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ANNEXE PLANCHES 



Etude de la spécificité de l a  mdthode de révélation des groupements 

proteiniques de point isoionique élevé -détenus par les  protéines 

basiques- fondée sur l a  capture d'un collofde 1 électronégatif à 

base de f e r  

Fig. a.- Observation en tubes à essais 

1 : Gélatine t rai tée  par l e  colloYde électronégatif au $3 de 

10,S ; 2 : gélatine t rai tée  par l e  collofde électrondgatif au 

pH de 4,s ; 3 : collagène t r a i t é  par l e  collofde électro- 

négatif au pH de 10,5 ; 4 : collagène t ra i té  par l e  collofde 

6lectronégatif au pH de 4,5 ; 5 : albumine t rai tée  par l e  

collorde Qlectronégatif au pH de 10,5 ; 6 : albumine t ra i tée  

par l e  collofde électronégatif au pH de 4,s ; 7 r histones 

t ra i tées  par l e  collofde électronégatif au pB de 10,s ; 8 : 

histones traitées par l a  ninhydrine, pilis par l e  collofde 

Qlectronégatif au @II de 10,5 ; 9 : lysozyme t r a i t é  par l e  

colloPde électronégatif au pH de 10,5, 

Fig. Zr, c e t  d.- Observation au microscope électronique 

Fig. b - Fibre de collagène t rai tée  par l e  colloPde électro- 

négatif au pEi de 4,5. Les particules collo!Cdales semblent 

distribuées pr6férentiellement selon une configuration 

hélicofdale comme les  radicaux basiques de l a  protéine 

( p : pas de 1 l hélice de 60 nm environ). x 80 000 

Fig. c - Plage d'histones témoin traitde par l e  colloSde 

électrondgatif au pH de 10,5. Des particules collofdales 

de 4 nm environ de diamètre sont uniformément réparties 

dans toute son étendue. x 90 000 

Fig. d - Plage d'histones t ra i tée  par la ninhydrine, p i s  

par l e  collofde électronégatif au pH de 10,5. Seules, 

quelques rares particules restent accrochées sur l es  bords 

de la plage. x 90 000 





Etude de la spécificité de la méthode de révélation des groupements 

protéiniques de point isoionique élevé -détenus par les protéines 

basiques- fondée sur la capture d'un colloEde 1 électronégatif B 

base de fer. (illustration du tableau III du premier volume) 

Fig. a,- Nucléole traité par la INAse, puis par le collo!Cde électro- 

négatif au pH de 10,5. Les traces de la chromatine péri- 

nucléolaire (ch. p) et de la chrumatine intranucléolaire 

(ch. i) située en bordure du réseau fibrillo-granulaire, 

B la périphérie des vacuoles intranucléolaires (v), sont 
rdvéldes par un important dépôt de particules colloXdales. 

Par contre, aucun marquage n'est constaté au niveau du 

réseau fibrillo-granulaire (R). x 44 000 

F i g r  bl- Nucléoles (NU) traités par l1hyüroqde de fer collo5dal. 

Tout le corps nucléolai~e est mar~tid. x 23 000 

Mg. c.- Nucléoles traites par la ninhydrine, puis par le colloEde 

électronégatif au pH de 10,5. Un dép8t très faible de 

particules colloPdales est constaté en bordure des 

nucléoles (NU). x 36 000 

Fig. d.- Nucldole (NU) traité par la ninhydrine et lthydroxyde de 

fer collo!ïdal. Tout le corps nucléolaire est marqué. 

x 52 000 

Fig, e.- Nucléoles (NU) estérifiés, puis traités par le colloPde 

électronégatif au pH de 10,5. La localisation et la 

densité du marquage sont identiques 21 celles du nucléole 

de la figure a. x 22 000 

Fig. f .- Nucléoles (NU) estérifiés et traités par l'hydroxyde de 
fer collolldal. Aucun dépôt de particules colloPdales 

n'est constaté. x 6 000 





PLANCHE 3 

Etude de la spécificité de la méthode de révélation des groupements 

protéiniques de point isoionique élevé -détenus par les protéines 

basiques- fondée sur la capture d'un collofde 1 électronégatif à 

base de fer 

Fig. a.- Portion de nucléole traité par la DNBae et l'hydroxyde de 

fer colloidal . La couronne périnucléolaire (C . p) dépourvue 
de son ADN ne détient pratiquement pas de particules 

colloIdales . Séul , le réseau f ibrillo-granuiaire (R) est 
marqué. x 108 000 

Fig. b,- Portion d'hépatocyte de Rat trait6 par la DNAse puis par 

le collofide électronégatif au pH de 10,5. On constate une 

faible répartition de particules collofdales sur le 

hyaloplasme et les lamelles ergastoplasmiques du cytoplasme 

(cy)r Dans le noyau, le nucléopiasme (N) est entièrement 
marqub, la trace de la chromatine (ch) est dessinée par un 

dépôt particulikrement dense de marqueur, et les pares (P) 

de 1 eniteï6ppe nucléaire apparaissent bien profilés et 

clairs. x 11 O00 





PLANCHE 4 

Etude de l a  spécificité de l a  méthode de révélation des groupements 

protéiniques de point isoionique élevé -détenus par les  protéines 

basiques- fondée sur l a  capture d'un colloYde 1 électronégatif à 

base de f e r  

Fig. a.- Portion d'une cellule HeLa en mitose t rai tée  par la  DNAse, 

puis par l e  collofide électronégatif au pH de 10,5. Les , 

chromosomes ( c h )  sont fortement marqués par rapport aux 

zones interchmmatiniennes (~.i).  x 13 500 

F i g .  b.- Portion d'une cellule acineuse de glande salivaire de larve 

de 'chironomes traitée par l a  DNAse, puis par l e  colloXde 

électronégatif au pB de 10,s. On constate un dép8t dense 

e t  bien contrasté de particules colloIdales au niveau 

des chromosomes géants ( ~ h r ) .  x 33 000 





PLANCHE 5 

Etude de l a  spécif ic i té  d'une méthode de révélation des groupements 

basiques totaux -détenus notamment par l e s  protéines acides e t  

basiques- fondée sur l a  capture de l 'ac ide  a-stmnique colloïdal 

Fig. a.- Cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich témoin t ra i t ée  par 

l 'acide a-stannique colloïdal au pH de 7. Seuls, quelques 

dépôts t rès  rares de particules colloldales  l lèche) sont 

visibles au niveau de l a  surface cellulaire.  x 14 000 

Fig. b.- Cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich es tér i f iées  e t  

t ra i tées  par l ' ac ide  a-stannique colloïdal au $3 de 7. 

Un dép8t dense, continu e t  régulier de particules colloïdales 

(~ l èches )  es t  observé au niveau des membranes de surface. 

x 7 O00 

Fig. c.- Portion d'une cel lu le  du carcinome ascitique d'Ehrlich 

estérif iée,  t r a i t é e  par l 'acide a-stannique colloTda1 au 

pR de 7 e t  contrastée par l t acé ta te  dluranyle e t  l e  c i t ra te  

de plomb (NO : noyau). Un marquage identique au précédent 

pr lèche) e s t  constaté au niveau de l a  membrane de surface. 

x 120 000 

Fig. d.- Portion d'une ce l lu le  du carcinome ascitique d'Ehrlich 

acé'cylée, t r a i t ée  par l 'acide ~-stannique colloTda1 au 

pH de 7 e t  contrastée par l ' acéta te  dluranyle e t  l e  c i t r a t e  

de plomb (NO : noyau ; Nu : nucléole). Seuls, quelques 

dépôts très rares de particules collofdales co lèche) sont 

observés au niveau de l a  surface cellulaire.  x 10 000 





Répartition des pro téines totales (acides e t  éventuellement basiques) 

de l a  membrane de surface. Etude effectuée à l 'a ide du colloïde 1 

électmnégatif à base de f e r  appliqué à un pH acide 

Fig, a.- Portion de cellule HeLa t rai tée  directement par l e  colloïde 

électronégatif au pH de 4,5, puis contrastée par l 'acétate 

d wnanyle e t  l e  c i t ra te  de plomb (NO : noyau) r La surface 

cellulaire e s t  totalement vierge de tout dé@ t de particules 

colloïdales. x 24 000 

Fig b.- Portion de cellule HeLa t rai tée  par l a  neuraminidase e t  l e  

colloïde électronégatif au pH de 4,5, puis contrastée par 

l 'acétate dluranyle e t  l e  c i t ra te  de plomb (NO : noyau). 

