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RESUME 

Ce travail s'intègre à une série de recherches visant à expli-

quer les phénomènes de motilité cellulaire. Il a déjà été démontré par 

des études biochimiques qu'une protéine filamenteuse: l'actine, est im-

pliquéedans les phénomènes de motilité cellulaire mais l'étude de l'orga-

nisation des filaments d'actine dans les cellules est très peu avancée. 

Pour observer des filaments d'actine dans les cellules, il faut utiliser 

un microscope électronique. Or les méthodes présentement disponibles 

pour fixer le matériel biologique pour la microscopie électronique détrui-

sent les filaments d'actine. 

Récemment il a été démontré dans notre laboratoire que la phal-

lo~dine se lie aux filaments d'actine et les protège contre les coupures 

causées par l'acide osmique. La phallo~dine permet donc, en principe, 

d'observer des filaments d'actine par microscopie électronique. En se 
-+-liant à l'actine, la phallo~dine déplace aussi l'équilibre G-actine + 

F-actine vers la forme F-actine et affecte les phénomènes sous la dépen-

dance de la polymérisation réversible de l'actine c'est à dire les phé-

nomènes de motilité cellulaire. De nombreuses recherches ont été entre-

prisespour étudier l'effet de la phallo~dine sur les cellules mais ce 

petit peptide ne pénètre pas dans la plupart des cellules par simple dif-

fusion en raison de l'imperméabilité de la membrane. Le but de notre re-

cherche a été de développer une technique permet~ant d'introduire de la 

phallo~dine dans une amibe: Eniamoeba ~~oiyt1ca, en utilisant des lipo-

somes. 



Dans la première partie de ce travail nous avons tout d'abord 

étudié les interactions entre des liposomes de composition chimique variée 

et les amibes. Un marqueur fluorescent, la 6-carboxyfluoresceine (CF), 

encapsulée dans les liposomes nous permettait de déterminer les interac-

tions entre les liposomes et les amibes. Nous avons trouvé une composi-

tion en lipides qui permet d'introduire beaucoup de CF dans le cytoplas-

me de l'amibe: le mélange de phosphatidylcholine et d'acide oléique dans 

un rapport molaire de 9:1. 

Nous avons ensuite déterminé quel est le mécanisme de transfert 

de la CF encapsulée dans les liposomes vers le cytoplasme de l'amibe. 

De notre travail nous pouvons conclure que les liposomes sont tout d'abord 

phagocytés, puis que la CF diffuse des vacuoles digestives vers le cyto-

plasme de l'amibe. 

Dans la deuxième partie de ce travail,_ nous avons utilisé les 

conditions expérimentales déterminées lors de l'étude des interactions 

liposomes-amibes, pour introduire de la phallo~dine dans E. ~toiy~ a  

La phallo~dine nous permet alors d'observer des filaments d'actine qui 

apparaissent soit sous forme de faisceaux de filaments, soit sous forme 

de réseaux tridimentionnels. Nous avons aussi observé un résultat inat-

tendu: la phallo~dine produit une modification de l'organisation des po-

lysomes. Ces polysomes forment de gros cristaux qui entourent parfois 

le noyau. Ce phénomène n'avait jamais été observé antérieurement. 
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CHAPITRE l 

INTRODUCTION 

La cellule est l'unité fondamentale de la matière vivante. 

Elle a longtemps été décrite simplement comme un protoplasme limité par 

une membrane. Puis on a identifié à l'intérieur de la cellule plusieurs 

organites cellulaires comme le noyau, les mitochondries, les lysosomes, 

etc., cependant le liquide intracellulaire (ou cytoplasme) était toujours 

décrit comme une simple solution colloïdale. 

Ces dernières années plusieurs résultats expérimentaux ont modi-

fié cette conception du cytoplasme. Le cytoplasme n'est pas une solution 

colloïdale, mais est constitué par quelque chose de beaucoup plus structuré. 

Il existe dans le cytoplasme un ensemble de structures filamenteuses compo-

sé des microfilaments, des filaments intermédiaires et des microtubules (40). 

Dans les cellules peu mobiles les filaments cytoplasmiques sont organisés 

d'une manière permanente et forment ainsi un cytosquelette stable (49). 

Par contre, dans les cellules très mobiles (ex. les amibes) il n'y a pas de 

cytosquelette stable mais des structures filamenteuses très dynamiques qui 

forment des structures dites contractiles (72) responsables du mouvement 

de la cellule. 

L'actine est la principa le protéine des microfilaments cyto-

plasmiques (49). C'est une protéine globulaire (G-ac tine) de 42,000 

daltons qui a la propriété de se po l ymériser pour f orme r des fil aments 
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(F-actine). La F-actine possède la propriété d'activer l'hydrolyse de 

+t 
l'ATP par la myosine,en présence de Mg • C'est cette réaction qui 

convertit l'énergie chimique en mouvement. 

L'actine existe dans la plupart des cellules non musculaires 

où elle permet le maintien et les changements de forme des cellules (49), 

la régulation de la distribution topographique des protéines membranai-

res (23), et la liaison des ARN messagers actifs au cours de la synthèse 

protéique (107). L'actine est aussi impliquée dans les mouvements cellu-

laires comme le mouvement amibo!de (99), les processus de sécrétion (6), 

la phagocytose (90) et la division cellulaire (88). 

Dans les cellules non musculaires l'actine existe sous plusieurs 

formes (11). Une quantité importante d'actine est maintenue sous forme 

monomérique (G-actine) par interaction avec des protéines comme la 

profiline (10). Le reste de l'actine forme des ~ilament  (F-actine). 

Dans le cytoplasme des cell le~ plusieurs protéines peuvent créer des 

liens entre les filaments d'actine: la filamine (109), la spectrine (9), 

la villine (65) (pour une liste détaillée voir Il). Certaines de ces 

protéines sont sensibles au calcium (la villine), d'autres ne le sont pas 

(la spectrine). Lorsque les filaments sont interconnectés par ces "actin 

binding protein" ils forment un gel constitué alors par un réseau tridi-

mensionnel de filaments. Les filaments d'actine peuvent aussi s'agréger 

parallèlement les uns aux autres et former des faisceaux de filaments. 

Dans une cellule, ces différents états de l'actine sont en équilibre: 

il se produit une transformation continuelle d'une forme d'actine en une 

autre. 



Notre groupe de recherche s'intéresse plus partic li reme~t 

au mouvement amibo!de. C'est un mouvement très répandu dans le monde 

vivant (déplacement des macrophages, des leucocytes, endocytose, etc.). 

Dans notre laboratoire nous travaillons avec des amibes car c'est un ma-

tériel acil~ment accessible qui peut servir de modèle pour étudier les 

réactions et l'organisation de l'actine dans les autres cellules non 

musculaire s. 

Pour comprendre et expliquer les mouvements non musculaires au 

niveau moléculaire, il faut faire deux types de recherches. Premièrement 

il faut connaître les propriétés des protéines qui produisent le mouve-

ment. De nombreuses recherches ont déjà déterminé les propriétés de l'ac-

tine (45), de la myosine (45) et de plusieurs "actin binding protein" (11) 

dans les cellules non musculaires. Deuxièmement, il faut déterminer l'or-

ganisation de ces protéines contractiles dans le cytoplasme des cellules 

~n ~  et c'est dans ce domaine que se situe notre recherche. 

Des résultats intéressants ont déjà été obtenus avec l'utilisa-

tion de marqueurs de l'actine. Ainsi en utilisant des anticorps anti-

actine fluorescenœ,LAZARIDES (49) a observé l'organisation de l'actine au 

micros·cope optique dans plusieurs types de cellules de manunifères. Il a 

montré l'existence de "stress fiber" composées d'actine, de myosine (111), 

de tropomyosine (47), d'a-actinine (48) et de filamine (110) ainsi que 
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d'un cytosquelette stable. Récenunent cette approche a été améliorée avec 

l'utilisation de dérivés fluorescents de la phallordine (4, 108, 114, 123). 

Ces nouveaux marqueurs possèdent une très forte affinité pour les filaments 

d'actine (Kd ~ 2  x 10-8M) (4) et se lient à l'actine de manière spécifi-

que. Ils permettent d'observer des détails plus fins que les anticorps 



anti-actine et sont aussi plus faciles d'emploi. 

Pour étudier la transformation des diverses formes d'actine, 

TAYLOR (100, 101) et GAWLITTA (27) ont aussi microinjecté de l'actine 

fluorescente dans des amibes. L'injection d'actine fluorescente donne 

des résultats analogues au marquage de l'actine par les anticorps fluo-

rescents. L'actine microinjectée s'intègre aux structures de la cellule. 

Ceci montre que les structures observées avec les anticorps ne sont pas 

des artéfacts causés par la fixation. 

o te oi~ avec les ami e~ ces techniques fournissent peu de 

renseignements utiles car les amibes n'ont pas de cytosquelette stable. 

Avec les amibes on n'obtient qu'une fluorescence diffuse ou au mieux des 

régions où se concentre la fluorescence (22, 43, 67, 100). Il existe 

donc de l' actine dispersé dans le cytoplasme des amibes mais son organisa-

tion ne peut être mise en évidence avec un microscope optique; la réso-

lution n'est pas suffisante. 

Pour observer l'organisation fine des filaments, il est néces-

saire d'utiliser un microscope électronique qui donne une meilleure réso-

lution. Cependant, avec cette technique il faut fixer le matériel. Gé-

néralement,les cellules sont fixées avec un aldéhyde suivi d'une post-

fixation à l'acide osmique. Le matériel est ensuite déshydraté et inclus 

dans une résine. Ce traitement protège de très nombreuses structures cel-

lulaires. Toutefois,certaines structures,et en particulier les filaments 

d'actine sontdenatures lors de la fixation. MAUPIN-SZAMIER et POLLARD 

(62) ont montre que le deuxième fixateur utilise: l'acide osmique, coupe 

très rapidement les filaments d'actine. Dans les cellules où l'on a ob-

servé des filaments, par exemple les cellules musculaires, une protéine 
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associée aux filaments (la tropomyosine) protège l'actine (50,93); 

Mais dans la plupart des cellules non musculaires, l'actine, qui n'est 

pas liée à de telles protéines, est sensible à la dénaturation par les 

fixateurs. Si on fait exception de la congélation ultra rapide à tem-

pérature de l'hélium liquide (40) il n'existe aucune méthode de fixation 

qui permette de préserver l'actine. Ce sont ces problèmes de fixation 

~ limitent l'acquisition des conna~ ance  sur l'organisation des fi-

laments dans les cellules non musculaires. 

En 1955, WIELAND isolait la phalloïdine de certaines espèces 

d'Amanites (120) dont il a déterminé la structure (119). La phalloïdine 

est un petit peptide bicyclique d'un poids moléculaire de 788. Cette 

toxine a la propriété de se lier spécifiquement à la F-actine et de ren-

dre cette protéine plus résistante à un grand nombre d'agents physiques 

ou chimiques. Ainsi, la phalloïdine protège la F-actine contre l'action 

des ultrasons (13), contre la dénaturation thermique (14), contre la dépo-

lymérisation par les ions chaotropiques (13), par la cytochalasine B (57), 

la DNAse l (85) et contre l'action des protéases (15, 75). Récemment, 

GICQUAUD, GRUDA et POLLENDER ont montré que la phalloïdine peut être utili-

sée pour améliorer la fixation des cellules. Stockem a introduit, par mi-

croinjection, de la phalloïdine dans Amoeba p~ote~ (92) et a ainsi observé 

de nombreux filaments d'actine dans le cytoplasme de ces amibes, au m~cro

cape électronique. 

En se liant à la F-actine la phalloïdine ne fait pas que protéger 

les filaments, elle déplace l'équilibre G-actine + F-actine vers l a 

,formation de F-actine. L'introduction de la phalloïdine perturbe 
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donc les processus physiologiques dépendant de la polymérisation réversi-

ble de l'actine. WEHLAND prétend que l'introduction de petites quantités 

de phalloïdine permet d'observer les filaments d'actine sans en modifier 

leur organisation (113). Par contre l'introduction de fortes concentra-

tions de phalloïdine bloque complètement la motilité des cellules, en ma~n

tenant les structures d'actine dans un état fortement polymérisé. L'étude 

des effets de différentes concentrations de phalloïdine devrait fournir 
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des informations sur l'organisation de l'actine dans les cellules non 

musculaires et permettre ainsi de déterminer comment ces structures d'actine 

sont impliquées dans le mouvement amiboïde. 

Malheureusement, les membranes cellulaires ne sont pas perméables 

à la phalloïdine. WEHLAND (112), STOCKEM (92) et GOTZ VON OLENHUSEN (32) 

ont microinjecté des solutions de phalloïdine dans hy~an m polycephalwm et 

A. p~ote , ainsi que dans des fibroblastes. La microinjection est toute-

fois une méthode qui nous semble inappropriée. La plus petite microaiguille 

disponible reste quelque chose d'énorme comparé à la taille d'une cellule. 

De plus, ces chercheurs microinjectent des volumes pouvant atteindre jus-

qu'à un dixième du volume cellulaire. Même si les cellules demeurent ~a

bles après un tel traitement, on peut se poser de sérieuses questions sur 

la possibilité d'artéfacts. Afin d'éviter ces problèmes nous avons recher-

ché à développer une nouvelle méthode pour introduire la phalloïdine d'une 

manière plus douce dans une amibe: ~oe a ~tolytica  Cette méthode 

est basée sur l'utilisation des liposomes. 

Les liposomes sont des vésicules de phospholipides, m~  au 

point par BANGHAM en 1965 (3). Ils ont été l'objet de nombreuses recher-

ches en biophysique car ils représentent un bon modèle de membranes 



biologiques. Depuis le tout début, mais plus particulièrement depu}s les 

années 1975, les liposomes ont aussi été utilisés comme microcapsules 

(84) capables de transporter des substances à l'intérieur des cellules. 

Les vésicules multilamellaires de BANGHAM et les petites vési-

cules unilamellaires ne constituaient pas la microcapsule idéale. Il 

s'est donc développé de 1976 à 1980 de nouvelles méthodes de préparation 

de liposomes afin d'obtenir des transporteurs plus efficaces. Il existe 

maintenant plus d'une dizaine de méthodes de préparation des liposomes 

(98). 

Plusieurs substances très variées allant de médicaments à des 

protéines, et même des acides nucléiques ont déjà été encapsulées dans 

les liposomes (33). Dans plusieurs cas,les liposomes ont permis de faire 

pénétrer c es substances, dans le cytoplasme des cellules. Ain-

si des ARN messagers introduits par des liposomes ont été traduits par 

les ribosomes des cellules et il fut possible d'isoler les produits de 

traduction (19, 68). D'autres résultats montrent une action cytoplasmi-

que de l'AMP cyclique (71), de l'actinomycine D (77), de l'arabinose cy-

tosine (77), de laJ'-fructofuranosidase (34) et de l'amyloglucosidase (83) 

introduits à l'aide de liposomes, dans diverses cellules. Dans d'autres 

expériences, les substances encapsulées dans les liposomes n'avaient pas 

d'action biologique mais permettaient de démontrer le transfert du conte-

nu des liposomes dans le cytoplasme des cellules. On peut citer la 6-

carboxyfluoresceine (117), l'obéline (36), la ferritine (39), l'albumine 

liée à de la fluoresceine (95), l'inuline tritiée (41) et la peroxydase 

(118). 
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L'étude des mécanismes de transfert du produit encapsulé dans 

les liposomes vers les cellules a mis en évidence quatre types d'inter-

actions importantes entre les liposomes et les cellules (figure 1) (70). 

