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La folie suprême n' est·-elle pas de vivre dans le monde tel qu'il est, 

et non tel qu'il devrait être? 

CERVANTES 

Ce gouffre en toi, vois-tu comment 

Il s'ouvre en toute créature 

Si ton semblable est pourriture 

Tu vas pourrir semblablement. 

Le Fou d'Elsa, ARAGON. 

A Edith et à Franck, 

pour les climats qu'ils inventent. 



RES~Œ 

Acanthamoeba castellanii est une amibe du sol dont les protéines 

impliquées directement dans la motilité sont caractérisées biochimique-

ment et font l'étude de nombreuses recherches in vitro. 

Cependant, l'ultrastructure de cette cellule est peu connue, en 

particulier à cause de l'extrême fragilité de l'actine, protéine fonda-

mentalement impliquée dans la motilité et le mouvement amibolde. Enef-

fet, cette composante cytosque1ettique est détruite lors des opérations 

chimiques préparatoires à l'observation de cellules au microscope élec-

tronique. 

Pour résoudre cette difficulté, nous avons utilisé deux toxines, 

la phallo~dine et la viro~sine, extraites d'un champignon, Amanita viro-

~. Celles-ci ont, in vitro, la propriété de polymériser l'actine et de 

la protéger lors de la fixation, et surtout lors de la post-fixation. 

L'amibe étant imperméable à ces toxines, nous avons mis au point 

une technique de perméabilisation vitale de la cellule, afin d'y étu-

dier, in situ, la répartition de l'actine. 

Au contact de chacune des toxines, il se produit un ralentisse-

ment des mouvements intracytoplasmiques qui finissent par s'arrêter défi-

nitivement. Dans le même temps, on note un arrondissement de la cellule, 

un regroupement des organites en une zone centrale et l'apparition d'une 

zone hyaline périphérique. 

En utilisant un f1uorochrome qui colore spécifiquement la 

F-actine, on détecte la présence de câbles d'actine répartis dans toute 

la cellule. 

Par coloration négative, on décèle une très forte augmentation 
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de la quantité d'actine filamenteuse chez les amibes traitées avec l'une 

ou l'autre toxine, les filaments pouvant être individuels et organisés 

en faisceaux, ou pontés en réseaux plus ou moins lâches. 

Sur coupes minces, on retrouve au niveau de l'ultrastructure la 

différenciation des 2 zones (centrale et hyaline) observée en microscopie 

optique. D'autre part, on observe l'apparition de très nombreux microfi-

laments d'actine organisés en "câbles" (bundles), en réseaux ou en para-

cristaux. 

Nos résultats démontrent qu'in situ, la phalloldine et la viroI-

sine ont des effets équivalents sur l'actine. Ces effets peuvent être 

directs (polymérisation, protection), ou indirects (actin-binding protéi-

nes, métabolites ••• ). 

Grâce à cette étude, nous avons pu montrer que chez Acanthamoeba 

castellanii, une relation directe existait entre l'état de polymérisation 

de l'actine et le mouvement cellulaire. Plus l'équilibre a ine~

actine est déplacé vers la forme polymérisée, moins la cellule est 

motile. 

Enfin, ces résultats ont permis d'apporter une preuve addition-

nelle à la théorie moléculaire du mouvement amibo!de, et de proposer 2 

modèles explicatifs de l'organisation protoplasmique d'Acanthamoeba cas-

tellanii • 
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INTRODUCTION 

En 1835 apparaît, dans la littérature scientifique, le concept 

de contractilité du cytoplasme des cellules moti1es (35) (36). Au fur et 

à mesure que vont être développées les techniques de microscopie (photo-

nique puis électronique) et de par les pro r ~ de la biochimie et des 

sciences connexes, la notion de cytosque1ette va évoluer. D'une forme 

statique impliquée dans le maintien exclusif de la morphologie cellulai-

re, cette entité progressera vers la forme dynamique qu'on lui attribue 

désormais. 

L'apparition puis le développement explosif de l'immunologie a 

permis de cerner l'organisation interne des cellules motiles et d'abor-

der, rigoureusement, la complexité des inter-relations qui existent entre 

les principaux composants fibreux du cytosquelette: 

Les microtubules.(170) 

Les microfi1aments.(4) 

Les filaments intermédiaires.(93) 

Le réseau microtrabécu1aire.(184) 

D'autre part, le raffinement des techniques biochimiques a per-

mis d'établir que le cytoplasme n'est pas cette substance gé1atineusement 

amorphe qui "emplit" une cellule, baignant le noyau et les organites. 

Tout au contraire, les changements d'états de certains de ses 

éléments, les variations qualitatives et quantitatives de ses protéines 

polymérisables ainsi que l'équilibre, nécessaire et régulé, de ses ions 

et molécules constituants démontrent que le cytoplasme est régi par une 
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organisation qui anime et guide les mouvements de la cellule. 

Ainsi, des études ont pu être réalisées sur du cytoplasme démem-

brané d'amibes (125) ou sur des extraits de cytoplasme (128). 

, . 
Il existe un tres grand nombre de cellules qui sont utilisées 

pour l'étude du phénomène de contractilité. Parmi elles, les lymphocy-

tes , Iles macrophages, les fibroblastes, les oeufs de certains inverté-

brés marins. les amibes ••• 

Beaucoup de fonctions vitales de la cellule sont liées à sa con-

tractilité comme la locomotion, la phagocytose, la pinocytose, l'exocyto-

se ou la mitose. 

1- LE MOUVE}ŒN! ~~ E 

Parmi le matériel vivant utilisé, les amibes connaissent un en-

gouement notable puisqu'elles présentent, par nature, les caractéristi-

ques essentielles du mouvement amibo!de. 

Celui-ci peut être défini comme un déplacement de la cellule, 

partielle ou entière, résultant d'un courant cytoplasmique provoqué par 

une contraction interne. 

Les premières théories du mouvement amibo!de font appel à une 

très grande diversité de structures hypothétiques. Pour mémoire, citons 

la théorie réticulaire (66), la théorie granulaire (7) et la théorie des 

gouttelettes (10). Puis vint le tour de la théorie des tensions de sur-

faces (79)  (46) qui résista plus longuement que les précédentes, plus 

éphémères, mais qui fut à son tour abandonnée (11). 



3 

Par la suite. en se basant sur le concept de structure ollo~dale 

du oplas e~ des chercheurs purent ~la orer des h~ories ~ a lies sur 

un changement de l ~ ili re entre deux ~ a s cytoplasmiques: le gel et 

le sol (77) (124). 

1. h~orie de MAST.(106) 

MAST soutenait la h~orie de la contraction du tube ectoplasmi-

que (Fig. 1). 

C'est la contraction de la couche de gel ectoplasmique à l'ar-

rière de l'amibe qui pousserait le sol endoplasmique. plus liquide. an ~

rieurement. Celui-ci ~li ierai  de nouveau au bout du pseudopode ~ is. 

Un changement dans la consistance du cytoplasme. c'est-à-dire un 

cycle gel-sol-gel. permettrait de produire la force motrice. ~ner ie 

requise pour le mouvement. d~riv~e de l'ATP. serait ~n~r~e dans la queue 

ou ro~de de l'amibe. provoquant ainsi la contraction du gel (53). 

Lorsque l'on a ~ a li  que le cytoplasme pouvait se contracter. 

même après avoir ~ ~ extrait de la cellule. cette h~orie a ~ ~ beaucoup 

moins en vogue sans être, toutefois, complètement ~ ar ~e (62) (5). 

2. h~orie d'ALLEN.(2) (3) 

La h~orie de la contraction frontale ou "contraction en fontai-

ne" explique le mouvement a i o~de comme un flux de l'endoplasme qui se 

contracterait à l'avant du pseudopode (Fig. 2). 

Cette contraction dans la "zone en on ain~  provoquerait une 
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Plasmalemme 

Voile de plasmagel 

-\ 
Cap hyalin 

Figure 1. Diagramme illustrant la théorie de MAST. 

La pression exercée par la contraction du tube 

de p1asmage1 entraîne une progression du p1as-

maso1 antérieurement. (HAST, S.O.: J. Horph. il: 
347-425. 1926.) 
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Cap hyalin 

.Zone en fontaine 

Plasmalemme 

Endoplasme axial 

Ectoplasme 
hyalin 

Ectoplasme 
granuleux 

Queue ou uroIde 

-C-

Figure 2. Diagrammes illustrant la h~orie de la 

contraction en fontaine. 

1. Diagramme d'une amibe. 

II. Illustration de la théorie: 

-A-Le cylindre d'endoplasme est poussé 

en avant. 

-B-Ce cylindre subit une éversion dans 

la zone en fontaine. 

-C-Tout l'endoplasme est éverti. 

(ALLEN, R.D.: Exp. Cell Res. 8:17-3l. 1961.) 
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"aspiration" de l'endoplasme postérieur qui subirait une éversion, suivie 

d'une transformation en tube ectoplasmique. A l'arrière, une transforma-

tion gel-+ sol permettrait de reconstituer l'endoplasme. 

Pour élaborer cette théorie, l'auteur a pris en considération un 

grand nombre d'expériences portant sur des mesures de rigidité du tube 

ectoplasmique (106), sur le rôle de ce dernier dans le maintien de la 

forme du pseudopode (103), sur les mesures de vitesse du courant endo-

plasmique (107) et sur la contractilité du cytoplasme (5). 

Les théories du mouvement amiboIde que nous avons jusqu'ici évo-

quées n'étaient basées que sur des observations de cellules et des mesu-

res physicochimiques. Aucun support moléculaire n'était disponible pour 

étayer ces modèles. 

Après la découverte, sur des coupes minces d'amibes, de fila-

ments (82) (114) (115), caractérisés biochimiquement et identifiés comme 

de l'actine et de la myosine (25) (26) (113) (135) (138) (164), des théo-

ries furent nouvellement élaborées, ou modifiées. 

3. Théorie de RINALDI et BAKER (143) 

Cette théorie tente d'établir une corrélation entre la contrac-

tion musculaire (75) (76) et le mouvement amibo!de, par l'intermédiaire 

des "filaments glissant." (Fig. 3). 
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Plasmasol> 

Figure 3. Diagramme illustrant la théorie de RINALDI-BAKER. 

-Dans la région antérieure de l'amibe, la gélation 

est produite par l'actine et la myosine-ATP qui 

se combinent pour former de l'actomyosine et de 

l'ATP. 

-La contraction se produit dans la partie 

postérieure du tube de plasmagel, localisée dans 

l'uro!de. L'actomyosine non contractée et l'ATP 

se transforment, sous l'influence du calcium, en 

actomyosine contractée, en ADP et Pi. Il se 

produit un raccourcissement du tube de plasmagel 

qui exerce une pression sur le plasmasol. 

-A l'interface du plasmagel et du plasmasol se 

produit la solation, qui transforme l'actomyosine 

contractée en actine et myosine-ATP, le calcium 

étant lié. 

(RINALDI, R.A.; BAKER, h'.R.: J. Theoret.Rio1.23: 

463-474.1969.) 
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On retrouve, dans ce modèle, un tube de plasmagel ou tube ecto-

plasmique précédé d'une zone où s'effectuerait la contraction. Dans l'u-

ro~de de l'amibe, le complexe actomyosine en présence d'ATP et d'ions 

calcium se contracterait, entraînant une hydrolyse de l'ATP et une pous-

sée du plasmasol, ou endoplasme, vers l'avant. A l'interface des deux 

états cytoplasmiques, le plasmagel contracté se "solifierait" en actine 

et myosine-ATP, le calcium étant inactivé. Cette "solation" favoriserait 

un glissement des filaments des deux protéines majoritairement impli-

quées. A l'avant du pseudopode, la formation de plasmagel ou "gélation" 

serait effectuée par la combinaison de l'actine et de la myosine-ATP en 

complexe actomyosine, sous le contrôle d'ions calcium; l'ATP étant lié, 

donc inactivé. 

Cette étape se déroulerait juste au dessous de la membrane plasmi-

que, produisant ainsi un "tamis hyalin" précédant la formation du cap 

hyalin, presque toujours ·observée lors de l'émission d'un pseudopode. 

4. Théorie de la contraction corticale 

En utilisant la microinjection de substances interférant, ~

tu, avec l'actine d'Amoeba proteus, comme la DNAse 1 (177), la phallo~

dine (161) ou l'actine fluorescente (74), le groupe de STOCKEM a obtenu, 

en microscopie électronique, des résultats lui permettant d'élaborer une 

nouveile théorie (Fig. 4). 
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Figure 4. Diagramme illustrant la théorie de la contraction 

corticale chez Amoeba proteus. 

A: Zone de formation de la couche filamenteuse. 

B: Zone de contraction de la couche filamenteuse. 

C: Zone de désagrégation de la couche filamenteuse. 

C.h. Cap hyalin. 

En. Endop1asme. 

Ec. Ectoplasme. 

C.f. Couche filamenteuse corticale. 

Ac. Filaments fins d'actine. 

My. Filaments épais de myosine. 

M.c. Membrane cytoplasmique. 

S E ~ \v. et coll: Cell Tissue Res.221:S0S-S19.1982.) 
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Selon ces auteurs, il se produirait des contractions locales de 

la couche filamenteuse, sous-jacente à la totalité de la membrane cyto-

plasmique. Ces contractions seraient surtout produites dans la région de 

l'uroïde ou des pseudopodes en rétraction, provoquant ainsi un courant 

cytoplasmique. Cette couche filamenteuse serait composée d'actine et de 

myosine dont le degré de polymérisation et l'organisation spatiale varie-

raient selon leurs localisations au sein de l'amibe. 

D'autre part, cette couche servirait à stabiliser la membrane 

plasmique entre la région postérieure, où naît la contraction, et la ré-

gion antérieure où, sous l'influence de la pression créée, le pseudopode 

est émis. 

Enfin, un "relâchement" localisé de cette couche corticale per-

mettrait une déstabilisation de la surface submembranaire permettant, 

dans cette zone, l'expansion du cytoplasme sous la forme d'un pseudopode. 

Le groupe de GREBECKI a montré, à l'aide de stimulations lumi-

neuses, que la couche corticale filamenteuse était, chez Amoeba proteus, 

impliquée activement dans l'initiation et la direction du mouvement ami-

o~de  des observations de l'ultrastructure de l'amibe complètent et con-

firment les résultats du groupe allemand (59) (60) (61). 