La surface cellulaire es t  marquée par un très fin dépôt 

de particules collo~dales (~lèches) .  x 24 000 





Répartition des pro téines to ta les  (acides e t  éventuellement basiques) 

de l a  membrane de surface. Etude effectuée à l ' a ide  du colloïde 1 

électronégatif à base de f e r  appliqué à un pH acide 

Fig. a.- Cellule HeLa es tér i f iée ,  t ra i tée  par l e  colloIide électro- 

négatif au pH de 4 , s  e t  contrastée par l ' acéta te  dturanyle 

e t  l e  c i t r a t e  de plomb (NO : noyau). On constate l 'existence 

d'un dépôt dense, régulier e t  continu de marqueur l e  long 

de la membrane de surface ; il es t  nettement plus épais 

que celui  de la planche précédente (PI. 6 ; f ig. b) . 
x 22 000 

Fig. b.- Cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich es té r i f i ée  e t  

t r a i t é e  par l e  colloTde électronégatif au pH de 4,5 

(NO : noyau ; Nu : nucléole) Le marquage de l a  membrane 

de surface présente un aspect identique au précédent. 

x 14 500 





PLANCHE 8 

Répartition des protéines totales (acides e t  éventuellement basiques) 

de l a  membrane de surface. Etude effectuée B l 'aide du colloSde 1 

Blectrondgatif à base de f e r  appliqué à un pH acide 

Fig. a.- Portion dthépatocyte de Rat sain estér i f ié  e t  t r a i t é  par 

l e  colloxde électronégatif au pH de 4,S. Un dépôt dense, 

régulier e t  granulaire de marqueur e s t  observé au niveau 

de la  membrane de surface. La coupe tangentielle f a i t  

apparaître i c i  l a  seotion bien contrastée d'une partie du 

plasmalemme -vraisemblablement l e  feui l le t  plasmique 

externe- e t  du glycolemme (Flèches) sous la répartition 

des particules collo$dales à l a  surface de ce dernier 

(pointes de flèches). x 164 000 

Fig , b.- Portion dl un fibroblaste embryonnaire de Souris estér i f ié  

e t  t r a i t é  par l e  colloXde électmnégatif au pH de 4,5. 

Un matyuage dense, régulier e t  granulaire es t  constaté 

au niveau de l a  membrane de surface (Flèche). x 164 000 

Fig. c.- Portion d'une cellule HeLa estérifiée a t  t ra i tée  W r  l e  

colloPde électronégatif au pII de 4,S. Le dépôt de particules 

collo%dales au niveau de l a  membrane de surface présente 

un aspect identique au précédent  lèche) . x 120 000 

Fig. de- Portion d'une cellule Ki3 estérifiée,  traitée par l e  

colloïde électmnégatif au pH de 4,5 e t  contrastée par 

l 'acétate d'uranyle e t  l e  c i t ra te  de plomb (NO : noyau). 

La membrane de surface présente un dép8t particulièrement 

dense e t  contrasté de maqueur  lèche) . x 18  000 





PLANCHE 9 

Répartition des pro téines totales (acides e t  éventuellement basiques) 

de l a  membrane de surface. Etude effectuée à l ' a ide  du colloIde 1 

électronégatif à base de f e r  appliqué à un pH acide 

Fig. a.- Portion périphérique d'une cel lu le  du carcinome ascitique 

d'Ehrlich es té r i f i ée  e t  t r a i t é e  par l e  collolde électro- 

négatif au pH de 4,5. Un dépôt régulier e t  granulaire de 

marqueur e s t  constaté au niveau de l a  membrane de surface 

(particules de 4 nm environ de diamètre). La sêctifX 

contrastée d'une par t ie  du plasmolemrae -vraisemblablement 

l e  f eu i l l e t  plasmique externe- e t  du glycolernme apparaft 

par endroit bien dessinée (Flèches). Au niveau de la  

région où la  coupe e s t  tangentielle, on observe également 

l a  répart i t ion des particules colloldales sur l a  surface 

du glycolemme (pointes de flèches). x 240 000 

Fig. b.- Portion périphérique d'une cel lu le  du carcinome ascitique 

dl Ehrlich estérif iée,  t r a i t é e  par l e  colloitde élec tro- 

négatif au pH de 4,S e t  contrastée par l ' acéta te  dturanyle 

e t  l e  c i t ra te  de plomb, Comme précédemment, on observe 

un dé$t dense e t  régulier  de particules colloïdales au 

niveau de l a  membrane de surface, e t  leur répart i t ion se  

superpose à l a  zone contrastée (~ l èches )  formée à l a  

su i t e  de l'imprégnation des s e l s  d'uranyle e t  de plomb. 

x 240 000 





Répartition des protéines totales (acides e t  éventuellement basiques) 

de l a  membrane de surface. Etude effectuée à 1 aide du colloïde 1 

Qlectronégatif à base de f e r  appliqué à un pH acide 

Fig. a.- Portion périphérique d'une cellule KB es té r i f i ée  e t  t r a i t é e  

par l e  colloïde électronégatif au pH de 4,5. Un dépôt dense 

e t  régulier de particules co l lo~da les  e s t  constaté au niveau 

de l a  membrane de surface, x 240 000 

Fig. b.- Portion périphérique d'une cel lu le  KB es té r i f i ée  e t  t r a i t ée  

par l e  colloïde électronégatif au pH de 9. L'aspect du 

marquage de l a  membrane de surface e s t  comparable au 

précédent. x 240 000 

Fig. c.- Portion périphérique d'une cellule KB es tér i f iée ,  délipidéa 

e t  t r a i t é e  par l e  colloïde électronégatif au pH de 4,S. Le 

marquage e s t  identique aux précédents. x 240 000 

Fig, d.- Portion périphérique d'une cellule ECB t r a i t é e  par l a  

phospholipase C ,  es tér i f iée  e t  t r a i t ée  par l e  colloïde 

électronégatif au pH de 4,5, Le dépôt de marqueur e s t  

également semblable aux précédents. x 240 000 





PLANCHE il 

Répartition des protéines to ta les  (acides e t  éventuellement basiques) 

de la  membrane de surface. Etude effectuée à l ' a ide  de l 'acide 

a-stannique colloïdal. 

Fig. a.- Portion périphérique d'une cel lu le  de lthépatome ascitique 

de ZAJDELA es tér i f iée  e t  t r a i t é e  par l 'acide a-stannique 

colloïdal  au pH de 7 (cy : cytoplasme). Comme précédemment, 

on constate l 'existence d'un marquage de l a  section de l a  

membrane de surface correspondant au glycolemme e t  à une 

par t ie  du plasmolemme -vraisembleblement l e  f eu i l l e t  plas- 

mique externe- (Flèches), mais i c i ,  l a  condensation t r è s  

dense e t  relativement régulière du colloïde e s t  moins 

granulaire e t  plus uniforme. En certains endroits où l a  

coupe e s t  tangentielle, on peut également observer une 

répart i t ion de particules colloTdales sur l a  surface du 

glycolemme (pointes de flkches). x 240 000 

Fig. b.- Portion périphérique d'une cel lu le  HeLa es té r i f i ée  e t  

t r a i t é e  par l tac ide  a-stannique collo!ïdal au pH de 7. 