Premièrement les liposomes peuvent s'adsorber à la surface des cellules. 

Cette adsorption peut être spécifique à des sites récepteurs membranai-

res ou non spécifique (ex. une adsorption électrostatique). Deuxièmement, 

les liposomes peuvent être phagocytés. Dans ce cas, le contenu du liposo-

me va généralement s'associer avec les lysosomes. Il se peut alors que 

le matériel encapsulé diffuse des vacuoles digestives vers le cytoplasme. 

Une troisième possibilité est la fusion du liposome avec la membrane de la 

cellule. Dans cette interaction le contenu du liposome passe directement 

dans le cytoplasme des cellules. Ce contenu peut alors se concentrer 

dans certains organites cellulaires ou se répartir uniformément. Une 

quatrième possibilité est un échange de lipides et de protéines entre les 

liposomes et les cellules. Avec ce type d'interaction les liposomes ne 

restent pas liés aux cellules et leur contenu ne pénètre pas dans le cy-

toplasme. Dans ce dernier cas,ilse produit une modification de la mem-

brane cellulaire. Lors d'une expérience,il se produit rarement un seul 

type d'interaction mais plutôt une combinaison  de s différentes interac-

tions, à des degrés variables. 

L'étude des interactions entre les liposomes et les cellules 

est difficile car les facteurs pouvant influencer les résultats sont 

très nombreux. Parmi les facteurs les plus connus,on peut citer la char-
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ge des liposomes et l'état physique des membranes (solide ou fluide) (70). Il 

semble qu'un liposome doive être négatif ou neutre et fluide pour fusion-

ner avec des cellules de mammifères en culture. Mais dans la seule étude 

réalisée avec une amibe (AQanthamoeba ~tetta~  (5) ce sont des liposomes 



FIGURE 1: INTERACTIONS LIPOSOMES-CELLULES 
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solides et positifs qui ont fusionné. On rencontre ce genre de contra-

dictions pour tous les facteurs déjà étudiés. Après une revue de la lit-

térature, il nous semble que le principal facteur qui influence les in-

teractions liposomes-cellules est la biologie ou la physiologie de la 

cellule utilisée. Ainsi, OSTRO (69) a observé que le stade du cycle de 

croissance des cellules était un facteur plus important que la composi-

tion en lipides des liposomes. Il en résulte qu'il est impossible d'ex-

trapoler les résultats obtenus d'une cellule à une autre. Chaque type 

de cellules nécessite une étude des facteurs pouvant influencer les 

interactions entre les liposomes et cette cellule. 

Le but principal de ce travail a été de mettre au point une tech-

nique pour introduire de la phalloidine dans le cytoplasme de E. ~toly

tiea afin d'en étudier l'effet sur l'ultrastructure de l'amibe. Pour at-

teindre cet objectif nous avons, dans un premier temps, étudié les inter-

actions entre des liposomes et E. ~tolytica  Nous avons ainsi détermi-

né des conditions expérimentales qui permettent le transfert du produit 

encapsulé dans les liposomes vers le cytoplasme de E. ~tolytica  Par 

la suite, nous avons observé l'effet de la phalloidine introduite dans E. 

~tolytica à l'aide de liposomes. Cette recherche contient donc deux 

parties très différentes: l'étude des interactions liposomes-E. ~tolytica 

et l'effet de la phalloidine sur l'ultrastructure de l'amibe. Afin de fa-

ciliter la compréhension du travail nous allons présenter et discuter ces 

deux points séparément. 
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CHAPITRE II 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

1. Matériel 

1.1 Culture des amibes 

Nous avons utilisé la souche Larédo de l'amibe Eniamaeba 

~~alyti a isolée par DREYER (20). Les amibes sont cultivées en milieu 

monophasique suivant la méthode de DIAMOND (18) en présence de bactéries 

non identifiées. Toutes les cultures sont faites à température de la 

pièce. Lors des expériences avec les liposomes, les amibes sont trans-

férées dans un milieu simplifié qui les maintient en ~e pendant au mo~n  

24 heures. La solution de maintien utilisée est la solution de GILLIN et 

DIAMOND (30) légèrement modifiée. Nous en avons éliminé l'albumine pour 

éviter les interactions possibles de cette protéine avec les liposomes. 

Les amibes n'en ont pas été affectées. La composition et la méthode de 

préparation de la solution de maintien (solution M) sont données au tableau 

1. 

1.2 La phalloïdine 

La phalloïdine est préparée à partir du champignon d'AmanLta 

~o~a récolté au Québec. Les méthodes d'extraction et de purification 

sont décrites en détail dans la thèse de Mme André Turcotte (103). 



TABLEAU 1: Composition de la solution M 

Produit Concentration (mM) 

Tris HCl 50 

NaCl 25 

KCl 12 

8 

2 

Glucose 5.8 

Solution de vitamine Il 107 de DIAMOND (18) 1% (v/v) 

L-cystéine HCl * 5.7 

L-acide ascorbique * 10 

Le pH est ajusté à 7.0 

* La cystéine et l'acide ascorbique sont ajoutés juste avant l'utilisa-
tion. 

1.3 Les lipides 

Tous les lipides utilisés: la phosphatidylcholine (P- 5763), la 

phosphatidylsérine (p- 6641), l'acide phosphatidique (P- 9511), les gan-

gliosides (G- 2250), le cholestérol (CH-S), le rétinol (R- 2750), l'acide 

oléique (0- 0750), e t la stéarylamine (S- 6755) provenaient de chez 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo.). Ils ont été conservés au congé la-

teur dans du chloroforme sous un gaz inerte et ont été utilisés sans 

purification supplémentaire. 
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1.4 Autres produits chimiques 

La ferritine, l'albumine de boeuf et l'isothiocyanate de 

fluorescéine provenait de chez Sigma Chemical Co. (St.Louis, Mo.). Les 

solvants organiques: éther (E-l38c) et chloroforme (C-298) ont été 

achetés chez Fisher (Montréal, P.Q.). La solution .stock de 6-carboxy-

fluorescéine (CF) (Eastman Kodak; Rochester, N.Y.) fut préparée à une 

concentration de 200 mM pH 7.4 dans de l'eau et utilisée sans purification 

supplémentaire. Elle a été conservée à l'obscurité à 4°C. Tous les autres 

produits sont de grade analytique. 

2. Méthodes 

2.1 Préparation des liposomes 

Nous avons utilisé la méthode de préparation de liposomes déve-

loppée par SZOKA et PAPAHADJOPOULOS (97). La figure 2 montre le principe 

de cette méthode. 

Les lipides (66 ~mole , en solution dans du chloroforme sont 

m~  dans un ballon de 50 ml muni d'un joint en verre rodé. Le chloroforme 

est évaporé avec un évaporateur rotatif (Büchi modèle RllO). Les lipides 

sont ensuite redissouts dans 3 ml de diéthyléther. C'est le solvant utili-

sé comme phase organique. Puis nous ajoutons lml d'une solution de CF 

10 2M. La solution de CF est préparée en diluant la solution stock avec 

une solution de NaCl 0.15M. Le ballon est alors purgé avec un gaz inerte, 

du fréon 22, pour minimiser l'oxydation des lipides lors de la sonication. 
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Le ballon est ensuite placé dans un bain d'ultrasons (Mégason 

modèle P-300), refroidi à 4°C, pendant 2 à 5 min, 'jusqu'à la formation·d'une 

phase homogène. Cette phase ne doit pas se séparer dans les 5 min suivant 



FIGURE 2: SCHEMA DE LA MËTHODE DE PRËPARATION DES LIPOSOMES 
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la sonication, ~non le ballon est o m~  de nouveau aux ultrasons. Nous 

obtenons alors des gouttelettes d'eau, entourées d'une mono couche de li-

pides, en suspension dans l'éther. 

L'éther est ensuite évaporé, à température de la pièce, sous 

un vide partiel, avec un évaporateur rotatif. Au début, la vitesse de 

rotation de l'évaporateur est réglée au ma ~m m  Le milieu devient alors 

très visqueux et il se forme un gel. La vitesse de rotation est alors 

réduite au m~n~m m afin d'éviter la formation excessive de mousses ~ 

peut se produire lors de l'évaporation explosive de l'éther séquestré dans 

le gel. L'agitation constante du gel et l'élimination de l'éther induisent 

un renversement de phase qui résulte en la formation des liposomes. A la 

fin de la formation des mousses, l'évaporation se poursuit pendant 5 m~n  

Nous ajoutons ensuite 2 ml d'une solution de NaCl 0.15M et continuons 

l'évaporation à vitesse de rotation maximale et à un vide élevé pendant 

10 min de manière à éliminer toutes traces d'éther. 

Il est possible de préparer des liposomes en quantité plus 

importante en augmentant dans les mêmes proportions les volumes des deux 

phases tout en respectant le rapport 66 ~mole  de lipides par millilitre 

de phase aqueuse. Toutefois le ballon de 50 ml ne permet pas de prépa-

rer de plus petites quantités de liposomes. L'évaporation de l'éther se 

fait alors trop rapidement et une partie de l'eau peut aussi s'évaporer 

ce qui donne des vésicules multilamellaires (98). 

Lorsqu'on prépare des liposomes contenant de la phalloïdine, 

il faut partir avec un très petit volume comme phase aqueuse initiale 
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car la phallo!dine est très chère. Nous avons donc mis au point un ré-

cipient qui permet de faire de petites préparations de liposomes. Il 

s'agit d'un tube de 13 mm de diamètre qui se termine par un joint en 

verre rodé (24/40). Avec ce tube il est possible de faire des prépara-

tions de liposomes en partant avec 0.33 ml et même 0.25 ml de phase aqueu-

se. 

Pour encapsuler la ferritine, l'albumine ou la phallo!dine dans 

les liposomes, nous avons simplement utilisé une solution de ces protéi-

nes comme phase aqueuse (ferritine: 25 mg/ml dans du KCl 50 mM; l'albumi-

ne-fluorescente: 125 mg/ml dans la solution M; phallo!dine: 15 mg/ml dans 

du NaCl 0.15M). 

2.2 Chromatographie des liposomes contenant de la CF 

Les liposomes sont séparés du produit non encapsulé par chroma-

tographie d'exclusion sur gel de Séphadex. Les liposomes sont de grosses 

structures qui passent avec le volume exclu tandis que la CF est retar-

dée dans le gel. Pour accélérer l'élution nous avons utilisé la méthode 

de FRY (25). La figure 3 représente les principales étapes de cette chro-

matographie. 

La colonne à chromatographie est tout d'abord centrifugée ce 

qui élimine le volume exclu. Puis les liposomes sont ajoutés et chroma-

tographiés par une deuxième centrifugation. Deux gels, du Séphadex G-50 

ou du G-75, ont été utilisés. La colonne consiste en une seringue de 

5 ml avec du papier filtre Wattman No 1 comme filtre à la base. La cen-

trifugeuse est une IEC (modèle clinical). Les conditions de centrifuga-

tion sont données au tableau II. Jusqu'à 1 ml de la préparation de 
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FIGURE 3: 
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liposomes peut être déposé par colonne ce qui correspond à 22 ~mole  

de lipides. 

TABLEAU II: Conditions expérimentales pour la chromatographie des 
liposomes 

Temps Graduation de la 
(min) centrifugeuse * 

Gel Séphadex Séphadex 
G-50 coarse G-75 fine 

1° centrifugation 3 3 5 

2
0 
centrifugat;ion 10 1 2 

3 3 5 

* L'équivalent en g ou rpm n'est pas donné par le manufacturier. 

2.3 Mesure du taux d'encapsulation et de l'efficacité de la chromato-

graphie 

A l'aide d'un spectrofluorimètre Perkin-Elmer MPF 2A, ajusté à 

une longueur d'onde d'excitation de 479 nm et d'émission de 520 nm, nous 

avons mesuré la fluorescence d'une préparation de liposomes non chroma-

tographiés (Ft), d'une préparation de liposomes chromatographiés deux fois 

selon la méthode de FRY (FL) et la fluorescence de la CF retardée dans 

les gels des deux chromatographies (FG_l et FG_2)' 0.5 ml des préparations 

de liposomes est dilué dans 50 ml d'une solution de triton 1%. Les deux 

gels, soit ce qui reste dans la seringue après chromatographie de 0.5 ml 

de liposomes, sont équilibrés dans 50 ml de la solution de triton. Il 

faut encore diluer ces 4 solutions 12 fois pour obtenir des concentrations 

de CF sans "quenching". 
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La fluorescence de la préparation de liposomes non chromato-

graphiés égale 100 tout comme la somme des trois autres mesures. (Ft = 
FL + FG-l + FG-2)' Le taux d'encapsulation est donné par la mesure de 

la fluorescence de la préparation de liposomes chromatographiés divisée 

par la fluorescence de la préparation de liposomes non chromatographiés 

et multiplié par 100 (taux d'encapsulation = ;L x 100). L'efficacité 
t 

de la chromatographie est donnée par la fluorescence de la CF retardée 

dans la première chromatographie divisée par la somme de la fluorescence 

de la CF retardée dans les deux chromatographies (efficacité de la chro-

matographie = FG-l x 100 ). 

FG-l + FG-2 

2.4 Préparation de l'albumine fluorescente 

Pour préparer l'albumine fluorescente nous avons dissous 100 

mg d'albumine de boeuf et 5 mg de fluorescéine isothiocyanate dans 16.7 

ml de tampon phosphate O.lM à pH 9.0. Le tout est incubé à 40 C pendant 

une nuit sous une légère agitation. L'albumine fluorescente est purifiée 

par chromatographie sur Séphadex G-50 et concentrée à 125 mg/ml par ultra-

filtration. 