Toutes les études qui ont été réalisées pour élaborer les quel-

ques théories que nous avons évoquées jusqu'ici avaient, comme support 

expérimental, principalement deux amibes: Amoeba proteus et Chaos chaos 

(Chaos carolinensis). 

Nous allons aborder maintenant une hypothèse qui s'inspire, en 
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outre, de résultats d'expériences réalisées sur des extraits bruts de cy-

toplasme d'amibes et sur des extraits qui en sont partiellement purifiés. 

5. Théorie de la "solation-contraction" couplées.(27) (68) (163) (166) 

(167). 

TAYLOR et ses collaborateurs ont étudié, particulièrement, l'in-

fluence de la concentration d'ions Ca++ et du pH sur des extraits cy-

toplasmiques d'amibes telles que Dictyostelium discoideum, Chaos caroli-

nensis ou Amoeba proteus (164) (165). 

D'autre part, ces chercheurs ont analysé le rôle de ces deux 

facteurs dans des modèles partiellement purifiés de cytoplasme d'amibes, 

en présence ou en absence de myosine (28). Parallèlement, des études 

biochimiques ont permis d'isoler, de purifier puis de caractériser les 

protéines majeures du cytosquelette impliquées dans le phénomène de moti-

lité: l'actine et la myosine (20) (88) (174); enfin, un certain nombre 

d'''actin-binding'' protéines ont été isolées et leurs rôles étudiés (29) 

(42) (68). 

Il ressort de toutes ces études un certain nombre de conclu-

sions. 

Le gel, composé de filaments d'actine liés par une ou plusieurs "ac-

tin-binding" protéines, est une composante structurale du cytoplasme qui, 

dans sa partie la plus rigide, s'oppose à une contraction. 

Le gel peut être partiellement "solifié" par dissociation des fila-
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ments d'actine reliés et/ou par raccourcissement de ces filaments. Ce 

gel, alors en partie relâché, ne peut plus s'opposer à la contraction et 

permet de transmettre la tension contractile. 

La contraction est initiée sélectivement dans une région où le gel est 

partiellement relâché (solation). 

Le processus gel--+ sol-+ contraction est "autodestructeur" car une 

fraction des filaments contractiles est dépolymérisée et va rejoindre le 

pool des protéines monomériques solubles. 

Cette théorie moléculaire de la contractilité peut être décrite 

comme suit (Fig. 5): Les liens qui permettent au gel d'être cohérent 

peuvent être dissociés localement (solation). Ce nouvel état permet le 

glissement des filaments libres d'actine pendant la contraction, en pré-

sence ou non de myosine. Les filaments d'actine étant encore liés à des 

zones gélifiées adjacentes, il se produit un rapprochement de ces der-

nières. Ainsi, la solation et la contraction sont couplées. Les deux 

états du cytoplasme (le sol et le gel), et par conséquent la contraction, 

sont régulés par le pH et/ou la concentration d'ions Ca++ (167). 

En ce qui concerne l'application de cette hypothèse au mouvement 

amiboïde, les auteurs envisagent une théorie où une contraction de l'u-

roïde serait initiatrice du courant cytoplasmique. En effet, à cet en-

droit, une "solation" partielle du gel d'actine permettrait un rappro-

chement des filaments et une contraction du complexe actomyosine, le tout 

étant déclenché par une élévation de la concentration du calcium et/ou du 

pH. 

D'autre part, une contraction "frontale" se produirait dans le pseudopode 
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a~ ________________________________ ~ 

Figure 5. Diagrammes illustrant la théorie de la solation-contraction 
couplées. 

a. A pH 6,8 et avec une concentration en calcium libre 0,05 micro-
molaire, en présence ou non de myosine, la gélation se produit 
et la contraction est inhibée. La résistance à la contraction 
est extensive car le gel est constitué de filaments d'actine 
pontés. Ces filaments ne peuvent donc pas glisser. 

b. Si le pH devient supérieur à 6,8 ou si la concentration en cal-
cium libre dépasse 0,6 micromolaire, en présence de myosine, les 
pontages sont dissociés, libérant les filaments d'actine. Ceux-
ci peuvent alors glisser librement, après interaction avec la 
myosine. Il en résulte un raccourcissement dû à la contraction. 
Dans les microdomaines dépourvus de myosine, la solation est pro-
voquée par les mêmes variations ioniques. (HELLE1,o,TELL, S.B. et 
TAYLOR, D.L.: J. Cell Biol. 83: 633-648.1979.) 
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émis, ce dernier étant le site du contrôle de la direction du mouvement. 

De nombreux scientifiques ont effectué des expériences pour étu-

dier les effets de certains facteurs sur le courant cytoplasmique, sur 

l'émission, ou sur la rétraction de pseudopodes d'amibes de différentes 
, 

especes. 

En particulier l'ATP, le calcium et le magnésium ont été étu-

diés, par microinjection, sur des cellules intactes (6) (80)(87) (116) 

(162) ou des extraits cellulaires (68) (135) (138) (168) (179). 

Il ressort de la somme de travaux effectués, en vue de compren-

dre et d'expliquer le mouvement amiboïde, quelques conclusions. 

8. La contractilité cytoplasmique est à la source du travail mécanique 

engendrant les courants cytoplasmiques et la locomotion cellulaire, avec 

l'ATP comme source endogène d'énergie. 

b. L'actine et la myosine sont impliquées dans la contractilité cyto-

plasmique, ce qui est la base du mouvement amibo!de. 

c. L'actine interagit avec d'autres protéines du cytosque1ette et ces 

interactions sont soumises à une régulation très stricte (72) (85). 

d. Les corrélations entre la structure du cytoplasme et sa contractilité 

ne sont pas encore complètement élucidées, en particulier par le manque 

d'informations concernant la localisation de la myosine dans les cel1u-

les. 

e. Les observations u1trastructura1es des cellules choisies pour l'étude 

de la motilité cellulaire sont, et doivent rester complémentaires des ex-

périences pratiquées sur des extraits cellulaires; chacune des deux ap-

proches ayant ses propres limites, tant du point de vue technique que de 
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l'interprétation. 

Les progrès dans l'exploration ultrastructurale des cellules mo-

tiles ont été ralentis par les difficultés rencontrées pour observer, sur 

des coupes minces, l'organisation du cytosquelette. Les techniques de 

fixation en microscopie électronique ne permettent pas toujours de relier 

les conclusions biochimiques aux observations cytoplasmiques, et de re-

constituer ainsi les différentes étapes du mouvement amibo!de. 

Nous l'avons vu antérieurement, ce sont de grosses cellules (A-

moeba proteus et Chaos carolinensis) qui sont utilisées fréquemment pour 

les études morphologiques, les expériences de microinjection ou comme 

support des théories du mouvement amibo!de. 

Peu d'investigations, en microscopie électronique, ont été en-

treprises, comparativement, sur des amibes plus petites, telle qu' Acan-

thamoeba castellanii. Cependant, chez cette dernière, beaucoup d'expé-

riences biochimiques ont permis de connaître les caractéristiques des 

principales protéines contractiles. 

II. BIOCHIMIE DE LA HOTILITE CHEZ ACANTHAMOEBA CASTELLANII (84) 

1. L'actine 

C'est en 1971 que cette protéine a été isolée pour la première 

fois chez Acanthamoeba castellanii (179). Celle-ci présente environ 6% 

de différence dans sa composition en acides aminés avec l'actine de mus-

cle squelettique (37), ce qui lui confère une alcalinité plus grande 

(54). Le poids moléculaire de l'actine de l'amibe est, comme celui de 

l'actine musculaire, de 42.000 d. et elle peut, elle aussi, former des 
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filaments de 7nm. 

A faible force ionique, et en présence d'ions Mg++, ces fi-

laments peuvent activer l'ATPase de la H.M.M. de lapin, ce qui a permis 

d'en localiser et d'en visualiser quelques uns in vivo (138). L'activation 

ATPasique de la myosine par la F-actine de l'amine est beaucoup plus len-

te que celle réalisée par l'actine musculaire (56), mais cette activation 

peut être augmentée par l'adjonction de tropomyosine musculaire, en pré-

sence d'ions Mg++ (54). Il faut ici noter que l'effet de la tropomyo-

sine musculaire obtenu sur la F-actine de l'amibe est l'opposé de l'effet 

produit sur la F-actine musculaire. Enfin, en présence de myosine muscu-

laire et d'une forte force ionique, l'actine d'Acanthamoeba castellanii 

peut former un complexe d'actomyosine. 

2. Les myosines 

Il existe, chez Acanthamoena castellanii, deux types de myosines 

qui en manifestent certaines caractéristiques. 

-Une activité ATPasique déclenchée par le K+-EDTA, le Ca++ 

les ions ~  (par ordre décroissant), en absence d'actine; 

-Une grande affinité de liaison pour la F-actine; 

-Une activation de leur propriété Mg++ -ATPasique par la F-

actine. 

ou 

La première myosine à avoir été identifiée (134), isolée (136) 

puis caractérisée (137) possède deux isoenzymes, la myosine lA et la myo-

sine lB. Chacune, de poids moléculaire d'environ lSO.OOO d., se présente 

sous forme globulaire, sans région caudale apparente. Elles comprennent 
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une chaine lourde et une chaine l ~re et n'ont pas la capacité de former 

des filaments par homo ou hétéro-association (104). Ces deux isoenzymes 

di ~ren  entre elles par leur cinétique enzymatique dépendante de l'ac-

tine Cl). 

La seconde myosine, appelée myosine II, a environ 500.000 d. de 

poids moléculaire et poss~de une conformation plus classique. En effet, 

elle se compose de 2 chaines lourdes et de 2 paires de chaines l ~res 

(22) (105) et peut former des filaments de 200nm de long mais de largeurs 

variables, in vitro (132). 

3. Autres protéines de la motilité et régulation de la motilité. 

Mises à part les 2 protéines majeures, l'actine et la myosine, 

qui sont impliquées dans la motilité cellulaire, il en a été isolé . un 

grand nombre d'autres chez Acanthamoeba castellanii. Celles-ci jouent un 

grand rôle dans les s s ~ es de régulation de la motilité que nous al-

lons ri~ve en  rappeler. 

Le contrôle de la motilité est effectué au niveau de l'actine et 

au niveau de la myosine. 

En ce qui concerne l'actine, il existe trois voies de régulation 

du degré de sa polymérisation (30). 

-La séquestration des ono ~res d'actine sous forme de complexes 

non polymérisables. C'est la profiline qui, chez l'amibe, occupe 

cette fonction (172). 

-Le blocage ("capping") d'une extrémité des filaments d'actine. 
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Une "capping protein" agit de cette manière chez Acanthamoeba 

castellanii, en bloquant l'addition de monomères à l'extrémité de 

nette polymérisation du filament (78). 

- Le pontage ("cross-linkage") des filaments en faisceaux ou en 

réseaux. Chez la cellule que nous étudions, ila été mis en évidence 

au moins 5 facteurs protéiniques de ce type, dont 4 gélactines (102) 

(105) de poids moléculaires différents, et un facteur de gélation 

(131) • 

Pour les myosines, c'est un système phosphorylation- déphospho-

rylation qui contrôle leurs activités. Ces réactions sont effectuées par 

des kinases, spécifiques ou non (23) (64) et par au moins une phosphatase 

(l0l) • 

Il faut noter que cette régulation est réalisée en des sites 

différents d'un type de myosine à l'autre, et que la même réaction chimi-

que peut avoir des effets inverses selon la myosine impliquée. Par exem-

pIe, la phosphorylation de la chaîne lourde des isoenzymes de la myosi-

ne l entraîne une activation de l'ATPase actinodépendante, tandis que la 

phosphorylation de la chaîne lourde de la myosine II entraîne une inhibi-

tion de l'activité ATPasique actinodépendante (1) (101). Les systèmes de 

régulation des protéines contractiles, et des enzymes qui les régissent, 

sont étroitement dépendants de la concentration cellulaire en cations 

++ ++ Ca ,Mg et en protons (32) (64) (132). 

Une des difficultés majeures rencontrées dans le traitement des 

cellules, en vue de leurs observations au microscope électronique à 

transmission, réside dans les traitements chimiques qu'elles subissent 

afin de conserver, autant qu'il soit possible, l'organisation structurale 
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du cytoplasme. 

Les protéines cytoplasmiques, et en particulier l'actine, sont 

très sensibles aux opérations de fixation par les aldéhydes (95) (121) 

ainsi qu'à la post fixation par l'acide osmique (110) (129). 

Il est possible d'utiliser des conditions particulières pour li-

miter l'effet destructeur du tétroxyde d'osmium (temps de réaction, for-

ce ionique du milieu, pH, température), mais les résultats obtenus, en ce 

qui concerne les structures contractiles des amibes, n'en sont que très 

légèrement améliorés. 

III. R E~~ E 

La phallo!dine est une molécule naturelle extraite d'Amanita vi-

~, champignon vénéneux que l'on peut trouver en Amérique du Nord 

(182). Ce peptide bicyclique formé de 7 acides aminés (voir Fig. 6) a la 

propriété de se lier spécifiquement à la F-actine. Le filament est alors 

plus résistant contre l'action de certains agents physiques, chimiques et 

biochimiques qui déstabilisent l'actine tels que les ultrasons (31), la 

température (32), le KI (98) ou la DNAse l (149). 

La viroïsine est un autre peptide, monocyclique, extrait du même 

champignon. Cette molécule présente, comme la phallo!dine et in vitro, 

les mêmes propriétés stabilisatrices de la F-actine, malgré leur diffé-

rence structurale (40) (Fig. 7). Récemment, il a été montré que la vi-

roïsine présentait une efficacité plus grande que la phallo~dine pour 

stabiliser l'actine F in vitro (52). 

Nous avons donc été amenés, en commençant ce travail, à résoudre 

une première interrogation: 
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Figure 6. Formule cte la phallo~dine. 
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Figure 7. Formule de la viro~sine. 
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1. La phallo~dine ou la viro~sine stabiliseraient-elles l'actine 

d'Acanthamoeba castellanii in vivo? 

La microinjection de substances telles que la phallo~dine a été 

réalisée par STOCKE}1 dans Amoeba proteus (156) (161) (176). Il apparaît 

un effet de la toxine, en particulier un ralentissement du courant cyto-

plasmique. D'autre part, sur des ,coupes minces observées en microscopie 

électronique, on note une très nette amélioration de la conservation des 

filaments d'actine. Ceci a permis à l'équipe allemande de réaliser un 

grand nombre d'observations leur permettant d'élaborer la théorie de la 

contraction corticale exposée précédemment (Fig. 4). Néanmoins, cette 

technique, très fine, exige que l'on travaille sur un matériel cellulaire 

assez gros, et requiert un équipement sophistiqué. 

