWNER, 1967 (557) ; CORMACK, 1970 (558) ), 

certains auteurs ont montré que l e  formalde?lyde bloquait l e s  voies d'accès des 

macromolécules de ce composé vers certains s i t e s  s i tués  dans l e s  couches pro- 

fondes du plasmolemrne (LANGLEY e t  AMBROSE, 1967) (559). Il e s t  donc possible 

que l 'act ion du fixateur entraîne également une légère inhibition de l'enzyme. 



1 - INTRODUCTION 

Dans ce travail, nous avons tout dtabord localisé les sialo- 

glycoconjugués sensibles à la neuraminidase au microscope électronique avec le 

colloïde électropositif de l'osmiw; réalisé in vitro, puis nous avons recher- 

ché une relation entre le taux de ces composés, l'état tumoral et l'indice mi- 

totique en employant la méthode de capture de fer adaptée à la microscopie 

électronique et à la microspectrophotométrie. 

II - MA.TER.IEL, METHODES ET RBSULTATS 

A - MISE El'? EVIDENCE ET LOCA,LISATION DES SIALO-GLYCOCONJUGUES SENSIBLES A LA 

1 - Introduction 
Deux hypothèses peuvent expliquer la constance de la mobilité 

électrophorétique de certaines cellules -notamment des hépatocytes du Rat- 

après l'action de la neuraminidase : le yhénomène peut être 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 AMl3ROSE, 1969 (561) ; KOJIMA et MAEKAWA, 1970 (562)) ; ou par la localisa- 

tion des groupes sialosyle de leur glycolemme dans la région sous-jacente à la 

surface qui intervient dans cette mobilité (BENEDETTI et EMMELOT, 1967) (563). 

L'hydroxyde de fer colloïdal ne possède pas les propriétés requises -pour éprou- 

ver la validité de la première hypothèse, cai il est appliqué à un pH largement 

inférieur \( 2) au pKa probable danouvelles fonctions acides qui pourraient 
être concernées -il ne pourrait s'agir que de groupes carboxyle d'origine pro- 

téinique (p~a % 4)-. Mais il en est autrement du colloïde à base de rouge de 

ruthénium dont la solution est ajustée à un pH qui favorise l'ionisation de 

tous les groupements anioniques membranaires (PH 7,4). Ce travail se propose 

donc les deux buts suivanBs : 



- Localiser les acides sialiques de la membrane de surface des 
cellules nomles et tumorales dont nous avons abordé l'étude. 

-Et résoudre le précédent problème 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 d'EXRLICH et de llhépatome asci- 

tique de ZAJDELA recueillies 7 jours après 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 présentèrent une 

bonne morphologie et une condensation de llhétérochromatine marginale et nucléo- 

laire. D'autre part, un dépôt 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 distinguèrent de la façon suivante : 

-La densité du colloïde ne parut pas affectée chez les hépato- 

cytes du Rat (PI. 34). 

- Mais son affaiblissement sembla remarquable chez les cellules 
en culture et les cellules ascitiques (Pl. 35, 76 et 37). 

Ces résultats prouvent donc trois choses : 

- L'importance du taux des sialo-glycoconjugués sensibles à 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. 
- Et la validité, pour les hépatocytes du Rat, de la première 

des deux hypothèses précédemment émises. 



B - RELATION ENTRE L'ORDRE DE GRANDEUR DE LA DmSITE DES SIAZIO-GLYCOCONJUGUES. 
SENSIBLES A LA NEURAMINIDASE ET L'ETAT TUMORllL 

1 - Introduction 
Le pH d'application de l'hydroxyde de fer colloTda1 est beaucoup 

trop bas, nous l'avons vu, pour que celui-ci puisse se fixer sur des fonctions 

d'origine protéinique démasquées à la suite d'une dénaturation causée par 

1 ' hydrolyse enzymatique. Une méthode fondée sur sa capture, bien qut elle soit 
moins précise et plus destructrice que la technique précédente, a donc l'avan- 

tage de révéler les sialo-glycoconjugués sensibles à la neuraminidase de toutes 

les cellules, quelque soit les phénomènes dont leurs glycolemmes puissent être 

le siège lors d'un traitement par l'enzyme. Dans le travail qui suit, nous 

avons appliqué ce colloïde pour atteindre deux objectifs : 

- Rechercher au microscope électronique et au microspectrophoto- 
mètre une relation entre l'ordre de grandeur du taux des sialo-glycoconjugués 

sensibles à la neuraminidase et l'état tumoral. 

-Et localiser au microscope électronique les acides sialiques 

quinlont pu l'être lors de l'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 à la microscopie et à la microspectrophotométrie qui sont décrits 

dans la section 2 de ce chapitre (p. 150 et 1531, et réalisé les mesures 

microspectrophotométriques sur des séries de 10 lames par type cellulaire 

(5 lames témoins et 5 lames traitées par la neuraminidase), à raison de 

20 mesures par lame (llensemble des expériences a été recommencé 2 fois). 

3 - Résultats 
a - Résultats observés au microscope électronique. Les cellules 

contrastées par l'acétate d'uranyle et le citrate de plomb -traitées ou non 

par la neuraminidase- présentèrent généralement une bonne morphologie, mais 

les hépatocytes du Rat parurent assez affectés par les traitements qu'ils 

avaient eus& subir. Un dépôt granulaire et continu de particules colloïdales 



f u t  observé au niveau du glycoleme des cellules témoins, sa  densité étant  

sensiblement égale sur chacune d 'e l les  sauf sur l e s  fibroblastes où e l l e  parut 

légèrement plus faible ; e t  l'importance de son affaïilissement après l%ydro- 

lyse enzymatique permit de classer l e s  types cel lu la i res  examinés en t r o i s  

catégories : 

1 - Cellules en culture : 

Il fu t  relativement important avec l e s  cellules HeLa e t  KB, 

mais plus fa ible  avec l e s  fibroblastes de Souris saine (pl. 38 e t  39). 

2 - Cellules ascitiques : 

Il parut t r è s  important avec l e s  t r o i s  sortes de cellules tumo- 

ra les  étudiées (pl. 40, 41 e t  42 (f ig.  a) ) .  

3 - Hépatocytes de Rat : 

Il fu t  t r è s  fa ible ,  souvent inappréciable, parfois inexistant 

dans certains cas (pl. 42 (f ig.  b, c, d) e t  Pl. 43). 

b - Résultats obtenus au rnicrospec tropho tomètre. Les courbes 

d'absorption présentèrent un graphisme part iculier  pour chaque type de cel lu le ,  

mais e l l e s  furent généralement formées par l'importante composante centrale (A) 

e t  l e s  deux composantes symétriques (B) déjà décrites. Leur affaiblissement 

après l'hydrolyse enzymatique fu t  t rès  important avec l e s  cellules du carcinome 

ascitique d'EHRLICH -greffées chez l a  Souris Swiss e t  C 57-, e t  l e s  cellules 

HeLa, moins important avec l e s  cellules KB, l e s  fibroblastes de l a  Souris 

Swiss e t  l e s  cellules de l'hépatome de ZBJDELA, e t  t r è s  fa ible  avec l e s  hépa- 

tocytes du Rat sain  a able au V I 1 1  : p. 164). 

c - Interprétation. Deux constatations peuvent ê t r e  fa i t es  des 

résul ta ts  microscopiques e t  microspec tropho tomé triques précédents : 

- Les cel lu les  saines possèdent un taux moins important de 

sialo-glycoconjugués sensibles à l a  neuraminidase que l e s  cellules tumorales. 

- Les hépatocytes du Rat détiennent une fa ible  quantité de ces 

composés au niveau de l eur  glycoleme. 



TABLEAU VI11 

Relation ent re  l ' o r d r e  de grandeur de l a  densi té  des sialo-glycoconjugués sensibles  à l a  neuraminidase e t  l ' é t a t  tumoral 

Cellules  inté-  
Cellules  en cul ture  

Cellules  asc i t iques  de 7 jours 
en phase exponentielle 

t i s s u  - -- 
!Types de ce l lu l e s  

Hépatocytes 
de 
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: Résultats  : 
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C - RELATION ENTRE L'ORDRE DE GRQNDEUR DE LA DEDSITE DES SIALO-GLYCOCONJUGUES 

SENSIBLES A LA NEURAMINIDASE ET L'INDICE MITOTIQUE 

1 - Introduction 

La d i f f i cu l té  qui surgit  invariablement des études du genre 

de l a  précédente vient de ce que l'expression phénotypique de l a  malignité 

se  signale par de nombreux é ta ts ,  e t  q u t i l  e s t  toujours présomptueux de généra- 

l i s e r  des résul ta ts  t r è s  part iculiers obtenus à pa r t i r  de quelques uns d'entre 

eux. O r ,  parmi l e s  propriétés qui unissent l e s  cellules tumorales dans leur  

diversité, l 'une des plus générales e s t  l ' apt i tude à l a  division. Afin de 

compléter l e  t ravai l  qui précède, nous avons cherché à r e l i e r  l 'ordre de gran- 

deur de l a  densité des sialo-glycoconjugués de l a  membrane de surface avec 

ce t te  dernière, en choisissant l ' indice  raitotique pour en traduire l e s  e f fe t s  

à cause de l a  f a c i l i t é  avec laquelle cet  index peut ê t r e  généralement évalué. 

Deux sortes d'expérimentations ont é té  effectuées : 

- Nous avons tout d'abord cherché à é tab l i r  une corrélation 

entre l ' indice  mitotique croissant des types cellulaires précédents e t  l e  taux 

des acides sialiques éliminés par l a  neuraminidase de leur membrane. 