2.5 Chromatographie des liposomes contenant de la ferritine ou de l'al-

bumine fluorescente 

Les protéines libres non encapsulées sont séparées des liposo-

mes par chromatographie sur gel de Séphadex G-200 pour l'albumine fluo-

rescente et sur Sépharose 6-B pour la ferritine. Les liposomes passent 

avec le volume exclu. Dans ces deux cas nous avons recueilli des frac-

tions de 3 ml et utilisé les fractions qui contenaient des liposomes . 
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2.6 Étude des interactions e·ntre les liposomes et les amibes 

2.6.1 Incubation des amibes avec les liposomes 

Les amibes pr€levêes en fin de phase exponentielle ~e croissance, 

c.a.d. vieil,les de 12 à 17 jours, ont €tê incub€es avec les diff€rents 

liposomes. A cette fin, les amibes sont prêparêes par centrifugation du 

milieu de culture et sont ensuite lav€es 3 fois avec la solution M. Elles 

sont rêcupêr€es dans l ml de solution M. 
-2 

Des liposomes contenant 10 M de 

CF (ou autre chose) sont ajoutês à la concentration dêsirêe et le volume 

est complêtê à 2 ml avec une solution de NaCl 0.15 M. A mo~n  d'indica-

tion contraire, les amibes sont incubêes à temp€rature de la pièce dans 

des tubes à centrifuger ayant des bouchons à vis. Ces tubes sont placês 

horizontalement pour permettre à toutes les amibes d'être attachêes à un 

substrat solide. Après le temps d'incubation dêsirê, temps prêcisê dans 

les rêsultats, les amibes sont lavêes trois fois avec la solution M ce 

qui êlimine les liposomes libres. Les amibes sont alors observêes au mi-

croscope à fluorescence (Lietz, modèle Dialux) afin d'êvaluer l'incorpo-

ration de la substance fluorescente en fonction des diffêrentes conditions 

util isêes. 

2.6.2 Évaluation des interactions entre les amibes et les liposomes 

En incubant des liposomes contenant de la CF avec les amibes, 

nous obtenons deux distributions diffêrentes de la fluorescence à l'intê-

rieur des cellules; soit des points discrets de fluorescence (figure 4a) 

qui correspondent aux liposomes phagocytês, soit une fluorescence diffuse 

indiquant le transfert de la CF des liposomes vers le cytoplasme des 

amibes, s oit une combinaison des deux (figure 4b). Nous avons donc notê 

la distribution de ces 2  t ypes de fluorescenc e dans les amibes. 
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FIGURE 4: Distribution de la fluorescence dans les amibes 

a) Amibes incubées 30 min avec des liposomes PC: AO 

(9:1) contenant de la CF 10-2M. 

Sur cette photo on distingue une amibe qui a phago-

cyté plusieurs liposomes. Certains liposomes sont 

hors foyer et causent des halos de fluorescence 

mais il n'y a pas de fluorescence diffuse; X 800. 

b) Amibes incubées 3 heures avec des liposomes PC: 

AO (9:1) contenant de la CF 10-2M. 

Après 3 heures d'incubation on observe une 

fluorescence diffuse dans les amibes. L'intensité 

de la fluorescence varie d'une cellule à l'autre. 

Il y a aussi des points discrets de fluorescence 

qui correspondent à des liposomes phagocytés; X 700. 





Nous avons aussi développé une méthode simple qui permet d'éva-

luer la concentration cytoplasmique de CF ou si on préfère du produit qui 

était encapsulé dans les liposomes. Cette méthode quoique semi quantita-

tive nous permet de comparer l'efficacité du transfert de la CF des li-

posomes au cytoplasme de l'amibe lors des différentes expériences. 

Pour évaluer la concentration cytoplasmique de CF nous avons 

calibré le microscope à fluorescence avec des solutions de CF de diffé-

rentes concentrations. Avec un microscope,ilest très difficile d'éva-

luer objectivement l'intensité de la fluorescence. Nous pouvons toute-

fois déterminer facilement une concentration de CF où l'on commence à 

observer de la fluorescence. Cette concentration est de lO-6M avec la 

CF. Lorsque nous avons observé une faililefluorescence diffuse dans les 

amibes,nous avons conclu que la concentration cytoplasmique de CF était 

d'environ lO-6M. Par convention, ce résultat est noté +. 

Pour toutes les expériences,nous avons évalué avec le microscope 

à fluorescence l'intensité de la fluorescence diffuse dans les amibes,en 

les comparant entre elles,et en indiquant le résultat par un nombre de 

+. Pour quantifier l'échelle de mesure utilisée nous avons procédé comme 

suit: premièrement, nous avons choisi une préparation de liposomes qui per-

mettait d'introduire beaucoup de CF dans le cytoplasme des amibes, puis 
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nous avons refait une inc atio~ en diminuant la concentration de la solu-

tion de CF encapsulée dans ces liposomes,de manière à obtenir une concentra-

tion cytoplasmique de CF de lO-6M. Nous pouvions do~c calculer la dilution 

de la CF entre les liposomes et le cytoplasme des amibes. Nous avons a~n ~ 

défini que + correspondait à une concentration cytoplasmique de CF de 

lO-6M et ++++ à une concentration cytoplasmique de lO-sM. 



2.7 Microscopie électronique 

2.7.1 Coloration négative 

Toutes nos préparations de liposomes ont été observées au m1-

croscope électronique (Phi11ips modèle 201). Les préparations sont tout 

d'abord diluées environ 20 fois. Une goutte de la préparation est étalée 

sur une grille de 400 mesh, recouverte de formvar-carbone, puis colorée 

négativement par une goutte de mo1ybdate d'ammonium 0.5% en solution 

aqueuse. 

2.7.2 Coupes fines 

La fixation des amibes est faite par l'introduction, directe-

ment dans la préparation, de 1.5% de glutara1déhyde dans du tampon phos-

phate O.lM, pH 6.3. L'introduction du fixateur doit se faire doucement, 

de telle manière que les amibes restent attachées au substrat de verre. 

La fixation dure 1 heure à température de la pièce. On procède ensuite 

à une post-fixation à l'acide osmique (OS04) à 0.2% dans le même tampon 

phosphate, 15 min à 4°C. Les spécimens sont alors déshydratés par des bains 

successifs d'éthanol à concentration croissante, puis inclus dans la résine 

de SPURR (91) (viny1cyc1ohexène dioxyde: 10 g, éther dig1ycidy1 de po1ypro-

py1èneg1yco1: 6 g, noneny1 succinique anhydride: 26 g, diméthy1aminoéthano1: 

1 g). La polymérisation des blocs dure 5 jours à 40°C. 

Les blocs obtenus sont sectionnés et les coupes colorées par 

4% d'acétate d'uranium dans 50% de méthanol durant 15 min, puis par le 

citrate de plomb suivant REYNOLDS (82). 
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CHAPITRE III 

ETUDE DES INTERACTIONS ENTRE LES LIPOSOMES ET ENTAMOEBA HISTOLYTICA 

1. Résultats 

1.1 Caractéristiques des liposomes 

Les liposomes que nous avons préparés ont les caractéristiques 

suivantes: ils mesurent entre 0.03 et 1 ~m de diamètre et sont habituellement 

limités par une seule bicouche de lipides comme le montre la figure 5. 

Les liposomes faits avec 10% ou plus d'acide oléique possédent en plus 

des particules lipidiques intramembranaires (figure 6a). Ces particules 

sont, sans doute, des micelles inverses d'acide oléique et permettent 

ainsi d'incorporer un fort pourcentage de lipides insaturés à une chaine 

dans la membrane des vésicules. Des pourcentages aussi élevés que 20% 

d'acide oléique ont été mentionnés dans quelques publications (12, 42, 44, 

122). 

Nous avons fait une mesure du taux d'encapsulation de nos lipo-

somes avec une préparation composée de phosphatidylcholine et d'acide 

oléique (rapport molaire 9:1). Le tableau III donne les résultats de 

cette expérience. 

Nous avons obtenu un taux d'encapsulation de 25%. Selon 

SZOKA (97) entre 20 et 68% du volume de la phase aqueuse initiale peut 

être encapsulé, tout dépendant de la force ionique de la phase aqueuse 
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FIGURE 5: Préparation de liposomes en coloration négative. Prépa-

ration de liposomes PC:AO (9:1) contenant de la phallo~

dine (15 mg/ml) colorée négativement avec du molybdate 

d'ammonium 0,5%. Les liposomes sont unilamellaires et 

leurs tailles varient de 0,03 ~m à 1 ~m  X 42 000. 





TABLEAU III: Mesure du taux d'encapsulation et de l'efficacité de ~a 
chromatographie des liposomes 

Matériel mesuré 

Préparation de liposomes non chromatographiée 

Préparation de liposomes chromatographiée 2 fois 

CF retardée dans le gel de la 1ère chromatographie 

CF retardée dans le gel de la 2e chromatographie 

Intensité de 
la fluorescence 

100 

25 

75 

2 

et du mélange de lipides utilisé. Le taux d'encapsulation de nos prépa-

rations de liposomes est donc semblable à ceux obtenus par SZOKA. 

Nous avons en même temps mesuré l'efficacité de la méthode 

de chromatographie utilisée pour purifier les liposomes. Après la pre-

mière chromatographie 97% de la CF libre, non encapsulée, est éliminée 

de la préparation. La quantité de CF qui reste à l'extérieur des liposo-

mes après une première chromatographie est donc négligeable et elle ne 

peut être détectée au microscope à fluorescence. Des liposomes ainsi 

préparés apparaissent au microscope à fluorescence sous forme de points 

discrets de fluorescence (figure 6b). La méthode de chromatographie de 

FRY a donc l'avantage d'être efficace, rapide et de ne pas diluer la pré-, 

paration de liposomes. L'absence de dilution permet de connaître avec 

précision la concentration des liposomes que l'on incube avec les amibes 

sans avoir à doser les lipides. 

26 



27 

FIGURE 6: a) Observation au microscope électronique d'une 

préparation de liposomes PC: AO (7:3) contenant 

de la CF 10-2M colorée négativement avec du 

mo1ybdate d'ammonium 0.5%. On remarque des 

particules de t ype lipidiques incluses dans 

la membrane des vésicules. 

b) Observation au microscope à fluorescence d'une 

préparation de liposomes PC: AO (9:1) contenant 

de la CF 10-2M chromatographiée selon la méthode 

de FRY. Les liposomes dont la taille est supé-

rieure au pouvoir de résolution du microscope 

optique apparaissent comme des points discrets 

de fluorescence; X 800. 





1.2 Étude des interactions liposomes-E. ~to yti a 

1.2.1 Influence de la composition en lipides des liposomes sur les 

interactions liposomes-amibes 

Les différentes préparations de liposomes (selon la nature 

des lipides) ont été incubées successivement avec des amibes. Le tableau 

IV résume les résultats obtenus. Pour chaque type de liposome, 4 concen-

trations différentes ont été testées, et les amibes ont été observées 

après trois différents temps d'incubation soit, généralement, après 3, 

5 et 8 heures d'incubation, mais ces temps peuvent varier d'une expérience 
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à l'autre. Le résultat indiqué au tableau IV est celui où nous avons obser-

vé le plus de fluorescence diffuse dans le cytoplasme de l'amibe. Les con-

ditions expérimentales de ces résultats optimaux sont données au tableau 

V. 

Dans le tableau IV nous remarquons que quelle que soit la compo-

sition en lipides il y  a la même quantité de points discrets de fluores-

cence à l'intérieur du cytoplasme des amibes. Le taux de phagocytose est 

donc indépendant de la composition en lipides. 

Par contre, l'intensité de la fluorescence diffuse dans le 

cytoplasme des amibes est fortement influencée par la nature des lipides 

qui constituent les liposomes. Si nous considérons les liposomes faits 

seulement de phosphatidylcholine comme notre standard, huit des quatorze 

compositions en lipides testées ne sont pas plus efficaces pour introduire 

de la CF dans le cytoplasme des amibes. Par contre, tous les liposomes 

préparés avec de l'acide oléique ont permis un transfert d'une quantité 



TABLEAU IV: Effet de la composition en lipides sur les interactions 
liposomes-amibes 

Composition en lipides * 

PC 

PC: SA 8:2 (+) 

PC: SA 8.5:1.5 (+) 

PC: SA 9:1 (+) 

PC: AO 8.5:1.5 (-) 

PC: AO 9:1 (-) 

PC: AO 9.4:0.6 (- ) 

PC: rétinol 8.5:1.5 

PC: rétinol 9:1 

PC: rétinol 9.4:0.6 

PC: PS 8:2 (- ) 

PC: SA: AO 8:1.2:0.8 (+ ) 

PC: AP: AO 8:1:1 (-) 

PC: Cho: Gan 4.5:4.5:1 

PC: PS 9:1 (-) 

PC: Phosphatidylcholine 

PS: Phosphatidylsérine 

AP: Acide phosphatidique 

Intensité relative 
des points de 
fluorescence 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

++ 

+ 
++ 

Cho: Cholestérol 

Gan: Ganglioside 

SA: Stéarylamine 

AO: Acide oléique 

Intensité relative 
de la fluorescence 
diffuse 

++ 

++ 

++ 

+++ 

+++ 

+++++ 

++++ 

++ 

++ 

+ 

+++ 

++++ 

++ 

* La première colonne indique les lipides utilisés, la deuxième colonne 
le rapport molaire du mélange des lipides et la charge des liposomes 
est indiquée entre parenthèses. La composition en lipide donnée dans 
ce tableau est celle du mélange initial utilisé pour préparer les lipo-
somes et non la composition lipidique des liposomes eux-mêmes. Ces 
deux valeurs pouvant être fort différentes. 
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plus importante de CF des liposomes vers le cytoplasme des amibes. C'est 

finalement le mélange PC:AO (9:1) qui fut le plus efficace. 

Nos résultats montrent que, lorsque l'acide oléique est rem-

placé par d'autres lipides à une chaîne comme la stéarylamine ou le ré-

tinol, il n'y a aucune augmentation du taux de transfert de la CF. L'ef-

fet de l'acide oléique sur la membrane des vésicules est donc différent 

de celui de la stéarylamine ou du rétinol. Si on substitue une partie 

de la phosphatidylcholine par de l'acide phosphatidique (mélange PC:AP:AO 

(8:1:1)) le transfert de la CF diminue. La composition de la partie po-

laire de la membrane des liposomes influence aussi les intera~tion  et une 

quantité importante de phospholipides chargés négativement inhibe le trans-

fert de la CF des liposomes vers le cytoplasme des amibes. Les liposomes 

faits de phosphatidylcholine et de phosphatidylsérine ont souvent été uti-

lisés par d'autres auteurs pour introduire des produits encapsulés dans des 

liposomes à l'intérieur de cellules de mammifères (76, 106). Ce mélange 

s'est avéré être peu ou pas efficace avec E. ~tolytiea  La nature même 
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de la cellule influence donc les interactions liposomes-cellules et E. ~

tolytiea ne réagit pas de la même manière que les autres cellules. Les résul-

tats que nous avons obtenus ne sont donc valables que pour E. ~tolytiea 

et ne peuvent s'extrapoler à d'autres souches cellulaires. 

Les conditions expérimentales permettant d'obtenir les résul-

tats optimaux varient légèrement d'un mélange de lipides à un autre (ta-

bleau V). En général il faut entre 1 et 4 ~mole  de lipides par ml et 

des temps d'incubation de 3 heures ou moins pour atteindre l'intensité 

de fluorescence diffuse maximale. Ces conditions sont semblables à cel-

les généralement utilisées par d'autres auteurs (5,35, 117). 



TABLEAU V: Conditions optimales d'incubation en fonction de la compo-
sition en lipides. 