D'autres approches ont été entreprises en vue d'utiliser la 

phallo~dine comme agent stabilisant soit sur le cytosquelette (154), soit 

sur un cytoplasme démembrané (126). 
Enfin, la phallo~dine a été ajoutée lors de la fixation de cel-

lules pour y étudier la couche filamenteuse corticale (157). 

Acanthûmoeba castellanii est naturellement imperméable à la 

phallo~dine et aux autres virotoxines, comme la plupart des cellules 

d'ailleurs, à l'exception de l'hépatocyte (99). 

Pour permettre l'entrée de la toxine dans la cellule et l'étude 

ultérieure de son éventuelle action sur le cytoplasme de l'amibe in vivo, 

nous avons choisi d'utiliser une technique de perméabilisation de la mem-

brane cytoplasmique. 

La deuxième étape de notre cheminement était alors la suivante: 
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2. Une perméabilisation vitale d'Acanthamoeba castellanii est-elle réa-

lisable? 

La perméabilisation consiste à opérer une déstabilisation douce de 

la membrane plasmique afin d'y provoquer l'apparition de micropores qui 

vont permettre la pénétration intracellulaire de petites molécules ou 

d'ions. Dans notre cas, il fallait nécessairement que la cellule conser-

vât son intégrité structurale et fonctionnelle. 

Les agents physiques, et surtout chimiques, utilisés pour réali-

ser cette perméabilisation sont variables, et cette technique a été em-

ployée avec des types cellulaires très différents comme des levures 

(145), des algues (171), des axones (45), des bactéries (18) ou des h pa~ 

tocytes (44). 

A notre connaissance, aucune amibe n'a été, jusqu'à présent, 

l'objet d'une telle étude, réalisée à l'aide d'une technique de perméabi-

lisation vitale. 

Les composés chimiques susceptibles de perméabiliser les cellules 

sont nombreux. On emploie des solvants organiques comme le toluène ou 

l'éthanol (10), des phospholipides (151), des chéiateurs du cholestérol 

comme la digitonine (81) (178)  (183) ou la saponine (17). Les détergents 

non ioniques peuvent aussi être utilisés pour perméabiliser (13) (150). 

Ces détergents ont surtout été utilisés dans l'étude du cytosquelette 

(16). Enfin, sans être exhaustif, on peut encore citer les aldéhydes 

(120), la force ionique du milieu (12) et le système Ca++ IE.G.T.A. 

(48) comme procédés employés pour perméabiliser des cellules. 

Nous avons utilisé 2 agents perméabilisants: la digitonine et 
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un détergent non ionique, le Nonidet P40. 

Après avoir mis un point une technique de perméabilisation vita-

le, nous avons entrepris l'étude de l'action de deux toxines, la phallo~

dine et la virolsine, sur l'amibe, entraînant ainsi une troisième inter-

rogation: 

3. La phalloldine et la virolsine ont-elles un effet. in vivo, sur Acan-

thamoeba castellanii, après perméabilisation? 

Pour étudier une éventuelle action de ces toxines, nous avons 

choisi 4 techniques. 

a. Les coupes minces. 

Afin d'obtenir une préservation optimale de l'ultrastructure en 

général, et de l a~ ine en particulier, nous avons testé des conditions 

différentes de fixation. Nous nous sommes intéressés à la topographie 

intracytoplasmique, ainsi qu'à l'identification et à la localisation des 

éléments du cytosquelette des amibes, traitées ou non. 

b. Coloration négative. 

Nous avons réalisé, d'autre part, quelques colorations négatives 

de broyats cellulaires. Cette technique permet de colorer le fond d'une 

préparation permettant la visualisation, par contraste, des structures 

observables. On a ainsi pu juger, aussi bien qualitativement que quanti-

tativement, des changements opérés sur l'actine cellulaire. D'autre 

part, il est possible de visualiser d'autres structures cytosquelettiques 

impliquées, directement ou pas, dans la motilité de la cellule comme par 

exemple les microtubules ou les filaments de myosine. 
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Il nous a paru que la microscopie optique pouvait nous apporter 

quelques informations complémentaires. 

c. Microscopie optique ~ contraste. 

L'observation de cellules en contraste interférentiel et en con-

traste de phase permet de mettre en évidence des modifications morpholo-

giques de la cellule vivante. 

d. Microscopie optique ~ fluorescence. 

En utilisant un dérivé fluorescent de la pha ~dine, la N.B.D. 

pha11acidine qui se fixe spécifiquement sur l'actine filamenteuse (8) 

(9), on peut visualiser une répartition "macroscopique" de l'actine F 

dans la cellule traitée. 

Toutes les informations recueillies par l'examen des coupes min-

ces et par les autres techniques choisies nous ont conduits ~ une der-

niere question: 

4. Les observations réalisées traduiraient-elles un effet réel des 

toxines sur l'amibe? 

Après leur présentation, nous discuterons des résultats que nous 

avons obtenus; et dans la dernière partie de ce mémoire, nous tenterons 

de répondre aux interrogations que nous venons de formuler et qui ont été 

~ l'origine de notre démarche dans le domaine de la motilité cellulaire. 
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MATERIEL ET HETHODES 

1. Produits utilisés 

Digitonine (D58.Fisher) 

Extrait de levure (Difco 0127-01) 

Glutaraldéhyde 25% (1202 M.E.C.A. Ltd) 

N.B.D. Phallacidine (N. 354. Molecular Probes Inc.) 

Nonidet P40 (E 43 -Fisher) 

Protéose Peptone (Difco 0120-01) 

Tetroxyde d'osmium 4% aqueux (1652.M.E.C.A. Ltd.) 

Tous les produits utilisés sont de pureté R.P. 

2. Culture des amibes 

Acanthamoeba castellanii, souche ~~  (118) est cultivée axé ni-

quement ~ 28!C. Les amibes sont repiquées tous les 5 jours dans le mi-

lieu suivant, dont le pH est ajusté ~ 7. 

Protéose-peptone •.•••••.•.••.•••••••••..••• 0,75 % 

Extrait de levure •••••••••••••••••••••••••• 0,75 % 

KH
2
PO 4· •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 2 mM 

FeC1
3
· ••..........•.•..•.•.•.•.•.•••.••••.• 0,05 mM 

CaC12· ••.•..•.•.•••.•.....•••...••••.••. ~ .• 
0,001 mM 

~ S  4 •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 1 mM 

Glucose •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 8,33 mM 

Vit BI (Thiamine-HCl) •••••••••••••••••••••• -3 5,93.10 mM 

Vit H (Biotine) •••••••••••••••••••••••••••• 
-3 

1,64.10 mM 

Vit B
12 
..........•.................•..•.•.• 

-6 1,48.10 mM 
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Le milieu est préparé pour environ 200 tubes qui sont gardés au 

congélateur jusqu'à la veille de leur utilisation. 

3. Traitement des amibes par les agents perméabilisants. 

Les cellules sont collectées puis centrifugées pendant 5 minutes 
.. 
a environ 500 g. Le culot est remis en suspension dans le tampon: 

KH2P04 , 100mH; HgC1 2, 5mH; KCl, 50mH; pH=6.8, que nous désignerons 

désormais comme tampon T. (109). 

Le rinçage est effectué deux fois, puis les amibes sont remises 

en suspension et réparties en tubes. Ces cellules constitueront les té-

moins généraux des expériences subséquentes. 

Afin d'obtenir une estimation de la reproductibilité des techni-

ques utilisées, toutes les expériences qui vont être décrites ont été 

réalisées au minimum 3 fois. 

3.1 Perméabilisation des cellules. 

3.1.1 A la digitonine. 

A partir d'une solution stock de digitonine à 1% dans l'éthanol 

absolu, on prépare dans le tampon T une solution à 0,05% de digitonine. 

Les cellules sont agitées doucement avec une pipette au contact 

de l'agent perméabilisant pendant 2 minutes, à température ambiante. 

Puis, elles sont rincées 2 fois et remises en suspension dans le tampon 

T. 

Une expérience de contrôle, où l'on a uniquement employé l'étha-

nol à une concentration finale équivalente à celle solubilisant la digi-

tonine nous a indiqué que cette faible quantité d'éthanol était sans ef-

fet sur les amibes; ceci à toutes les concentrations de digitonine tes-

tées. 
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Des essais ont été effectués avec des concentrations de digito-

nine comprises entre 0,01%, et 0,2%. 

3.1.2 Au Nonidet P40. 

Comme précédemment, le culot cellulaire est remis en suspension 

au contact de la solution perméabilisante. Le Nonidet P40 est préparé à 

0,1% dans le tampon T. Les amibes sont laissées en contact pendant 3 mi-

nutes puis rincées soigneusement trois fois avant d'être resuspendues 

dans le tampon T. 

Des essais de concentrations comprises entre 0,05% et 0,5% ont 

permis de choisir la concentration optimale. 

Il faut noter que le rinçage des cellules est important, et par-

ticulièrement dans le cas du Nonidet P40 qui est, on le sait, un agent 
, 

tres mouillant. 

Toutes les cellules traitées par ces techniques serviront de té-

moins de perméabilisation. 

4. Action des toxines sur les cellules perméabilisées. 

4.1 Préparation des toxines. 

La phalloïdine et la viroïsine sont extraites d'Amanita virosa 

et partiellement purifiées dans notre laboratoire suivant la technique de 

YOCUM et SIMONS modifiée par TURCOTTE et coll. (47) (173) (187) (188). 

Après extraction par des solvants organiques, les fractions contenant les 

virotoxines sont chromatographiées sur Sephadex LH20, puis la phallo~dine 

et la viro~sine sont séparées par H.P.L.C. 

4.2 Action de la phallo~dine ou de la viroïsine. 
, 

Les cellules perméabilisées a la digitonine ou au Nonidet P40 

sont mises au contact d'une solution de phallo~dine ou de viroïsine 
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10-4M ou 10-3M préparées dans le tampon T. Le contact dure 20 minu-

tes. Puis les cellules sont centrifugées et rincées 2 fois par le tampon 

T. 

5. Préparation des cellules pour la microscopie optigue. 

5.1 Contraste de phase et interférentiel 

Les différentes cellules témoins et les cellules traitées aux 

toxines sont montées entre lame et lamelle et observées sur un microscope 

Leitz-Orthoplan (objectifs Phaco.ICT)." Les observations sont menées pen-

dant 5 minutes au maximum car l'échauffement des préparations provoque 

des modifications morphologiques; et cela, que les amibes soient traitées 

ou non. 

5.2 Microscopie ~ fluorescence. 

5.2.1 Fixation des cellules. 

Les cellules sont rincées par le tampon T ~ 4!C. Puis elles 

f ' l" '20°C sont ixees par acetone a - - pendant 10 minutes. 

5.2.2 Coloration des cellules. 

Les cellules fixées sont ensuite mises au contact d'une solution 

~ 0,14% de N.B.D. phallacidine (7-nitrobenz-2-oxa-l,3-diazole phallaci-

dine) (8) dans le tampon T pendant 20 minutes. Ensuite, les cellules sont 

rincées 3 fois pendant 5 minutes dans le tampon T pour éliminer l'excès 

de fluorochrome. L'observation se fait au microscope ~ fluorescence (ob-

jectif E.F.) entre lame et lamelle ou sur une préparation séchée ~ l'air. 

Cette dernière technique permet une suppression partielle de la fluores-

cence de fond. 

Des cellules perméabilisées, aussi bien par la digitonine que 

par le Nonidet P40, ont été mises au contact d'un mélange viro!sine-NBD 
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phallacidine (100:1) pour évaluer la spécificité de l'effet de la toxine 

et du fluorochrome sur l'actine. 

6. Préparation des cellules pour la microscopie électronique. 

6.1 Broyats cellulaires. 

Les cellules sont broyées dans le tampon T à l'aide d'un homo-

généisateur Potter-Elverhjem durant 2 minutes. Une goutte de préparation 

est déposée sur une grille (300 mesh) recouverte de Formvar-Carbone, ren-

due hydrophile par 30 secondes d'exposition au plasmaglow. La goutte est 

ensuite aspirée par du papier filtre, laissant sur la grille un film 

d'homogénat. 

6.2 
, 

Marquage a la méromyosine lourde ou H.M.M. 

La myosine est obtenue à partir de muscle squelettique de lapin 

selon la méthode de PERRY modifiée (58) (127). La méromyosine lourde ou 

H.M.M. a été isolée et purifiée apr~s digestion trypsinique de la myosine 

(100). 

Sur la grille, on dépose en même temps que la goutte d'homogénat 

une goutte de H.M.M. à 0,5 mg/ml, et on laisse en contact une minute 

avant d'éponger l'excès avec du papier filtre. 

6.3 Coloration négative 

, 
Sur les grilles supportant les préparations marquées ou non a la 

méromyosine lourde, on dépose une goutte d'acide phosphotungstique à 0,5% 

(pH=7) dont on élimine l e ~s avec du papier filtre. 

6.4 Coupes minces. 

6.4.1 Fixation à la formaldéhyde. 

Les cellules sont centrifugées puis fixées pendant 30 minutes à 

température ambiante dans une solution de formaldéhyde 2% préparée dans 
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un tampon phosphate O,lH à pH=6,8. Les cellules sont ensuite rincées 2 

fois avec ce tampon avant d'être postfixées. 

Pour certaines expériences, nous avons ajouté soit de la viro~

sine, soit de la phallo~dine dans le fixateur, à une concentration finale 

-4 
de 10 M, afin d'étudier une éventuelle amélioration de la fixation. 

6.4.2 Fixation à la glutaraldéhyde. 
, 

Les cellules sont fixées dans une solution de glutaraldéhyde a 

2%, extemporanément préparée dans le tampon: MgC1
2
, ~  KC1, ~~  

Imidazole, 10mM; pH=6,8. Cette fixation dure 20 minutes puis les cellules 

sont rincées 2 fois avec le même tampon. 

Ici aussi nous avons testé l'action stabilisatrice de chacune 

des 2 toxines à 10-4M dans ce fixateur. 