Le plan de l a  coupe e s t  i c i  perpendiculaire au plan de la 

membrane. Le dépôt de marqueur présente un aspect identique 

au précédent  léch ch es) e t  révèle particulièrement bien 

l e s  touffes de glycolemme. x 240 000 

Fig. c.- Portion périphérique d'un fibroblaste de Souris Swiss 

e s t é r i f i é  e t  t r a i t é  par l 'ac ide  a-stannique colloïdal 

au pH de 7. Le marquage e s t  i c i  moins large, probablement 

à cause de l 'épaisseur plus fa ib le  du glycolemme de 

ces cellules. x 240 000 





U s e  en évidence de groupements de point isoionique élevé (composante 

pro téinique basique). Etude effectuée à 1' aide du colloïde 1 élec tro- 

négatif à base de f e r  appliqué à un pH élevé 

Fig. a.- Portion dlhépatocyte de Rat sain t r a i t é  par l a  neuraminidase 

e t  l e  collorde électronégatif au pH de 9, puis contrasté 

à l ' acéta te  dturanyle e t  au c i t r a t e  de plomb (No : noyau). 

Un dépôt f i n  de particules colloïdales  l lèche) e s t  répar t i  

de place en place l e  long d'une zone qui correspond proba- 

blement au glycolemrne. Dans l e  cytoplasme, l e s  zones c la i res  

correspondent vraisemblablement en grande part ie à la  

disparition du glycogène. x 24 000 

Fig. b,- Portion dtune cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

t r a i t é e  par l a  neuraminidase e t  l e  colloïde électronégatif 

de pH 9, puis contrastée à l ' acéta te  dluranyle e t  au c i t r a t e  

de plomb (No : noyau ; Nu : nucléole), Comme précédemment, 

on constate 1' existence dtun dépôt de marqueur  lèche) 

distr ibué de place en place au niveau de l a  zone 

périphérique hydrophile de la membrane de surface. 

x 42 000 





Mise en évidence de groupements de point isoionique élevé (composante 

protéinique basique). Etude effectuée à l ' a ide  du colloIde électro- 

négatif I à base de fer appliqué à un pH élevé 

Fig. a.- Portion d'une cel lu le  de lthépatome ascit ique de Z&JDELA 

t ra i t ée  par l a  neuraminidase e t  l e  colloEde électronégatif 

au pH de 9, puis contrastée à l ' acéta te  d'uranyle e t  au 

c i t r a t e  de plomb (NO : noyau). On observe un marquage f i n  

répar t i  de place en place au niveau de l a  zone périphé- 

rique hydrophile de l a  membrane de surface  lèche). 

Comme avec l a  figure b de l a  planche 3, on constate 

également l 'existence d'une faible répart i t ion de particules 

colloïdales sur  l e  hyaloplasme e t  probablement l e s  lamelles 

ergas toplasrniques du cytoplasme. x 25 500 

Fi8.b.- Portion périphérique d'une cellule de llhépatome ascitique 

de UJDELA t r a i t é e  par La neuramjaidase e t  l e  colloTde 

électronégatif au pH de 9, puis con t~as tée  à l* acdtate 

dluranyle e t  au c i t r a t e  de plomb. Cette photo prise à 

un grossissement plus important confirme l e s  observations 

précédentes. x 240 000 





PLANCHE 14 

Mise en Bvidence de groupements de point isoionique élevé (composante 

protéinique basique)& Etude effectué6 h l 'aide du collorde 1 électro- 

négatif B base de f e r  appliqué B un pH élevé 

mg. a,- Portion de bellule HeLa t rai tée  par l a  neuramiriidase e t  

l e  collofde Qlectronégatif au pH de 9, puis contrastée h 

l lacétate  dguranyle e t  au ci t ra te  de plomb (NO : noyau). 

La membrane de surface n'est pas marquée par l e  colloIde. 

Seul, un dép8t t rès  faible de particules collofdales e s t  

obsekvé au niveau de l a  chromatine nucléaire (~lèches) .  

x 35000 

Fig, b.- Portion d'un fibroblaste de Souris t r a i t é  par la neurami- 

nidase e t  l e  colloTde électronégatif au pH de 9, puis 

contrasté par l 'acétate dturanyle e t  l e  c i t ra te  de 

plombi Les quelques pet i ts  amas de particules colloPdales 

(~ lèches)  que l'on observe parfois sur la  surface cellu- 

l a i r e  sont beaucoup trop rares e t  trop espacés pour traduire 

la présence de groupements quelconques. x 20 500 

Fig, c.- Membranes de surface isolées dthépatocyte de Rat sain 

traitées par l a  neuraminidase e t  l e  coiloXde électro- 

négatif au pH de 4,5, puis contrastée~par l 'acétate dturanyle 

(D : desmosome ; T.J. : "tight j~nct ion '~) .  On constate 

quelques dép8ts de particules collofdales sur les  deux 

faces de la "tight junction". x 120 000 





Etude de la spécificité d'une méthode de rév8lation des groupes 

basiques ta.taux -détenus notamment par les  protéines acides e t  

basiques- fondée sur la capture d'un colloxde II électronégatif 

à base de f e r  appliqué B un pH très  acide. 

Fig. a.- Contrôles effectués sur un polycation e t  deux polyanions 

dissous en gélose. 

1 : Polylysine t rai tée  par l e  marqueur colloïdal au pH 

de 0,8 ; 2 i Sulfate de polyvinyl t ra i t6  par l e  marqueur 

collardal au pli de 0,8 ; 3 : Acide hyLtLumnique t r a i t é  

par l e  marqueus collordal au pH de 0,8. 

Fig. b.- Por'tion de cellule du caroinome ascitique d'Ehrlich témojn 

t rai tée  pair l e  marqueur coLlofdal au pH de O,8. La membrane 

de surface e s t  marquée par un d6pôt dense e t  continu de 

particules collordalesi x 13 500 

Fig. c.- Cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich estérif  iéè, traitée 

par l e  marqueur colloSdal au pH de 0,8 e t  contrastée à 

l 'acétate d'wranyle e t  au ci t ra te  de plomb. Le dép8t de 

particules collofdales e s t  un peu plus dense que l e  précédent 

x 9 o o o  

Fig. de- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

(NO : noyau) acétylées e t  traitées par l e  marqueur 

colloSdal au pH de 0,8. Aucun marq-,ge nt es t  décelable au 

niveau de l a  membrane de surface. x 1 1 000 

Fig. e,- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

(NO : noyau) t ra i tée  successivement par l a  neuraminidase 

e t  l e  marqueur collordal au pH de 0,8, puis contrastde par 

l 'acétate dturanyle e t  l e  c i t ra te  de plomb. Le dé@t de 

marqueur de l a  membrane de surface es t  sensiblement identique 

à celui de l a  figure témoin ( ~ i ~ u r e  b) . x 1 2 000 

Fig. f.- Portion dtune cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

(NO : noyau) t ra i tée  successivement par l a  phospholipase C 

e t  l e  marqueur colloTdal au pH de 0,8, puis contrastée par 

l 'acétate dturanyle e t  l e  c i t ra te  de plomb. Le marquage de la 

membrane de surface e s t  sensiblement identique à celui des 

figures b e t  e. x 12000 





PLANCHE 16 

Etude de la  spécificité d'une méthode de révdlation des groupes 

basiques totaux -détenus notamment par l e s  protéines acides e t  

basiques- fondée sur l a  capture d'un colloftde II électronégatif 

à base de f e r  appliqud à un pH t rès  acide 

Fig. a e t  b.- Portions périphériques de cellules du carcinome 

ascitique d'Ehrlich traitées par l e  marqueur 

colloPdal au pH de 0,8 e t  contrastees par l 'acétate 

dluranyle e t  l e  c i t ra te  de plomb. L9imprégmtion des 

sels d ' uranyle e t  de plomb ne f a i t  apparaf t r e  aucune 

trace du plasmalemme. On observe un important dépôt 

de particules collofdales sur l a  seClion de l a  

membrane de surface qui correspond au glycolemme 

e t  probablement au feu i l le t  plasmique externe. 