Composition en lipides Concentrations temps d'incu-
de liposomes bat ion * 
~mole ml  

PC 1 2h45 

PC: SA 8:2 (+ ) 1 2H45 

PC: SA 8.5:1.5 (+ ) 4 6H30 

PC: SA 9:1 (+) 1 2hOO 

PC: AO 8.5:1.5 (-) 1 3hOO 

PC: AO 9:1 (-) 1 5hOO 

PC: AO 9.4:0.6 (-) 1 2hOO 

PC: rétinol 8.5:1.5 1 2h15 

PC: rétinol 9:1 10 5h15 

PC: rétinol 9.4:0.6 10 2h15 

PC: PS 8:2 (-) 4 3hOO 

PC: PS 9:1 (-) 1 4h30 

PC: SA: AO 8:1.2:0.8 (+) 4 3hOO 

PC: AP: AO 8:1:1 (-) 4 2hOO 

PC: Cho: Gan 4.5:4.5:1 2 3hOO 

* C'est le temps le plus court au bout duquel la fluorescence diffuse 
es·t maximum. 
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Il est à noter que dans toutes les expériences, il y avait tou-

jours des amibes qui ne réagissaient pas avec les liposomes et n'avaient 

aucune fluorescence. La figure 7a montre 7 amibes vues au microscope 

optique en lumière transmise. La figure 7b présente les mêmes amibes ob-

servées en fluorescence; 3 des 7 amibes sont très fluorescentes, deux 

autres ne sont que légèrement fluorescentes et deux n'ont pas réagi. 

La composition en lipides la plus efficace pour induire le trans-

fert de la CF vers le cytoplasme des amibes est le mélange PC: AO (9:1). 

Dans ces conditions nous avone estimé la quantité de CF transférée dans 

le cytoplasme de l'amibe. Après avoir calibré le microscope avec des 

solutions de CF de concentrations connues, nous pouvons dire que la con-

centration de CF qui se retrouve dans le cytoplasme de l'amibe se situe 

autour de 3  x 10-SM, dans les conditions optimum. La CF est donc diluée 

d'environ 330 fois en passant des liposomes au cytoplasme de l'amibe. 

1.2.2 Effet de la concentration en liposomes sur le transfert de la CF 

dans le cytoplasme des amibes. 

Pour chaque composition en lipides,nous avons évalué l'influence 

de la concentration en liposomes sur l'intensité du transfert de la CF 

des liposomes vers le cytoplasme de l'amibe. Le tableau VI présente les 

résultats pour des liposomes à 4 concentrations différentes. Dans tous 
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les cas, nous observons que de fortes concentrations de liposomes (10 ~mole  

ml) sont moins efficaces pour transférer la CF dans le cytoplasme des ami-

bes. Un excès de liposomes a donc un effet inhibiteur. La concentration 

optimale de liposomes se situe entre 1 et 4 ~mole  de lipides/ml. 
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FIGURE 7: Différentes sensibilités des cellules au traitement par 

les liposomes. Des amibes sont incubées pendant 3 heu-

res avec 4 ~mole ml de liposomes PC:AO (9:1) contenant 

10-2M de CF. Les mêmes amibes sont observées en lumière 

transmise (a) puis en fluorescence (b). On remarque que 

2 des 7 amibes n'ont aucune fluorescence et que seulement 

3 amibes sont fortement fluorescentes. Grossissement 

pour les deux photos, X 700. 





TABLEAU VI: Effet de la concentration en liposomes sur l'intensité de 
la fluorescence diffuse. 

Compositions en lipides Concentration en liposomes ~mole ml  

1 4 7 10 

PC ++ + + + 

PC: SA 9:1 (+) ++ + + + + 

PC: AO 9:1 (-) +++++ ++++ +++ +++ 

PC: AP: AO 8:1:1 (-) +++ ++++ ++++ +++ 

Nous pouvons aussi observer cet effet inhibiteur de fortes con-

centrations de liposomes sur l'intensité de la fluorescence diffuse à la 

figure 8. Dans cette expérience des liposomes fqits de PC: AO (9:1) ont 

été incubés avec des amibes,à 3 concentrations différentes,et nous pouvons 

voir que l'on obtient le transfert maximum de CF dans le cytoplasme des 

amibes pour des concentrations de liposomes entre 2 et 4 ~mole  de lipi-

des/ml. Pour de plus fortes concentrations de lipides (10 ~mole  il y  a 

inhibition de l'interaction entre les liposomes et les amibes. 

1.2.3 Influence du temps d'incubation 

Les amibes incubées avec les liposomes ont été observées après 

différents temps d'incubation variant entre 2 et 20 heures. Le tableau 

VII donne l'intensité de la fluorescence diffuse en fonction du temps 

d'incubation. Après 4 heures d'incubation, il n'y a aucune augmentation 

de la fluorescence diffuse. Le transfert de la CF des liposomes vers le 

cytoplasme de l'amibe est donc un phénomène saturable. 
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FIGURE 8: Effet de la concentration en liposomes sur l'intensité 

de la fluorescence diffuse dans le cytoplasme des ami-

bes. 

Des amibes sont incubées pendant 3 heures avec des lipo-

somes PC:AO (9:1) contenant de la CF (10-2M)et observées à la fois 

en lumière transmise (b-d-f) et en fluorescence (a-c.- e), X 40. 

Les amibes sont incubées avec 3 concentrations différentes 

de liposomes, 2 )lmoles/ml (a-b), 4 l1moles/ml Cc-d) et la l1moles/ml 

(e-f) • 

On remarque que les amibes de la figure 8e sont nettement 

moins fluorescentes que les amibes incubées avec des concentrations 

plus faibles de liposomes. 



• 
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TABLEAU VII: Influence du temps d'incubation sur l'intensité de la 
fluorescence diffuse. 

Composition en lipides Temps d'incubation (heures) 

2 4 8 20 

PC: AO 9:1 (-) +++ +++++ N.D. +++++ 

PC: AO 9.4:0.6 (-) ++++ ++++ ++++ N.D. 

PC: rétino1 9.4:0.6 +  +  + N.D. 

1.2.4 Contrôle 

Afin de vérifier si la CF libre non encapsu1ée pénètre dans les 

amibes, nous avons incubé les amibes durant 8 heures dans la solution M 

additionnée de CF à concentration de 10-4M. Cette concentration corres-

pond à la concentration que l'on obtiendrait si toute la CF encapsu1ée 

dans les liposomes était libérée dans le milieu d'incubation lors des ex-

périences. Lorsque nous observons les amibes il n'y a aucune f1uorescen-

ce dans le cytoplasme (figure 9a). Les amibes ne sont pas affectées par 

la présence de CF à l'extérieur. Ce résultat montre que la CF ne pénètre 

pas dans les amibes par simple diffusion et que la fluorescence diffuse 

observée dans les amibes après traitement aux liposomes ne peut être due 

aux traces de CF à l'extérieur des liposomes. 

1.3 Etude du mécanisme de transfert de la CF des liposomes composés de 

PC: AO (9:1) vers le cytoplasme de E. ~toly~ a  

Nous avons aussi déterminé le mécanisme de transfert de la CF 

des liposomes vers le cytoplasme des amibes. Pour distinguer entre une 

3ô 
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FIGURE 9: Effet de la présence de CF libre dans le milieu d'incu-

bation. 

a) Amibes incubées 3 heures dans la solution M additionnée de CF 

à concentration de 10-4M• Nous n'observons aucune fluorescen-

ce. La CF ne pénètre pas par simple diffusion dans les amibes; 

X 800. 

b) Amibes incubées 3 heures avec 5 ~mole ml de liposomes PC:AO 

~ l  contenant de la CF 10-2M. Ce sont les liposomes qui 

transfèrent la CF dans les amibes; X 800. 





fusion des liposomes avec la membrane de l'amibe ou une phagocytose des 

liposomes suivie d'une diffusion de la CF des vacuoles digestives vers 

le cytoplasme de l'amibe,nous avons fait les expériences décrites ci-

dessous. 

1.3.1 Etude de la cinétique du transfert de la CF 

La première expérience vise à déterminer comment la fluores-

cence apparaît dans les amibes. Nous avons incubé les amibes avec les 

liposomes pendant des temps courts de 15 et 60 min, puis nous avons éli-

miné les liposomes du milieu d'incubation et continué l'expérience en 

observant les amibes en fonction du temps. Lors de chaque observation 

nous avons noté l'intensité de la fluorescence diffuse ainsi que la pré-

sence de points discrets de fluorescence. Les résultats sont présentés 

au tableau VIII. 

Pour le premier cas, nous avons ajouté les liposomes au temps 

O. Après 15 min d'incubation nous avons éliminé les liposomes et 20 min 

plus tard soit 35 min après le début de l'expérience nous avons observé 

les amibes au microscope à fluorescence. 25 min plus tard nous avons 

observé de nouveau ces mêmes amibes et noté l'évolution de la distribu-

tion de la fluorescence dans les amibes et ainsi de suite. On remarque 

que lorsque les amibes sont en contact avec les liposomes, ceux-ci sont 

phagocytés, ce qui donne des points discrets de fluorescence. Après l'é-

limination des liposomes du milieu extérieur la seule source de CF qui 

reste est des liposomes contenant de la CF et se trouvant dans les amibes 

à l'intérieur de vacuoles digestives. Or, 2 heures après le début de l'ex-

périence on observe l'apparition de la fluorescence diffuse cytoplasmique. 
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TABLEAU VIII: Cinétique du transfert de la CF 

Temps d'incubation avec 
les liposomes (min) 

Intensité relative de la fluorescence x min 
après le début de l'expérience 

35 70 90 130 150 
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15 + + + + N.D. (discrète) 

+ N.D. (diffuse) 

60 ++ ++ ++ N.D. (discrète) 

+ + N.D. (diffuse) 

105 ++ + + (discrète) 

+++ + + +(diffuse) 

Cette fluo4escence ne peut donc provenir que d'une diffusion de la CF 

à partir des vacuoles digestives. 

1.3.2 Effet d'une inhibition de la phagocytose 

Nous avons ensuite incubé des liposomes faits de PC: AO (9:1) 

contenant 10-2 M de CF avec les amibes à une température de 10oC. A cette 

température, la phagocytose est inhibée sans que les amibes n'en soient af-

fectées. Après 2 heures d'incubation il n'y avait aucune fluorescence 

diffuse ni aucun point discret de fluorescence. Par conséquent, l'appa-

rition de la fluorescence diffuse dans le cytoplasme de l'amibe doit pas-

ser par une étape de phagocytose et ne peut être provoquée par une fusion 

directe entre les liposomes et la cellule. 



1.3.3 Étude des interactions liposomes-amibes à l'aide de deux autres 

marqueurs 

Afin de vérifier l'hypothèse d'une diffusion de la CF à partir 

des vacuoles digestives, nous avons encapsulé deux macromolécules dans 

les liposomes: de la ferritine ou de l'albumine couplée à la fluorescéi-

ne. Ces protéines sont de grosses molécules qui ne peuvent diffuser à 

travers les membranes. Lorsque nous incubons les liposomes PC:AO (9:1) 

contenant l'albumine fluorescente avec les amibes, nous observons des 

points discrets de fluorescence sans jamais obtenir de fluorescence dif-

fuse. L'albumine reste donc enfermée dans les vacuoles digestives. 

L'incubation de liposomes contenant de la ferritine avec des 

amibes nous permet d'observer, au microscope électronique, de la ferritine 

à l'intérieur des vacuoles digestives (figure 10a) mais aucune molécule de 

ferritine libre dans le cytoplasme de l'amibe. 

Ces deux expériences montrent donc que les liposomes ont été 

phagocytés et qu'il n'y a pas eu de fusion entre les liposomes et la mem-

brane cytoplasmique des amibes. Il ne se produit pas, non plus, de fusion 

entre les liposomes phagocytés et la membrane des vacuoles digestives. 

1.3.4 Mécanisme de transfert proposé 

De ces expériences, nous pouvons conclure que les liposomes sont 

tout d'abord phagocytés, puis que la CF encapsulée dans les liposomes dif-

fuse des vacuoles digestives vers le cytoplasme de l'amibe. En aucun mo-

ment nous n'avons obtenu un résultat suggérant une fusion des liposomes 

avec la membrane de l'amibe, que ce soit la membrane externe ou la membrane 

de la vacuole digestive. 
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FIGURE 10: Etude des interactions liposomes-amibes à l'aide de liposo-

mes contenant de la ferritine. 

Nous observons ici des coupes fines d'amibes qui n'ont pas été 

colorées de manière à mettre en évidence la ferritine. 

a) Amibes incubées 3 'heures avec des liposomes contenant de la ferriti-

ne (25 mg/ml). On remarque qu'il y a beaucoup de ferritine à l'inté-

rieur des vacuoles mais qu'il n'yen a pas dans le cytoplasme; 

X 72 000. 

b) Comme contrôle pour l'expérience ci-dessus nous avons incubé les 

amibes en présence de ferritine libre dans le milieu d'incubation. 

La ferritine s'adsorbe très fortement à la surface de la membrane 

cellulaire mais elle ne pénètre pas dans la cellule. Il n'y a aucu-

ne molécule de ferritine dans le cytoplasme ni dans les vacuoles des 

amibes témoins'; X 107 000. 





2. Discussion 

2.1 Critiques des méthodes utilisées 

Notre principal objectif était d'introduire de la phallo!dine 

dans le cytoplasme de E. ~toty~ a  Cet objectif a imposé certaines 

contraintes quant au choix de la méthode de préparation des liposomes 

et de la méthode de mesure des interactions entre les liposomes et les 

amibes. 

2.1.1 Préparation des liposomes 

2.1.1.1 Choix de la méthode de préparation des liposomes 

La première contrainte provient du produit que nous désirons 

introduire. La phallo!dine est rare et chère. Nous devons donc utili-

ser une méthode qui permette un taux d'encapsulation très élevé de maniè-

re à économiser le plus possible de phallo!dine. 

Il existe plusieurs méthodes pour préparer des liposomes 

(pour une revue voir 9). Trois méthodes donnent un taux d'encapsulation 

élevé. La méthode de centrifugation de prévésicules à travers une mono-

couche de lipides (TRAUBLE et GRELL (102»a un rendement théorique de 

100%. Cependant elle nécessite des conditions très particulières qui ne 

sont pas compatibles avec nos conditions expérimentales. 

La méthode d'injection d'une solution d'éther de DEAMER et 

BANGHAM (16, 17) modifiée par SCHIEREN (87) donne aussi un bon rendement 

(20% d'encapsulation selon SCHIEREN (87». Nous avons cependant préféré 

la méthode de SZOKA et PAPAHADJOPOULOS (97) car elle permet une encapsu-

4 2 

lat ion encore plus élevée (25%) et nous disposions des appareils nécessaires 



à la préparation des liposomes ce qui n'était pas le cas pour la méthode 

d'injection de l'éther. 

2.1.1.2 Mise au point de la méthode de préparation des liposomes 

Au début de notre travail SZOKA (97) n'avait publié ses résul-

tats que sous une forme préliminaire. Il manquait des informations con-

cernant l'évaporation de l'éther. Pour obtenir de bonnes préparations 

de liposomes nous avons trouvé qu'il fallait, au début, évaporer l'éther 

lentement, soit sous un vide partiel avec l'évaporateur rotatif fonction-

nant à faible vitesse de rotation. Après le renversement de pha e~ la 

préparation doit être évaporée sous le vide maximal donné par la pompe à 

eau. 