6.4.3 Coupes minces. 

Les cellules fixées sont postfixées par une solution d'acide os-

mique 0,4% dans le tampon: KH
2
P0
4
, 100mM; K

2
HP0
4
, 200mM; KC1, 50mN; 

HgC1
2
, 5mH; pH=6. 

Le traitement par l'acide osmique dure 10 minutes à ~ . Les 

cellules sont ensuite lavées 2 fois par le tampon de postfixation pendant 

5 minutes. 

La déshydratation est réalisée dans l'acétone. Les bains des 

différentes concentrations (25%, 50%, 75%, 100%) durent chacun 5 minutes 

et on effectue deux passages dans l'acétone absolu. 

L'imprégnation par la résine de SPURR (155) dure 1 heure et la 

polymérisation des blocs une nuit à ~ . 

Les coupes minces, obtenues au microtome dans le gris-doré, sont 

colorées à l'acétate d'uranyle à 4% dans le méthanol 50%, puis par le ci-

trate de plomb à 1% (pH=12), selon la technique de REYNOLDS (142). 
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RESULTATS 

1. Etude des cellules intactes non perméabilisées et non traitées par 

les toxines. 

1.1 Observations en microscopie optique. 

En contraste interférentiel (Fig. 8.a.) et en contraste de phase 

(Fig. 8.b.), les cellules montrent un cytoplasme dense où des mouvements 

très actifs sont visibles, entraînant les organites et le noyau. Des 

acanthopodes peuvent être observés fréquemment et il est parfois possible 

de voir un pseudopode. 

1.2 Observations sur coupes fines en microscopie électronique. 

Après fixation à la formaldéhyde, les cellules non perméabili-

sées et non traitées aux toxines présentent des formes variables et leur 

membrane cytoplasmique est crénelée irrégulièrement. Le cytoplasme est 

hétérogène et de nombreux organites et microvésicules y sont préservés 

(Fig. 9). Les mitochondries sont réparties uniformément dans le cyto-

plasme. Certains pseudopodes, parfois marqués par une affinité tincto-

riale fortuite, sont constitués d'un hyaloplasme très granuleux et homo-

gène où l'on note l'absence d'organites. 

Après fixation à la glutaraldéhyde (Fig. 10), on constate que la 

cellule présente une ultrastructure nettement mieux préservée. Sur les 

coupes d'amibes, on retrouve une vacuole contractile autour de laquelle 

sont regroupées des mitochondries de taille et de forme variables. 

Un noyau au nucléole volumineux et visible (Fig. Il.a.) et dans 

certains mitochondries,on décèle la présence d'un granule noir (Fig.l1.b). 
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Figure 8. Acanthamoeba caste11anii non perméabilisée et non 

traitée par une toxine. 

, 
a. Amibe témoin observée en microscopie a contraste 

interférentiel. 

On note le noyau (N) au nucléole volumineux et une va-

cuo1e contractile (V). Le cytoplasme granuleux est 

réparti uniformément dans toute la cellule. (x 3000. 

Barre = Spm.) 

, 
b. Amibe témoin observée en microscopie a contraste 

de phase. On retrouve les mêmes caractéristiques nu-

c1éaires et cytoplasmiques. On note la présence de 

nombreux acanthopodes (A) sur toute la périphérie de 

la cellule. (x 1660.Barre = ~ .  





Figure 9. 
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U1trastructure générale d'une amibe non perméabilisée 

et non traitée par une toxine. Fixation à la formal-

déhyde. 

L'affinité tinctoriale fortuite* d'une partie du cyto-

plasme permet, ici, de bien visualiser le pseudopode 

de cette amibe (p). Dans cette zone, on ne retrouve 

pas de mitochondries au sein du hyaloplasme dense et 

granulé. 

Au centre de la cellule, une vacuole digestive (v.d.) 

contient quelques débris organiques. (x 9500.Barre = 
1,5pm.) 

* Cette affinité n'est pas due au fixateur. 
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Figure 10. Ultrastructure générale d'une amibe témoin non perméa-

bilisée et non traitée par une toxine. Fixation à la 

glutaraldéhyde. 

La vacuole contractile (V) est nettement visible et 

les mitochondries (M) sont réparties dans le cytoplas-

me à l'exception du pseudopode(P) dans la partie 

supérieure.(x ISOO.Barre = l,Sfm.) 





36 

Figure Il. Ultrastructure d'une l'amibe témoin non perméabilisée 

et non traitée par une toxine. Fixation à la glu taral-

déhyde. 

a. Ultrastructure générale d'une amibe témoin. On 

retrouve en microscopie électronique l'organisation 

observée en microscopie optique: Le noyau (N) au nu-

cléole dense, les mitochondries (M) réparties unifor-

mément dans un cytoplasme granuleux et la vacuole con-

tractile (V). (x 9700.Barre = lpm.) 

b. Détail du cytoplasme. Le fond est granulé fine-

ment par du glycogène. Une mitochondrie (M) présente 

une inclusion sombre «(»). Un microtubule organizing 

center (M.T.O.C.), dans lequel sont insérés des micro-

tubules (mt) rayonnants, est visible. Cette figure 

peut être interprétée comme une phase de mitose. 

(x 32.000.Barre = O,lpm.) 
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Dans le cytoplasme de certains amibes, on peut mettre en évidence du ma-

tériel dense dans lequel sont insérés des microtubules rayonnants. C'est 

le M.T.O.C. (Microtubule organizing center) apparaissant lors de la mi-

tose. 

Chez Acanthamoeba castellanii intacte, non traitée, on n'a ja-

mais observé de structures filamenteuses après fixation par l'un ou l'au-

tre aldéhyde. 

1.3 Comparaison de l'effet des 2 fixateurs. 

Nos résultats montrent qu'il existe une différence de qualité de 

fixation entre les deux aldéhydes (Fig. 12). 

La formaldéhyde est un fixateur qui pénètre très rapidement dans 

la cellule. L'état général de conservation est assez médiocre et nous 

avons constaté, au cours de toutes nos expériences utilisant ce fixateur, 

qu'il se produisait une extraction partielle de la matrice du cytoplas-

me, et du glycogène en particulier. Nous avons noté aussi la déformation 

de certaines mitochondries et l'altération occasionnelle des membranes 

plasmiques et nucléaires. 

La glutaraldéhyde, qui nous semble être nettement préférable, 

possède des qualités de préservation de l'ultrastructure supérieures à 

celles de la formaldéhyde. Aucune déformation n'a été constatée. Cepen-

dant, la préservation intégrale de la masse hétérogène et dense du cyto-

plasme peut empêcher la visualisation de certaines structures. 

En conclusion, il nous semble donc adéquat d'adopter 2 types de 

fixateurs, afin d'obtenir des résultats complémentaires. 



Figure 12. Comparaison de l'effet des deux fixateurs utilisés 

sur l'ultrastructure d'Acanthamoeba castellanii non 

perméabilisée et non traitée par une toxine. 

a. Cellule fixée à la glutaraldéhyde. 

L'ultrastructure est bien conservée. On reconnaît 

des microvésicules (mv), des mitochondries (M) de 

formes variables aux crêtes contrastées et un fond 

cytoplasmique hétérogène. (x 12.500.Barre = 1,2pm). 

b. Cellule fixée à la formaldéhyde. 

Détail de la figure 10. L'état du cytoplasme est 

satisfaisant bien que légèrement plus extrait que 

dans les amibes fixées à la glutara1déhyde. A la 

limite de la zone pseudopodia1e (z.p.) et dans le 

pseudopode (p), aucune structure filamenteuse n'est 

observée. (x 25.000.Barre = 0,3pm.). 



a 

b 
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2. Mise au point de la perméabi1isation des cellules. 

2.1 Observations au microscope optique. 

2.1.1 Action de la digitonine. 

La digitonine est un glycosyl s ro~de qui a la propriété d'in-

teragir spécifiquement avec le cholestérol et les autres ~.h dro s

ro1s de la membrane cytoplasmique. Il s'en suit une déstabilisation 

ponctuelle permettant à de petites molécules de pénétrer dans la cellule 

(34), ou à des métabolites de s'en échapper (44). Il faut, pour chaque 

type de cellule utilisée, déterminer une concentration adéquate d'utili-

sation. 

Après avoir effectué des essais avec des concentrations de digi-

tonine allant de 0,01% à 0,2%, nous avons obtenu une perméabi1isation vi-

tale de la majorité des cellules en utilisant une solution à 0,05%, dans 

les conditions de notre protocole expérimental. 

En deçà de cette concentration, toutes les cellules n'étaient 

pas perméabilisées, et à des concentrations plus fortes( 0,1%), beaucoup 

d'entre elles éclataient, laissant peu de matériel utilisable après les 

rinçages effectués. L'agitation, pendant la perméabi1isation, permet 

d'obtenir une plus grande uniformisation de celle-ci. 

A la concentration de 0,05%, aucune modification morphologique 

n'a été observée en microscopie optique par rapport aux cellules témoins 

non traitées par la digitonine (Fig. 13). Acanthamoeba castellanii pré-

sente son aspect classique, avec la présence d'acanthopodes et des mouve-

ments cytoplasmiques vifs. 
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Figure 13. Amibe témoin perméabilisée à la digitonine observée en 

microscopie optique à contraste interférentiel. 

Aucune modification morphologique n'a été observée. 

On note la présence de nombreux acanthopodes fins (A), 

une vacuole contractile (V) et un noyau (N) au 

nucléole très visible. Le cytoplasme est uniformément 

granuleux. (x BOO.Barre = ~ . . 
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2.1.2 Action du Nonidet P40. 

Le Nonidet P40 procède à une solubilisation douce des lipides 

membranaires (67). Il nous a fallu, ici aussi, expérimenter diverses 

concentrations de ce détergent non ionique avant de choisir 0,1% comme 

concentration de travail. A des valeurs inférieures, peu de cellules 

sont perméabilisées et à des concentrations supérieures ( 0,2%), les cel-

Iules tendent à se fragiliser et à éclater rapidement. Dans les condi-

tions expérimentales que nous avons utilisées et de part la nature très 

mouillante du Nonidet P40, il n'était pas nécessaire d'agiter les amibes 

au contact de la solution perméabilisante. 

Les ·observations au microscope optique à contraste de phase 

(Fig. 14.a.) et à contraste interférentiel (Fig. 14.b.) ne montrent aucu-

ne différence morphologique entre les amibes perméabilisées et les amibes _ 

témoins n'ayant pas subi cette opération. En effet, dans les deux caté-
, 

gories de cellules, nous avons retrouvé des courants cytoplasmiques tres 

actifs et une activité normale de la vacuole contractile. 

La présence d'acanthopodes, chez certaines cellules, témoigne de 

l'intégrité fonctionnelle des structures contractiles d'Acanthamoeba 

castellanii perméabilisée au Nonidet P40. 

Dans les conditions expérimentales que nous avons décrites, les 

2 détergents que nous avons utilisés réalisent une perméabilisation d'A-

canthamoeba castellanii qui lui permet de conserver sa viabilité. 

2.2 Observations, au microscope électronique, de coupes minces d'amibes 

perméabilisées à la digitonine ou au Nonidet P40. 

Nous n'avons pas observé de différence dans l'ultrastructure des 

amibes perméabilisées à la digitonine par rapport à celle des amibes 
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Figure 14. Observations en microscopie optique d'amibes perméabi-

1isées au Nonidet P40. 

, 
a. Microscopie a contraste de phase. (x 7S0.Barre = 

40pm.) 

b. Microscopie à contraste interférentiel. (x 800. 

Barre = 20rm.) 

Le traitement des amibes par le Nonidet P40 n'entraîne 

pas, chez les amibes témoins, de modifications morpho-

logiques. Les cellules présentent toutes les caracté-

ristiques des amibes non perméabilisées: mouvements 

intracytop1asmiques, présence d'acanthopodes, émission 

de pseudopodes, cytoplasme granuleux et de répartition 

uniforme à l'exception des pseudopodes où on trouve un 

cytoplasme hyalin. 
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têmoins. Le cytoplasme est granuleux et dense (Fig. 15t, les mitochon-

dries sont rêparties uniformêment dans celui-ci, et on note l'absence 

d'organites dans le hyaloplasme du pseudopode. 

Les rêsultats obtenus avec la permêabilisation au Nonidet P40 

sont équivalents à ceux obtenus avec la di3itonine. Les cellules prêsen-

tent une organisation interne comparable à celle des cellules non permêa-

bilisêes. On retrouve un cytoplasme hêtérogène et des organites rêpartis 

dans toute la cellule à l'exception d'un pseudopode où un matériel amor-

phe est nettement visible (Fig. 16). 

La comparaison de l'ultrastructure des cellules non permêabili-

sées avec celle des cellules traitées soit à la digitonine, soit au Noni-

det P40, nous indique que la perméabilisation n'altère pas la morphologie 

de l'amibe ni son ultrastructure (émission de pseudopode, membrane cyto-

plasmique intacte, mitochondries réparties uniformément dans le cytoplas-

me, présence de microvésicules dispersées.). 

Sur les coupes fines des cellules perméabilisées, aucune struc-

ture filamenteuse n'a été observée. 

3. Etude de l'effet de toxines sur les cellules perméabilisêes. 

3.1 Effet de la phalloIdine sur les amibes perméabilisées. 

3.1.1 Observations en microscopie optigue. 

Après perméabilisation, on constate un changement dramatique 

chez les cellules Soumises à l'action de la phalloIdine à une concentra-
-3 tion de 10 M. 

Les mouvements cytoplasmiques ralentissent puis finissent par 

disparaître. L'amibe émet des protusions cytoplasmiques d'aspect hyalin 

appelés "blebs" (Fig. 17.a.) et, finalement, on observe un regroupement 
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Figure 15. U1trastructure d'une amibe perméabilisée à la digito-

nine. Fixation à la glutara1déhyde. 

En microscopie électronique, on ne note pas de modifi-

cations de l'u1trastructure de l'amibe témoin perméa-

bilisée. Les mitochondries sont réparties au sein 

d'un granu10p1asme homogène. La région supérieure du 

pseudopode (p) contient un hyaloplasme finement granu-

lé. (x 9700.Barre = 2fm.) 
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Figure 16. Ultrastructure d'une amibe perméabilisée par le Noni-

det P40. Fixation à la glutaraldéhyde. 

a. Vue générale d'une amibe perméabilisée. 