L'ondulation de sa surface (Pointes de flèches) 

révéle une sdttructure en touffes du premier identique 

8 cel le  qui est  mise en évidence par l a  méthode au 

rouge de ruthénium (pl. 27, f'ig. b ; Pl. 28, fig. a ; 

Pl. 33). x 240 000 





Mise en Qvidence de groupements protéiniques basiques sur l e s  deux 

faces de l a  membrane de surface isolée des hépatocytes de Rat sain 

à l 'a ide du collorde II 

Fig. a e t  b.- Membranes de surface isolées de foie de Rat sain (témoins) 

t ra i t ées  par l e  marqueur colloZda1 au pH de 0,8 e t  

contras tées par l1 acétate dluranyle. Les plasmolsmmes 

sont marqués par des dép8ts relativement continus de 

particules colloXdales, symétriquement répar t is  su r  

leurs faces internes e t  externes (pointes de flbches), 

Fig, a : x 180 000 ; fig. b : x 400 000 

Fig, c e t  d.- Membranes de surface isolées de foie de Rat sain 

t ra i t ées  successivement par la  phospholipase C e t  

l e  ma,rqueur colloïdal au pH de 0,8, puis contrastées 

par l ' acéta te  d'uranyle. Le résul ta t  e s t  identique au 

précédent : l a  densité des dépôts de marqueur e s t  

sensiblement identique sur  l e s  deux faces des plasmo- 

lemmes (pointes de flèches), Figr c : x 180 000 ; 

fige d : x 400 000 

Fige e e t  f.- Membranes de surface isolées de foie de Rat sain 

d6lipidées par l e  chlomfome e t  l 'é ther,  t ra i tées  

par l e  marqueur colloïdal  au pH de 0,8 e t  contrastées 

par 1 acétate dt uranyle. Le résul ta t  e s t  pratiquement 

identique & celui  des quatre figures précédentes. 

Fig. e : x 180 000 ; f ig.  f : x 500 000 





Nise au point de l a  méthode classique au rouge de nithénium 

Fig. a.- Cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich t ra i t ée  par 

la méthode classique au rouge de ruthénium (NO : noyau ; 

Nu : nucléole). Un dépôt bien contrasté, dense, continu 

e t  régulier  de marqueur e s t  répar t i  l e  long de l a  

membrane de surface. x 9 500 

Fig. b.- Portion périphérique d'une cel lu le  du carcinome ascitique 

d'E3wlich t ra i t ée  par l a  méthode classique au rouge de 

ruthénium e t  contrastée par 1 ' acétate d' uranyle e t  l e  

c i t r a t e  de plomb. On peut f a i r e  une constatation identique 

à l a  précédente, mais l e  grossissement important permet 

i c i  de local iser  l e  marquage au niveau de l a  zone périphé- 

rique hydrophile (glycolemme + groupements polaires 

phospholigidiques du f eu i l l e t  plasmique externe), au-dessus 

de l a  région lipidique hydrophobe du plasmalemme qui 

appara4 t nettement par endroit  lèches ) avec une largeur 

de 4,5 nm environ. x 1 80 000 





PLANCHE 19 

Etude du mécanisme de formation e t  de l a  spécif ic i té  du marqueur 

de l a  méthode au rouge de ruthénium, R81e de l a  réaction du 

tétroxyde d'osmium sur l e s  doubles l iaisons lipidiques dans l a  

formation du marqueur 

Fig. a e t  b.- Fig. a - Portion de cel lu le  du carcinome ascitique 

d'Ehrlich t ra i t ée  successivement par l e  tétroxyde 

d'osmium e t  l e  rouge de ruthénium. x 12 000 

Fig. b - Portions de cellules du carcinome ascitique 

d'Ehrlich t ra i tées  successivement par l e  rouge de 

ruthénium e t  l e  tétroxyde dlosmium (MO : noyau). 

x 17 O00 

Le marquage de l a  membrene de surface e s t  normal 

dans l e  premier ces, e t  négatif dans l e  second. 

Ceci montre que l e  marqueur n t  e s t  pas formé par 

l'union du rouge de ruthénium e t  du tétroxyde, 

mais résulte de l 'ac t ion du colorant sur un composé 

ayant pr is  naissance à l a  sui te  de l a  réaction 

de l'oxyde sur certains groupes fonctionnels de 

l a  membrane. 

Fig. c.- Cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich délipidées par 

l e  chlorofome e t  1' éther, puis t ra i t ées  par l a  méthode 

classique au rouge de ruthénium. L'absence de marquage 

des membranes de surface prouve que l e s  groupes fonction- 

nels précédents sont d'origine lipidique. x 4 000 

Fig. d.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique dlF,hrlich 

t ra i t ée  par l ' iode e t  l a  méthode classique au rouge de 

ruthénium (NO : noyau). L'absence de marquage démontre 

que l e s  groupes fonctionnels sont l e s  doubles l iaisons 

des l ip ides  membranaires insaturés. x 14 000 





PLANCHE X) 

Etude du mécanisme de formation e t  de la spécifici té du marqueur de 

l a  méthode au rouge de ruthénium. R61e éventuel d'un dies ter  e t  

d'un té t raes ter  osmique ( i l lus t ra t ion  du tableau IV du premier. uolume) 

Fig. a.- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

t ra i t ées  successivement par l e  tétroxyde d'osmium, l e  

tampon cacodylate (solvant susceptible d'éliminer l e s  

diesters osmiques) e t  l e  rouge de ruthénium (NO : noyau). 

Le résu l ta t  e s t  pratiquement négatif ; l a  membrane de 

surface n ' es t  marquée qu'en de rares endroits (~ l èches ) .  

x 6 500 

Fig. b.- Portion de cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich t r a i t é e  

successivement par l e  tétroxyde d'osmium, l'acétone à 

80 p. 100 (solvant susceptible d'éliminer l e s  diesters 

osmiques) e t  l e  rouge de ruthénium. Le marquage de l a  

membrane de surface, dense e t  régulier, e s t  pratiquement 

identique B celui que l i on  obtient avec l a  méthode classique 

(voir la  Pl. 18). x 22 000 

Pig. ce- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

t ra i t ées  successivement par l e  tétroxyde d'osmium, l e  

méthanol (solvant susceptible d'éliminer l e s  té t raes ters  

osmiques) e t  l e  rouge de ruthénium (NO : noyau). Seuls, 

quelques segments t r è s  courts de membrane marquée apparaissent 

parfois sur  certaines cellules (Plèche). x 21 000 

Fig. d.- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

t ra i t ées  successivement par l e  tétroxyde d'osmium, l e  

liminer tétrachlorure de carbone (solvant susceptible d é 

l e s  té t raes ters  osmiques) e t  l e  rouge de ruthénium (NO : noyau). 

Les membranes de surface sont un peu moins marquées que 

cel les  de l a  figure b ; certaines possèdent même un dépôt 

t r è s  i r régul ier   lèche). x 21 000 
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PLANCHE 21 

Etude du mécanisme de formation e t  de la spécifici té du marqueur de 

l a  méthode au rouge de ruthénium. R8le du bioxyde d'osmium dans la 

formation du marqueur ( i l lus t ra t ion du tableau V du premier volume) 

F i g .  a, b, c, d, e e t  f.- Portions de cellules du carcinome ascitique 

d t  Ehrlich (C .A. ) e t  d t  hématies (H) t ra i tées  successivement 

par l e  tétroxyde d'osmium, différents solvants de constante 

diélectrique croissante e t  l e  rouge de ruthénium. 

Fig. a - Cellule t r a i t é e  par l 'acéta te  d'éthyle 250 C 

( 6 :  6 x 15 000 

Fig. b - Cellules t ra i t ées  par ltO-crésol à 250 C (E: 1 1 , ~ ) .  

x 10 O00 

Fig. c - Cellules t ra i t ées  par l e  méthyl-3 butanol-1 h 250 C 

( 6  : 14,7). x 8 500 

Fig. d - Cellules t ra i t ées  par l e  chloro-2 éthanol B 250 C 

( e  : 25). E 5 500 

Fig. e - Cellules t ra i t ées  par l e  méthanol à 250 C ( : 32,6), 

x 10 500 

Fig. f - Cellules t ra i t ées  par l e  méthanol à - 200 C (E : 40). 

x 8 500 

Lt4Umination progressive du bioxyde d'osmium colloTdal 

par l e s  solvants de constante diélectrique croissante 

entrâfne un affaiblissement de plus en plus prononcé du 

marquage des membranes de surface. Ceci montre que l e  

marqueur e s t  formé par l'union du rouge de ruthénium avec 

c e t  oxyde. 