- Puis, au regard des résul ta ts  obtenus, nous avons effectué 

l a  même étude dans l e  cas part iculier  des cellules ascitiques des tumeurs 

liquide e t  solide d'EHRLICH greffées chez l a  Souris C 57. 

2 - Ordre de grandeur de l a  densité des acides sialiques des t'rpes cel lu la i res  

choisis avec un indice mitotique croissant 

a - Protocole expérimental. Les indices mitotiques ont é té  

déterminés sur  des empreintes de foie de Rat Wistar normal e t  sur l e s  f r o t t i s  

des souches cel lu la i res  suivantes : fibroblastes embryonnaires e t  cellules 

HeLa e t  KB cultivées e t  recueil l ies suivant l e  protocole précéd.emment c i t é  

-les fibroblastes ont é t é  également prélevés en couche confluente (stade de 

l ' inhibi t ion de croissance e t  de mouvement par densité)- ; cellules du carci- 

nome ascitique dtEHRLICH greffées chez l a  Souris Swiss e t  C 57 femelle, préle- 

vées 2 jours, 6 jours e t  10 jours après l eur  injection intrapéritonéale e t  

recueil l ies dans une solution de W i (  ; e t  cellules de l'hépatome ascitique 

de ZAJDELB, ponctionnées e t  recueil l ies de l a  même manière. Leurs valeurs 

ont é té  évaluées à pa r t i r  de l'examen de 5 000 cellules colorées à l tacéto-  

orcéine par type cellulaire.  D'autre part,  nous avons effectué nos observations 



microscopiques e t  nos mesures microspectrophotométriques sur l e s  fibroblastes 

prélevés en couche confluente, sur l e s  cellules du carcinome d'EHRLICH de 

10 jours e t  sur l e s  cellules de llhépatome de ZA.JDELB de 6 jours, après l eur  

avoir appliqué un protocole rigoureusement identique à celui  qui e s t  exposé 

dans l e  paragraphe II, B de ce t te  section (p. 162). 

b - Résultats. nos résul ta ts  sont i l l u s t r é s  par l e s  figures 

18 e t  19 (p. 167 e t  168) e t  sont rassemblés dans l e  tableau IX (p. 169). 

Cinq f a i t s  peuvent ê t r e  dégagés de leur  examen : 

- Le taux des sialo-glycoconjugués sensibles à l a  neuraminidase 

semble augmenter avec l ' indice  mitotique chez l e s  cellules en culture. 

- Sa valeur ne paraît  pas dépendre de l a  phase de croissance 

des cellules en culture primaire -elle e s t  pratiquement commune aux fibroblas- 

tes  prélevés en phase exponentielle e t  en couche confluente-. 

- Elle n'apparaît pas l i é e  par une relat ion évidente à l ' indice  

mitotique des cellules ascitiques. 

- Le rapport entre son importance e t  l a  valeur de l ' indice  

mitotique e s t  différencié entre ces deux catégories de cellules. 

-Enfin, e l l e  e s t  plus élevée chez lthépatome ascitique que 

chez l e s  hépatocytes normaux. 

3 - Comparaison entre l 'apti tude à l a  division des cellules de l a  tumeur 

l iquide e t  de l a  tumeur solide d'EHRLICH e t  l e s  variations de l a  densité 

des acides sialiques 

a - Protocole expérimenta2. Aucune relation n ' a  é té  établie 

dans l e  t rava i l  précédent entre l e  taux des sialo-glycoconjugués sensibles 

à l a  neuraminidase e t  l ' i nd ice  mitotique des cellules ascitiques. Mais nous 

avons constaté que l e s  tumeurs liquide e t  solide d'EHRLICH (grsffées chez l a  

Souris C 57) possèdent une propriété part iculière : l 'apti tude à l a  division 

de l a  première décroTt quand l ' âge  de l'implant augmente, a lors  que cel le  de 

l a  seconde demeure pratiquement constante. Nous avons donc tenu compte de ce 

phénomène pour effectuer une étude plus exhaustive du comportement de ce ty-pe 

cellulaire.  

La souche tumorale a été entretenue en injectant  0,l m l  de 

liquide ascitique, tous l e s  10 jours, à des souris C 57 femelles. Pour obtenir 

l e s  tumeurs liquide e t  solide, des injections intrapéritonéales ou sous-cutanées 
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Figure 18 

Profils d'absorption traduisant la densité des sialo-glycooonjugués 

sensibles à 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. i 

En ordonnées : densités optiques données en unités arbitraires. 
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Figure 19 

Profils d'absorption traduisant la densité des sialo-glycoconjugés 

sensibles à 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 morochromatique 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 à la neuraminidase et l'indice mitotique 
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6 
de 1,7.10 cellules ascitiques dans 0,l m l  de sérum physiologique contenant 

de l'héparine ont é t é  effectuées à des Souris C 57 femelles. La tumeur liquide 

a été ponctionnée 2 jours, 6 jours e t  10 jours après son implantation de 

manière à obtenir des indices mitotiques de 12 p. 1000, 4 p. 1000 e t  1 p. 1000, 

l e s  ponctions de 2 jours e t  6 jours étant  effectuées après avoir préalablement 

injecté 20 m l  de sérum physiologique à chaque animal, e t  l a  tumeur solide 

prélevée 4 jours, 10 jours e t  30 jours après sa  greffe (indice mitotique R, 

2 p. 1 O00 pour l es  t r o i s  prélèvements) -dans l e s  deux cas, chaque prélèvement 

a été effectué sur 5 Souris, e t  dans l e  derniervies animaux ont é té  tués par 

décapitation-. Enfin, l e s  f r o t t i s  de l a  tumeur liquide e t  l e s  empreintes de 

l a  tumeur solide ont é t é  examinés au microspectrophotomètre, suivant l a  méthode 

précédemment décrite dans l e  paragraphe II, B (p. 162). 

b - Résultats. Les prof i ls  dtabsorption des cellules examinées 

présentèrent des caractéristiques identiques à ce lies qui sont décri tes à l a  

suite des expériences précédentes : généralement formés par une importante 

composante centrale e t  deux composantes symétriques, i ls  s 'affaissèrent  remar- 

quablement après l'hydrolyse enzymatique,notamment au niveau de ces deux 

dernières ; mais l'importance de l a  perte d'absorption augmenta avec l a  décrois- 

sance de l ' ind ice  mitotique de l a  tumeur liquide, alors qu'el le resta prati- 

quement constante avec l 'apti tude à l a  division de l a  t u e u r  solide ( ~ i ~ .  20 

e t  21 ; p. 171 e t  172). Ces résul ta ts  démontrent deux choses : 

- Les variations du taux des s i a lo -g lycoc~n ju~és  sensibles 

à l a  neuraminidase de l a  membrûne de surface des cellules ascitiques semblent 

essentiellement corrélatives à cel les  de l a  rapidité de croissance de ces 

cellules. 

- E t  ce taux augmente avec l ' inverse de l ' indice  mitotique. 

III - DISCUSSIONS 

Un certain nombre de remarques peuvent ê t re  formulées à par t i r  

des résu l ta t s  précédents : 

1 - La structure du glycolernme peut introduire deux sortes de facteurs d'erreur : 

- WEISS e t  CUDNEY (1 969) ( 564) montrèrent que l a  fixation des 

cellules par l e  forinaldéhyde pouvait provoquer une perte de matériel intra- 

cellulaire, e t  favoriser son adsorption subséquente sur l a  membrane de surface 
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en modifiant l a  structure t e r t i a i r e  des protéines de ce t te  zone, O r ,  ces subs- 

tances dont l a  nature e s t  inconnue se  comportent comme des composés porteurs 

de groupements acides possédant un pKa t r è s  bas. Il faut  donc ten i r  compte 

de l eur  existence éventuelle dans l ' interprétat ion des résul ta ts  obtenus avec 

l e s  méthodes précédentes. 

- D'autre part, une certaine quantité d'acide sial ique peut %t r e  

masquée par des protéines du glycolemme e t  rendue inaccessible aux particules 

colloïdales (GASIC e t  LOEBEL, 1966) ( 565). 

2 - De nombreux auteurs ont montré que l e  pourcentage des sialo-glycoconjugués 

de l a  membrane de surface non hydrolysés par l a  neuraminidase pouvait atteindre 

une valeur assez importante dans certains cas : de l 'ordre de 25 - 35 p. 100 

avec l e s  cellules L (WEINSTEIN e t  al., 1970) (566), de lt ordre  de 30 p. 100 avec 

l e s  hépatocytes du R a t  sain (BENEDETTI e t  E2W13LOT9 1967) (567). Cette déficience 

peut ê t r e  causée, nous l'avons vu (section 3 ; p, 159), par l a  nature de l 'acide 

sialique, l e  type de l iaison contracté par celui-ci, ou l 'origine de l'enzyme ; 

mais e l l e  es t  souvent due aussi à l t impossibil i té  pour ce dernier d'hydrolyser 

l e s  glycolipides localisés dans l e s  couches profondes du glycolemme ( l e  pour- 

centage des acides sialiques non éliminés sélectivement chez l e s  cellules L, 

par exemple, e s t  sensiblement égal à celui  de ces composés conjugués aux 

l ip ides  (21 - 24 p. 100) (WEINSTEIN e t  al., 1970) (568)). Les variations de l a  

densité des acides sialiques que nous avons précédemment mises aiévidence peu- 

vent donc traduire dans certains cas une résistance de ceux-ci à l'hydrolyse 

enzymatique. 

nombre de particules colloTdales captées 3 - Le rapport : es t  un nombre sta- 
nombre de molécules d'acide sialique 

t i s t ique qui peut var ier  avec llencombrement stérique du glycolemme e t  l a  

nature des isomères de l1 acide sialique l i é .  La méthode microspec tropho tométri- 

que employée ne peut donc pas ê t r e  considérée comme un véri table procédé de 

dosage en valeur re la t ive  ; e l l e  permet simplement de comparer l 'ordre de 

grandeur des taux de sialo-glycoconjugués sensibles à 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 paramètres l i é s  au métabolisme cellulaire doit  

t en i r  compte en général de l a  proportionnalité qui existe entre l a  quantité 

de ces composés e t  l a  dimension des cellules -très variable quand e l l e s  sont 



tumorales- ; c'est la raison pour laquelle les estimations quantitatives d'acide 

sialique sont toujours rapportées à 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 (~rowth 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 préliminaire pour tra- 

duire l'aptitude à 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 paramètres 

(FRWDEL et al., 1968 (569) ; W O C K ,  1969 (570) ; D ~ ~ ,  1970 (571 )). 