Le noyau au nucléole très dense est visible au sein 

d'une substance fondamentale partiellement extraite où 

des organites (mitochondries, microvésicules) sont ré-

partis uniformément. Un pseudopode (p) contient du 

hyaloplasme amorphe. (x 4000.Barre = 2,Sfm.) 

b. Détail de la figure précédente. 

A la limite du pseudopode (p) et du cytoplasme plus 

hétérogène, aucune structure filamenteuse n'est visi-

ble. (x 7000.Barre = 3rm.) 



, 
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de la masse des organites au centre d'une cellule immobile, cette masse 

étant cernée par une couche hyaloplasmique (Fig. l7.b.). Nous n'avons 

jamais observé, dans les cellules traitées par la phallo!dine, de mouve-

ment cytoplasmique actif qui aurait pu être associé à une contraction. 

L'exclusion du cytoplasme hyalin précédait très souvent l'arrêt des cou-

rants cytoplasmiques. En général, l'éclatement de la cellule survenait 

, 
quelques secondes apres. Les premiers effets de la toxine apparaissaient 

environ 5 minutes après le contact et au bout de 20 minutes, pratiquement 

toutes les cellules étaient "mortes". 

En utilisant une concentration de phallo!dine de 10-4M, nous 

avons o ~n  un moins grand nombre de cellules présentant les caractéris-

tiques que nous venons de décrire, pendant toute la durée du contact. 

Les comparaisons effectuées entre les cellules perméabilisées, 

puis traitées à la phallo!dine ~ , et celles qui ne l'étaient pas, 

traitées ou non à cette même toxine, nous permettent de confirmer que la 

perméabilisation vitale d'Acanthamoeba castellanii a été réalisée. En 

effet, la phallo!dine produit sur la cellule perméabilisée un effet visi-

ble déjà en microscopie optique. 

3.1.2 Coloration négative de cellules traitées à la phallo~dine. 

Après coloration négative de broyats de cellules perméabilisées 

puis traitées à la phallo!dine, nous avons pu mettre en évidence au mi-

croscope électronique des filaments assez longs (Fig. lB.b.) pouvant être 

décorés par la H.M.M. (heavy meromyosin) (Fig. lB.c.). Les homogénats de 

cellules témoins non perméabilisées ou perméabilisées mais non traitées à 

la phallo~dine contenaient quelques rares filaments d'actine (Fig.lB.a.). 

Ceux-ci, individuels, étaient de taille irrégulière, souvent courts et 

peu nombreux. 
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Figure 17. Effets de la phallo~dine sur Acanthamoeba castellanii 

perméabilisée. Observations en microscopie optique à 

contraste de phase. 

a. Au contact de la toxine, les mouvements internes 

de la cellule perméabilisée ralentissent. Des protu-

sions hyalines (B = Blebs) apparaissent tandis que les 

acanthopodes disparaissent et que la cellule s'immobi-

lise. (x 3300.Barre = 3pm.) 

b. Après l'arrêt des mouvements du cytoplasme, celui -

ci se différencie en une zone centrale où sont regrou-

pés tous les organites (noyau, vacuoles, microvésicu-

les ••• ) et une zone hyaline périphérique. (Z.H.) (x 

3000.Barre = Spm.) 
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Figure 18. Effets de la pha lo~dine sur l'amibe perméabilisée. 

Observations en microscopie électronique de broyats 

cellulaires colorés négativement. 

(x lOO.OOO.Barre = l50Vm.) 

a. Broyat de cellules perméabilisées non traitées par 

la toxine. 

Quelques très rares filaments d'actine sont visibles. 

b. Broyat de cellules perméabilisées puis traitées à 

la pha o~dine. On note une apparition massive de 

filaments d'actine assez longs, parfois ramifiés.(()) 

c. Décoration par le fragment lourd de la myosine 

(H.M.M.) d'un filament d'actine dans un broyat de 

cellules perméabilisées et traitées à la pha o~dine. 

Cette décoration permet de caractériser la nature du 

filament. On notera l'existence d'une ramification 

~  . 
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Après action de la phallo~dine, nous avons noté une pro1iféra-

tion de filaments d'actine dans le cytoplasme des amibes traitées. Les 

filaments étaient très longs et quelques-uns présentaient des ramifica-

tions (Fig.18.b.), celles-ci ayant sans doute pour protéines intermédiai-

" " res des actin-binding proteins (A.B.P.). 

La phallo~dine produit donc un effet marqué au niveau de la po-

lymérisation de l' actine en déplaçant l'équilibre actine G ~ actine ,F 

vers la forme polymérisée. C'est, à notre avis, cette polymérisation qui 

est à l'origine de la paralysie cellulaire observée au microscope opti-

que. 

3.1.3 Traitement des cellules à la N.B.D. pha11acidine. 

En colorant l'actine à la N.B.D. phallacidine, nous avons obtenu 

une visualisation de câbles d'actine répartis en filet dans la cellule 

(Fig. 19). Aucune fluorescence n'a été observée sur les cellules non 

perméabilisées ou sur les amibes perméabilisées et non traitées à la 

phalloïdine. Cela nous indique que, dans ces cellules témoins, l'actine 

polymérisée, nécessairement présente, n'est pas en quantité suffisante 

pour être décelable au microscope à fluorescence par cette coloration. 

D'autre part, la technique que nous avons utilisée ne permet pas au déri-

vé fluorescent de la phal1acidine d'agir sur l'équilibre dynamique de 

l'actine in vivo. 

Par cette coloration, nous avons ainsi pu confirmer l'effet pa-

ralysant de la toxine sur Acanthamoeba caste11anii par l'intermédiaire de 

son action sur l'actine. 

3.1.4 
, , 

Coupes minces d'amibes traitées a la phallo~dine apres perméabi1i-

sation. 

, 
Dans les cellules perméabilisées a la digitonine et au Nonidet 
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Figure 19. Coloration des amibes perméahilisées et traitées à la 

phallo~dine par la N.B.D. phallacidine. Observations 

en microscopie à fluorescence Ca,b,d,) et en contraste 

interférentiel Cc). Cx 650.Barre = 6,5pm.) 

a. Cellule perméabilisée et non traitée par la phal-

lo~dine. Aucune fluorescence n'est visible. On re-

trouve cette absence de fluorescence chez les cellules 

non perméabilisées. 

b.c.d. Cellules perméabilisées et traitées par la 

phallo'ldine. 

En fluorescence Cb.d.) on note la présence de 

structures en "câbles" réparties dans toute la cellule 

en un réseau lâche. 
, 

La figure 19-c correspond a une vue au microscope 

interférentiel de l'amibe observée en fluorescence à 

la figure 19-d. 
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P40 puis traitées à la phalloïdine ~ , nous avons observé un regrou-

pement des organites au centre de la cellule (Fig. 20). Les mitochon-

dries, le noyau, les gouttelettes lipidiques sont cernés par une bande de 

hyaloplasme homogène et finement granuleux. On peut, observer, dans la 

zone corticale, des microfilaments (Fig. 21.a.). Cette zone périphérique 

est parfois limitée structuralement. 

Il apparaît, dans certaines cellules, plusieurs structures qui 

peuvent être localisées à la limite de la zone centrale et de la zone 

hyaline, ou à la périphérie, immédiatement adjacentes à la membrane cyto-

plasmique. Ces aggrégats de filaments fins peuvent se présenter comme un 

faisceau serré de microfilaments d'environ 7nm de diamètre (Fig. 21.b.). 

Des "fagots" de filaments peuvent être localisés à la base d'acanthopodes 

résiduels (Fig. 22) ou à l'intérieur de microspikes (Fig. 23). Des 

structures paracristallines d'actine peuvent être observées dans le cyto-

plasme de certaines cellules (Fig. 23.a.). 

L'apparition de structures filamenteuses organisées et alignées 

dans les microspikes permet de conclure à un effet stabilisateur de la 

phalloïdine sur l'actine déjà polymérisée dans la cellule avant applica-

tion de la toxine. 

En effet, les microspikes et les acanthopodes sont des indices 

morphologiques d'une cellule physiologiquement active avant que la phal-

loïdine n'exerce son effet sur la polymérisation de l'actine, in situ. 

Nous avons retrouvé, par observations des coupes fines des cel-

lules perméabilisées et traitées par la phalloIdine, des structures fila-

menteuses et une organisation interne qui corroborent nos observations au 

microscope optique. 

Nous avons trouvé, comme en coloration négative, une grande 



Figure 20. U1trastructure d'une amibe traitée à la pha1lo!dine 

après perméabi1isation. fixation à la glutara1déhyrle. 

On note un regroupement des organites (mitochondries, 

vacuoles, microvésicules, gouttelettes lipidiques) 

dans une zone centrale. A la périphérie, la zone 

hyaline (z.h) observée en microscopie optique apparaît 

comme finement granuleuse et homogène. 

a. x 10.000.Barre = 10pm. 

b. x 8.S00.Barre = 1,7pm. 



b 
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Figure 21. ~ ails p~riph ri es du cytoplasme d'amihes per ~a i

lis~es et rai ~es par la phallo~dine. Observations 

en microscopie ~le roni e après fixation à la gluta-

raldéhyde. 

a. Amibe au début du traitement par la toxine. La 

zone hyaline p~riph~ri e apparait. (  x 32.000.Barre = 

O,60nm.) 

b. Faisceau de microfilaments situé juste au dessous 

de la membrane. plasmique. {Jn micro tubule est visible 

(mt). Les ~i o hondries sont arrondies. 

(  x 32.000.Barre = O,45nm.) 
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Figure 22. Détails de l'u1trastructure d'amibes traitées à la 

phallo~dine après perméabi1isation. 
, 

Fixation a la 

glutaraldéhyde. ( x 50.000.Barre = O,3pm.) 

a. Longeant la membrane, des filaments d'actine sont 

disposés parallèlement à celle-ci, de manière discon-

tinue. 

b. On peut retrouver ces faisceaux de filaments, plus 

ou moins denses, à la base d'acanthopodes résiduels. 
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Figure 23. Effets de la phallo~dine sur Acanthamoeba castellanii 

perméabilisée. Observations sur coupes minces au 

, 
microscope électronique apres fixation par la formal-

déhyde. 

a. Faisceau serré de filaments d'actine dans le cyto-

plasme d'une amibe traitée à la phallo~dine. Ces 

faisceaux, en structure paracristalline, sont nettc-

ment visibles dans une cellule au cytoplasme partiel-

lement extrait. (x 50.000.Barre = O,3rm.) 

b. Microspike résiduel d'une amibe traitée par la 

phallo~dine apr~s per a ilisa ion~ Dans cette struc-

ture, on note l'arrangement parall~le et serré de 

longs filaments d'actine. (  x 40.000 Barre = 0,5pm.) 



b 
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quantité d'actine F organisée en structures compactes et individualisées, 

comme les faisceaux, visualisés d'autre part en fluorescence. 

La phallo~dine agit donc au niveau de la polymérisation de 

l'actine, la bloquant sous sa forme filamenteuse, entraînant ainsi un ar-

rêt de la motilité de la cellule. Les résultats que nous avons obtenus 

avec une solution 10-4M de phallo~dine sont globalement comparables, 

bien que la proportion de cellules affectées d'un effet marqué de la 

phallo~dine soit plus réduite. 

Enfin, signalons que l'addition de phallo~dine au fixateur n'a 

pas amélioré la qualité de la fixation. 

3.2 Effet de la viro~sine sur les cellules perméabilisées. 

3.2.1 Observations au microscope optique. 

Après l'action de la virotoxine, en observant les amibes perméa-

bilisées, nous avons constaté que l'effet produit était similaire à celui 

de la phallo~dine à la même concentration. 

Les microspikes et les acanthopodes disparaissaient au bout de 1 

à 2 minutes puis les mouvements cytoplasmiques ralentissaient (Fig.25.b.) 

Une zone hyaline apparaissait à la périphérie de la cellule arrondie, et 

au bout d'une dizaine de minutes environ, pratiquement toutes les cellu-

les avaient stoppé leurs mouvements cytoplasmiques et présentaient l'as-

pect caractéristique décrit pour la phallordine. 

Au cours des expériences effectuées avec la viro~sine, nous n'a-

vons jamais observé de mouvement cytoplasmique qui ressemblait à une con-

traction chez Acanthamoeba castellanii. 

La virofsine présente donc avec la phallo~dine des similarités 

d'effets sur l'amibe, en particulier au niveau de la motilité puisque 

l'action de cette toxine résulte aussi, finalement, en une paralysie de 
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Figure 24. Coupe tangentielle d'une amibe perméabilisée puis 

traitée par la phallo~dine. Fixation par la 

formaldéhyde. 

8. Vue générale. 

Un "câble" de microfilaments d'actine parcourt la cel-

lule d'un bord à l'autre. L'importante extraction du 

cytoplasme rend aisée l'observation de cette structu-

re. (x 4000.Barre = 5pm.) 

b. Détail de la figure 22-a. 

Dans l'enchevêtrement de microfilaments constitutifs 

du "câble", on trouve quelques microtubules associés 

aux filaments d'actine. (-). (x 32.000.Barre = 

O,2pm.) 
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Figure 25. Effets de la viro!sine sur Acanthamoeba castellanii 

perméabilisée. 
, 

Observations en microscopie optique a 

contraste de phase. (x 1650.Barre = 12pm.) 

a. Amibes témoins perméabilisées, non traitées à la 

viro~sine. Les cellules présentent des mouvements cy-

toplasmiques très actifs et de nombreux acanthopodes 

visibles, permettant aux amibes de se déplacer. 

b. Après action de la viroisine, on observe un raI en-

tissement des mouvements intracytoplasmiques, une dis-

parition des acanthopodes et une immobilisation de 

l'amibe. Une zone hyaline périphérique apparatt 

(2.H.), entourant une zone plus dense o~ sont regrou-

pés les organites cellulaires. 
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la cellule entraînant sa mort. 

3.2.2 Colorations négatives d'amibes traitées à la virolsine après 

perméabilisation. 

L'examen en microscopie électronique d'homogénats de cellules 

perméabilisées à la digitonine, ou au Nonidet P40, puis traitées à la vi-

roïsine 10-
3
;1 et colorés négativement, nous a permis d'observer de nom-

breux filaments longs. Ceux-ci peuvent être dispersés (Fig. 26.a.) ou 

être associés entre eux en réseaux aux mailles plus ou moins serrées 

(Fig. 26.b.) (Fig. 27.b.). Nous avons décoré ces filaments avec de la 

H.ll.l'l., les caractérisant ainsi comme composés d' actine. 