Dans un article publié tout récemmen4 SZOKA (96) a précisé les 

étapes de l'évaporation. L'évaporation doit être faite sous une pression 

de 400 mm Hg jusqu'à la formation du gel. Le gel est alors soumis au 

vortex, puis l'évaporation se poursuit sous une pression de 730 mm Hg. 

Après le renversement de phases il évapore sous un vide élevé de manière 

à éliminer toute trace d'éther. Notre méthode d'évaporation correspond 

en général aux conditions expérimentales de SZOKA. Avec un ballon de 50 ml 

notre expérience montre qu'il est inutile d'utiliser le vortex si la vites-

se de rotation de l'évaporateur est réduite. En effet, à faible vitesse 

de rotation, le gel est soumis à un mouvement constant ce qui produit un 

effet semblable au vortex. Par contre avec le tube de 13 mm de diamètre, 

il est préférable de soumettre le gel au vortex. Dans un tube étroit le 

gel ne bouge pas, mais reste collé aux parois du tube. 
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2.1.1.3 Caractéristiques des liposomes 

La méthode de SZOKA et PAPAHADJOPOULOS produit des liposomes 

qui ont entre 0-.03 et 1 micromètre de diamètre. Ces préparations hété-

rogènes en taille conviennent toutefois très bien à l'étude des interac-

tions entre des liposomes et E. ~tolytiea  L'amibe se nourrit norma-

lement de bactéries ou de particules de tailles très diverses et la 

taille, dans ces limites, n'a pas d'influence sur la phagocytose. 

Des liposomes de taille relativement importante (un diamètre 

de 0.5 ~m comparé à celui de 0.030 ~m des petits liposomes) offrent un 

avantage important car il faut moins de liposomes pour faire pénétrer un 

même volume de solution. En effet le volume d'un liposome de 0.5 ~m a le 

même volume que 4600 petits liposomes de 0.03 ~m de diamètre. 

La majorité des vésicules produites au cours de nos expériences 

sont unilamellaires. Cette caractéristique est avantageuse lorsqu'on 

désire introduire une solution aqueuse dans une cellule. Tout d'abord, 

des vésicules multilamellaires n'encapsulent pas autant de solution aqueu-

se. D'autre part, le matériel encapsulé doit traverser plusieurs membra-

nes pour se retrouver dans le cytoplasme ce qui ralenti ou même empêche 

la diffusion du produit encapsulé. 

2.1.2 Critique de la méthode de mesure des interactions liposomes-amibes 

Notre objectif était d'introduire une solution dans des amibes. 

Nous avons donc choisi une méthode de mesure qui permette de suivre la 

solution encapsulée sans nous intéresser aux interactions entre les lipi-

des du liposome et la membrane de la cellule puisque ces interactions 
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entre les lipides sont de peu d'intérêt pour notre recherche. 

Pour notre travail, il était nécessaire d'évaluer la quantité 

du produit encapsulé qui se retrouve dans le cytoplasme de la cellule. 

Nous devions donc avoir une méthode qui permette de mesurer la concen-

tration cytoplasmique du produit transporté par les liposomes. La quan-

tité totale de liposomes qui interéagissentavec les amibes n'était pas 

une mesure valable. Plusieurs chercheurs ont en effet démontré que des 

liposomes d'une composition donnée peuvent interagir en très grand nom-

bre avec une cellule mais être moins efficaces pour transférer leur con-

tenu que d'autres liposomes qui se lient moins à cette même cellule (52, 

69, 104). 

Dans les recherches publiées antérieurement, la quantité de 

substance introduite dans les cellules,par des lipo ome~ est très faible. 

Il y  a généralement une dilution dans le cytoplasme des cellules de 105 

ou plus,du produit qui était encapsulé dans les liposomes (36, 106, 117). 

Pour évaluer les interactions entre des liposomes et des cellules, il 

faut donc utiliser un marqueur que l'on peut suivre facilement à des 

concentrations très variées couvrant 5 ordres de grandeur. Il faut aussi 

déterminer la position, la distribution homogène ou non du marqueur dans la 

cellule. Plusieurs marqueurs fluorescents dont la 6-carboxyfluoresceine 

(CF), proposée par WEINSTEIN en 1977 (117), ont de telles propriétés. La 

CF a déjà été très utilisée afin d'évaluer les interactions liposomes-

cellules (8, 41, 52,  53,  54,  55, 80, 105, 106, 116), c'est pourquoi nous 

avons choisi ce marqueur. 

Toutefois, au cours de cette recherche plusieurs articles ont 
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critiqué l'utilisation de la CF (81, 94, 106). RALSTON (81) en outre 

a montré que les préparations commerciales de CF contiennent des impure-

tés qui peuvent influencer les résultats. Mais il estime que l'influence 

est négligeable lorsque le transfert de la CF est de l'ordre de grandeur 

de celui que nous avons obtenu. Pour contourner certaines difficultés 

causées par la CF, d'autres marqueurs fluorescents ont été utilisés 

(FITC dextran (106), la calceine l (1) et l'obéline (36)) mais aucun ne 

rencontre toutes les exigences d'un marqueur idéal et ils ne sont pas 

supérieurs à la CF. 

Selon WEINSTEIN, l'utilisation de la CF permet de déterminer 

qualitativement s'il se produit une adsorption, une phagocyte ou une 

fusion des liposomes avec une cellule. Si on incube des liposomes con-

tenant de la CF à des concentrations de 10-2M avec des cellules, on peut 

observer trois phénomènes différents avec un microscope à fluorescence. 

Premièrement on peut observer des points discrets de fluorescence dans le 

cytoplasme. Ceci indique que les liposomes sont intacts et comme ils sont 

à l'intérieur des cellules on peut conclure qu'ils ont été phagocytés. 

Deuxièmement, on peut observer un cercle de fluorescence autour des cel-

lules (55, 116) ce qui indique que les liposomes sont adsorbés à la sur-

face. Troisièmement, si un liposome fusionne avec une cellule, son con-

tenu se déverse dans tout le cytoplasme et malgré la dilution importante 

on observe une fluorescence diffuse cytoplasmique. 

WEINSTEIN (117) a aussi effectué des mesures quantitatives avec 

la CF. Il a étudié les interactions entre des petits liposomes unilamel-

laires contenant de la CF à des concentrations de 200 mM et des lympho-

cytes. Dans les conditions expérimentales utilisées par WEINSTEIN, 
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l'augmentation de la fluorescence totale est fonction de la fluorescence 

diffuse cytoplasmique,car la fluorescence des liposomes phagocytés ou ad-

sorbés ne représente que 20% de l'intensité de la fluorescence mesurée 

(106). Avec un F.C.A.S. (fluorescence-activated cell sorter, appareil 

mesurant la fluorescence de chaque cellule séparément),WEINSTEIN a mesuré 

la fluorescence diffuse chez les lymphocytes et établi un histogramme de 

la fluorescence diffuse de la population de lymphocytes utilisée. 

Quoique pouvant donner des résultats intéressants,cette tech-

nique n'est pas applicable dans nos conditions expérimentales. Nous 

avons utilisé de gros liposomes pour les raisons décrites plus tôt (taux 

d'encapsulation élevé, volume capturé par liposome élevé, liposomes uni-

lamellaires). De tels liposomes lorsqu'ils contiennent 200 mM de CF 

restent fortement fluorescents. Cette fluorescence,différente de celle 

des petits liposomes unilamellaires s'explique par le diamètre des lipo-

somes ou, si on préfère, le parcours optique du produit fluorescent. 

Avec notre amibe il y avait presque toujours simultanément des points 

discrets de fluorescence et de la fluorescence diffuse dans le cytoplas-

me. Il aurait été impossible de relier la mesure de la fluorescence to-

tale d'une cellule à celle de la fluorescence diffuse seulement. 

Pour faire des mesures quantitatives on aurait pu briser les 

amibes sans briser les vacuoles digestives, séparer ces vacuoles et mesu-

rer séparément la fluorescence des cellules brisées et du contenu des 

vacuoles. On obtiendrait ainsi un résultat moyen par amibe. Cependant, 

nous avons observé que l'intensité de la fluorescence diffuse varie 

beaucoup d'une cellule à l'autre (figure 7a et 7b). Cette variation 

n'est pas due à la composition chimique du liposome mais à d'autres 
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facteurs difficilement contrôlables comme le stade du cycle de croissan-

ce d'une cellule (69, 104). Il devient alors très difficile d'interpré-

48 

ter le résultat d'une expérience si ce résultat n'est exprimé que par un seul 

chiffre. Un résultat moyen masque des phénomènes pouvant être importants 

dans l'interprétation des interactions liposomes-amibes. 

Devant ces di ic lt ~ nous  nous sommes limités à noter le 

type de fluorescence (discrète ou diffuse) présente dans les amibes, et 

à évaluer l'intensité de la fluorescence diffuse d'une manière semi-

quantitative. Cette approche nous permet de comparer les résultats des 

différentes expériences et d'avoir une idée assez exacte de l'efficacité 

du transfert du contenu des liposomes vers le cytoplasme de l'amibe. 

De plus, ce type de mesure est suffisant pour l'utilisation que nous 

voulions en faire • . 

2.2 Analyse des résultats 

2.2.1 Effet de la composition en lipides des liposomes 

Dans la première partie de cette recherche, nous avons étudié 

l'effet de la composition en lipides des liposomes. Nous avons utilisé 

plusieurs mélanges de lipides pour préparer les liposomes. La majorité 

des mélanges ont déjà été utilisés avec d'autres cellules (pour une revue 

voir 33 et 70). 

Certaines compositions de lipides ont été choisies pour évaluer 

l'effet de la charge. Nous avons préparé des liposomes neutres, des li-

posomes chargés positivement en incorporant de la stéarylamine, et des 

liposomes chargés négativement en utilisant de la phosphatidylsérine, de 

l'acide phosphatidique ou de l'acide oléique. A pH 7.0 environ 30% de 



l'acide oléique est dissocié (le pK d'un acide gras dans des lipos9mes 

est d'environ 7.4 selon PTAK (79)). 

Nos résultats ont montré que l'amibe phagocyte tous les liposo-

mes,quelle que soit leur charge ou leur composition (tableau III). Si 

on élimine du tableau III les mélanges qui contiennent de l'acide oléique 

on remarque aucun effet de la charge sur la présence de l ore c~nce dif-

fuse dans le cytoplasme de l'amibe. La charge des liposomes n'a donc 
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aucune influence sur les interactions entre les liposomes et E. ~toly~ a  

HALLETT et CAMPBELL (36) ont obtenu un résultat semblable en travaillant 

avec des cellules adipeuses. Toutefois,dans la majorité des études pu-

bliées (5, 35, 76),la charge du liposome influence beaucoup les interac-

tions liposomes-cellules. Il est à noter que dans ces études la princi-

pale interaction obtenue est l'adsorption des liposomes à la surface des 

cellules or, nous n'avons jamais observé ce type d'interaction avec nos 

amibes. 

Nous avons aussi étudié l'effet de la présence d'agents fuso-

géniques dans la membrane des liposomes. Un agent fusogénique est une 

substance qui facilite la fusion entre deux membranes (58). Nous avons 

évalué l'effet de 3 agents fusogéniques:le rétinol (31), la stéarylamine 

et l'acide oléique (58). La présence de la stéarylamine et du rétinol 

dans la membrane des liposomes n'influence pas le transfert de la CF 

le cytoplasme de l'amibe. Par contre,l'acide oléique induit une forte 

augmentation de la fluorescence diffuse,c'est à dire une augmentation du 

transfert de CF des liposomes dans le cytoplasme. LUCY a montré que 

l'acide oléique est plus ~ icace que la stéarylamine ou le rétinol pour 

induire la fusion entre des cellules (58). Cependant, dans nos expériences 



l'acide oléique n'induit pas de fusion, elle augmente le transfert de la 

CF par un autre mécanisme. 

2.2.2 Analyse des conditions d'incubation 

Au cours de ces recherches,nous avons observé qu'il y avait une 

concentration optimale de liposomes pour induire le transfert. Lorsque 

la quantité de liposomes était trop élevée il y avait une diminution du 

transfert de la CF des liposomes au cytoplasme de l'amibe. OSTRO (69) 

dans une étude visant à maximiser le transfert du contenu des liposomes 

à des cellules cancéreuses a observé le même phénomène. Cependant, quelle 

que soit la quantité de liposomes ajoutée (jusqu'à 20 ~mole ml , nous 

n'avons jamais observé d'effet nocif des liposomes sur les cellules. 

Un autre résultat que nous avons obtenu,est qu'il n'y a aucune 

augmentation de la fluorescence diffuse après 4 heures d'incubation avec 

des liposomes. Deux explications sont possibles: le nombre de liposomes 

pouvant réagir avec une amibe est peut-être limité. Il se peut aussi que 

ce phénomène soit dû à une élimination de la CF par l'amibe. 

2.2.3 Analyse du rendement du transfert du produit encapsulé 

Lorsque nous avons incubé les amibes avec les liposomes PC: AO 

(9:1) contenant de la CF lO-2M, nous avons obtenu une concentration de CF 

libre dans le cytoplasme d'environ 3  x 10-SM. La CF a donc été diluée 

330 fois en passant des liposomes au cytoplasme de l'amibe. SeulOSTRO 

(69) a obtenu un transfert aussi efficace. Tous les autres auteurs rap-

portent des dilutions du contenu du liposomes de 103 à 105. A titre d'ex-

emple,SZOKA a introduit, dans le cytoplasme de fibroblastes, de l'albumine 

fluorescente à une concentration 5000 fois plus faible que celle du produit 
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encapsulé (95), et WEINSTEIN a introduit la CF dans le cytoplasme d~ lym-

phocytes avec une dilution de 104 (117). Nous avons donc obtenu un des 

meilleurs rendements de transfert du produit encapsulé vers le cytoplasme 

d'une cellule. Certaines expériences (37) font mention d'une quantité 

plus importante de produit qui demeure associé aux cellules. Cependant, 

dans ces expériences, les liposomes sont soit adsorbés à la surface des 

cellules soit phagocytés. Ces résultats sont évidemment moins intéres-

sants car le produit encapsulé ne peut agir dans les cellules puisqu'il 

n'est pas à l'état libre dans le cytoplasme. 

2.3 Mécanisme de transfert de la CF 

En utilisant des liposomes, nous avons obtenu une fluorescence 

diffuse cytoplasmique très intense ainsi que plusieurs points de fluores-

cence dans les amibes. Notre première interprétation de ces résultats, 

en accord avec WEINSTEIN, était qu'il se produisait simultanément une pha-

gocytose et une fusion des liposomes avec E. ~toly~ca  Mais au moment 

où nous obtenions ces résultats, SZOKA (94) publiait un article mettant 

en doute l'interprétation de WEINSTEIN. D'après cet auteur, les proprié-

tés de la CF induisaient une surestimation du nombre de fusion. 