TANMûCK (1969) (572) étudia la prolifération des tumeurs asci- 

tique et solide d'EHRLICH greffées chez la Souris C 57 femelle dans des condi- 

tions identiques à celles que nous avons employées. Il montra deux choses : le 

temps de doublement de la première 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 -à 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 auteur (l'indice mitotique décroît 

q w d  l'âge de la tumeur augmente) ; mais nous ntaxrons trouvé aucune différence 

entre les indices mitotiques quand la tumeur solide a été prélevée à différents 

stades de son développement. Il est possible qu'une légère variation de l'indice 

mitotique et subséquemment -en admettant les hypothèses précédentes- de la 

densité des sialo-glycoconjugués membranaires n'ait pas été traduite dans ce 

cas par nos techniques. 

6 - Un très faible pourcentage de cellules normalement isolées eurent leur 
matériel intra-cellulaire marqué au microscope électronique par l'hydroxyde de 

fer colloIda1. Dans quelques cas très rares, certaines surfaces plasmiques 

internes présentèrent un dégt de particules colloïdales au niveau d'une zone 

toujours localisée au voisinage d'une petite interruption de la membrane 



(PI, 40 ; f ig.  d). Mais l e s  cellules hépatocytaires furent l e s  seules à p o s s é  

der une répart i t ion granulaire importante e t  générale de marqueur dans leur  

cytoplasme e t  parfois au niveau de leurs membranes mitochondriales e t  nucléaires 

-probablement à cause de l a  suppression par l a  coupe au cryostat de l a  princi- 

pale barrière opposée au phénomène de diffusion que représente l a  membrane de 

surface (pl.  42 (fig. b, c, d) e t  Pl. 43). Ces résul ta ts  ne sont donc pas en 

accord avec l 'obtention au microspectrophotomètre des importantes composantes 

d'absorption d'origine essentiellement nucléaire. L'existence de ces dernières 

semble prouver au contraire l a  pénétration des particules colloïdales dans l e s  

cellules t ra i tées  en f ro t t i s ,  e t  confime a ins i  ce qui avait été déjà cons- 

t a té  dans l e  premier chapitre (section 2 ; p. 86) concernant l ' a f f i n i t é  du 

collorde pour l e s  groupes O-phosphoryle des acides nucléiques. En réal i té ,  s i  

l 'accès des particules colloTdales dans l e  noyau est peut-être favorisé par l a  

forme t r è s  aplat ie des cellules en f r o t t i s  -le noyau e s t  i c i  pratiquement 

tangent à l a  membrane cellulaire-, il es t  probable que l a  contradiction de ces 

deux catégories de résul ta ts  résulte moins de ce t  é t a t  de chose que de l a  

grande sensibi l i té  avec laquelle l e  ferrocyanure de potassium révèle l e  

marqueur. 

IV - CONCLTJSIONS 

L1é;tude précédente nous permet de f a i r e  t ro i s  conclusions : 

1 - Les hépatocytes de Rat sain détiennent des groupements sialosyle au niveau 

de l a  zone glycannique superficielle de l eur  glycolemme. 

2 - Toutes l e s  cellules examinées (cellules hépatocytaires e t  cellules norma- 

lement isolées saines e t  tumorales) possèdent un taux remarquable de sialo- 

glycoconjugués sensibles à l a  neuraminidase répar t is  contidhent l e  long de 

leur  glycolemme. 

3 - E t  l a  densité par m i t é  de surface de ces composés semble essentiellement 

l i é e  à la rapidité de croissance : e l l e  augmente avec l ' indice mitotique chez 

l e s  cellules normales e t  tumorales en culture (fibroblastes de Souris Swiss, 

cellules HeLa e t  KB), mais ne paraft toutefois pas dépendre de l a  phase de 

croissance des fibroblastes en culture primaire ; e l l e  augmente avec l ' inverse 

de l ' indice mitotique chez l e s  cellules de l a  tumeur liquide d'EHRLICH greffée 



chez l a  Souris C 57 ; e l l e  apparart pratiquement constante avec ce t  indice 

chez l e s  cellules de l a  tumeur solide d'ERLICH greffée sur l a  même souche ; 

enfin, e l l e  e s t  plus importante chez l e s  cellules de l1hépatome de Z A J D W  

que chez l e s  hépatocytes du Rat sain, quoiqulil f a i l l e  analyser ce résul ta t  

avec beaucoup de prudence eu égard aux erreurs introduites par l'hydrolyse 

enzymatique dans l e  dernier cas. 



Quatrième chapitre : 

DISCUSSION GENERBLF: 

1.- IiESUME DE L'EXSEMBLE DES RESULTATS 

Les cellules en culture (fibroblastes en phase exponentielle 

et en couche confluente, cellules HeLa et KI)) présentèrent 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 uniforme de glycolemme et 

ne parurent pas engagés dans une liaison ionique avec d'autres composés 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 

dfF.JRLICH de la Souris Swiss et C 57 et de lthépatome de ZAJDELA) se caracté- 

risèrent 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 

particulière formée par un ensemble de touffes espacées de X) à 70 nm environ ; 

des groupements phospholipidiques de leur feuillet plasmique externe, non unis 

avec d'autres composés susceptibles de les protéger contre la phospholipase C, 

parurent être agencés entre ces touffes conformément au schéma prévu par les 

modèles '>fluidesM récents ; les variations de la densité des sialo-glycoconju- 

gués .(sensibles à la neuraminidase) de la surface cellulaire des tumeurs li- 

quide et solide dtEHflLICH seinblèrent corrélatives à celles de l'indice mitoti- 

que, et dans le cas de la première, cette densité fut d'autant plus 6levée que ltin- 

dice diminua avec le taux de croissance ; et une composante protéinique basique 

-appartenant vraisemblablement à des protéines acides- fut détectée dans la 

région sous-jacente à la zone de localisation de ces composés, 

Enfin, nous avons constaté que la membrane de surface des 

hépatocytes du Ilat possédait apparemment la même structure générale que celle 

des cellules en culture examinées, mais que son glycolemme était plus épais 



e t  détenait également une composante pro téinique basique. 

Nous avons schématisé ces t r o i s  catégories de résul ta ts  dans 

l a  figure 22 (p. 179). 

2.- COMPARAISON DES RESULTATS LZS PLUS SIGNIFICATIFS AVEC NOS - 
RESULTATS PERSONNELS 

1 - TRAVAUX PORTANT SUR L 'ULTIIBSTRUCTURE DE LA MEMBRANE DE 

Certains aspects ultrastructuraux de la membrane de surface de 

nos cellules normales e t  tumorales t ra i t ées  notamment par l a  technique classi- 

que au rouge de ruthénium confirment l e s  constatations de plusieurs auteurs, 

s'harmonisent avec certaines d'entre e l l es  e t  corroborent quelques hypothèses : 

1 - CONAN e t  ANDERSON (1 955) ( 573) montrèrent que l a  surface des cellules du 

cancer de l'épiderme V X 2 du Lapin é t a i t  couverte par des plaques d'un diamètre 

variant de 3 à 30 nm ; e t  NOWELL e t  BERWICK (1958) (574) observèrent également 

des structures d'un diamètre de 10 à 30 nm environ sur l e s  lymphocytes leucémi- 

ques. Les touffes que nous avons observées sur l e s  cellules ascitiques ont une 

dimension différente, mais e l l e s  confèrent l a  même i r régular i té  à l a  surface 

cellulaire.  

2 - MBRTïiGZ-PALOMO (1 968 e t  1969) (575, 576) e t  TORPIER e t  MONTAGNIER (1 969) 

(577) démontrèrent que certaines cellules transformées retenaient au niveau de 

leur  glycolemme une couche plus épaisse e t  plus irrégulière de marqueur à base 

de rouge de ruthénium que leurs témoins normaux (voir l e s  généralités ; chapi- 

t r e  2 ; p. 55 ). L'ondulation du marquage qu ' i l s  constatèrent chez leurs cel- 

lu les  tumorales e s t  en tout point semblable à celle que nous avons précédemment 

décri te avec l e s  cellules ascitiques ; e t  bien que nos hépatocytes de Rat sain 

ne purent ê t r e  contrastés de ce t te  manière, on peut également remarquer que ces 

cellules fixèrent sur leur zone périphérique hydrophile un dépôt moins épais 

de particules d'hydroxyde de f e r  colloldal que l e s  cellules de l'hépatome 

de ZlWDELA (pl. 42 ; f ig.  a e t  h). 