Le r~i ~ en  des cellules à la viro!sine apr~s perméabilisa-
.. 

tion, l'amibe étant imperméable aussi a cette toxine, entraîne donc, com-

me pour la phallo!dine, un déplacement de l'équilibre de l'actine vers sa 

forme polymérisée d'une part; d'autre part, la viroïsine poss~de des pro-

priétés stabilisatrices des filaments d'actine, que ceux-ci soient formés 

.. 
avant ou apres contact avec la toxine. 

Nous avons pu observer, occasionnellement, dans les broyats 

d'Acanthamoeba castellanii perméabilisées ou non, une structure torsadée 

(Fig. 27.a.). Il pourrait s'agir de polysomes ou de ribonucléoprotéines. 

3.2.3 Coloration de l'actine à la N.B.D. phallacidine. 

L'observation, en microscopie à fluorescence, de cellules per-

méabilisées à la digitonine ou au Nonidet P40, puis traitées par la vi-

-3 ro!sine 10 M avant coloration, nous a permis de visualiser des "câ-

bles" fluorescents de tailles variables et répartis d'une manière assez 

homogène (Fig. 28). 

Les cellules perméabilisées dans les mêmes conditions puis colo-

'1:-
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Figure 26. Coloration négative de broyats de cellules traitées 

par la viro~sine après perméabilisation. 

a. Les filaments d'actine sont nombreux et longs. 

Ils peuvent parfois être disposés en faisceaux serrés 

et parallèles. ( X 48.000.Barre = 0,2rm.) 

b. Le plus souvent, les nombreux filaments d'actine 

qui apparaissent après traitement à la viro~sine sont 

organisés en r é seaux plus ou moins lâches. (x 50.000 . 

Darre = 0,3pm.) 



a 
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Figure 27. Coloration négative de broyats de cellules traitées à 

la viro!sine après perméabilisation. 

a. Amibe perméabilisée mais non traitée par la viro!-

sine. Dans cette préparation témoin, on ne note pas 

la présence de filaments d'actine en grande quantité. 

On peut en observer quelques uns, assez rares et indi-

vidualisés. 

Une structure hélico!dale est parfois visible. Il 

s'agit probablement d'un polysome. (x 50.000.Barre = 

0, 2fm.) 

b. Amibe perméabilisée et traitée à la viroïsine. 

Il apparaît, outre la grande quantité de longs fila-

ments d'actine arrangés en faisceaux parallèles, des 

structures réticulées composées de filaments d'actine 

pontés par diverses "actin-binding" protéines(O) 

(x 50.000.Barre = O,3rm.) 
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Figure 28. Coloration à la N.B.D. phallacidine d'amibes après 

perméabilisation et traitement à la virolsine. 

Observations en microscopie à fluorescence. 

a. Cellule témoin perwéabilisée et traitée au mélange 

virolsine-N.B.D. phallacidine (100:1). L'absence de 

fluorescence caractéristique montre la spécificité de 

l'action de la virolsine. 

b-c-d. Cellules perméabilisées, traitées par la 

virolsine puis colorées par la N.B.D. phallacidine. 

On note la présence de nombreux "câbles" d'actine 

répartis dans toute la cellule en un réseau assez 

lâche. 

b. (x SOO.Barre = 20pm.) 

c-d. (x 900.Barre = lOrm.) 
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rées ~ la MBD phallacidine sans ~ re soumises ~ l'action de la viro!sine 

ne présentaient aucune fluorescence caractéristique. Ceci nous indique 

que la quantité d'actine sous forme F dans la cellule est faible et que 

la fixation employée pour cette coloration n'affecte pas l'état de poly-

mérisation de la protéine. 

Pour mettre en évidence une  éventuelle compétition entre la vi-

ro!sine et la NDD phallacidine, nous avons appliqué ~ des cellules per-

méabilisées un mélanse viro!sine:NBD phallacidine dans la proportion res-

pective 100:1. L'absence de fluorescence dans ces cellules nous amène ~ 

conclure que la viro!sine seule réagit avec l'actine. 

Avec une concentration en viro!sine de 10-4H, les effets de 

la toxine sont semhlables que ceux que nous venons de décrire mais beau-

coup moins homogènes. 

3.2.4 Observations en cicroscopie électronique de coupes fines d'amibes 

traitée s à la viro'sine après perméabilisation. 

Nous avons pu mettre en évidence les effets de la viro!sine sur 

l'ultrastructure d'Acanthamoeba castellanii perméabilisée. 

La zone hyaline périphérique est formée d'un matériel amorphe 

finement granuleux, (Fig. 29a), d'aspect plus clair, où quelques fila-

ments sont visibles. Ces filaments sont quelquefois sous-jacents ~ la 

membrane (Fig. 29.b.) (Fig. 30). 

La région centrale, où sont concentrés les organites, contient 

souvent des structures filamenteuses organisées en faisceaux parallèles 

(Fig. 31) particulièrement bien visibles grâce ~ l'extraction d'une gran-

de partie du matériel environnant. 

On trouve aussi, souvent ~ la limite des deux zones cytoplasmi-

ques décrites, des ensembles buissonnants de filaments fins (Fig. 32). 
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Figure 29. Ultrastructure d'Acanthamoeba castellanii 

perméabilisée puis traitée à la viro!sine. 

a. Vue générale d'une cellule. 

On met très facilement en évidence la zone hyaline 

(z.h.) périphérique où le cytoplasme est granuleux et 

fin. La zone centrale contient tous les or~ani es et 

les mitochondries sont arrondies (m). Fixation par la 

glutara1déhyde. (x 9500.TIarre = 1pm.) 

b. Détail d'une cellule. 

Dans la zone hyaline (z.h.), on peut noter la présence 

de filaments longitudinaux et transversaux. Plus au 

centre de la cellule, les mitochondries arrondies sont 

regroupées. Fixation à la formaldéhyde. (x 12.500. 

Barre = 1,2rm.) 



b_-
J 
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Figure 30. Détails de l'ultrastructure d'amibes perméabilisées 

puis traitées à la virolsine. (x 32.000.Barre = 

O,Spm.) 

a. Des filaments d'actine en paquets sont visibles 

sur cette coupe. Ces structures peuvent être asso-

ciées aux "blebs" observés en microscopie optique au 

commencement du traitement de cellules perméabilisées 

par la viro!sine. Fixation à la glutaraldéhyde. 

b. On retrouve ces filaments ct'actine en a1i2nements 

parallèles sous la membrane des amibes traitées à la 

viro!sine. On notera que le cytoplasme est partiel-

lement extrait dans cette cellule fixée à la formaldé-

hyde. 



b 
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Figure 31. Détails de l'u1trastructure du cytoplasme d'amibes 

traitées à la viro!sine après perméabi1isation. 

Cellules fixées à la formaldéhyde. (x 50.000.Barre = 

O,2pm.) 

a. Cytoplasme d'une amibe perméabilisée et non trai-

tée à la viro!sine. On notera l'absence de structures 

filamenteuses. Ce type de figure est observable aussi 

chez une amibe non perméabilisée. 

b-c-d. Filaments d'actine cytoplasmique arrangés en 

faisceaux parallèles plus ou moins serrés. Le fond 

cytoplasmique est partiellement extrait lors de la 

fixation. 



• ., 



~
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Figure 32. Détails du cytoplasme d'amibes traitées à la viro!sine 

après perméabilisation. Fixation à la glutaraldéhyde. 

(x 35.000.Barre = O,3pm.) 

a. Filaments d'actine organisés en réseaux aux mail-

les serrées à la limite entre la zone hyaline périphé-

rique et la zone de regroupement des organites cellu-

laires. 

b. Détail de la figure 29-a. Ces buissons de fila-

ments d'actine peuvent être interprétés comme des 

"câbles d'actine" coupés transversalement. Ces struc-

tures sont, elles aussi, localisées i la limite de la 

zone hyaline périphérique et de la zone où sont grou-

pés les organites. 
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Par l'observation des coupes minces d'amibes traitées à la viro-

toxine, nous avons obtenu une confirmation que la viro~sine agissait bien 

sur l'actine de l'amibe en la polymérisant d'une part et, d'autre part, 

en préservant l'actine F contre l'action destructrice du fixateur et sur-

tout de l'acide osmique lors de la post-fixation. 

Enfin, notons que comme pour la phallo~dine, l'addition rie vi-

ro~sine aux différents fixateurs utilisés n'a apporté aucune amélioration 

sensible à l'étape de fixation des cellules. 
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DISCUSSION 

1. La perméabilisation. 

Nous avons utilisé, pour réaliser la perméabilisation d'Acantha-

moeba c8stellanii deux types de détergents: la digitonine et le Nonidet 

P40. 

Les complexants du cholestérol comme la digitonine sont utilisés 

assez fréquemment pour permettre des études io hi~i es de ~ a oli es 

(38)  (43) (70). La digitonine nous a permis, à la concentration de 

, ~ , de perméabiliser l'amibe vivante tout en évitant une perte trop 

importante du cytosol. En effet, à des concentrations supérieures à 

,l~ , il se produit une solubilisation des phospholipides et de certaines 

protéines. 

Les techniques d'observation que nous avons utilisées nous ont 

montré que la perméabilisation a permis à la phalloldine et à la virolsi-

ne de pénétrer dans la cellule. 

Les détergents non ioniques, comme le Nonidet P40, sont surtout 

employés sur des cellules fixées, donc mortes, pour des études portant 

sur le cytosquelette en général, faisant appel aux techniques d'immunocy-

tochimie. En effet, par dissolution de la membrane plasmique et extrac-

tion de la fraction soluble du cytoplasme, ce cytosquelette est plus ac-

cessible. Le Triton X 100 est très souvent choisi (97) (119) (122) (153), 

le Brej 58 également (89) (150), mais jamais, à notre connaissance, pour 

réaliser une perméabilisation vitale. 
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Les résultats décrits par les auteurs utilisant ces détergents 

n'indiquent pas une réelle différence dans leur efficacité. Aussi, nous 

avons choisi le Nonidet P40 qui, à une concentration de 0,1%, nous a per-

mis de réaliser une perméabilisation vitale, comme nous l'avons montrée 

dans nos résultats. 

Ceux-ci, obtenus avec 2 types d'agents perm6abilisants sont 

tout à fait comparables. L'emploi pr6férentiel de l'un d'eux ne présente 
, 

donc pas, n notre avis, un avantage réel. 

Ainsi, nous avons répondu ~ une des interrogations qlœ nous 

avions envi sa26es: La perméahilisation vitale d'Acanthamoeba castellanii 

est réalisaHle. 

2. La fixation. 

Cette opération est, et restera, l'étape la plus délicate de la 

préparation des cellules pour la microscopie électronique. En ce qui a 

trait à la fixation chimique des cellules, il existe une quantité impres-

sionnante de recettes destinées à préserver au mieux l'ultrastructure 

cellulaire. 

Pour notre part, nous avons constaté que les résultats obtenus 

avec les 2 aldéhydes étaient légèrement différents mais restaient com-

plémentaires. 

La formaldéhyde est utilisée en microscopie électronique pour 

des études sur le cytosquelette de cellules démembranées (9) (92) (122) 

(134), ou entières (169). Nous avons obtenu une bonne préservation des 

microfilaments d'actine mais, d'une manière générale, une préservation 

assez médiocre du cytoplasme. Néanmoins, cette extraction cytoplasmique 
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nous a permis de mettre en évidence des structures qui auraient pu être 

"dissimulées" ou mal aisées à distinguer dans un cytoplasme parfaitement 

conservé. 

La slutaraldéhyde, très employée depuis une vingtaine d'années 

(144), peut exercer une destruction partielle de l'actine polymérisée 

(50) (95). Cependant, c'est avec cet aldéhyde que nous avons obtenu la 

meilleure qualité de fixation. 

L'addition de phallo~dine ou de viro~sine aux fixateurs n'a pas 

amélioré la qualité de la préservation de l'actine. Des auteurs ont, 

semble-t-il, obtenu cette amélioration avec la phallo~dine (157) tandis 

que d'autres, en utilisant cette même toxine, ne l'obtiennent pas (154). 

Il est possible que l'ald éhyde altère la toxine, lui faisant 

perdre ses propriétés vis-à-vis de l' actine, ou bien que le mélange Ile 

toxine et d'aldéhyde ne protège pas suffisamment la F-actine des effets 

destructeurs de l'acide osmique lors de la postfixation. 

Signalons que, dans le but d'améliorer une fixation, les toxines 

d'Amanita virosa ne sont pas les seules substances utilisées. L'acide 

tannique (90) (109) (152), la collidine (33) (141) (185), des amines (15) 

(65) sont employés, et certains auteurs incorporent dans leur fixateur 

des composés susceptibles d'en accélérer l'efficacité par une pénétration 

plus rapide, comme la saponine (108) ou le D. r!.S.O. (Diméthylsulfoxyde) 

(146) • 

3. La post-fixation. 

L'acide osmique possède, on le sait, une action destructrice de 

l'actine F in vitro (110). 



72 

Nos observations ont révélé que, par l'action de la phallo~dine 

ou de la viro~sine, in vivo, chez Acanthamoeha castellanii, l'actine F 

pouvait être mise en évidence sur cOllpes minces alors qu'il était très 

difficile d'en observer sur des amibes non soumises à l'action de ces 

toxines. 

La présence de filaments clans les homogénats cellulaires ri'emi-

bes témoins nous amène ~ r6pondre affirmativement ~ une autre de nos in-

terrogations: Les toxines stabilisent in vivo le pOlymère d'actine con-

tre l'action de l'acide osmique ou des protéases. 

Ces r6sultats semblent en accord avec certaines donn~e s obtenues 

précédemment par des chercheurs du lahoratoire où nous avons travaillé 

(1.9) (50 ) (52). 

Il nous parait important de signaler la corrélation entre ces 

r 6sultats, obtenus in vitro avec une actine musculaire purifibe, et les 

nôtres, obtenus in vivo sur une amibe. 

De plus, ces données globales in vitro et in vivo montrent qu'un 

effet comparable est exercé par des molécules de structures dissemhla-

bles, sur des actines d'origine fort différente. 

L'addition de toxines ~ la solution de post-fixation nous a 

fourni des résultats peu reproductibles et trop h ~ro nes pour @tre ex-

posés et interprétés, mais il nous semblerait intéressant que les condi-

tions de ces expériences fussent mises au point. 