Etude du mécanisme de formation e t  de l a  spécif ic i té  du marqueur de 

l a  méthode au rouge de ruthénium. Contrôle au microscope électronique 

de l a  nature colloTdale du marqueur réal isé  in v i t ro  

Cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich t r a i t é e  par l e  inarqueur à 

base de rouge de ruthénium réal isé  ,in v i t r o  -sans ps t - f ixat ion 

par l e  té troxyde dl osmium-, puis contrastée par 1' acétate dl uranyle 

e t  l e  c i t r a t e  de plomb. Le marqueur se  présente sous l 'aspect  d'un 

ensemble de particules granulaires ayant un diamètre approximatif 

de 4 nm environ ; son dép8t dense e t  régulier  e s t  circonscrit 8. 

la membrane de surface dont il épouse toutes l e s  sinuosités e t  

micmvillosités. x 12 000 





Etude du mécanisme de formation e t  de l a  spécif ic i té  du marqueur de 

la  méthode au rouge de ruthénium. Contdle  au microscope électronique 

de l a  nature colloldale du marqueur réal isé  in vitm 

Fig. a.- Portion d'une cellule du carcinome ascit ique d'Ehrlich (C ,A. ) 

e t  d'une hématie (H) t r a i t ées  par l e  marqueur à base de rouge 

de ruthénium réal isé  i n  v i t m  -sans post-fixation par l e  

tétroxyde d'osmium-. On observe un dépôt t rès  contrasté de 

particules granulaires au niveau des membranes de surface. 

x 30 O 0 0  

Fig, b.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich (NO : 

noyau) e t  d'une hématie (H) t ra i tées  par l t  iode ( ~ o u r  blo- 

quer l e s  doubles l iaisons des l ipides insaturés) e t  par l e  

marqueur à base de rouge de ruthénium réal isé  in vi t ro  

-sans post-fixation par l e  tétroxyde d'osmium-. Le marquage 

e s t  identique au précédent ; il prouve que l e  colloïde s ' e s t  

préalablement formé in  v i t ro  amnt  son application, e t  non 

in s i t u  à p m t i r  des l ipides de la membrane* x 62 000 

Fig. c.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

délipidée par l e  chloroforme e t  l ' é ther  e t  t r a i t ée  par l e  

marqueur à base de rouge de ruthénium réal isé  

in v i t ro  -sans pst-f ixation par l e  tétroxyde d'osmium-. 

Une observation identique à l a  précédente peut e t re  formulée. 

x 18 500 





PLANCHE 24 

Etude du mécanisme de formation e t  de l a  spécif ic i té  du marqueur 

de l a  méthode au rouge de ruthénium. Contr8le de l a  spécifici té 

du marqueur colloldal électropositif réal isé  in v i t ro  

Fig. a.- Contrôles effectués sur un polycation e t  deux polyanions 

dissous dans l a  gélose. 

1 : Polylysine t ra i t ée  par l e  marqueur électropositif 

au pH de 7,4 ; 2 : Polyvinylsulfate t r a i t é  par l e  

marqueur électropositif au pH de 7,4 ; 3 : Acide hyalu- 

ronique t r a i t é  par l e  marqueur électropositif au pH de 7,4. 

Fig. b, c e t  d.- Contrsles effectués sur  des cellules du carcinome 

ascitique d'Ehrlich. 

Fie. b - Cellule es té r i f i ée  e t  t r a i t ée  par l e  

marqueur au pH de 7,4 -sans post-fixation par l e  

tétroxyde d'osmium-. La membrane de surface n 'es t  

marquée que par quelques dép8ts t rès  rares de 

particules co l lo~da les   lèche). x 8 500 

Fie. c - Portions de cellules t ra i t ées  successive- 

ment par l a  polylysine e t  l e  marqueur au pH de 7,4, 

puis contrastées par l ' acéta te  d'uranyle e t  l e  

c i t r a t e  de plomb -sans post-fixation par l e  tétroxyde 

dt  osmium- (NO : noyau). Aucun marquage n 'es t  cons- 

t a t é  au niveau des membranes de surface. x 28 500 

Fig. d - Portion de cel lu le  estérif iée,  sulfatée 

par 1' acide sulfurique e t  1' éther, puis t ra i tée  par 

l e  marqueur au pH de 7,4 -sans post-fixation par l e  

tétroxyde d1 osmium- (cy : cytoplasme). La membrane 

de surface e s t  marquée par un dépôt discontinu de 

part icules colloïdales. x 17 000 





mise en dvidence de la  structure du glycolemme à l ' a ide  de la 

méthode classique au rouge de ruthénium. 

Fig. a.- Portion de cel lu le  KB t r a i t ée  par l a  méthode classique 

au rouge de ruthénium, puis contrastée par 1' acétate 

dturanyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb (NO : noyau). On 

constate l 'existence d'un dépôt f i n  e t  d'une épaisseur 

relativement régulière de marqueur au niveau du 

glycolemme de l a  cellule. x 45 000 

Fig. b.- Portion d'un fibroblaste de Souris Swiss t r a i t é  par la 

méthode classique au rouge de ruthénium, puis contrasté 

par l ' acéta te  dluranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb (No : 

noyau) . Un marquage t rès  f i n  e s t  v is ible  par endroit 

 l lèche) au niveau du glycolemme de l a  cellule. x 25 000 

Fig. c.- Portion d 'me  cellule HeLa t r a i t é e  par l a  méthode classique 

au rouge de ruthénium, puis contrastée par l ' acéta te  

d ' uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb (No : noyau). Un marquage 

dense, régulier, bien contrasté e t  d'une épaisseur peu 

importante mais relativement régulière e s t  constaté au 

niveau du glycolemme de l a  cellule. x 12 000 





PLANCHE 26 

Hise en évidence de l a  structure du glycolemme à l ' a ide  de l a  

méthode classique au rouge de ruthénium. 

Fig. a.- Portion d'un fibroblaste de Souris Swiss t r a i t é  par l a  

méthode classique au rouge de ruthénium, puis contrasté 

par l 'acétate d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb. Un 

marquage diffus,  d'une densité irrégulière mais d'une 

épaisseur approximativement constante e s t  v is ible  

au-dessus de l a  trace du plasmolemme  lèche), au niveau 

d'une zone correspondant au glycolemme. x 100 000 

Fig. b.- Portion d'une cellule HeLa t ra i t ée  par l a  méthode 

classique au rouge de ruthénium, puis contrastée par 

l ' acéta te  d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb. On observe 

un dépôt de marqueur assez dense, continu e t  d'une 

épaisseur approximativement constante au niveau du 

glycolemme de l a  cel lu le  -la trace du plasnolemme 

apparat t par endroit sous cette région (~1èche)-. 

x 100 O00 





Mise en évidence de la structure du glycolemme à l'aide de la 

méthode classique au rouge de ruthénium 

Fig. a.- Portion d'une cellule KB traitée par la méthode classique 

au rouge de ruthénium, puis contrastée par l'acétate 

d'uranyle et le citrate de plomb. Un marquage fin, 

régulier et d'une épaisseur continue est constaté 

au-dessus de la trace du plasmalemme  lèche), au niveau 
du glycolemme de la cellule. x 100 000 