3 - Interprétant e t  généralisant certains résul ta ts  concernant l a  distribution 

topographique des alloantigènes (voir l e  chapitre 2 des généralités ; p. 41), 



Figure 22 

Schércas représentant l 'o rganisa t ion  de l a  zone périphérique hydrophile des 

t r o i s  types de ce l lu l e s  étudiées.  

a : ce l lu l e s  en cu l ture  ( f ibroblas tes ,  ce l lu l e s  HeLa e t  KE) ; 

b : hépôtocytes de Rat ncrinal ; c : ce l lu l e s  asc i t iqxes  (carcinoxe d1EHRL3CE 

e t  hk~atorne de ZAJBELA), G : glycolerrime ; P : plasrnolemrre. - : charges néga- 

t i v e s  dues principalarrent aux groupes s ialosylep o--: pkospholipides ; 

f i  : composantes protéiniques basiques ; /// : protéines e t  l i p ides  neutres.  



W U H  e t  GORMlN (1969) (578) proposèrent pour l a  surface cel lu la i re  une struc- 
4 2 ture irrégulière formée par l a  répéti t ion de peti tes touffes de 1,2.10 nm 

environ de surface. Les touffes de glycolemme que nous avons précédemment 
3 2 révélées sur l e s  cellules ascitiques n'ont guère que 1,5.10 nm en moyenne 

de surface, mais l'on peut néanmoins considérer que leur existence confirme 

1 ' hypothèse de ces auteurs. 

4 - L'aspect du glycolemme des cellules ascitiques que nous avons mis en éviden- 

ce ne représente évidemment pas l a  seule architecture qui s o i t  susceptible de 

confirmer l e s  hypothèses de INBAR e t  a l .  (1 972) (579) e t  de BURGER (1 970) (580) 

sur  l e  démasquage de certains composés glycanniques de l a  périphérie cel lu la i re  

(voir  l e s  généralités ; p. 55 e t  60). D'ailleurs, il n ' e s t  pas prouvé que ce 

dernier puisse ê t re  vér i f ié  sur l e  type de cellules que nous avons examiné, 

car  l e s  travaux de BOTE e t  a l .  (1971) (581) réalisés avec l a  concanavaline 

fluorescente ne semblent pas vér i f i e r  son existence à l a  surface de certains 

hépatocytes humains normaux e t  tumoraux. Cependant, il faut  reconnaître que 

l'organisation des glycoconjugués que cet te  structure permet d'imaginer repré- 

sente un modèle particulièrement conciliable avec ces théories. 

5 - L'organisation du modèle proposé récemment par PARSONS e t  SCTBTE@K (1972) 

(582) (voir l e s  généralités ; p. 40) e s t  identique à l a  conformation générale 

de l a  périphérie de nos cellules ascitiques. 

6 - Enfin, la  conception du modèle "fluide" de SINGER e t  NICOLSON (1 972) (583) 

(voir  l e s  généralités ; p. 34), dans lequel l e s  chaînes glycanniques hydrophi- 

l e s  des unités protéidiques émergent en "touffes" non ordonnées de l a  couche 

lipidique du plasmalemme, e s t  également conciliable avec l'organisation du 

glycolemme de ces cellules. 

Cependant, plusieurs de nos observations diffèrent  des résul- 

t a t s  de quelques travaux : 

1 - COMAN e t  ANDESON (1955) (584) montrèrent que l e s  cellules normales ténioins 

du cancer de l'épiderme V X 2 du Lapin étaient  couvertes par des plaques de 

3 à 6 nm de diamètre ; e t  NOIGLL e t  BERWICK (1 958) ( 585) observèrent également 

sur l a  surface des lymphocytes normaux des structures d'un diamètre de 10 à 

30 nm. O r ,  l a  surface de nos cellules saines nous e s t  toujours apparue rela- 

tivement régulière par rapport à cel le  des cellules ascitiques. 



2 - Certains auteurs ne trouvèrent aucune différence entre l 'épaisseur de l a  

couche de marqueur à base de rouge de ruthénium (retenue au niveau du glycolem- 

me) de certaines cellules transformées e t  ce l le  de leurs témoins normaux 

(EONNEAU e t  CESARïNI, 1968 ( 586) ; di après MKi3R, 1 971 ( 587) ) ; quelques-uns 

d'entre eux constatèrent même que l e  dépôt é t a i t  parfois moins épais chez l e s  

premières (VORBRODT e t  KOPROWSI, 1969) (588) (voir  l e  chapitre 2 des généra- 

l i t é s  ; p. 55). La seule part iculari té que présentèrent l e s  cellules tumorales 

étudiées au cours de ces travaux fu t  l ' i r régu la r i t é  accentuée de leur marquage. 

II - TRAVAUX PORWT SUR LA RECHERCHE DE L'ZVEWTUELLE 

La corrélation que nous avons mise en évidence entre l a  densi- 

t é  des sialo-glycoconjugués sensibles à l a  neuraminidase de certaines cellules 

tumoralss e t  l ' indice mitotique n'a jamais é té  étudiée ou démontrée dtune 

façon exhaustive e t  formelle, mais e l l e  peut ê t r e  néanmoins déduite logiquement 

des résul ta ts  de certains travaux qui l a  contienne implicitement. Nous avons 

vu dans l e s  généralités (chapitre 2 ; p. 54) qu'on ne pouvait t i r e r  aucune 

conclusion des résul ta ts  souvent contradictoires obtenus par de nombreux 

auteurs à l ' a ide  des mesures de mobilité électrophorétique. Ces divergences 

sont souvent attribuées aux erreurs introduites par l a  méthode : choix du 

rayon des cellules dont dépendent l e s  calculs g localisat ion des charges dans 

l a  membrane, souvent sous-jacentes à l a  zone électrocinétique ; e t  différence 

entre l e  taux des groupements cationiques des cellules tumorales e t  celui  de 

leurs témoins normaux ; mais e l l e s  l e  sont parfois aussi au choix inconsidéré 

du matériel étudié, qui a pour e f fe t  d'amener l a  comparaison de cellules 

normales e t  tumorales dont l e s  indices mitotiques e t  l e s  taux de croissance 

sont t r è s  différents. O r ,  quelques travaux confirmèrent implicitement 1 ' exis- 

tence d'une corrélation entre l e s  propriétés de croissance e t  l a  charge de 

surface due en par t icul ier  aux sialo-glycoconjugués : VASSAR (1963) (589 ) e t  

VASSAR - e t  al .  (1 967) (590) montrèrent qul il n 'exis ta i t  aucune différence de 

mobilité entre l e s  cellules dtun carcinome gastro-intestinal e t  l e s  cel lu les  

normales de ltépithélium adjacent ayant l e  même indice mitotique ; 



BUCK - et al. (1971 ) ( 591) prouvèrent que les cellules BHK 2 1 / ~  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. ( 1 9 7 2 )  (592),  dans une étude 

réalisée sur la souche précédente transformée par le même virus, constatèrent 

également que la quantité de certaines glycoprotéines du glycolemme de cette 

dernière semblait liée à son pouvoir de division. Notre travail exprime donc 

explicitement à partir de quelques cas particuliers ce qui avait été préssenti 

ou démontré partiellement par ces auteurs. 

3.- INTZRPRETATION DXS RESULTATS PELWONNELS A LA LUMIEIiE - 
DE C E R T W  TUVAUX SIGNIFICATIFS 
-- --A -- 

1 - INTERPRETATION DES RESULTATS ULTRASTRUCTURAUX - 

A - COMPARAISON DE L ' INTERDRETATION DZS OBSERVATIONS MORPHOMGIQUESDE 

MONTAGNIER AYEC CERTAINS DE NOS RESULTATS - 

TûWIER et MONTAGNIER ( 1 9 6 9 )  (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 

(lignée clonale BHK 2 1 / ~  13 au stade de transformation correspondant à la 

cmissance indéfinie ; stade 1 pour MOEJTAGNIER) sont cultivées dms un milieu 

nutritif contenant des bases puriques et fie la L-sérinè et sont trcmsfomées 

par le virus de ROUS ou du polyome (stade de transformation correspondant 

la croissance irrégulière ; stade II pour MONTAGNIER), leur état tumoral 

se traduit par une augmentation et une irrégularité de l'épaisseur de la cou- 

che de marqueur à base de rouge de ruthénium qu'elles retiennent au niveau 

de leur glycolemme, mais elles restent insensibles à l'action de la phospho- 

lipase C appliquée à 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 à l'enzyme, et celles du 

stade II ont leur marquage qui s'amincie tout en restant irrégulier. MONTAGNIER 

( 1 9 7 0 )  (595) admit que l'augmentation de la couche de marqueur traduisait 

celle de la densité des groupements acides accessibles à la surface cellulaire 

et non l'épaississement du glycolemme, et interpréta ces résultats de la 



manière suivante : les phospholipides des cellules au stade 1 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 ; à 13 surface des cellu1.e~ au stade II, 

ils émergeraient grâce à la rninceur et à l'irrégularité du glycolemme de ces 

dernières, et seraient également masqués ou non par le composé X suivant la 

présence ou non des précédents facteurs (~igure 23 ; p. 184). Or, nous avons 

démontré précédemment que le colloïde à base de rouge de ruthénium formé 

situ marquait toutes les fonctions acides de la zone périphérique hydrophile - 
et révélait l'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 à donner une autre interprétation des 

observations de ces auteurs, à admettre que l'augmentation de l'épaisseur 

et de l'irrégularité du marquage des cellules transformées précédentes corres- 

pond réellement à celles de leur glycolemme et à proposer logiquement les 

schémas de la figure 24 (p. 1 85). 