4. Effets des toxines. 

Lorsque les cellules ont subi les traitements destinés ~ rendre 

perméable leur membrane plasmatique, les toxines qui ont été appliquées 
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ont entraîné, nous l'avons vu, un changement très net de la morphologie 

et des modifications de l'ultrastructure d'Acanthamoeba castellanii. Les 

effets observés nous permettent donc de répondre, ici aussi, par l'affir-

mative à la 3e interrogation de notre problématique. 

4.1 Hotlifications morpholodgues. 

En comparant les ohservations effectuées sur les amibes témoins 

et sur les amibes perm§abilisées avec celles provenant des cellules trai-

tées aux toxines, il ne fait aucun doute qu'un effet de ces toxines est; 

l'origine des modifications observées en microscopie optique. 

En ce qui concerne la phallo!dine, nous avons obtenu des r~s l

tats comparables à ceux publiés par l'équipe de ~ E  (176) qui micro-

injecte de la phallo!t1ine dans Amoeba proteus. Ces auteurs montrent que 

la phallo!dine microinjectée inhibe les courants oplas~i es de l'ami-

be. L'effet de cette toxine se manifeste par un ralentissement progres-

sif de ces courants avec la contraction d'une couche filamenteuse submem-

branaire qui migre vers le centre de la cellule, séparant une zone hyali-

ne périphérique d'une zone granuleuse où sont regroupés les organites 

(161) • 

Nous avons mis en évidence sur Acanthamoeba castellanii, avec de 

la phallo!dine ou de la viro!sine à une concentration de ~ , ces mê-

mes impacts sur la motilité cellulaire. Cependant, nous n'avons jamais 

observé de spasmes contractiles au cours du traitement de nos amibes par 

les toxines. 

Avec une concentration de 10-
4
M en phallo!dine ou en viro!si-

ne, nos observations nous amènent à penser que l'effet de ces substances 

dépend de la concentration. Comme chez toute cellule, l'état physiologi-

que et l'h6térogénéité intraspécifique n~ relle entraînent des varia-
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, -4 
tions autour d'une valeur "seuil" que l'on peut estimer a 10 H pour 

les 2 toxines; l'effet paralysant o serv~ ~ une concentration de 10-3M 

~ an  irr~versi le. 

4.2 Modifications ultrastructurales. 

Contrairement ~ Amoeha pr~ e s dont l'ultrastructure est bien 

connue ~r e aux expériences nombreuses et vari~es dont cette amibe a 

été, et continue d'être l'objet (67) (157) (161), Acnnthamoeba castella-

nii a surtout ~ ~ utilisée pour des recherches biochimiques. 

Certaines de nos observations confirment la structure fine de 

cette amibe, d~ ri e dans une 6tude ~ ancienne (14). En particulier, 

nous avons re ro v~ les caractéristiques d'un cytoplasme riche en granu-

les de glycogène, en 30uttelettes lipidiques et en ribosomes, libres ou 

associés en polysomes; la présence d'une vacuole contractile, de vacuoles 

digestives; l'importance du volume nucléolaire au sein d'un nucléoplasme 

dense; et les mitochondries de formes variées et de répartition uniforme 

dans une cellule limitée par une membrane, classiquement trilaminairc, ne 

comprenant pas de glycocalyx externe. 

Au sein de certaines i o hondries~ nous avons pu mettre en évi-

dence des "corpuscules sombres" qui pourraient être en relation avec des 

mécanismes de contrôle de la respiration cellulaire (117) (119). Ce gra-

nule, opaque aux électrons, n'a jamais été observé chez Acanthamoeba cas-

tellanii. Il a cependant ~ ~ décrit chez Acanthamoeba palestinensis, une 

, 
espece voisine(91). 

En ce qui concerne les ~l en s cytosquelettiques, nous avons pu 

observer des microtubules, libres ou asso i~s ~ un a ~riel dense qui 

peut être assi il~ ~ un centrosome. 

Comme les auteurs de l ~ de ultrastructurale d'Acanthamoeba 
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castellanii, précédemment citée, nous n'avons pas pu mettre en évidence 

des filaments épais de type myosine, aussi bien dans les homogénats cel-

lulaires que sur les coupes minces. Les myosines de cette amibe repré-

sentent environ 1,5% des protéines totales de la cellule. La myosine II 

n'y participe que pour un quart et elle est, rappelons-le, la seule sus-

ceptible de former des filaments dans les conditions physiologiques de 

force ionique (139). Ces filaments sont cependant plus courts que les 

filaments de myosine généralement rencontrés dans les cellules motiles 

non musculaires, qui ont une taille d'environ 300nm. De plus, ces fila-

ments possèdent une largeur de 6 à 7nm équivalente à celle des filaments 

d'actine, ce qui rend extrêmement difficile toute reconnaissance en coupe 

mince ou en coloration négative. Il faut ici préciser que POLLARD (132) 

fait une distinction entre des filaments "fins" de myosille II et des fi-

la:nents "épais" de cette même myosine. Ces derniers sont en fait des as-

sociations de filaments "fins" de myosine II, mais ils n'ont été obtenus 

qu'in vitro. In situ, aucun filament de myosine n'a jamais ~ , jusqu'à 

aujourd'hui, mis en évidence sur coupes minces, ou en coloration négative 

d'homogénats bruts d'Acanthamoeba castellanii. 

Par coloration négative d'homogénats d'amibes non traitées par 

les toxines, on décèle la présence de F-actine, alors qu'aucune structure 

filamenteuse n'est visible sur les coupes minces de ces mêmes amibes. 

Cette quantité d'actine filamenteuse est faible car on sait que l'équili-

bre G actine ~ F actine est très dynamique. Sur coupes minces, les fi-

laments peuvent souvent être coupés transversalement et donc n'être "vi-

sibles" que sous la forme des points. 

Par contre, chez les amibes traitées aux toxines, on peut visua-

liser des faisceaux de filaments parallèles à la base d'acanthopodes ou 
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dans quelques microspikes résiduels; ces excroissances étant, rappelons-

le, des signes de vitalité cellulaire même si chez ces cellules, ils sont 

transitoires. Ceci a ~ne deux conclusions: 

On admet généralement que les microspikes et les acanthopodes sont ul-

trastructuralement constitués de faisceaux de filaments parall~les d'ac-

tine qui conduisent la force motrice nécessaire ~ leurs émissions. Nos 

observations apportent une confirmation de cette h po h~se. 

Grâce aux toxines que nous avons utilisées, il a été possible de vi-

sualiser ces structures nécessaires au mouvement amibo!de. On peut donc 

considérer que la phallo!dine et la viro!sine exercent un effet stabili-

sateur sur le pol ~re d'actine, en  empêchant sa destruction par les 

traitements chimiques que subissent les amibes lors de la fixation et de 

la post-fixation. 

Antérieurement nous avons précisé que l'action des toxines en-

trainait, finalement, un arrondissement des cellules apr~s la disparition 

des acanthopodes et des microspikes, puis l'arrêt des mouvements cyto-

plasmiques, l'amibe s'étant immobilisée. 

Sur coupes minces, on observe une r~s nette différenciation en-

tre l'ectoplasme, périphérique et granuleux, ne contenant aucun organite, 

et 1 'endoplasme , plus dense et plus complexe, regroupé au centre de la 

cellule. Ces résultats ultrastructuraux sont comparables à ceux obtenus 

par l'équipe de S ~  (161). 

Nous avons observé, en microscopie électronique, de l'actine fi-

lamenteuse sous divers aspects, apr~s traitement d'Acanthamoeba castella-

nii par les 2 toxines. 

* Des microfilaments associés en faisceaux serrés qui se présentent 

comme des paracristaux d'actine intracytoplasmiques mentionnés 
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dernièrement par certains auteurs (123). Ces structures a'ont 

jamais été décrites chez une amibe après action d'une toxine 

d'Amanita virosa. 

* Des microfilaments d'actine alignés parallèlement le long de ln 

membrane plasmique, parfois associês ; des microtubules. 

~ Des "bundles" d' actine et cie micro tubules , localement adhérents 

, 
a la membrane cytoplasmique • 

* Des réseaux aux ~ailles plus ou moins lâches d'actine filnrnenteu-

se, localisés dan~ le oplas~e. 

Les différents états de l'actine ? que nous venons de décrire 

chez Acanthamoeba cnstellanii nous per~e en  d'8tre en accord avec cer-

tairies des observations que STOCKEH a effectué sur Amoeba proteus. 

Il existe dans la cellule de l'actine G, donc non polymérisée, 

qui, sous l'influence cie la phallo!dine ou de la viro!sine, pol ~ rise

rait en réseaux ou en "bundles". Ces 2 types de structures se forment 

dans la partie corticale, ou zone hyaline, de la cellule, ce qui entraîne 

un déplacement et une "séquestration" des organites vers le centre de la 

cellule. Cependant, chez Acanthamoeba castellanii, cette séquestration 

ne semble pas 8tre le résultat d'une contraction. 

Les toxines d'Amanita virosa entraînent des effets sur la poly-

mérisation de l'actine mais aussi, semble-t-il, sur une interaction laté-

raIe des filaments. On ne peut, dans l'état actuel de nos connaissances, 

établir si l'effet porte directement sur des "actin-binding" protéines ou 

indirectement sur des métabolites dont on sait qu'ils peuvent induire 

l'apparition de paracristaux, comme l'A}W cyclique par exemple (123). 

Enfin, il se peut que la phallo!dine ou la viro!sine induise di-
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rectement la rolymérisation de l'actine sous forme de filaments qui se 

structureraient en paracristaux selon un mécanisme jusqu'ici inconnu. 

La coloration ~ la N.B.D. phallacidine nous a permis d'observer 

des câbles d'actine qui corresponc\ent aux "stress fibers" caractérisées 

sur coupes minces. Ces structures sont révélées par les toxines puis-

qu'elles ne sont visibles que sur les amibes soumises à leur action. 

Les amibes témoins doivent cependant posséder, outre la fraction 

soluble d'actine, une certaine quantité de cette ~ro ine sous forme po-

lymérisée. Nous avons vu que les acanthopodes et les microspikes possé-

daient ces structures constitutives. Nous pensons qu'il est envisageable 

que les "stress fibers" observées soient constitutives de la cellule et 

que cette "charpente" puisse être mise en évidence par la combinaison des 

effets polymérisant et protecteur des toxines. D'ailleurs, les amibes 

subissent, avant leur coloration à la N.B.D. phallacidine, une fixation 

chimique et thermique et il est intéressant de constater que les toxines, 

ici aussi, stabilisent le polymère, qu'elles en induisent ou pas la for-

mation. 

L'absence de fluorescence chez les amibes témoins, non soumises 

~ l'action de la toxine, confirme la labilité physiologiquement nécessai-

re des "câbles" et indique, d'autre part, que le fluorochrome que nous 

avons utilisé peut colorer les filaments d'actine stabilisés par une des 

toxines, ainsi que ceux dont elles ont provoqué la formation. 

Comme nous l'avons d ~ mentionné, la pénétration de la phallo!-

dine ou de la viro~sine provoque, chez Acanthamoeba castellanii, l'appa-

rition de protusions cytoplasmiques hyalines (blebs) qui est concomitante 

de la disparition des microspikes et des acanthopodes répartis générale-

ment sur toute la cellule. Les "câbles" observés en fluorescence pour-
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raient être constitués par l'association des faisceaux de filaments pa-

rallèles observés à la base des acanthopodes et dans les microspikes, 

"rigidifiés" par la toxine employée. 

A notre avis, il serait souhaitable d'entreprendre des études 

utilisant des cellules perméabilisées et viables pour y d&celer l'effet 

de molécules marquées conme celle que nous avons utilisée (8) · (159), ou 

comme la rhodaminyl phallo'ldine (73) (lll), puis de comparer les résul-

tats obtenus avec ceux des coupes minces réalisées sur ces mêmes cellu-

les. 

5. Hode d'action des toxines. 

Des études portant sur l'action de la phallo'ldine et de la vi-

ro'lsine sur l'actine F in vitro, ou in vivo sur des hépatocytes (40) 

(51), montrent que les effets des 2 toxines sont globalement équivalents. 

Cependant, FAULSTICH et ses collaborateurs ont montré que la 

phallo'ldine, rigide de par sa structure bicyclique, présente une plus 

grande affinité pour l'actine F par rapport à la viro'lsine; cette derniè-

re est plus flexible car monocyclique. La présence de groupements hy-

droxyles supplémentaires chez la virotoxine suggère que son mode d'in-

teraction est différent de celui de la phallo'ldine, bien que l'effet fi-

nal soit équivalent sur l'actine. 

A l'heure actuelle, aucune étude n'a porté sur l'action de toxi-

nes extraites d'Amanita virosa sur des cellules amibo'ldes entières. 

Pour notre part, nous supposons que la phallo'ldine et la viro'l-

sine interagissent avec l'actine d'Acanthamoeba castellanii de 2 manières 

simultanées: 
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1- Les toxines stabilisent l'actine filamenteuse cytoplasmique, 

provoquant ainsi la conservation de structures très organisées comme 

les filaments acanthopodiaux, les "stress fi bers" ou les réseaux. 

On sait, en effet, que la phallo!dine évite la rlépolymérisation des 

filaments d'actine (31)  (96) (181), ayant un effet marqué ~ la fois 

.. 
sur la vitesse d'élongation et sur la concentration critique a 

l'extrémité de nette dépolymérisation du filament (24) (39). La 

coloration négative de broyats d'Acanthamoeba castellanii nous a 

montré, o ~e chez Anoeha proteus (125) (126), une faible 

quantité d'actine F, chez des cellules non soumises à l'action 

protectrice de la toxine; pourtant, l'actine de l'amibe que nous 

avons choisie représente environ 14% des protéines totales de la 

cellule, ce qui en fait une des cellules non musculaires les plus 

riches en actine (130). 
.. 

Une activité protéasique est peut-être a 

l'ort3ine de cette faible ~an i ~ de filaments. On ne peut 

déterminer les proportions respectives cie l'équilibre de l'actine 

G 9  F qui est en perpétuel déplacement en fonction de l' acti vité de 

cette cellule extrêmement motile. De plus, chaque fois que les 

amibes sont manipulées, et ~ plus forte raison lorsqu'elles 

subissent les divers traitements que nous avons décrits, cet 

équilibre est modifié, rendant impossible toute étude quanti ta-

tive. 