Afin de vérifier le mécanisme de transfert de la CF,nous avons 

alors encapsulé deux grosses molécules dans les liposomes: la ferritine 

et l'albumine. Ces deux protéines ont déjà été utilisées comme marqueur 

dans l'étude des interactions liposomes-cellules (39, 73, 95). Nos ré-

sultats-expérimentaux montrent que les deux protéines restent dans les 

vacuoles digestives. Il y  a bien une phagocytose des liposomes mais 

aucune fusion de ces liposomes avec la membrane de l'amibe,ni avec la 

membrane des vacuoles digestives. 
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Devant ces résultats contradictoires, nous avons de nouveau en-

capsulé de la CF dans les liposomes et nous avons déterminé la cinéti-

que d'apparition de la fluorescence dans E. ~tolytica  Le résultat 

de cette expérience a clairement démontré que les liposomes sont premiè-

rement phagocytés, puis que la CF diffuse des vacuoles digestives vers le 

cytoplasme. Ce type de transfert n'avait pas été observé avant le début 

de nos travaux. Tout récemment LESERMAN (54) a observé le même phéno-

mène chez des cellules cancéreuses très phagocytaires. 

Deux facteurs permettent d'expliquer l'intensité de la diffusion 

de la CF. Le premier facteur a été mis en évidence dans l'article 

critiquede SZOKA (94) qui a mesuré la perméabilité de la CF à travers 

la membrane de liposomes en fonction du pH. A un pH neutre, la CF est 

ionisée et est très peu perméable. Par contre, à un pH acide la CF n'est 

pas ionisée et peut ainsi diffuser à travers la membrane du liposome. 

Or, le pH d'une vacuole digestive est d'environ 5,3 (90). A ce pH, la 

CF peut donc diffuser à travers le liposome vers le cytoplasme des cel-

lules. 

Le deuxième facteur est la présence de l'acide oléique. Lors-

que nous avons ajouté l'acide oléique au mélange de lipides,il y  a eu 

une forte augmentation du transfert de la CF vers le cytoplasme. Toute-

fois, selon nos résultats obtenus avec la ferritine et l'albumine fluo-

rescente, l'acide oléique n'induit pas de fusion des liposomes. Nous 

pensons que le rôle de l'acide oléique serait de perturber les membranes 

et d'accroître ainsi la perméabilité du liposome. Il se pourrait aussi 

qu'une partie de l'acide oléique se retrouve dans la membrane de la va-

cuole digestive par échange moléculaire et affecte aussi la perméabilité 

de la membrane de la vacuole. 
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Comme contrôle supplémentaire, nous avons incubé des liposomes 

avec les amibes dans des conditions où la phagocytose est inhibée. Nous 

observons alors aucune fluorescence dans les amibes. Ce résultat montre 

qu'il n'y a pas de fusion entre les liposomes et les amibes à lOoC. 

Cependant nos trois contrôles (ferritine, albumine fluorescen-

te et incubation à lOoC) ne prouvent pas de manière incontestable l'ab-

sence de fusion. L'utilisation de l'albumine fluorescente est critica-

ble; il est connu que l'albumine sert à transporter les acides gras dans 

le sang. Elle pourrait donc réagir avec les lipides et modifier la com-

position en lipid~  des liposomes de manière à empêcher toute fusion. 

La même critique est valable pour la ferritine car il n'a pas été montré 

si cette protéine,à la concentration utilisée,réagit ou non avec les li-

pides. L'absence de fusion observée à lOoC n'implique pas non plus une 

absence de fusion à 2SoC. Malheureusement nous n'avons pas trouvé de 

conditions expérimentales inhibant la phagocytose de E. ~~oly~ea à 

2SoC. Les inhibiteurs habituels du métabolisme (l'azide de sodium, le 

cyanure, l'antamycine) sont inefficaces avec cette amibe (115). 

En conclusion, nous avons montré que la CF peut diffuser des 

vacuoles digestives vers le cytoplasme des amibes. Nos résultats suggèrent 

aussi l'absence de fusion entre les liposomes et E. ~~oly~ea  

Il peut donc exister un important transfert du matériel encap-

sulé de l'intérieur des liposomes vers le cytoplasme par un autre mécanis-

me que la fusion. L'interprétation des résultats obtenus en utilisant la 

CF, telle que proposée par WEINSTEIN (117) n'est donc plus valable surtout 

lorsque l'on utilise des cellules très phagocytaires. 
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1. Résultats 

CHAPITRE IV 

ETUDE DE L'EFFET DE LA PHALLOÏDINE 

SUR L'ULTRASTRUCTURE DE E. HISTOLYTICA 

Dans une seconde étape nous avons utilisé la technique que nous 

avons mise au point pour faire pénétrer de la phallo~dine dans le cyto-

plasme des amibes. Nous avons donc incubé pendant 20 heures les amibes 

avec des liposomes composés de phosphatidy1cho1ine et d'acide oléique 

(9:1), contenant de la pha11o~dine 10-2M. Puis nous avons fixé ces amibes 

et les avons observées au microscope électronique. Pour cette expérien-

ce, nous avons a~t trois témoins dans les mêmes conditions que précédemment: 

1) des amibes de la même culture incubées dans la solution M, 

sans liposome ni phal1o~dine  c'est notre témoin sans 

aucun traitement. 

2) des amibes incubées dans la solution M additionnée de 

pha11o~dine libre 10-4M, mais sans liposome: c'est le 

contrôle avec de la pha11o~dine libre dans le milieu 

d'incubation. 

3) des amibes incubées avec des liposomes contenant une 

solution de NaCl O.lSM: c'est le contrôle qui permet 

d'évaluer l'effet des liposomes s euls sur l'u1trastructure 

des amibes. 



Cette expérience a été répétée deux oi~ et les résultats sont, en général, 

reproductibles quoique légèrement différents d'une expérience à l'autre. 

Après 20 heures d'incubation, les amibes traitées avec les 

liposomes contenant de la phallo!dine,ainsi que les trois témoins ont, 

au microscope optique, le même aspect. L'ensemble des amibes restent mo-

tiles et conservent leur forme allongée caractéristique des cellules vi-

vantes et très actives. Dans nos conditions e p rimentale~ il n'y a donc 

pas d'effet de la phallo!dine, sur le comportement des amibes, qui soit 

visible au microscope optique. 

Par contre, au microscope électronique, nous avons observé 

plusieurs différences importantes entre les amibes traitées avec les 

liposomes contenant de la phallo!dine et les contrôles. Il n'y a toute-

fois aucune différence significative entre les trois contrôles. Ceci 

nous indique tout d'abord que la phallo!dine libre dans le milieu d'incu-

bation ne pénètre pas dans les amibes par simple diffusion et que d'autre 

part les liposomes seuls n'induisent aucune modification de l'ultrastruc-

ture des amibes. 

Seule, la phallo!dine encapsulée dans les liposomes induit des 

modifications sur l'ultrastructure des amibes. Comme pour agir, cette 

phallo!dine doit se retrouver dans le cytoplasme de l'amibe, nous pouvons 

conclure que ce sont les liposomes qui ont permis le transfert de la phal-

lo!dine dans le cytoplasme de E. ~toly~~  

1.1 Ultrastructure de E. ~toly~ a  

L'ultrastructure de E. ~toly~ a a déjà été décrite en 1970 

par LUDVIK et SHIPSTONE (56). Depuis lors, les méthodes de fixation et 
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de préparation du matériel ont été passablement améliorées ce qui nous 

a permis de meilleures observations. Dans un premier temps nous allons 

donc décrire, en détail, l'ultrastructure des amibes témoins observées 

au microscope électronique. 

Cytoplasme. 

La membrane cytoplasmique a l'aspect trilamellaire caractéris-

tique de la plupart des membranes biologiques (figure l2a). Immédiate-

ment en-dessous de la membrane cellulaire, se trouve l'ectoplasme, une 

région contenant un matériel amorphe, coloré uniformément, gris pâle. 

Plus profondément, se situe l'endoplasme caractérisé par la présence de 

nombTeux grains de glycogène fortement coloré par le plomb. Il est sou-

vent difficile de distinguer l'ectoplasme de l'endoplasme au microscope 

électronique. La figure l2a montre aussi un "trigger". Il s'agit d'un 

petit prolongement de 0.2 ~m à 0.5 ~m à la surface de l'amibe. EATON 

(2l) soutient qu'il s'agit d'un lysosome de surface servant à l'attaque 

de proies lors de l'infection de l'hôte par ce parasite. 

La figure l2b montre l'uropode d'une amibe témoin à fort gros-

sissement. L'uropode est la "queue" de l'amibe, c'est une région qui con-

tient presque exclusivement le matériel amorphe caractéristique de l'ec-

toplasme. La membrane cell lair~dan  la région de l ropod~ est sou-

vent très plissée. On distingue aussi sur la figure l2b une rangée de 

vacuoles de 0.1 ~m suivies de vacuoles plus allongées se terminant à la 

membrane cellulaire. Il s'agit d'une coupe d'un canal de pinocytose, 

phénomène normal à ce niveau. 

Le cytoplasme de E. ~toly~ a contient de nombreux ribosomes. 
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Ces ribosomes sont souvent groupés et forment une structure hé1icorda1e 

longue de 0.3 ~m à  1 ~m et large de 40 à 50 nm: les po1ysomes (figure 13b). 

Cette amibe possède un réticulum endop1asmique très peu développé. La 

synthèse des protéines se ferait principalement par les po1ysomes. Les 

po1ysomes peuvent s'unir et former des cristaux de plusieurs microns de 

diamètre. Ces cristaux sont appelés RNP (he1ica1 ribonuc1eoprotein bodies) 

(89). La formation des RNP est un phénomène rare dans les amibes en cu1-

ture normale. Ces cristaux deviennent cependant très abondants dans les 

cellules en cours d'enkystement. Il est à noter que dans nos cultures, 

il ne se formait jamais de kystes. 

Le cytoplasme contient aussi plusieurs petits corps tubulaires 

(black bodies) mesurant entre 240 nm et 250 nm de long et 70 nm de diamè-

tre (figure 13a). BIRD (7) a suggéré que ces organites sont des rhabdo-

virus,mais aucune preuve expérimentale n'est venue appuyer cette affirma-

tion. 

Dans le cytoplasme de l'amibe,nous observons plusieurs vacuoles 

digestives dont la taille varie de 0.5 à 12 ~m  Elles contiennent souvent 

des bactéries ou des débris de membranes qui sont des restes de bactéries 

(figures 13a, 13b et 14a). La membrane qui limite toutes les vacuoles 

digestives a la Structure trilamellaire des membranes biologiques. En plus 

des vacuoles digestives, le cytoplasme contient plusieurs petites vacuo-

les de 50 nm à 200 nm. Selon LUDVIK (56), ces petites vacuoles seraient 

des lysosomes. 

E. ~toly~ca ne contient aucune mitochondrie ni aucun autre 

organite possédant les caractéristiques des mitochondries. Il est aussi 

très difficile d'identifier un appareil de Golgi. 
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Noyau. 

Le noyau de E. ~tolytica est habituellement un organite de 

3 à 4 ~m de diamètre (figures l4a, l4b). Il est limité par une double 

membrane percée de nombreux pores de 50 nm. On distingue, à la périphérie 

du noyau, quelques macronucléoles et parfois un grand nombre de micronucléo-

les qui forment une couche diffuse et granuleuse sous la membrane nucléai-

re. Le noyau contient aussi des vacuoles intranucléaires très particuliè-

res (figures 28 et 29). Ces vacuoles ont de 0.1 à 0.3 ~m et sont toujours 

situées en périphérie du noyau, mais ne sont jama1S en contact avec la mem-

brane nucléaire. Elles sont limitées par une simple membrane sans pore et 

contiennent une substance qui, sous l'effet des fixateurs, précipite en un 

matériel très opaque aux électrons. La fonction de ces vacuoles n'est pas 

connue. 

Au début de la prophase, apparaît dans le noyau, un granule dense 

de 1 ~m de diamètre. C'est à partir de cette structure que s'élabore les 

microtubules de l'appareil mitotique (28). Il s'agit du MTOC (microtubu-

les organizing center) (figures Il et 15). La figure l4a montre un noyau 

en début de métaphase. Au centre du noyau, les chromosomes forment la 

plaque métaphasique. A la périphérie on distingue encore deux macronuclé-

oIes. 

Nous avons donc retrouvé toutes les structures déjà identifiées 

dans E. ~tolytica par LUDVIK (56), EATON (21) et GICQUAUD (28) et nous 

n'avons pas observé de nouvelles structures dans nos témoins. Pour la 

compréhension de la suite de ce travail il est important de noter que, chez 

les témoins, les différentes structures cytoplasmiques sont distribuées 

uniformément dans le cytoplasme (figure Il). 
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1.2 Effet de la phallo!dine sur l'ultrastructure de E. ~tol tiea  

Lorsque les amibes sont incubées avec des liposomes renfermant 

de la phallo!dine (figurŒ15 à 29) nous observons au microscope électro-

nique deux modifications importantes de l'ultrastructure des cellules. 

Premièrement les organites cytoplasmiques ne sont plus distri-

bués uniformément. Dans les amibes montrant un effet important de la 

phallo!dine, le matériel cytoplasmique amorphe,coloré en gris se conden-

se (figure 15). A l'extérieur de ces zones denses s'accumulent les grains 

de glycogène, les RNP et les autres organites cellulaires. La figure l6a 

présente l'aspect typique d'une zone dense. Elle montre une zone très bien 

définie formée de matériel amorphe et contenant peu de grains de glycogène 

ou d'autres organites cellulaires. 

Dans d'autres amibes (figure 17), la distribution du matériel 

amorphe reste uniforme. Cependant, ce matériel est mieux fixé et il se 

colore plus intensément (comparer la figure 17 avec la figure Il). Dans 

ce cas, la phallo!dine améliore la fixation des cellules sans induire de 

nouvelles organisations. 

Dans les amibes traitées,nous observons toutes les situations 

intermédiaires entre les deux extrêmes des figures l6a et 17. Ce résul-

tat s'explique par le fait que les liposomes introduisent le produit en-

capsulé à des concentrations très vari able d'une amibe à une autre. 

Il Y  a aussi des cellules identiques aux témoins qui correspondent aux 

amibes n 'ayant pas réag i avec les liposomes. 

Lorsque l'on examine le cytoplasme à fort grossissement, on note 

encore des différences trè s importantes dans la structure fine des zones 
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amorphes des amibes traitées et des témoins. Chez les témoins, ce matériel 

amorphe se retrouve sous la membrane cytoplasmique (figure l2a), dans le 

cytoplasme (figure 19b) et dans l'uropode (figure l2b). A fort grossisse-

men~ le matériel a toujours un aspect amorphe non structuré et possède une 

coloration homogène. 