Il est difficile de prévoir le schéma le plus plausible qui 

convienne pour la membrane au stade II de transformation. L'organisation 

prévue par la seconde hypothèse (II b) paraît la plus probable. Elle est 

conforme à celle de la membrane de surface des cellules ascitiques que nous 

avons proposée dans le chapitre 2 (section 4 ; p. 147). 

B - INTERPRETATION DE LA MISE E3 SVIDENCE DES CODIPOSANTS -- PROTEINIQUIS BASIQUES 

AU NNEAU DES HEPATOCYTES ET DES CELLULES ASCITIQIES 

Nous avons vu précédemment que les hépatocytes du Rat normal 

et les cellules ascitiques détenaient probablement une composante protéinique 

basique au niveau de leur glycolemme, formée par l'orientation ou la distri- 

bution particulière de certains groupements (acides et basiques) appartenant 

vraisemblablement à des protéines acides (chapitre 1 g section 3 ; p. 105). 

Deux hypothèses peuvent donc être émises : cette organisation particulière 

n'existe qu'au niveau de ces cellules ; ou elle est présente à la périphérie 

de tous les types cellulaires examinés, mais n'est pas révélée à cause de la 

présence de certaines fonctions acides d'une autre origine qui élèvent le 

point isoionique de la zone très localisée où elle est située. Il n'est 

évidemment pas possible ici de déterminer la solution de ce problème ; tout 



Figure 23 

Schémas de la structure de la membrane de surface des cellules BHK 21 

proposés par MONTAGNIER (1 970) ( 596). 

1 : lignée clocale BHK 21/13 au stade 1 de transformation ; 

II : lignée BHK 21/13 transformée par certains virus oncogènes ; A : 

cellules cultivées in vitro en présence des bases puriques et de L-sérine ; 

B : cellules cultivées in vitro sans ces facteurs. O : facteur X ; L : 

phospholipides ; 0 : protéines du plasmalemme. 



Figure 24 

Schémas personnels proposés pour expliquer l e s  variat ions de s t ruc ture  de 

l a  membrane de surface des ce l lu l e s  BHK 21 observées par MONTAGNIER (1970) 

( 597) 

1 : lignGe clonale BHK 21/13 au stade 1 de transformation ; 

II a e t  b : l ignée BHK 21/13 transformée par certains v i rus  oncogènes 

(première e t  seconde hypothèse) ; A : ce l lu l e s  cul t ivées in v i t r o  en présence 

de bases puriques e t  de L-sérine ; B : ce l lu l e s  cul t ivées i n  v i t r o  sans ces 

facteurs .  : fac teur  X ; o--- : phospholipides ; 0 : protéines 

du plasmolemme. 



au plus peut-on remarquer que l'épaisseur relativement importante du glycolemme 

des cellules qui possèdent cette composante fournit un élément favorable à 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 

MARCHESI et al. (1 972) (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, à en juger 

du moins par la richesse des protéines membranaires en acides aminés acides 

et hydrophobes (voir les généralités ; p. 22). Si l'on admet leur présence à 

la périphérie des cellules examinées, on peut par conséquent imaginer un schéma 

dans lequel ces macromolécules sont plus ou moins couchées sur les protéines du 

plasmolemrne -suivant l'épaisseur du glycolemme- et possèdent ainsi la propriété 

d'abaisser le point isoionique de certains groupements de ces dernières 

(~igure 25 ; p. 187). -La première hypothèse 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 particulière 

de certains groupes qui y sont détenus (NARD et AMBROSE, 1969) (600)-. 

D'autre part, lors de la mise en évidence des composantes pro- 

téiniques basiques chez les cellules ascitiques (chapitre 1 ; section 2 ; p. 92), 

nous avons vu que le collorde 1 du fer était plus ou moins régul'ièrement répar- 

ti de place en place sur la membrane de surface. Deux propositions sont par 

conséquent formulables : ces composantes sont distribuées uniquement entre 

les touffes de glycolemme de ces cellules ; ou elles sont situées sous ces 

structures. Leurs radicaux basiques ne sont pas localisés sous les 

polaires des phospholipides, car s'ils l'étaient, le colloïde électronégatif 

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 empêcherait alors le marqueur électropositif à base de muge 

de ruthénium de se fixer sur ces derniers et de les révéler sélectivement après 

l'estérification des fonctions carboxyle. La seconde hypothèse semble donc la 

plus vraisemblable : les composantes protéiniques basiques sont probablement 

réparties à 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. 



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 : plasmalemme. AS : groupements sialosyle ; 

- : groupements protéiniques acides ; +:groupements protéiniques basiques ; 
----- : segments hydrophobes des sialo-glycopeptides. 



C - INTEIIPMTATION DE LA NATURE DES SOUFFES OBSERVEES A LA PEIIImRIE DES 
HEPATOCYTES DU M T  NORïUL ET DES CELLULES ASCIT~QUEIS 

Le schéma a (p. 187) issu du raisonnement précédent n'est 

compatible avec l'existence d'une organisation en touffes du glycolemme que si 

l'on admet une répartition discontinue (en paquets) des sialo-glycocon jugués de 

cette zone. Une telle répartition semble suggérée par la distribution particu- 

lière des antigènes d'histocompatibilité (voir les généralités ; p. 41 ), et par 

l'hypothèse de IPTBAR et al. (1972) (601 ) fondée notamment sur la disposition 

des sites glycanniques susceptibles de fixer certaines agglutinines marquées 

(voir les généralités ; p. 55) ; elle est en accord avec l'hypothèse de PARSONS 

et SUBJECK (1 972) (602) (voir les généralités ; p. 40), et peut être conciliée 

avec le modèle ''fluide" de SETGEX et NICOL7Oii (1 972) (603 ) (voir les générali- 

tés ; 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 témoins normaux (BUCK 

et al 1 971 ) (604 ) . Bien que les travaux de SAKIYAMA et BURGE (1 972) (605 ) ne -* 9 

confirmèrent pas ce résultat chez la lignée 3T3 transformée par le SV-40, il 

est possible que de telles macmmolécules soient en partie responsables de 

l'épaisseur du glycolemme des hépatocytes et des cellules ascitiques, et con- 

tribuent à son irrégularité notamment chez les dernières si leur répartition 

le long de la membrane de surface est discontinue. 

D - INTERI?FC3TATION DE LA. REIVELATION DES GROWEMENTS SIALOSYU3 
Lors de l'exposé des résultats obtenus avec le colloXe à 

base de muge de ruthénium formé in vitro, nous avons dit que la répartition 

des groupements sialosyle semblait continue le long de la périphérie des cel- 

lules étudiées. Or, les cellules tumorales possèdent en général une quantité 

assez importante d'acide sialique qui n'est pas hydrolysée par la neuraminidase 

-on sait notamment que l'acide N,O-diacétyl-nemaminique résiste à l'action de 

cet enzyme (FAILLARD, 1957 (606) ; GIBBONS, 1962 et 1963 (607, 608) ; RATELSON, 

1963 (609) )- ; ainsi, par exemple, les hépatomes AH-1 30, AH-66 F et AB-57 3 

détiennent un taux d'acide N,O-diacétyl-neuraminique beaucoup plus important 

que le foie sain (BAU et al., 1966 (610) ; BEXEDETTI et ENPELOT, 1967 (611 )). 



Cette observation tend donc à prouver que les acides N-acétyl, J!T,O-diacétyl et 

N-glycolyl-neuraminique ne sont pas distribués d'une façon ordonnée le long 

du glycolemme des cellules tumorales étudiées. 

D'autre part, un certain nombre de travaux démontrent qu'il 

existe des acides sialiques dans les couches profondes du glycolemme de la 

plupart des cellules, et que ceux-ci appartiennent essentiellement à des glyco- 

lipides : EnaR - et al, (1 962) (61 2 ) ,  par exemple, observèrent une différence 

entre la décroissance de la charge électrocinétique provoquée par l'action de 

la neuraminidase et le pourcentage des molécules d'acide sialique d'un certain 

nombre d 1  érythrocytes ; KOJIMA et MAEKAWA (1 970) ( 613) montrèrent qul il n'y 

avait aucune décroissance de la mobilité électrophorétique des cellules des 

hépatomes AH-62, AH-130, LY-54 et LY-5 après l'action de la neuraminidase, 

bien que la présence des acides sialiques à la périphérie de ces cellules ait 

été démontrée par la méthode de capture de fer ; UHLENBRUCK et WINTZER (1 970) 

( 61 4) prouvèrent sur des cellules nomalement isolées (notamment des érythro- 

cytes) que les acides sialiques les plus superficiels de la zone périphérique 

hydrophile appartenaient essentiellement à des glycoprotéines, et que ceux des 

couches profondes de cette région étaient surtout détenus par des glycolipides ; 

enfin, WEINSTEIN et al. (1970) (615) constatèrent que les 25 à 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) ( 61 6). On peut donc supposer, à 1 ' instar 
de PARSONS et SUBJElCK (1 972) ( 617) pour les hématies, que la zone périphérique 

hydrophile des cellules ascitiques est organisée de la façon suivante : les 

acides sialiques des glycolipides sont continûment répartis le long de la mem- 

brane de surface, vraisemblablement dans la région sous-jacente à la zone élec- 

trocinétique ; et les groupements sialosyle des glycoprotéines sont préféren- 

tiellement distribués au niveau de cette dernière, à la surface des touffes de 

glycolemme que nous avons précédemment révélées. 