Fig. b.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

traitée par la méthode classique au rouge de ruthénium, 

puis contrastée par l'acétate dlura.nyle et le citrate 

de plomb. Le marquage du glycolemme -la trace du plasmo- 

lemme est nettement révélée sous cet te région  lèche )- 
est plw dense et plus large que celui des cellules en 

culture précédentes, mais son épaisseur est plus irrégu- 

lière ; il se présente sous l'aspect d'un ensemble de 

touffes plus ou moins individualisées et plus ou moins 

diffuses, dont les mieux dessinées sont espacées par 

une distance semblant varier de X) à 70 nm environ 

(pointes de flèches). x 100 000 





Rôle de llorganisation du plasmolemme sur la structure particulière 

du glycolemme des cellules ascitiques. Application de la méthode 

classique au rouge de ruthénium 

Fig. a.- Portion de cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich traitée 

successivement par une solution de Ha& témoin et par la 

méthode classique au rouge de nithénium, puis contrastée 

par l'acétate dluranyle et le citrate de plomb. Un marquage 

trés dense dessine les sinuosités du glycolemme ; il se 

présente sous l'aspect d'un ensemble de touffes plus ou 

moins individualisées, espacées par une distance de î0 à 

50 nm (pointes de flèches). Sous cette région, la trace 

du plasmolemme apparaît assez nettement pl lèche ) . 
x 240 000 

Fig. b.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

traitée successivement par une solution de E.D.T.A. et 

par la méthode classique au rouge de ruthénium, puis 

contrastée par llacétate dluranyle et le citrate de 

plomb. Le dépôt de marqueur du glycolemme -le plasmo- 

lemme est visible par endroit sous cette région (l'lèche)- 

présente également une épaisseur importante et irrégu- 

lière, mais il est un peu moins dense et plus diffus 

que le précédent. x 240 000 





RBle de l'organisation du plasmolemme sur  l a  structure particu- 

l i è r e  du glycolemme des cellules ascitiques. Application du 

colloïde électropositif à base de rouge de ruthénium réa l i sé  

in vitr6 

Figc ai- Portion de cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

t r a i t é e  successivement par une solution de Hank témoin 

e t  par l e  marqueur à base de rouge de ruthénium réal isé  

in vi t ro  (PH drapplication : 7,4) i l e  matériel n r e s t  

pas post-fixé par l e  tétroxyde d'osmium-. La membrane 

de surface e s t  marquée par ui dép8t régulier, dense 

e t  continu de particules collo'fdales. x 48 000 

Fig. b.- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

t ra i t ées  successivement par une solution de E.D.T.A. 

e t  par l e  marqueur à base de rouge de ruthénium réal isé  

i n  vi t ro  (pH d'application : 7,4) -le matériel n ' e s t  

pas post-fixé par l e  tétroxyde dtosmium-. La densité 

et l'épaisseur du dépôt de marqueur sont semblables à 

ce l les  de la figure précédente. x 48 O'X) 

Fig. c e t  d.- Portions de cellules du carcinome ascitique 

d'Ehrlich t ra i tées  successivement par une solution 

d'acide ci tr ique e t  par l e  marqueur à base de 

rouge de ruthénium réal isé  i n  vi t ro  (PH d1appli- 

cation : 7,4) -le matériel n t e s t  pas post-fixé 

par l e  tétroxyde d'osmium-. On observe un dép8t 

pratiquement identique aux deux précédents au 

niveau des membranes de surface. x 48 000 





Bise en évidence de groupements phospholipidiques non masqués 

par le glycolenme chez des cellules ascitiques. Application 

du collorde électropositif à base de rouge de ruthénium réalisé 

in vitro 

Fig. a.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

témoin traitée successivement par l'éthanol et le 

marqueur colloïdal à base de rouge de ruthénium réalisé 

in vitro ( p ~  d'application : 7,4), puis contrastée par 

l'acétate dturanyle et le citrate de plomb -sans post- 

fixation par le tétmxyde d'osmium-. La membrane de 

surface est marquée par un dépôt dense et continu de 

particules colloïdales. Au niveau du cytoplasme, la 

perte localisée de matériel (espaces clairs) peut être 

imputée à l'absence de post-fixation rendue nécessaire 

par la méthode de marquage. x 90 000 

Fig. b.- Portion de cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

(NO : noyau) traitée successivement par un milange de 

chlorure de thionyle et de méthanol (afin d'estérifier 

sélectivement les groupes carboxyle) et par le marqueur 

colloïdal à base de muge de ruthénium réalisé in vitro 

(pH d'application : 7,4), puis contrastée par ltacétate 

dluranyle et le citrate de plomb -sans post-fixation 

par le tétroxyde d'osmium-. Les dépôts de particules 

colloPdales sont répartis cette fois de place en place 

sur la membrane de surface. x 100 000 





Iviise en évidence de groupements phospholipidiques non masqués 

par le glycolemme chez les cellules ascitiques. Application 

du colloïde électropositif à base de muge de ruthénium réalisé 

in vitro 

Fig. a et b.- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

traitées successivement par un mélange de chlorure de 

thionyle et de méthanol et par le marqueur colloïdal 

à base de muge de ruthénium réalisé in vitro (pH 

df application : 7,4), puis contras tées par 1' acétate 

dturanyle et le citrate de plomb -sans post-fixation 

pas le tétroxyde d'osmium-. La surface cellulaire 

est marquée régulièrement par des dépôts de particules 

colloIdales espacés de 20 à 70 nm environ. x 240 000 





PLANCaE 32 

"%s 
Contrbles de la nature phospholipidique des groupements révélés 

dans les planches 30 et 31. Application du colloïde électropositif 

& base de muge de ruthéniwn réalisé in vitro 

Fi@;* a.- Portions de cellules du crarcinome ascitique d'Ehrlich 

(No : noyau) traitées par un mélange de chlorure de 

thionyle et de méthanol, délipidées par le chloroforme 

et l'éther, traitées par le marqueur colloïdal à base 

de rouge de ruthénium réalisé in vitro ( p ~  dtapplica- 

tion : 7,4) et contrastées par l'acétate dluranyle et 

le citrate de plomb -sans post-fixation par le tétroxyde 

dtodum-. On observe aucun dép8t de particules collo'i- 

dales au niveau des membranes de surface. x 25 000 

Fig. b.- Portians de cellules du carcinome ascitique d1E3irlich 

(NO : noyau) traitdes successivement par la phospho- 

lipase C pendant 1 heure, par le mélange de chlorure de 

thionyie et de méthanol et par le marqueur colloSdal 

h base de rouge de ruthénium réalisé in vitro (pH d1appli- 

cation t 7,4), puis contrastées par l'acétate dturanyle 

et le citrate de plomb -sans post-fixation par le 

tétroxyde db osmîum-, Aucun dépôt de marqueur nt est 

constaté au niveau des membranes de surface. x 25 000 

Fig. CO- Cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich (NO : noyau) 

traitées successivement par la phospholipase C pendant 

3 heure, par le mélange de chlorure de thionyle et de 
méthanol, et par le marqueur colloïdal à base de rouge 

de ruthénium réalisé in vitro au pH de 7,4 -sans pst- 

fixation par le tétroxyde d'osmium-. On observe un 

marquage relativement épais et dense au niveau des 

membranes de surface. x 14 000 





Localisation des touffes de glycolemme et des groupements phospho- 

lipidiques précédemment mis en évidence chez les cellules ascitiques. 

Application de la méthode classique au rouge de ruthénium 

Fige a et be- Portions périphériques de cellules de lthépatome 

ascitique de ZAJDELA. Fig. a : cellule témoin 

traitée par la méthode classique au rouge de 

ruthdnium x 240 000 ; fig. b : cellule traitée 

successivement par la phospholipase C et la 

méthode classique au rouge de ru&énium x 240 000. 

Malgré les lésions de la membrane de surface 

provoquées par l'enzyme -une de celles-ci est 

visible sur la figure b-, on peut constater que 

le marquage de la cellule est pratiquement identique 

21 celui de la figure a -les deux sont semblables à 

ceux des figures b et a des planches 27 et 28- ; 

dans les deux cas il est important, dense, d'une 

épaisseur irrégulière, et paraît localisé au niveau 

de la zone périphérique hydrophile -au-dessous, la 

trace du plasmolemme apparart par endroit (~1èche)-. 

Son aspect crénelé (pointes de flèches) nt est 

donc pas déterminé par la présence des groupements 

phospholipidiques non démasqués que nous avons 

précédemment mis en évidence ; il ne correspond pas 

à une accumulation de marqueur disposée de place 

en place sur la surface cellulaire au-dessus de ces 

groupes, mais traduit réellement la présence d'une 

structure en touffes du glycolemme entre lesquelles 

ces derniers sont répartis. 