Par contre, les zones condensées des amibes traitées montrent 

une structure entièrement différente (figures16b, 19a et 18). Le matériel 

n'est plus totalement amorphe mais est formé de nombreux filaments de 6 nm 

de diamètre orientés dans toutes les directions formant ainsi un réseau 

tridimentionnel. Comme nous observons des coupes, ce réseau tridimention-

nel apparaît surtout sous forme de petits points qui sont les filaments 

en coupe transversale et quelques filaments en coupe tangentielle. La 

structure fine d'une zone dense est d'ailleurs identique à celle d'un gel 

d'actine observé en coupe fine (comparer nos résultats avec MOOSEKER (65». 

A la périphérie des zones denses nous observons souvent des organisations 

de filaments plus structurées (figures20 et 21). Ces régions contiennent 

des faisceaux de filaments parallèles et dans un cas (figure 21) ces fais-

ceaux étaient interconnectés d'une manière régulière. 

Dans les amibes traitées avec des liposomes contenant de la 

phallordin~no  avons observé des filaments d'actine associés à des ré-

gions actives du cytoplasme. Ainsi, lors de la formation d'un pseudopode, 

(figure 22) nous observons une région très filamenteuse dont les filaments 

sont organisés en un réseau tridimensionnel. Les filaments sont aussi 

très nombreux autour des vacuoles de phagocytose (figurffi23a et 23b). Fi-

nalemen~ nous avons noté la présence de quelques faisceaux de filaments 

dans le cytoplasme des amibe s en dehors des zones condensées (figure 24). 
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La deuxième modification importante de l'ultrastructure de E. 

~toly~ a, induite par la phallo!dine,est la formation de cristaux de 

RNP (figures25 et 26). Contrairement aux témoins,nous observons réguliè-

rement des RNP dans les amibes traitées avec des liposomes contenant de 

la phallo~dine  Ces cristaux forment des structures très rigides qui 

sont très bien préservées lors de la fixation. Ces structures n'ont 

pas la flexibilité nécessaire pour s'adapter aux changements de tensions 

qui se produisent lors de la déhydratation, ou lors de la polymérisation 

de la résine. Ils induisent donc des déchirures dans le cytoplasme des 

amibes (figures27a et 27b). Nous notons cet artéfact seulement chez les 

amibes traitées avec les liposomes contenant de la phallo!dine,car seules 

les cellules traitées ont des cristaux de RNP. Dans un cas les RNP en-

tourent une zone de filaments condensés (figure 27a). Comme il s'agit 

de deux structures rigides,nous avons alors observé une déchirure impor-

tante. 

Dans un cas, il s'est produit, après traitement des amibes à la 

phallo!dine encapsulée dans les liposomes, un phénomène nouveau encore 

jamais décrit dans la littérature. Dans ce cas, nous observons la forma-

tion de RNP autour des noyaux (figures28 et 29). Les noyaux sont complè-

tement entourés par quelques couches de polysomes (de 2 à 5 couches). 

Lorsque les amibes possèdent deux noyaux, les deux sont entourés également 

de polysomes. Les polysomes sont à proximité de la membrane nucléaire 

cependant, il n'a pas été possible de mettre en évidence un lien structu-

ral entre les polysomes et la membrane nucléaire. Autour de certains 

noyaux, les polysomes sont si nombreux qu'ils forment de gros RNP (figure 

291. Il devient alors pratiquement.impossible de distinguer les pores 

de la membrane nucléaire. Il nous faut cependant noter que la présence 
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de po1ysomes autour du noyau ne se retrouve pas dans toutes les prépara-

tions d'amibes traitées à la pha11ordine. Ceci provient sans doute de 

l'état de développement des cultures d'amibes. 

En résumé, les liposomes contenant de la pha110rdine causent 

des modifications importantes de l'u1trastructure de E. ~tolytlca  

Ils permettent l'observation de filaments cytoplasmiques probablement 

composés d'actine et induisent une réorganisation de ces filaments. La 

pha11o~dine provoque aussi des modifications dans l'organisation des 

polysomes. 
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FIGURE Il: Ultrastructure de E. ~tolytiea à faible grossisse-

ment. Amibe témoin. 

On remarque ici la forme monopodiale d'une amibe qui 

a 30 ~m de long par 10 ~ de large. A ce grossissement on peut 

reconnaître le noyau au centre de la cellule. Ce noyau possède 

un MTOC (microtubules organizing center). A la partie supérieure 

de la photo, on distingue aussi la queue de l'amibe ou l'uropode. 

Il faut aussi remarquer que chez les témoins, les organites cyto-

plasmiques sont distribués uniformément dans le cytoplasme; X 6,700. 
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FIGURE 12a: Détails de la membrane cellulaire d'une amibe témoin. 

La membrane cellulaire a la structure tri lamellaire caracté-

ristique de la plupart des membranes biologiques. En-dessous de la mem-

brane cellulaire on remarque une région contenant un matériel amorphe 

coloré uniformément gris pâle: c'est l'ectoplasme. Plus profondément 

se situe l'endoplasme caractérisé par la présence de nombreux grains de 

glycogène et de vacuoles. On remarque aussi la présence d'un petit pro-

longement à la surface de l'amibe, il s'agit d'un "trigger"; X 28 500. 

FIGURE 12b: L'uropode d'une amibe témoin. 

On remarque que cette région du cytoplasme contient presque 

exclusivement le matériel amorphe qui se colore gris pâle. Sur cette 

coupe on distingue un alignement de vacuoles. Cet ensemble de vacuoles 

est un canal de pinocytose; X 43 000. 
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FIGURE l3a et b: Cellules témoins, détails du cytoplasme. 

Le cytoplasme de ces cellules contient plusieurs vacuoles 

digestives. A l'intérieur de ces vacuoles,on distingue souvent des 

bactéries. A la partie supérieure de la figure l3a,on remarque 2 

particules de 250 nm de long et de 70 nm de diamètre fortement colo-

rées par l'acide osmique; il s'agit des ~lac  bodies"; X 32,000. 

Sur la figure l3b,on remarque à droite de la vacuole digestive, des 

polysomes avec leur structure h lico~dale caractéristique; X 47,000. 
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FIGURE 14a: Noyau d'une amibe témoin en métaphase. 

Le noyau est un organite de 3 à 4 ~m de diamètre. Dans ce 

noyau en métaphase on remarque,au centre,les chromosomes et en péri-

phériedu noyau deux macronuc1éo1es; X 22,000. 

FIGURE 14b: Noyau d'une amibe témoin en interphase. 

A l'interphase on ne distingue dans le noyau aucun chromo-

some ni aucun MTOC. On remarque seulement la présence de plusieurs 

macronuc1éo1es. Le cytoplasme de cette amibe contient plusieurs 

vacuoles digestives et dans lesquelles se retrouvent des débris de 

membranes qui sont les restes de bactéries phagocytées; X 12,000. 
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FIGURE 15: Effet de la phalloïdine sur l'ultrastructure de E. ~~oly

tiQa à faible grossissement. 

A faible grossissement on remarque les cristaux de RNP forte-

ment colorés en no~r  D'autre part, on remarque que le matériel cyto-

plasmique amorphe n'est plus distribué uniformément, comme il l'était 

,dans l'amibe de la figure Il, mais est concentré en deux zones dans la 

partie supérieure de cette amibe. A l'extérieur de ces zones, au centre 

de l'amibe, on note une région constituée principalement de structure mem-

branaires. Il s'agit probablement de réticulum endoplasmique. 

Même si ce n'est pas un effet de la phalloïdine, j'aimerais sou-

ligner qu'on distingue sur cette coupe un noyau en prophase où l'on voit 

le MTOC entouré par les chromosomes. Sur cette photo on distingue aussi 

nettement les pores de la membrane nucléaire; X 10 000. 
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FIGURE 16a: Aspect typique d'une zone dense d'une cellule traitée. 

Les zones denses forment généralement une région très bien 

délimitée qui contient peu de grains de glycogène et peu de vacuoles; 

X 15 000. 

FIGURE 16b: Agrandissement montrant les détails d'une zone dense. 

Lorsqu'on observe attentivement le fond du cytoplasme, on peut 

voir qu'il est structuré. Il s'agit ici d'une coupe dans une région 

qui contient de nombreux filaments de 6 nm orientés dans toutes les di-

rections. La majorité des filaments ont été coupés transversalement et 

apparaissent par conséquent sous forme de points; X 60 000. 
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FIGURE 17: Ultrastructure d'une amibe traitée montrant peu d'effet de la 

phalloIdine. 

Dans quelques amibes traitées avec les liposomes contenant de 

la phalloIdine, on n'observe pas la formation de zones denses. Les or-

ganites cellulaires sont alors distribués uniformément dans le cytoplas-

me de l'amibe. Toutefois, parce que le matériel est mieux préservé,le 

cytoplasme semble contenir beaucoup plus de matériel (à comparer avec la 

figure Il); X la 000. 
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FIGURE 18: Filaments dans le cytoplasme de E. ~toly~ a traitée 

à la pha11o~dine  

Zones denses de filaments de 6 nm observées à fort grossis-

sement. Les filaments de 6 nm forment un réseau tridimensionnel; 

X 71,000. 
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FIGURE 19: Comparaison de l'aspect du cytoplasme des amibes traitées 

avec les liposomes contenant la phallo~dine (a); X 43 000, 

et les amibes témoins (b); X 43 000. 
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FIGURE 20: Formation de faisceaux de filaments dans le cytoplasme de 

E. ~to y~ a traitée à la phallordine. 

Sur cette coupe on distingue plusieurs filaments orientés 

parallèlement les uns par rapport aux autres et formant ainsi des 

faisceaux de filaments parallèles; X 63,000. 
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FIGURE 21: Faisceaux de filaments interconnectés dans une amibe traitée 

à la phallo~dine  

Sur cette coupe on remarque plusieurs faisceaux de filaments 

qui sont interconnectés de manière régulière; X 63 000. 
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FIGURE 22: Formation d'un pseudopode chez une cellule traitée à la phal-

lo~dine  

On remarque que l'ensemble du pseudopode est formé d'un réseau 

tridimensionnel de filaments; X 83 000. 
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FIGURE 23: Phagocytose d'une bactérie chez une cellule traitée à la phal-

lo~dine  

a) Formation de la capsule phagocytaire. 

On remarque la formation de deux petits pseudopodes qui entou-

rent complètement la bactérie. On note aussi que toute la région de la 

capsule phagocytaire est constituéed'un matériel cytoplasmique filamen-

teux; X 29 000. 

b) Formation de la vacuole digestive; X 43 000. 
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FIGURE 24: Faisceaux de filaments dans le cytoplasme de E. ~to yti a 

traitée à la phallo~dine  X 24 000. 
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FIGURE 25: Formation des cristaux de RNP chez une amibe traitée à la 

phallo~dine  

c'est un agrandissement des cristaux observés à la figure 15. 

A ce ro i emen~ on distingue très bien l'organisation des polysomes 

organisés en structure paracristalline; X 63,000. 
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FIGURE 26: Formation de nombreux cristaux de RNP dans le cytoplasme 

d'amibes traitées à la phalloJ4.dine. 

Cette coupe montre l'aspect des cristaux s:ous plusieurs orien-

tations différentes par rapport au plan de la coupe; X 30 000. 
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FIGURE 27: Artéfact de fixation observé chez les amibes traitées avec 

des liposomes contenant de la phallo~dine  

a) Les zones denses et les cristaux de RNP ne peuvent subir les change-

ments de tensions qui se produisent lors de la préparation du maté-

riel. Ils induisent donc des déchirures dans le cytoplasme des ami-

bes; X 15 000. 

b) Les cristaux de RNP seuls peuvent induire ces artéfacts; X 20 550. 
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FIGURE 28: Noyaux de E. W:to.tIjUc.a. traitées à la phallo-Idine, entourés 

de polysames. 

Sur cette coupe, on distingue deux noyaux,entourés également 

de polysomes. On remarque que ces polysomes sont perpendiculaires à 

la membrane nucléaire ou parallèles à cette membrane; X 23 400. 
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FIGURE 29: Noyau de E. ~toly~ea traitée à la phallordine,entouré 

par des cristaux de RNP; X 32,000. 





2. Discussion 

Dans la seconde partie de notre travail, nous avons introduit 

de la phalloïdine dans le cytoplasme de E. ~tolyti a à l'aide de lipo-

somes. Nos contrôles nous montrent que la phalloïdine encapsulée dans les 

liposomes agit dans le cytoplasme de l'amibe. Les liposomes permettent 

donc de contourner la barrière de perméabilité de la membrane cellulaire 

de l 'amibe. La phalloïdine pénètre probablement par le même mécanisme que 

la CF c'est à dire une phagocytose des liposomes suivie d'une diffusion de 

leur contenu vers le cytoplasme. Toutefois, il faut une incubation de 20 

heures pour faire pénétrer la phalloïdine comparée à deux heures pour in-

troduire la CF. Ceci est probabLement dû au fait que les membranes sont 

plus imperméables à la phalloïdine (92) qu'elles ne le sont à la CF (94, 

117). Cependant, contrairement à la CF, nous ne savons pas si la phalloï-

dinese retrouve seulement à l'intérieur des liposomes. Elle pourrait être 

soit dans la bicouche soit en interaction polaire avec la surface des lipo-

somes. Le mécanisme de transfert serait alors différent. 

La phalloïdine nous permet d'observer, dans le cytoplasme de 

E. ~tolyti a, de nombreux filaments de 6 nm de diamètre. Il existe 

plusieurs structures filamenteuses dans les cellules qui sont, en m~cro

copie électronique, caractérisées par leur diamètre (les microtubules 

25 nm, les filaments intermédiaires 10 nm, les microfilaments 6 nm). 

Les microfilaments sont en général composés d'actine (74). Dans notre 

cas nous observons des microfilaments après traitements à la phalloïdine. 

La phalloïdine agit spécifiquement sur l'actine (119) et protège les 

filaments d'actine contre.les fixateurs utilisés en microscopie électro-

nique (29). Par conséquent, nous pensons que les microfilaments que nous 
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observons sont des filaments d'actine. Toutefois nous n'avons pas de 

preuve directe que ces microfilaments soient bien de l'actine. 

Il existe une seule étude biochimique sur-l'actine de E. ~to

lytiQa. Elle a été réalisée par GADASI (26). Elle est très récente et 

incomplète. GADASI a isolé une protéine qui peut polymériser et activer 

l'ATPase de la myosine, il s'agit donc d'une actine. Toutefois, la pro-

téine isolée par GADASI a un poids moléculaire de 48,000 daltons mesurée 

par électrophorèse sur PAGE, comparé à l'actine musculaire qui _a un poids 

moléculaire de 42 000. De plus, l'actine isolée par GADASI n'inhibe pas 

l'activité de la DNAse-I. L'actine de E. ~tolyti a semble donc être 

très différente de l'actine du muscle ce qui est très surprenant car l'ac-

tine est une protéine très conservatrice: toutes les actines isolées aupara-

vant étaient pratiquement identiques. Les différences observées par GADASI 

pourraient cependant s'expliquer par la présence d'un acide aminé inhabituel 

sans que les fonctions biologiques importantes de l'actine ne soient modi-

fiées. Il faudra d'autres études pour déterminer si les différences obser-

vées par GADASI sont réelles et importantes. 