E - INTERPRETATION DE LA REVELATION DES GROUPEMENTS BASIQUES PR0TEINIQUE:jA 
GLYC OLEMME 

Dans les généralités (chapitre 2 ; p. 40 et 57), nous avons 

ixontré que la présence des groupements basiques protéiniques dans la zone 

électrocinétique était encore très discutée. Ceci permet d'énoncer trois 

hypothèses pour les cellules que nous avons étudiées : leur zone électrocinétique 



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 troisième éventualité pour ces der- 

nières, car l'organisation en touffes de leur glycolemme a été observée & la 

fois avec la technique classique au rouge de ruthénium (elle révèle la totali- 

té de cette région) et avec la méthode de mise en évidence des radicaux basi- 

ques protéiniques fondée sur la capture du colloïde II du fer (pl. 27 (fig. b) ; 

Pl. 28 (fig. a) ; Pl. 16). 

Il est curieux de constater que les deux premières méthodes 

de mise en évidence des groupements basiques protéiniques totaux (fondées res- 

pectivement sur la capture du colloïde 1 à base de fer et du colloïde à base 

d'étain) ne révélèrent que très 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 complète de leurs 

fonctions acides nécessitée par ces deux t ethniques . 

Avant d'interpréter nos résultats, rappelons et analysons 

tout d'abord succinctement certains travaux de MOfJTBGNlER (1 970) ( 6 18) sur la 

transformation cellulaire en milieu gélifié. 

LI auteur montra que 1' on pouvait distinguer plusieurs étapes 

dans la transformation des cellules BHK 21 du Hamster : 

1 - Stade de culture primaire. 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 bloquée quand elles sont culti- 

vées en milieu gélifié par de l'agarose. 

2 - Stade 1 de la transformation. Certains clones de cellules variantes (~ar 
exemple la lignée clonale BHK 21/C 13) ayant atteint le stade de transformation 

correspondant à 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 



en présence des r'polysaccharidesf' sulfatés de l a  gélose, de l'héparine ou du 

sulfate de Dextran. 

3 - Stade 1 bis  de l a  transformation. Après plusieurs passages répétés des 

cellules précédentes, certains clones moins sensibles à l ' inhibi t ion de contact 

n'ont plus besoin d'insuline ou de milieu conditionné pour c ro î t re  en agarose 

à fa ible  concentration e t  sont en outre plus résistants aux "polysaccharidesf' 

sulfatés. 

4 - Stade II de l a  transformatio&. Un stade supérieur peut ê t r e  a t t e in t  "spon- 

tanément par l e s  cellules du stade précédent, ou directement par l e s  cellules 

du stade 1 infectées par des virus oncogènes e t  cultivées dans un milieu nutri- 

t i f  contenant des nucléotides puriques e t  de l a  L-sérine, Il se  caractérise par 

l e  f a i t  que l e s  cellules ont l a  propriété de se multiplier dans un milieu géli- 

f i é  par de l a  gélose, donc en présence de ffpolysaccharidesf' sulfatés. 

Eh outre, MRPIER e t  pONTAGNER (1 969) ( 51 9) constatèrent que la membrane de 

surface des cellules BHK 21 se  modifiait au cours de ces différentes étapes 

e t  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 a t t e in t  l e  stade 1 de l a  transfor- 

mation possèdent la propriété d'inhibition de contact de mouvement mais non 

celle de croissance (STOIG~R e t  RUBIN, 1967) (620). L'arrêt de l eur  multiplica- 

tion dans l a  gélose ne peut ê t re  par conséquent at tr ibué à un processus l i é  

à ce phénomène ; pour l'expliquer, il faut  admettre avec MONTAGNIER (1 970) (621) 

que l e s  charges négatives du milieu gé l i f i é  riche en  polysaccharide^'^ acides 

ont une densité suffisamment importante pour a f f a ib l i r  au même inverser l e  

champ électrique é t ab l i  entre l e  milieu e t  l e s  charges -normalement plus élec- 

tronégatives- de la surface cellulaire,  e t  sont a ins i  capables de perturber 

l e  passage à travers l a  membrane de surface des facteurs (micro e t  macromolé- 

culaires) activateurs e t  inhibiteurs de croissance. Dès lors,  quand l e s  cel- 

lules passent à un stade supérieur de l a  transformation, l a  densité des charges 

négatives de leur surface augmente e t  redevient nettement supérieure à cel le  

du milieu gél i f ié ,  1' intensité du champ électrique précédent s'élève ou son 

sens s ' inverse à nouveau, e t  l e  passage des effecteurs de croissance redevient 

favorable à l a  multiplication cel lu la i re  -le raisonnement prend l e  stade 1 

pour exemple, mais il e s t  valable pour l e s  autres étapes de transformation-. 



Tout se passe comme si la charge électrique de la membrane de surface pouvait 

contrôler indirectement la croissance cellulaire de la façon suivante : 

Milieu 

ex tracellulaire 

Divisdon cellulaire favorisée 

surface 

Division cellulaire ralentie 
ou annulée 

Appliquons les principes de cette déduction à l'interpréta- 

tion des variations de la densité des sialo-glycocon jugués sensibles à la 

neuraminidase que nous avons précédemment observées avec nos cellules, et 

admettons que ces variations soiect l'une des causes et non la conséquence des 

changements corrélativement constatés dans la valeur de l'indice mitotique. 

Quand la densité des charges négatives dues aux acides sialiques de la surface 

du glycolemme des cellules en culture augmente (dans l'ordre : fibroblastes 

en phase exponentielle ou en couche confluente < cellules KB < cellules 
~e~a), l'intensité du champ électrique établi comme l'indique la figure 26 

193) entre le railieu moins électronégatif et ces charges s'élève, et la 

division cellulaire est favorisée dans le même ordre (indice mitotique des 

fibroblastes en phase exponentielle ou en couche confluente ( i.m. des cellules 

KB ( i.m. des cellules ~e~a). Par contre, s1 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 à 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 stoppose au champ précédent (~igure 26 ; p. 193) ; et l'effet 

antagoniste qui en résulte sur le passage des facteurs de croissance, quand 

la densité des sialo-glycoconjugués varie, permet d'expliquer que l'indice 



Figure 26 

In te rpré ta t ion  des var ia t ions  de l a  densi té  des sialo-glycoconjugués 

sensibles  à l a  neuraminidase , 

a : ce l lu l e s  en cu l ture  ( f ibroblas tes ,  c e l l u l e s  HeLa 

e t  KB) ; b : ce l lu l e s  asci t iques.  G : glycolemme ; P : plasmolemme. - 
El : champ é lec t r ique  é t a b l i  en t r e  l e s  charges du milieu ex t r ace l lu l a i r e  

+ 
e t  l e s  groupements s ia louyle de l a  périphérie du glycoleme ; 

E2 : 
champ é lec t r ique  é t a b l i  en t re  l e s  composantes protéiniques basiques e t  

ces derniers .  



mitotique des cel lu les  ascitiques diminue comme une fonction de l ' inverse de l a  

charge de surface. 

Eh contr8lant l 'accès au plasmolemrne de certains facteurs, 

l e  glycolemme jouerait, selon cet te  hypothèse, l e  r81e d'un f i l t r e  dont la 

fonction se ra i t  complémentaire du mécanisme qui r ég i t  l e s  échanges ac t i f s  e t  

passifs à travers l a  membrane de surface. Ce r8le  a é t é  démontré pour certains 

glycolemmes part iculiers comme l e s  membranes basales -sans préjuger du mécanis- 

me qui l e  régit- ; e t  s ' i l  n'a jamais é té  prouvépourles glycolemmes attachés, 

quelques travaux démontrant l'importance des acides sialiques dans l e  transport 

du potassium l e  la issent  néanmoins supposer (GLICK e t  GITHENS, 1965) (622), 

car il semble que cet  ion s o i t  l 'un  des facteurs qui contrôlent l a  multiplica- 

tion cellulaire e t  la prolifération rapide des cellules tumorales : certains 

auteurs montrèrent que sa concentration paraissait  plus importante chez ces 

dernières que chez l e s  cellules normales (DELONG e t  al . ,  1950) (623) ; quelques 

études établirent  que sa  présence é t a i t  nécessaire à l a  croissance optimum 

de certaines espèces de bactéries (DAPIADLAN e t  SOLOMON, 1964) (624) e t  de 

tumeurs végétales (BRAUN e t  WOOD, 1962) (625) ; e t  LUBIN (1 964) (626) démontra 

qu ' i l  jouait un r81e h s  l a  synthèse protéinique. 