PLANCHE 34 

Mise en évidence des sialo-glycoconjugués sensibles à la neuraminidase 

du glycolemme. Etude effectuée à l'aide de la méthode de capture du 

colloZde électropositif base de rouge de ruthénium réalisé in vitro 

Fig. a.- Portion d'un hépatocyte de Rat sain témoin traité par le 

marqueur colloTdal au pH de 7,4 et contrasté par l'acétate 

dluranyle et le citrate de plomb -sans post-fixation par 

le tétmxyde dl osmium-. Lia membrane de surface est marquée 

par un dépôt de particules collo~dales, Les plages claires 

du cytoplasme traduisent probablement une perte de matériel 

provoquée par la coupe au cryostat et l'absence de pst- 

fixation -nécessitée par la technique-. x 45 000 

Fig. b.- Portion dtun hépatocyte de Rat sain traité successivement 

par la neuraminidase et le marqueur collofdal. au pü de 7,4, 

puis contrasté par l'acétate d'wlanyle et le citrate de 

plomb -sans post-fixation par le tétroxyde d'osmium-. 

Comme précédemment, des régions du cytoplasme ,d'une densi té 

atténuée signalent 1' existence d'une perte de matériel. 

Un dépôt de marqueur est observé au niveau du glycolemme 

de la cellule -le plasmolemme est visible en certains 

endroits sous cette zone (~1èches)- ; l'identité de sa 

densité et du marquage précédent montre que les acides 

sialiques éliminés par l'enzyme (voir les planches 42 et 

43) sont remplacés par des groupes anioniques -ionisés 

au pH de 7,4- vraisemblablement démasqués au cours de 

lthydrolyse sélective. x 45 000 





Mise en évidence des sialo-glycoconjugués sensibles à la neuraminidase 

du glycolemme. Etude effectuée à l'aide de la méthode de capture du 

colloïde électropositif à base de rouge de ruthénium réalisé in vitro 

Fig. a.- Portion d'une cellule de llhépatome ascitique de Z&TDELA 

témoin, traitée par le marqueur colloTdal au pH de 7,4 et 

contrastée par l'acétate dturanyle et le citrate de plomb 

-sans post-fixation par le tétmxgde d'osmium-. Un dépôt 

relativement dense de particules colloïdales est constaté 

au niveau dl une zone correspondant, semble-t-il, au 

glycolemme de la cellule. Les plages claires du cytoplasme 

traduisent probablement une perte de matériel lipidique 

provoquée par l'absence de post-fixation. x 45 000 

Fig. b.- Portion d'une cellule de llhépatome ascitique de ZAJDELA 

(NO : noyau) traitée successivement par la neuraminidase 

et le marqueur colloïdal au pH de 7,4, puis contrastée 

par l'acétate dluranyle et le citrate de plomb -sans 

pos t-f ixation par le té troxyde d1 osmium-. Comme précédem- 

ment, le dépôt de marqueur est localisé au-dessus du 

plasmolemme de la cellule (~lkches), sur une zone corres- 

pondant au glycolemme de cette dernière ; mais sa densité 

beaucoup plus faible signale 1 ' élimination d ' une quantité 
remarquable d'acides sialiques détenus par cette région. 

x 45 O00 





Mise en évidence des sialo-glycoconjugués sensibles  à la neuraminidase 

du glycolemme. Etude effectuée à l ' a i d e  de l a  méthode de capture du 

col loïde é lec t ropos i t i f  à base de rouge de ruthénium r é a l i s é  in  vit^ 

Fig. a.- Portion d'une ce l lu l e  du carcinome asci t ique d'Ehrlich témoin 

-greffé chez la  Souris Swiss- (No : noyau), t r a i t é e  par l e  

marqueur col lo ïda l  au pH de 7,4 e t  contrastée par  l ' acé ta te  

dluranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb -sans post-fixation par l e  

tétroxyde d'osmium-. Un dépôt dense e t  continu de part icules  

col loldales  e s t  v i s i b l e  au niveau d'une zone correspondant, 

semble-t-il, au glycolemme de l a  ce l lu le .  Une remarque 

s imi la i re  à c e l l e  des deux planches précédentes peut ê t r e  

formulée : l e s  zones c l a i r e s  du cytoplasme proviennent vrai- 

semblablement d'une per te  de matériel provoquée par l 'absence 

de post-fixation. x 30 000 

Fig. b. - Portion d'une ce l lu l e  du carcinome asc i t ique  d'Ehrlich 

-greffé chez l a  Souris Swiss- (No : noyau) t r a i t é e  suc- 

cessivement par  La neuraminidase e t  l e  marqueur colloTda1 

au pH de 7,4, puis contrastée par l ' a cé ta t e  dturanyle e t  

l e  c i t r a t e  de plomb -sans post-fixation par l e  tétroxyde 

d'osmium-. L ' é t a t  dispersé des dépôts de marqueur prouve 

l 'é l iminat ion d'une quanti té  appréciable d 'acide s ial ique.  

x 30 O00 

Fig. c.- Portion d'une ce l lu l e  du carcinome asc i t ique  d'Ehrlich 

témoin -greffé chez l a  Souris C 57- (No : noyau), t r a i t é e  

par  l e  marqueur col lo ïda l  au pH de 7,4 e t  contrastée par 

l ' a c é t a t e  d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb -sans post- 

f ixa t ion  par l e  tétroxyde d'osmium-. Le r é s u l t a t  e s t  iden- 

t ique à celu i  de l a  f igure  a. x 28 000 

Fig. d. - Portion d'une ce l lu l e  du carcinome asci t ique d'Ehrlich 

-greffé chez l a  Souris C 57- (No r noyau) t r a i t é e  suc- 

cessivement par  l a  neurarninidase e t  l e  marqueur col loïdal  

de pH 7,4, puis contrastée par l ' a c é t a t e  d'uranyle e t  l e  

c i t r a t e  de plomb. La densi té  i r régul ière  du marqueur témoigne 

de l 'hydrolyse d'une cer ta ine  quantité d'acide s ial ique.  x 28 000 





PLANCHE 37 

Mise en évidence des sialo-glycoconjugués sensibles à l a  neuraminidase 

du glycolemme. Etude effectuée à 1' aide de l a  méthode de capture du 

colloPde électroposit if  à base de rouge de ruthénium réal isé  in v i t ro  

Fig. a.- Portion d'un fibroblaste de Souris témoin (No : noyau) 

t r a i t é  par l e  marqueur colloldal au pH de 7,4 e t  contrasté 

par l ' acéta te  dluranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb -sans post- 

f ixation par l e  tétroxyde di osmium-. Le marquage de l a  

membrane de surface e s t  dense e t  continu. Comme sur l e s  f i -  

gures précédentes, on constate l' existence de zones 

c la i res  qui signalent 1' existence d ' une perte de mztériel 

provoquée par l'absence de post-fixation. x 30 000 

Fig. b.- Portion d'un fibroblaste de Souris (NO : noyau) t r a i t é  

successivement par l a  neuraminidase e t  l e  marqueur 

colloïdal au pH de 7,4 puis contrasté par l ' acéta te  

d'uranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb -sans post-fixation 

par l e  tétroxyde d'osmium-. L' irrégulari té e t  la fa ible  

densité du marquage de l a  membrane de surface prouvent 

l 'élimination d'une certaine quantité d'acide sialique. 