GADASI a aussi montré plusieurs ressemblances entre l'actine de 
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E. ~tolyti a et l'actine du muscle. L'actine de E. ~tolyti a peut poly-

mériser et la F-actine formée réagit avec H.M.M. (Heavy meromyosine), comme 

l'actine du muscle. Les 4 ou 5 sites nécessaires à ces deux réactions sont 

donc semblables. Dans une autre étude, KETTIS (43) a montré que des anticorps 

anti-actine de muscles lisses réagissent avec l'actine de E. ~tolyti a  

Les deux protéines ont donc des antigènes communs. Devant ces informa-

tions, nous devons nous poser une question importante: est-ce que l'ac-

tine de E. ~tolyti a réagit avec la phalloïdine de la même manière que 

l'actine des muscles? Il n'existe présentement aucune preuve biochimique 



~ permettrait de répondre à cette question. Cependant nos r lt~t  

seraient difficilement explicables si la phalloïdine ne réagissait pas 

avec l'actine de E. ~toiytica  Il faudra vérifier cette hypothèse pour 

éliminer les doutes que soulèvent les expériences de GADASI. 

La phalloïdine a déjà été introduite dans plusieurs cellules: 

une amibe, A. pnoteU6 (92), une moisissure P. poiycephalum (32, 92) et 

plusieurs cellules de mammifères en culture (112, 113, 114). Dans toutes 

ces expériences, la phalloïdine a été introduite par microinjection. Cette 

technique produit une concentration cytoplasmique de phalloïdine libre très 

importante et instantanée. Avec les liposomes la phalloïdine pénètre len-

tement, il faut 20 heures avant d'observer un effet. Comme la phalloïdine 

a une très forte affinité pour la F-actine (Kd = 2  x 10-sM) (4), elle se lie 

très rapidement à l'actine et nous n'avons jamais de concentration de phal-

loïdine libre importante. Avec les liposomes, l'amibe a le temps de réagir 

et de s'adapter au fait qu'une partie importante de son actine soit mainte-

nue sous forme filamenteuse. Même ~ nous admettons que, à la fin de notre 

expérience, la concentration cytoplasmique de phalloïdine est du même ordre 

de grandeur que celle obtenue par microinjection, l'effet ne pourrait être 

le même. Nos résultats seraient plus comparables avec l'expérience de BARAK 

(4) qui a utilisé un dérivé fluorescent de la phalloïdine, perméable à tra-

vers les membranes. Ce dérivé de la phalloïdine pénètre par diffusion donc 

de manière lente. Mais BARAK n'a montré que des résultats en fluorescence 

et n'a pas fait d'observation en microscopie électronique. 

Dans les amibes traitées à la phalloïdine, nous observons des fi-

laments d'actine qui sont surtout organisés sous forme de zones denses. 
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Ce résultat est semblable a celui obtenu par WEHLAND (112) avec les cellu-

les de mammifères en cultures. Il est par contre différent des résultats 

obtenus par STOCKEM avec A. p~ot~ (92). La microinjection de la phal-

loidine dans A. p~ot~, induit la formation d'une couche filamenteuse a la 

périphérie de l'amibe. Puis cette couche se contracte en emprisonnant 

tous les organites cellulaires au centre de la cellule. Nous n'avons ja-

ma~  observé de couche filamenteuse a la périphérie de E. ~to ytiea 
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et les zones denses de filaments que nous observons contiennent peu d'or-

ganites cellulaires. Il faudra d'autres études pour déterminer ~ les dif-

férences observées chez ces deux amibes proviennent des techniques utilisées, 

de la concentration-de phalloidine introduite, ou de l'existence de deux 

systèmes contractiles différents. 

Les résultats obtenus par STOCKEM sont en accord avec les théo-

r~e  du mouvement amiboide de ALLEN (2) et de TAYLOR (101). Selon STOCKEM 

la phalloidine provoquerait une polymérisation de l'actine dans la cellule 

non pas de manière aléatoire, mais seulement dans la région où les fila-

ments d'actine existent dans les conditions normales, c'est-a-dire dans 

la zone périphérique de la cellule. Si on applique ce même raisonnement 

à nos expériences il faudrait admettre l'existence de zones de filaments 

d'actine non en périphérie, ma~  au centre de la cellule. L'existence 

de telles zones ne s'intègre a aucune des théories du mouvement amiboïde 

connues. Mais il se pourrait quand même que de telles structures existent 

à l'état naturel dans les amibes. OPAS (66) et LEMONS (51) en utilisant 

de nouvelles techniques microscopiques (microscopie holographique, micros-

copie acoustique) ont montré que le cytoplasme des amibes n'est pas homo-

gène mais contient des zones plus denses. Si ces structures sont une 



réalité et non un artéfact,il faudrait déterminer leur rôle dans le mouve-

ment ami o~de  

Dans les expériences avec les cellules de mammifères,WEHLAND 

(112) considérait les zones d'actine comme des artéfacts induits par la 

phallo!dine et non comme des structures physiologiques. Une deuxième 

possibilité est donc que les zones denses que nous avons observées soient 

des artéfacts. Les filaments d'actine stabilisés par la phallo!dine ne 

pouvant plus se dépolymériser seraient inutilisés par l'amibe dans ses 

déplacements et ils s'accumuleraient en une masse au centre du cytoplasme. 

Dans les zones denses, et à leur périphérie nous observons plu-

sieurs organisations de filaments. Ces filaments forment souvent un ré-

seau tridimensionnel. Cette organisation est caractéristique des gels 

d'actine,c'est à dire de plusieurs filaments interconnectés par des "ac-

tin binding protein" (38, 65). Nous obs'ervons aussi des faisceaux de 

filaments parallèles, et quelquefois ces faisceaux sont interconnectés. 

C'est à notre connaissance la première fois que l'on observe une telle 

organisation en coupe fine chez E. ~toly~ea  Cette organisation a 

déjà été observée par HEUSER (40), WOLOSEWICK (121) et MATTSON (61) 

chez d'autres cellules lorsqu'ils ont étudié des extraits de cytosquelet-

tes de cellules de mammifères par des techniques microscopiques non con-

ventionnelles (fixation par congélation ultra-rapide à la température de 

l'hélium liquide, microscopie électronique à haut voltage). 

Nous allons maintenant comparer nos résultats avec d'autres 

chercheurs qui ont étudié l'ultrastructure de E. ~toly~ea sans utiliser 

la phallo!dine. KRESS (46) et MICHEL (63, 64) ont observé des filaments 

de 6 nm dans E. ~toly~ a qui formaient une structure ressemblant à un 
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jet d'eau «fountain zone», c e t ~dire un faisceau de filaments parallè-

les fortement liés à une extrémité ma~  lâches à l'autre extrémité. Cet-

te structure se situait au centre de la cellule. Toutefois, MICHEL n'a 

pas expliqué le fonctionnement de cette structure en «fontaine» dans le 

mouvement amiboïde. Chez nos témoins ainsi que chez les amibes traitées 

à la phalloïdine, nous n'avons jamais observé de telles structures en 

«fontaine». Ces différents résultats s'expliquent probablement par le 

fait que nous avons utilisé des techniques de fixation différentes. 

En examinant la structure fine du cytoplasme de E. ~totyti a, 

nous n'avons jamais observé de filaments épais ou des structures corres-

pondant aux filaments de myosine. Il n'existe pas de preuves biochimiques 

de l'existence de myosine dans E. ~totyti a  Il faut donc encore recher-

cher, chez cette cellule, la structure possédant une activité ATpasique 

dans la contraction cellulaire. 

Nous avons aussi observé, dans les amibes traitées avec les li-

posomes contenant de la phalloïdine, une modification de l'organisation 

des polysomes qui se cristallisent en RNP. Il n'existe présentement aucu-

ne expérience démontrant un effet direct de la phalloïdine sur les riboso-

mes ou les polysomes. Nous allons ci-dessous présenter deux hypothèses 

pouvant expliquer l'effet observé. 

La première hypothèse est que dans E. ~totyti a, les polysomes 

soient liés aux filaments d'actine. La phalloïdine en agissant sur l'état 

de polymérisation de l'actine influencerait cette liaison d'une manière 

encore ~nconn e  Il s'ensuivrait une libération des polysomes dans la 

87 



cellule et une réorganisation de ces po1ysomes en cristaux. VAN VENROOIJ 

(107) a montré que dans des cellules de mammifères, les po1ysomes actifs 

dans la synthèse des protéines sont liés au cytosque1ette par les ARNm. 

HEUSER (40) et WOLOSEWICK (121) ont apporté des preuves u1trastructura-

les de la liaison ribosomes-actine dans les cellules de mammifères. Il 

pourrait donc exister dans E. ~toly~ a une liaison semblable entre les 

po1ysomes et les filaments d'actine. 

La deuxième hypothèse est que le traitement des amibes avec des 

liposomes contenant de la pha11o~dine soit un stress important pour les 

amibes. Se retrouvant dans un environnement défavorable elles commencent 

alors à s'enkyster. Or il a été montré que la formation des RNP est l'une 

des premières étapes dans l'enkystement (78). 

Nous ne disposons pas d'informations permettant de trancher 

entre ces deux hypothèses. Nous avons remarqué un effet de la pha11o~dine 

sur l'organisation des po1ysomes et c'est la première fois qu'un tel effet 

est observé. Il nous semble important de poursuivre cette recherche car 

nos résultats soulèvent plusieurs questions fondamenta1es,soit au niveau 

de la synthèse protéique si c'est la première hypothèse qui est valable, 

soit au niveau des mécanismes d'enkystement si c'est la deuxième hypothè-

se. 

Finalement, en étudiant l'effet de la pha11o~dine,no  avons 

eu la chance d'observer la phagocytose à un stade légèrement plus avancé 

(figure 23a) que MARTINEZ-PALOMO (60). Nous pouvons confirmer leurs 

premières observations. Quand E. ~toly~ a phagocyte une bactérie, elle 

forme deux petits ps'eudopodes qui entourent complètement la bactérie. 
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Dans cette recherche,nous avons donc montré qu'il est possible 

d'observer les filaments d'actine dans E. ~toly~ca en utilisant la 

phallofdine. Au microscope électronique,nous avons eu le temps de n'étudier 

en détail qu'une centaine de cellules. Nos premières observations four-

nissent déjà plusieurs informations sur les organisations possibles des 

filaments d'actine dans E. ~toly~ea  En accumulant les observations 

et en notant la position des filaments d'actine en fonction de la forme 

et de la physiologie de l'amibe, nous croyons qu'il deviendra possible 

de décrire le cytosquelette de E. ~toly~ea et d'expliquer les mécanis-

mes du mouvement de cette cellule. 



CHAPITRE V 

CONCLUSION GENERALE 

Notre objectif principal était d'introduire de la phallo~dine 

dans E. ~tot ~ea  Pour réaliser cet objectif,nous avons utilisé des 

liposomes. C'était une approche nouvelle et originale car les liposo-

mes ont été jusqu'à maintenant très peu utilisés comme transporteur. Ce 

travail est d'ailleurs l'un des rares où les liposomes sont utilisés 

pour étudier un processus physiologique. Les études réalisées par d'au-

tres auteurs jusqu'à maintenant,visaient surtout à décrire et comprendre 

les interactions liposomes-cellules. Dans les quelques cas où l'on a 

étudié des processus physiologiques,on a introduit des produits possé-

dant des effets multiplicateurs ou des catalyseurs comme des enzymes (34, 

83, 118), des acides nucléiques (19, 24, 59, 68, 86, 122) ou des hormo-

nes (71, 77) soit des produits qui agissent à l'état de traces. Dans 

cette recherche,nous avons introduit de la phallo~dine  La phallo~dine 

n'est pas un catalyseur. Dans le cytoplasme chaque mole de phallo~dine 

réagit avec une mole d'actine. Pour observer un effet il est donc néces-

saire d'obtenir un transfert très important du produit encapsulé. 

Pour réaliser notre travail, nous avons donc été confronté tout 

au long de la recherche à des problèmes de rendement des méthodes. Il 

nous a fallu mettre au point la méthode de préparation des liposomes 

qui possède le taux d'encapsulation le plus élevé et modifier cette 

méthode de manière à n'utiliser qu'une très petite quantité de phallo~dine 



Nous avons dû aussi trouver des conditions d'incubation qui permetIent 

un transfert plus efficace du produit encapsulé aux cellules que celui 

obtenu dans toutes les expériences déjà réalisées. 

Nous avons déjà longuement discuté les problèmes de mesure 

des interactions liposomes-cellules ou, si on préfère, de l'absence de 
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méthode de mesure vraiment efficace permettant de quantifier ces interac-

tions. Au cours de notre recherche nous avons mis en évidence un mécanisme de 

transfert du contenu des liposomes qui n'avait pas encore été décrit. 

Les méthodes de mesures existantes avant le début de notre recherche ne 

tenaient donc pas compte de la possibilité d'une diffusion du produit 

encapsulé des vacuoles digestives après une phagocytose des liposomes. 

Nous avons montré que ce mécanisme existe et qu'il peut être exploité 

pour accroître l'efficacité du transfert d'un produit encapsulé dans un 

liposome vers le cytoplasme d'une cellule. Ce résultat présente par 

conséquent beaucoup d'intérêt pour d'éventuelles applications futures. 

Notre résultat met aussi en doute les conclusions de travaux antérieurs 

réalisés avec la CF comme marqueur. 

Les conditions que nous avons développées nous ont permis 

d'introduire de la phallo~dine dans le cytoplasme de E. ~toly~ a  

WEHLAND (112) et STOCKEM (92) ont déjà proposé la phallo~dine comme un 

outil pour étudier le cytosquelette des cellules et les mouvements cellu-

laires,mais ils n'avaient qu'une technique pour introduire la phallo~di

ne dans les cellules: la microinjection. Dans ce travail nous avons dé-

veloppé une deuxième technique. Il devient maintenant possible d'agir 

sur l'actine des cellules par une technique qui est moins drastique . 

Un autre avantage de notre méthode est que nous pouvons traiter un plus 

grand nombre de cellules simultanément alors que la microinjection ne 



permet de traiter qu'une cellule à la fois. 

Sous l'effet de la phalloïdine, nous avons observé au m1crosco-

pe électronqiue de nombreux filaments. Nos premières observations nous 

montrent que les filaments d'actine peuvent former des gels, des fais-

ceaux de filaments parallèles et des faisceaux de filaments parallèles 

interconnectés. Nous avons aussi observé un résultat inattendu, l'intro-

duction de la phalloïdine induit une modification dans l'organisation des 

polysomes. Ces polysomes forment d'énormes cristaux qui entourent par-

fois le noyau. 

Nous avons donc m1S au point une méthode qU1 permet d'introduire 

de la phalloïdine dans le cytoplasme de E. ~totyti a par l'intermédiaire 

des liposomes. Avec cette méthode, il devient maintenant possible d'entre-

prendre l'étude plus détaillée de l'organisation du cytosquelette de E. 

~totyti a  
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