GLICK - e t  al. (1970) (627) constatèrent que l e  taux des acides 

sialiques de l a  membrane de surface des cellules L va r i a i t  suivant une fonction 

de l ' inverse du taux de croissance ; mais ils remarquèrent que ces variations 

ne paraissaient pas l i é e s  à l a  rapidité de prolifération e t  semblaient dues à 

un apauvrissement du milieu nu t r i t i f  en précurseurs. Cette hypothèse aurai t  pu 

ê t r e  également retenue pour expliquer l e  comportement des cellules ds l a  tumeur 

liquide d'EHRLICH, car il e s t  possible que l 'élévation de l a  densité des sialo- 

glycoconjugués membranaires en fonction du temps après l a  greffe s o i t  due à l a  

variation du taux de certaines substances dans l e  milieu intrapéritonéal où 

l e s  cellules se développent, e t  so i t  indépendante de l a  diminution de l ' indice  

mitotique -qui correspond essentiellement chez ces cellules à un allongement 

de l a  durée du cycle cel lu la i re  (TAIQJOCK, 1969) (628)- ; FRINDEL e t  al.  (1 968) 

(629), par exemple, à l a  su i t e  d'une expérience effectuée sur une tumeur asci- 

tique liquide greffée chez l a  Souris C9montrèrent  que l e  milieu présentait 

une baisse de pH e t  une augmentation du taux de l 'ac ide  lactique. Cependant, 

une t e l l e  supposition ne permettrait pas d'expliquer l e  comportement de nos 



cellules en culture, puisque celles-ci se multiplièrent dans un milieu identique 

pour toutes les souches et dont le renouvellement fut régulièrement 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 phénomène que nous venons d'analyser, il semble que le modèle précédent 

doive être conçu 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 callulaire n'est pas 

encore précisée par les quelques recherches qui portent sur ce sujet (KIJU~OTO 

et HBKOMORI (1972) ( 630) l'ont mis récemment en évidence chez la lignée NIL du 

Hamster, mais non SAKIYAMA et al. (1 972) ( 631)), mais de toute façon, certains 

travaux donnent à penser que les groupements sialosyle de la zone électrociné- 

tique qui. contrôlent 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 .- 

UNITAIRE DE LA TRANSE'ORMATION CELLULAIRE, DE LA 

CARCINOGENESE ET DE LA CANCERISATION DE L'ORGANISME - 

D'après les résultats de ce travail et des quelques études 

que nous avons succinctement rappelées plus haut (section 2 de cette discus- 

sion générale ; p. 181), la valeur de la densité des sialo-glycoconjugu6s du 

glycolemme -tout au moins ceux qui sont sensibles à la neuraminidase- paraît 

moins dépendante de l'état tumoral que de la prolifération cellulaire. Il 

serait donc légitime de considérer que la relation de ces deux paramètres est 

un phénomène général qui dépasse largement le domaine de la néoplasie. Plusieurs 

travaux portant sur l'étude des variations du taux de ces composés provoquées 

par la morphogénèse ou la transformation cellulaire abondent en ce sens : 

BEN-OR - et al. (1960) (632), HEARD et al. (1961) (633) et RUHEBETROTH-BAUER 

et FITI-IRMANN (1 961 ) (634) observèrent que la mobilité électrophorétique de 

certaines cellules normales embryonnaires ou appartenant à des tissus en 



régénération é t a i t  plus importante que cel le  des témobs adultes, e t  EISENBERG 

e t  a l .  (1962) (635) f i r en t  l a  même constatation avec l e s  hépatocytes du Rat ; - 
SIDDIQUI e t  HAKONORI (1  970) (436) prouvèrent que la quantité de glycolipides 

é t a i t  plus élevée dens l a  membrane de surface des cellules du foie néonatal 

que du foie adulte de Rat ; BUCK e t  a l .  (1971) (637) démontrèrent que l e s  

cellules BHK 2 1 / ~  13 en phase exponentielle détenaient au niveau de leur  péri- 

phérie des glycolipides d'un poids inoléculaire plus important que cel les  de l a  

phase plateau (croissance ralentie)  ; e t  WARREN e t  a l .  (1972) (638) constatèrent 

qu ' i l  ex i s ta i t  une relat ion entre l e  pouvoir de multiplication de ce t te  souche 

e t  l a  quantité de ses glycoprotéines membranaires. Cependant, GLICK e t  a l ,  

(1 970) (639) n'observèrent aucune différence entre l e  taux des acides sialiques 

des cellules L en phase de croissance rapide e t  celui  des mêmes cellules en 

phase plateau ; e t  nous fîmes l a  même constatation avec l e s  fibroblastes embryon- 

naires de l a  Souris Striss prélevés en phase exponentielle e t  en couche confluen- 

t e  (stade de l ' inhibi t ion de contact). S i  l 'on interprète 1' ensemble de nos 

observations personnelles e t  des résul ta ts  précédents à l a  lumière de l a  théorie 

unitaire de l a  carcinogénèse, de l a  cancérisation de l'organisme, de l a  diffé- 

renciation e t  de l a  transfomaiion cel lu la i re  (voir  notamment l e s  travaux de 

WEISS (1967) (640)~  de MONTAGNIER (1970) (641), de PARDEE: (1971) (642) e t  de 

CONE (1 971 ) (643)), on peut donc admettre que lt architecture de l a  membrane de 

surface e s t  corrélativement l i é e  aux différents phénotypes de la transformation 

cellulaire dont l l é t â t  tumoral ne semble représenter que quelques étapes parti- 

culières ; deux types de cellules se distinguent en e f fe t  dans cet  optique : 

1 - Les cellules qui ont leurs propriétés contrôlées par l e s  modifications réver- 

sibles de l eur  glycolemme quand e l l es  sont intégrées dans un t issu,  mais qui 

possèdent toujours l e  phénomène d'inhibition de contact -les changements intro- 

duits  dans l farchi tecture  membranaire des cellules appartenant aux t i s sus  

embryonnaires ou en régénération sont contrôlés par l'organisme, car i l s  

deviennent irréversibles s i  ces dernières sont cultivées i n  v i t r o  au stade de 

culture primaire (cas des fibroblastes embryonnaires de Souris ~wiss) ou au 

stade de croissance indéfinie (cas des cellules L )  ; cependant, dans tous l e s  

cas, ces cellules gardent leur propriété d'inhibition de contact-. 

2 - E t  l e s  cellules qui ont a t t e in t  une étape supérieure de transfomation 

caractérisée par 13 perte au moins du ghénonène de l ' inhibi t ion de contact de 

croissance, e t  qui semblent posséder une certaine autonomie en ayant l a  



propriété de conditionner notamment leur rapidité de croissance par l'intermé- 

diaire des modifications réversibles de l a  structure de l eur  glycolemme : oel- 

lules au stade de la  perte du phénomène d'inhibition de contact de croissance 

(cas des cellules BHK 21/C 13) ; cellules transformées tfspontanémentll (cas des 

cellules ascitiques ~'EHRLICH) ; cellules transformées viralement (cas des 

cellules BHK 21 transformées par l e  virus de ROUS ou du polyome). 

Il e s t  nécessaire d'ajouter plusieurs remarques à l a  sui te  

de ces déductions : 

1 - L'existence d'un contrôle de l a  division cellulaire par l e s  charges du 

glycolemme appartenant aux sialo-glycoconjugués suppose que l e  turnover de ces 

composés e s t  rapide. Il existe peu d'informations sur l a  valeur moyenne de ce 

dernier, mais s i  l 'on considère par exemple l e  demi-temps de renouvellement 

des s i t e s  récepteurs du v ims  de NEWCASTLE détenus par l e s  cellules HeLa 

(environ 6 heures) (P'IARCUS, 1 959) (644), ce t t e  supposition parart vraisemblable 

e t  jus t if  i é e  . 
2 - Nous avons vu dans l e s  généralités (Chapitre 2 ; p. 48) que l e  taux des 

acides sial iques de la  membrane de surface (ramené au taux des é t a i t  

souvent moins important chez l e s  cellules transformées in v i t ro  que chez leurs 

témoins normaux. S i  l 'on admet que l a  vitesse de croissance des premières e s t  

plus élevée que ce l le  des secondes -ce phénomène e s t  souvent constaté, mais il 

n'a pas é t é  vérif ié au c o u s  des travaux concernés ici-, ces résul ta ts  devraient 

infirmer la  val id i té  du modèle précédent. E h  réa l i té ,  SAKIYAMA e t  BURGE (1972) 

(645) prouvèrent, su r  l a  lignée 3T3 transformée par l e  SV-40, que l a  décrois- 

sance du taux des groupements sialosyle pouvait traduire une diminution de l a  

densité des sialo-glycoprotéines e t  non une modification de leur  structure. 

Bien que ce t te  observation a é t é  effectuée dans un cas t r è s  part iculier ,  e l l e  

montre que l e  phénomène précédent peut correspondre à deux sortes de perturba- 

tions du glycolemme : un affaiblissement de 1' intensité du champ E ( ~ i ~ u r e  26 ; p. 
2 

193) s i  l a  répart i t ion des sialo-glycoprotéines -dont l a  densité e s t  affaiblie-  

es t  continue ; ou à une valeur non prévisible s pr ior i  de E -el le peut ê t re  
2 

égale, supérieure ou inférieure à cel le  des cellules saines -si ces dernières 

sont disposées en paquets ou lltouffestf selon llorganisation que nous avons 

mise en évidence. Seule l a  détermination du taux des acides sialiques membra- 

naires rapporté au taux de protéines, de l a  structure des sialo-glycoconjugués 

e t  de l 'architecture du glycolemme de chaque type de cellules examinées pourrait 

résoudre l e  problème. 



3 - Plusieurs auteurs recherchèrent une relat ion entre l e  taux des glycoconjugués 

membranaires e t  l e s  différentes phases du cycle cel lu la i re  : MAYHEW e t  OtGRADY 

(1965) (646), MA= (1966) (647) e t  B m T  e t  FOXESTER (1967) ( 648) montrèrent 

que l a  mobilité électrophorétique due aux groupes sialosyle de certaines cel- 

lu les  en culture synchrone (notamment l e s  cellules ~ e ~ a )  é t a i t  plus importante 

pendant l a  mitose ; GLICK e t  a l .  (1 971 ) ( 649) prouvèrent que l e  taux des 

acides sial iques des cellules KB é t a i t  maximum pendant l a  division e t  décrois- 

s a i t  au cours des phases G -S du cycle cellulaire ; PASTERNAK e t  a l .  ( 1 971 ) 
1 

(650) démontrèrent que l 'ant igénic i té  H-2 des cellules néoplasiques P 81 5 Y 

diminuait également durant ces phases ; FOX e t  al .  (1 971 ) (651) f i r en t  une 

observation pratiquement semblable avec l e s  cellules 3T3 normales ; ROSENBERG 

etEINSTEIN (1972) (652) constatèrent que l a  densité des acides sialiques de 

l a  périphérie des cellules lymphoïdes humaines var ia i t  considérablement au 

cours du cycle cellulaire ; enfin, SHOW e t  SACH3 (1 972) (653) observèrent 

que la concanavaline fluorescente se f i x a i t  différemment sur l e s  cellules 3T3 

normales ou transformées suivant que ces dernières é ta ient  en interphase ou 

en mitose. Cependant, ces résul ta ts  sont difficilement interprétables à la 

lumière de l a  théorie uni ta i re  précédente ; c 'es t  l a  raison pour laquelle nous 

n1 en avons pas parlé. 