On peut f a i r e  une remarque identique à l a  précédente 

concernant la présence des zones c la i res  du cytoplasme. 

x 30 O00 

Fig. c.- Portion d'une cellule HeLa témoin t ra i t ée  par l e  marqueur 

colloïdal au pH de 7,4 e t  contrastée par l ' acéta te  

dfuranyle e t  l e  c i t r a t e  de plomb -sans post-fixation par 

l e  tétroxyde dlosmium-. Le résu l ta t  e s t  semblable à 

celui  de l a  figure a. x 46 500 

Fig, d.- Portion d'une cellule HeLa (No : noyau) t ra i tée  succes- 

sivement par l a  neuraminidase e t  l e  marqueur colloIda1 

au pH de 7,4, puis contrastée par l 'acétate dturanyle 

e t  l e  c i t r a t e  de slomb -sans post-fixation par l e  

tétroxyde d'osmium-. Le résul ta t  e s t  semblable à celui  

de l a  f igure b. x 46 500 





Mise en évidence et localisation des sialo-glycoconjugués sensibles 

à la neuraminidase du glycolemme. Etude effectuée à l'aide de 

1 'hydroxyde de fer collof da1 

Fig. a.- Fibroblastes de Souris témoins traités par l'hydroxyde de 

fer colloïdal. Un dép8t assez dense de particules colloï- 

dales est visible au niveau des membranes de surface. 

x 18 500 

F.ig, b.- Fibroblastes de Souris traités par la neuraminidase et 

l'hydroxyde de fer colloïdal. Le marquage de la membrane 

de surface se caractérise en général par une épaisseur 

atténuée  l lèche) ; il se présente en de nombreux endroits 
sous l'aspect de dépôts épars (pointes de flèches). 

Ceci prouve l'hydrolyse sélective d'une certaine quanti té 

de sialo-glycoconjugués détenus par cette région. x 18 500 

Fig. c.- Cellules KB témoins traitées par l'hydroxyde de fer 

colloïdal. Comme précédemment, un dépôt assez dense de 

colloïde souligne les membranes de surface. x 18 500 

Fig. de- Cellules KB traitées par la neuraminidase et llhydroryde 

de fer colloïdal. L'affaiblissement de la densité du 

dépôt de marqueur prouve l'élimination d'un taux appré- 

ciable d'acide sialique. x 18 500 





PLANCHE 39 

Mse en évidence et localisation des sialo-glycoconjugués sensibles 

la neuraminidase du glycolemme. Etude ef fectuee à l'aide de 

l'hydroxyde de fer colloTdal 

Fig, a.- Cellules HeLa témoins traitées par l'hydroxyde de fer 

colloZdal (NO : noyau). Les membranes de surface sont 

marquées par un dépôt de particules collofdales dense 

et bien contrasté en certains endroits. x 24 000 

Ffg. b.- Cellules EeLa traitées par la neuraminidase et lthydro- 

ryde de fer collofdal (NO : noyau). Les quelques rares 

dépôts Qpam de marqueur restés accrochds aux surfaces 

cellulaires (~lbches) attestent de 1' élbination d'une 

quantité remsr~uable d'acide sialique. x 24 000 





Mise en évidence et localisation des sialo-glycoconjugrés sensibles 

à la neuraminidase du glycolemme. Etude effectuée à l'aide de 

l'hydroxyde de fer collordal 

Fig. a.- Portions de cellules du carcinome ascitique d'Ehrlich 

témoin (NO : noyau) traitées par l'hydroxyde de fer 

colloTdal. On constate un dép8t fin, dense et continu 

de particules colloTdales au niveau des membranes de 

surface. x 14 O00 

Fig. b.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

(NO : noyau) traitée par la neuraminidase et l'hydro- 

xyde de fer colloZda1. L'irrégularité et la faible 

densité du marquage de la membrane de surface traduit 

l'hydrolyse d'une quantité relativement importante 

d ' acide sialique . x 1 4 000 

Fig. c.- Portion d'une cellule du carcinome ascitique d'Ehrlich 

traitée par l'hydroxyde de fer colloïdal et contrastée 

par l'acétate dturanyle et le citrate de plomb. On 

constate que le dégt de particules colloïdales est 

localisé au-dessus de la trace du plasmolemme (~lèches), 

au niveau d'une zone correspondant au glycolemme. 

x 70 000 

Fig. de- Région périphérique d'une cellule du carcinome ascitique 

d'Ehrlich traitée par l'hydroxyde de fer colloIda.1 et 

contrastée par l'acétate dturanyle. Un dépôt de particules 

collofdales est visible sur les deux faces du plasmolemme 

(pointes de flèches). Cette localisation interne du 

colloXde est probablement due à la petite interruption 

de la membrane de surface. x 176 000 
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Mise en évidence et localisation des sialo-glycoconjugués sensibles 

à la neuraminidase du glycolemme. Etude effectuée à l'aide de 

lahydroxyde de fer colloidal 

Fig. a.- Portion d'une cellule de l'hépatome ascitique de ZAJDELA 

témoin (NO : noyau), traitée par l'hydroxyde de fer 

colloPàa1 et contrastée par l'acétate dluranyle et le 

citrate de plomb. Le dépôt de marqueur est dense et 

continu au niveau de Xa membrane de surface. x 24 000 

Fig. b.- Portion d'une cellule de lthépatome ascitique de ZAJDELB 

(NO : noyau) traitde successivement par la neuraminidase 

et lrhydroryde de fer colloXdal, puis contrastée par 

l'acétate dturanyle et le citrate de plomb. L'absence 

presque totale de dép8t de marqueur au niveau de la 

membrane de surface -quelques grains colloïdaux sont 

encore accrochés au glycolemme (~1èche)- si@e l'élimi- 

nation d'une quantité importante d'acide sialique appar- 

tenant 2i cette région. Des particules collo!idales sont 

aussi observées sur les membranes mitochondriales et au 

niveau du noyau (pointes de flèches). x 24 000 





Mise en évidence et localisation des sialo-glycocon jugués sensibles 

B la newiaminidase du glycolemme. Etude effectuée à 1' aide de 

l'hydroxyde de fer collo~dal 

Fig. a.- Portion d'une cellule de lthépatome ascitique de ZAJDELA 

traitée par llhydroxyde de fer colloïdal. La membrane de 

surface est marquée par un important dépôt de particules 

collordales. x 25 000 

Fig.  b.- Postions dlhépatocytes de Rat sain traités par l'hydroxyde 

de fer collordal. Les membranes de surface sont également 

soulignées par le marqueur, mais 1' épaisseur de celui-ci 

est légèrement plus faible que celui de la figure précé- 

dente. En outre, le colloïde est uniformément r6parti 

dans les volumes cellulaires. x 25 000 

Fig. c.- Portions dthépatocytes de Rat sain témoins, traités par 

l'hydroxyde de fer colloïdal et contrastés par l'acétate 

d'uranyle et le citrate de plomb. Un marquage dense 

et bien contrasté est constaté au niveau de la membrane 

de surface. Les régions claires du cytoplasme traduisent 

vraisemblablement une perte de matériel riche en glycogène 

provoquée notamment par la coupe au cryostat. x 30 000 

Fig. de- Portions d ' hépatocytes de Rat sain traités successivement 
par la neuraminidase et l'hydroxyde de fer collordal, 

puis contrastés par lfacétate dluranyle et le citrate de 

plomb. L1 absence presque totale de particules colloïdales 

sur les surfaces cellulaires  léch ch es) attestent de 
l'élimination d'une certaine quantité d'acide sialique. 

x 30 O00 





Mise en évidence e t  localisation des sialo-glycoconjugués sensibles 

h la neuraminidase du glycolemme. Etude effectuée B l 'aide de 

l'hydroxyde de f e r  colloXdal 

Big,  a.- Portions dlhépatocytes de Rat sain témoins t r a i t é s  par 

l'hydroxyde de f e r  colloPdal puis contrastés par l 'acétate 

dluranyle e t  l e  c i t ra te  de plomb. On observe un dépôt 

de particules colloTdales au niveau du glycolemme de 

lthépatocyte inférieur non lésé par l a  coupe au cryostat, 

au-dessus de la trace de 9 nm environ de largeur (Flèches) 

du plasmolemme. Dans l e  cytoplasme, l e s  zones claires 

traduisent probablement une perte de glycogène provoquée 

par la aoupe au cryostat. x 60 000 

Fig, b.- Portions d'hépatacytes de Rat sain t ra i tés  successivement 

par la neuraminidase e t  lyhydroxyde de f e r  colloPda1, 

puis contrastés par l 'acétate d'uranyle e t  l e  c i t ra te  de 

plomb. Malgré l'hydrolyse enzymatique, l e  dépôt de parti- 

cules colloPdales de la membrane de surface e s t  encore 

t rès  important par endroit (Fléche). x 60 000 