4 - Notre hypothèse concernant l e  rôle du glycolemme n 'a  évidemment pas l a  

prétention de représenter une théorie complète qui explici te totalement l e  

mécanisme par lequel l a  membrane de surface contrôle l e s  propriétés cellulai- 

res. Le modèle doit ê t r e  complété en tenant compte de l ' intervention d'un 

certain nombre de paramètres l i é s  aux principales fonctions de ce t te  région : 

spectre enzymatique, transport ac t i f  e t  action éventuelle de certaines hormo- 

nes (voir  l a  revue générale de PARDEE (1971 ) (654)) 

5 - L'analyse du rôle complémentaire que semble jouer l a  répart i t ion des 

groupements du glycolemme dans l e  passage des facteurs de croissance n'épuise 

pas l a  revue de toutes l e s  conséquences que celle-ci peut avoir sur l a  cancé- 

r isa t ion de l'organisme ; en e f f e t  : 

a - A par t i r  d'un certain nombre d'études effectuées sur des tumeurs ascit i-  

ques de diverses origines, PURDOM -- e t  a l .  (1  958) ( 6 ~ 5 ) ~  SANFORD (1 967) (656) 

e t  CURRIE e t  BAGSHAWE (1 968) (657) montrèrent que l ' a c t i v i t é  antigénique H-2 

de l a  périphérie de leurs cellules semblait masquée par des sialo-glycoconjugués; 

bien que ce t te  interprétation a é t é  infirmée par d'autres travaux (d'après WEISS, 



1969 (658) ; CORMACK, 1970 (659) ; HUGHES et al., 1972 (660)) et que les fac- 

teurs Unmunologiques ne paraissent pas avoir une influence importante sur la 

destinée des cellules de ce ty-pe (FRINDEL et al., 1968) (661 ), il est néanmoins 

possible que les variations de la densité de ces composés perturbent dans une 

certaine mesure la réponse immunitaire de l'hôte. 

b - On sait que les sialo-glycoconjuguds membranaires contribuent vraisembla- 
blement à 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 phénomène général chez les 

cellules de malignité avancée, il est probable que ce dernier conditionne 

d'une façon non négligeable l'invasion tumorale au cours de la diffusion 

mé tas tatique. 



CONCLUS IONS GmWES !j 

L'ut i l i sa t ion de certains colloïdes du fe r ,  de l ' é ta in  e t  

de l'osmium nous a permis de comparer l tu l t ras t ruc ture  de l a  membrane de sur- 

face des hépatocytes du Rat Wistar e t  des cellules normales e t  tumorales sui- 

vantes : fibroblastes embryonnaires de l a  Souris Swiss, cellules HeLa e t  KB, 

cellules du carcinome ascitique dfEHRLICH greffé chez l a  Souris Swiss e t  

C 57 e t  cellules ascitiques de llhépatome de ZAJDELA. Trois catégories 

d'expérimentations ont é té  effectuées : 

-Nous avons tout d'abord réal isé  e t  appliqué deux sortes de méthodes origina- 

l e s  de marquage des protéines au microscope électronique : une méthode de 

révélation des protéines basiques e t  des groupements de point isoionique élevé 

fondée sur  l a  capture d'un colloïde 1 électronégatif du f e r  ; e t  t ro i s  méthodes 

de mise en évidsnce des protéines totales (acides e t  basiques) fondées sur  l a  

capture du colloïde précédent, de l 'acide a-stannique colloïdal e t  d'un col- 

loïde II électronégatif du fer .  La seconde e t  surtout l a  troisième fournirent 

quelques arguments en faveur d'une distribution continue des protéines dans 

l e  plasmolemme -tout au moins dans l e  feu i l l e t  plasmique externe, seule ré- 

gion accessible aux colloïdes- e t  l e  glycolemme de tous l e s  types cel lu la i res  

étudiés (normaux e t  tumoraux) ; l e s  deux autres décelèrent l a  présence de 

groupements de point isoionique élevé -appartenant vraisemblablement à des 

protéines acides- au niveau du glycolemme des hépatocytes du Rat e t  des cel- 

lu les  ascitiques, dans l a  région sous-jacente à la zone superficiel le qui 

détient  une grande par t ie  des groupes sialosyle de ce dernier. 

-Ensuite, l e  mécanisme de formation, l a  nature e t  la  spécif ic i té  du marqueur 

qui apparaft au niveau des membranes cellulaires (au microscope électronique) 

à l a  su i t e  de l 'application de l a  méthode au rouge de ruthénium ont été déter- 

minés avec précision : c ' es t  un colloïde électropositif de l'osmium ; il 

résulte de l ' inversion de la  charge, par l e  cation rouge de ruthénium, du 

bioxyde d'osmium colloïdal qui prend naissance l o r s  de l a  formation d'un 

té t raes te r  osaique entre l e  tétroxyde dlosmiwn e t  l e s  l ipides insaturés du 

f e u i l l e t  plasmique externe ; il se f ixe  sur toutes l e s  fonctions acides de l a  



zone périphérique hydrophile, et révèle de ce fait avec fidélité l'épaisseur 

et le profil de cette région, Puis la technique classique (marqueur formé 

in situ) et le marqueur colloldal de celle-ci réalisé in vitro révëlèrent 

deux types d'organisation : 

- Les cellules en culture (fibroblastes, cellules HeLa et 
KB) et les hépatocytes du Ibt présentèrent une couche assez mince et continue 

de glycolemme au-dessus des phospholipides de leur feuillet plasmique externe, 

mais se comportèrent (tout au moins les premières) comme si ces derniers 

n'étaient pas engagés dans une liaison ionique avec des composés susceptibles 

de les protéger contre l'action ménagée de la phospholipase C. 

- Les cellules ascitiques se ceractérisèrent par un glyco- 
lemme d'me épaisseur plus importante mais plus irrégulière, formé par un 

ensemble de touffes espacées de 20 à 70 nm environ, entre lesquelles des grou- 

pements phospholipidiques du feuillet plasmique externe, non protégés contre 

l'action ménagée de la phospholipase C, parurent être agencés suivant le 

schéma des modèles tlfluideslt les plus récents. 

- Ehfin, la localisation et llé~aluation du taux des acides sialiques du 
glycolemme ont été respectivement recherchéesà l'aide du marqueur de llosmium 

précédent (réalisé in vitro et adapté à la microscopie électronique) et de 

l'hydroxyde de fer colloïdal (adapté à la microscopie électronique et à 

1 ultra~cros~ec trophotornétrie). La densi té par unité de surface des sialo- 

glycoconjugués sensibles à la neuraminidase fut remarquable chez toutes les 

cellules exaninées et parut varieressentiellement avec la rapidité de crois- 

sance ; elle augmenta avec l'indice mitotique chez les cellules en culture 

tout en p.3 paraissrnt 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 liquide d'EHRLICH greffée à la Souris C 57 ; sembla 

rester pratiquement constante avec lui chez les cellules de la tumeur solide 

d'EHRLICH greffée sur la même souche ; et parut légèrement plus importante 

chez llhépatone de ZAJDFLA que chez le foie de Rat normal. 

Ces travaux démontrent que les systèmes colloïdaux métal- 

liques possèdent les propriétés requises pour être appliqués à l'étude de la 

membrane de surface : ils sont décelables au microscope électronique et peu- 

vent être parfois dosés à l 'ultramicmspec trophotomè tre ; leurs particules 



sont captées sélectivement pax les groupements cationiques ou anioniques des 

tissus suivant la nature de leur charge ; ils comprennent des colloïdes dont 

le diamètre est suffisamment varié pour que leur emploi puisse être adapté 

aux dimensions et à la compacité des structures à étudier ; leur pénétration 

à différents niveaux de la périphérie cellulaire peut être 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 particulières à l'organisation de la zone périphé- 

rique hydrophile des cellules tumorales qu'à celle de chacun des trois types 

cellulaires étudiés : les cellules en culture, les cellules ascitiques et 

les cellules associées en tissu. Pour les interpréter, nous avons donc conçu 

un modèle qui établit une relation entre le champ électrique déterminé par 

les groupements ioniques de cette région et l'une des propriétés les plus 

générales qui distingue les trois sortes de cellules : la rapidité de crois- 

sance. Cette hypothèse n'a pas une prétention à l'universalité, car il serait 

présomptueux de vouloir généraliser des données obtenues à partir de quelques 

cas particuliers de tumeurs. Elle représente une proposition pour intégrer 

un ensemble de faits d'une façon cohérente dans la théorie unitaire de la 

carcinogénèse et de la transformation cellulaire que proposent certains 

auteurs, dans le but essentiel de vérifier ultérieurement l'éventuelle corré- 

lation qui pourrait exister entre les différents phénotypes de la dernière 

et l'architecture de le membrane de surface, 
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