2. La phallo!dine et la viro!sine sont capables d'induire, in 

vitro, la polymérisation de l'actine G (31) (173). On est donc en 

droit de penser que cette polymérisation peut se produire in vivo, 

entraînant ainsi l'apparition de filaments d'actine, organisés en 

faisceaux parallèles serrés ou non et en réseaux plus ou moins 
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lâches, du même type que ceux observés lQrs de la microinjection de 

phallo~dine. 

Il est difficile d'être catégorique dans la répartition de ces 

structures de génèses différentes; cependant nous pensons que les para-

cristaux sont le résultat d'un effet de la toxine car physiologiquement, 

on a du ma l à concevoir l e rôle de ces structures très rigides dans une 

cellule très motile. 

Enfin, il est probable que, comme toute substance in er ~ren e 

avec l'actine, il y ait une relation dose-effet qu'il serait intéressant 

de d~ er iner chez Acanthamoeha cas t ellanii. 

6 . Influence des toxine s sur la motilité cellulaire. 

Les courants cytoplasmiques de la cellule vivante impliquent une 

participation effective de l'équilibre G-actine ~ F-actine. On com-

prend donc que l'introduction d'une dro3ue le déplaçant complètement et 

de façon irréversible entraîne, pour la cellule, une immobilisation qui 

est mortelle à court terme. 

Nous avons jusqu'ici évoqué les effets de la phallo~dine et de 

la viro~sine sur l'actine ainsi que leur éventuelle action sur des "actin 

binding" protéines. L'étude biochimique d'hépatocytes traités à la phal-

lo~dine montre que cette molécule entraîne une inhibition de la phospho-

rylation oxydative dans les mitochondries (69), un dérèglement de la 

fonction de ces organites (112) et un appauvrissement de la cellule en 

ATP (148) (180). Nous avons, rappelons-le, observé chez Acanthamoeba 

castellanii une modification de la forme de mitochondries après traite-

ment des cellules avec une toxine. D'autre part, une étude récente réa-
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lis6e sur le cytoplasme démembrané d'Anoeba proteus (125) d6montre l'in-

fluence du pH et de la concentration d'ATP sur la motilité du cytoplasme 

et sur l'6tat de polymérisation de l'actine. Il ressort de cette 6tude 

que le cytoplasme motile contient de l'actine peu polymérisée en fila-

ments courts, lihres ou pontés en réseaux, tandis que le cytoplasme non 

motile r v~le la pr6sence de nombreux filaments d'actine, longs, arrangés 

en faisceaux parall~les. 

D'autres r2sultats hiochimiques obtenus à partir d'hépatocytes 

sOUinis à l'action de la phallo!ldine révèlent que cette toxine entraîne un 

appauvrissement cellulaire en ions calcium (41). On connait l'importance 

quantitative de cet ion dans la régulation de la motilité (21) et la 

théorie d~ TAYLOR, élaborée à partir d'expériences nenÔes sur Dictyoste-

lium discoideum et Chaos carolinensis, implique de ani~re fondamentale 

ce cation et/ou les protons dans l'hypothèse de la contraction couplée à 

la solation du gel d'actine (166). La présence d'une certaine concentrn-

tion seuil de calcium ou l'élévation de cette concentration ainsi que les 

.. 
variations de ~  seraient nécessaires a la solation partielle du gel 

d'actine. Les réseaux que nous avons observés pourraient être une illus-

tration de ce Jel partiellement relAché. De plus, la contraction qui est 

à l'origine de tout mouvement cellulaire pourrait alors se produire et 

les faisceaux de filaments d'actine serviraient à transmettre la tension 

contractile mais ne pourraient être, en aucun cas, le siège d'une con-

traction. Les "stress fibers" que nous avons mis en évidence joueraient 

ce raIe dans l'amibe, qu'elles soient localisées dans les acanthopodes, 

dans les microspikes ou réparties dans tout le volume cellulaire. Nos 

résultats sont donc en accord avec cette théorie puisque la polymérisa-

tion définitive de l'actine par l'action, directe ou non, d'une toxine 
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entraîne, finalement, un arrêt de la motilité cellulaire chez Acanthamoe-

ba castellanii, après ralentissement des o ve~en s intracytoplasmiques 

provoqués par une polymérisation progressive de l'actine. 

Nos observations, réalisées à l'aide de techniques complémentai-

res confirment qu'il existe une relation très étroite entre l'état de po-

lymérisation de l'actine et la motilité du cytoplasme et, par conséquen-

ce, de la cellule. Si on excepte dans la cellule la proportion de l'ac-

tine mobilisée dans le cytosquelette, on peut considérer que ln majorité 

de l'actine est impliquée dans la motilité cellulaire, et le mouvement 

a i o~de plus particulièrement. 

Nous avons, dans l'introduction, exposé un certain nombre de 

théories du mouvement a i o~de. Ces théories ont surtout été élaborées 

à partir d'ohservations sur Amoeba proteus ou Chaos carolinensis. 

Les résultats que nous avons exposés peuvent être partiellement 

intégrés dans la théorie de la contraction corticale de STOCKilll. En ef-

fet, nous retrouvons chez Acanthamoeba castellanii certaines figures ob-

tenues par le groupe allemand chez ~oe a proteus après action de la 

phallo~dine  

, 
Un ralentissement progressif des mouvements intracytoplasmiques apres 

immobilisation de la cellule. 

L'apparition de protusions cytoplasmiques hyalines ou blebs, subsé-

quemment aux modifications de la motilité et précédant l'arrondissement 

de l'amibe. 

La différenciation d'une zone hyaline périphérique et un regroupement 

des organites en une zone centrale. 

La présence, en microscopie électronique, de longs et nomhreux fi1a-
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ments d'actine organisés en faisceaux parallèles ou en réseaux, et 10ca-

1isés à la limite des 2 zones évoquées. 

~~is l'amibe que nous avons utilisée présente, par rapport à 

Amoeba protelJS, un certain nombre de différences tant par sa morpho103ie 

et son organisation u1trastructura1e, que par les résultats que nous 

avons obtenus apras application des toxines. 

AC2nthamoeha caste1lanii ne possède pas d ro~de différenciée. 

Cette amibe du sol émet un grand nombre de microspikes et d'acanthopo-

des qui sont répartis uniformément sur le pourtour de la cellule, desti-

, 
nés a faciliter ses déplacements et son alimentation. 

In situ, aucune observation n'a ~  faite sur la myosine ni sur une 

couche filamenteuse corticale continue. 

Aucun spasoe contractile n'a ~ observé lors de l'action de la pha1-

lo~dine ou de la viro~sine. 

Après action des toxines, des câbles répartis dans toute la cellule 

ont été mis en évidence par coloration spécifique de l'actine F à la 

N.B.D. phallacidine puis retrouvés en coloration négative et sur coupes 

minces, après action des toxines. 

Des paracristaux d'actine ont pu être visualisés en microscopie élec-

tronique après traitement des amibes aux toxines. 

C'est en considérant ces différences que nous sommes amenés à 

proposer 2 modèles afin d'intégrer les résultats que nous avons obtenus. 

7. Mod;les de l'organisation protoplasmique ~ a i es. 

Afin de faciliter la comparaison, nous allons exposer brièvement 
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le modèle de S ~ (161). 

7.1 Modèle d'Amoeba proteus. 

m g 

c.cI m.c 

+Ph. ~ 

.A. .B. 

A: La couche corticale filamenteuse (c.c.f.) induite par la 

phallo~dine est accolée à la membrane cytoplasmique (m.c.) 

Le granuloplasme (g) uniformément réparti dans toute la 

cellule contient le noyau (N), les mitochondries (M) ainsi 

que les autres organites. 

B: La couche filamenteuse (c.f.), composée de filaments d'acti-

, 
ne et de myosine migre vers le centre de la cellule apres 

s'être décollée de la membrane cytoplasmique. Elle forme un 

"filet" aux mailles serrées qui concentre les organites en 

une zone centrale très granuleuse ; cette concentration en-

traîne l'apparition d'une zone hyaloplasmique périphérique 

(h). 
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7.2 1er rlod~le d'Acanthamoeba castellanii soumise ~ l'action de la 

phallo!dine (48). 

A. Les acanthopodes (a) sont formés de "bundles" (b) de 

microfilaments d a in~ alignés parall~le en  qui sont 

labiles pour permettre ~ la cellule de se mouvoir. Le 

cytoplasme, limité par la nembrane cellulaire (m.c.) 

contient les organites, dont les mitochondries (m) et le 

noyau on. Le granuloplasl:Je (3) comporte aussi ùe l' actinc 

sous forme G et de l'actine F (F), i pli ~es dans 

l'équilibre dynamique de cette protéine contractile. 

D. Sous l'effet de la phallo'tdine (Ph.), l'équilibre ine~ 

F-actine est déplacé vers la forme polymérisée. T .. es mou-

vements cytoplasmiques vitaux ne s'interrompant pas immédia-

tement, des tensions sont créées et la membrane forme des 

protusions qui se remplissent de hyaloplasme. Il appara1t 

ainsi des blebs hyalins (b.h.). 

C. Les blebs fusionnent et il appara1t une zone hyaline péri-

phérique (z.h.). La polymérisation de l'actine cytoplasmi-

que produit des paracristaux (p.) et des faisceaux de 

filaments d'actine alignés. Ces derniers seraient, avec 

les bundles rigidifiés des acanthopodes ~ l'origine des 

"câbles" Cc) répartis dans toute la cellule. Une couche 

filamenteuse séquestre les organites en une zone granuleuse 

centrale (z.g.). 

A. Amibe non traitée ~ la phallo'tdine 

B.C. Amibes traitées ~ la phallo!dine. 



+Ph. 

w.._--b 

/ 
z.h 

c 

.c. 
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7.3 2e od~le d'Acanthamoeba castellanii soumise a l'action de la 
phallo!dine. 

A. L'amibe poss~de une charpente intracellulaire constituée de 

filaments d'actine organisés en faisceaux parall~les (f) 

répartis dans toute la cellule et dont certaines terminai-

sons forment des acanthopodes (a) ou des microspikes. Le 

cytoplasme contient de l'actine sous forme ono~ ri e G et 

polymérique (F) en équilibre, et des organites ~es les 

mitochondries (n) ou le noyau (N). Ceux-ci sont r&partis 

dans tout le granuloplasne (g) limité par la membrane cel-

lulaire (n.c.). 

B. La phallo!dine (Ph) entratne une polymérisation de l'actine 

cytoplasmique, (en particulier au niveau de la couche 

corticale) filamenteuse (c.f.), et une rigidification des 

bundles cytosquelettiques. Les tensions intracellulaires 

provoquées par les mouvements vitaux de la cellule en cours 

de "paralysie" entratnent l'apparition de hlebs hyalins 

(b.h.). 

C. Les blebs fusionnent pour fOrfiler la zone hyaline périphéri-

que (z.h.) tandis que la couche filamenteuse corticale 

emprisonne au centre de la cellule, dans la zone granulo-

plasmique (z.g.) les organites. Les paracristaux (p) sont 

visibles à ce stade de l'action de la toxine. 

Les bundles, d'origine acanthopodiale ou néoformés sont ré-

partis dans toute la cellule et rigidifiés par la toxine et 

forment des câbles (c). 

A. Amibe non traitée à la phallo!dine 

B.C. Amihes trait6es ; la phallo!dine. 



c.f m.c 

f----.f{!I 

z.b 
.c. 
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CONCLUSION 

L'étude que nous avons réalisée nous a permis, dans un premier 

temps, de mettre au point une technique de perméabilisation vitale d' 

Acanthamoeha castellanii. Celle-ci peut être menée aussi bien avec la 

digitonine qu'avec le Nonidet P40. 

A notre connaissance, c'est la première fois que ce type de 

technique est appliqué, avec succès, à une amibe. 

Nous avons montré par la suite que la phalloïdine et la viroïsi-

ne pouvaient pénétrer dans les cellules perméabilisées et y stabiliser 

l'actine filamenteuse. 

Cette stabilisation s'opère, in situ, sur l'actine F qui est 

présente, déjà, dans la cellule et sur les filaments dont la formation a 

été induite par l'effet des toxines. Cet effet peut être direct par po-

lymérisation de l'actine G et indirect par l'intermédiaire de métabolites 
d • 

ou d'actin-binding protéines dont on sait qu'elles sont nombreuses chez 

cette amibe. 

La stabilisation des filaments d'actine par les toxines, en par-

ticulier contre l'effet destructeur de l'acide osmique, avait été mise en 

évidence in vitro mais jamais in vivo sur des cellules entières. 

Il est, néanmoins, assez difficile de séparer l'action stabili-

satrice des toxines d'Amanita virosa de leurs effets propres sur le degré 

de polymérisation de l'actine. Les effets des toxines entraînent, chez 

Acanthamoeba castellanii perméabilisée, des transformations de l'ultra-

structure qui sont tout à fait comparables à celles obtenues par micro-

injection de phalloïdine dans Amoeha proteus, comme l'apparition de nom-
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breux microfilaments d'actine organisés en réseaux ou en faisceaux. La 

conséquence de ces transformations se retrouve au niveau de la morpholo-

gie des amibes traitées avec ces toxines chez lesquelles des modifica-

tions physiologiques et morphologiques peuvent être mises en évidence, 

comme la disparition des acanthopodes, l'arrêt des mouvements cellulaires 

et la séparation du cytoplasme en 2 zones différenciées. 

Cependant, la formation de paracristaux n'a jamais été rapportée 

chez une amibe. 

D'autre part, a~r s application des toxines, nous avons pu met-

tre en évidence des cAbles d'actine répartis dans toute la cellule. Ces 

observations apportent de nouveaux ~ en s pour tenter de Dieux compren-

dre l'organisation interne de l'amibe que nous avons utilisée, dont la 

biocllimie des protéines impliquées dans la motilité est bien connue. 

A la quatrième question que nous avions envisagée, nous répon-

drons positivement: Les observations réalisées traduisent un effet réel 

des toxines sur l'amibe. Peu d'études sont entreprises pour établir les 

liens entre les données biochimiques concernant cette amibe et sa motili-

té. Tous nos résultats, corroborés par l'utilisation de techniques com-

plémentaires, apportent des preuves additionnelles à l'existence de la 

relation entre l'état de polymérisation de l'actine et la motilité du cy-

toplasme, et donc de la cellule. 

Nos résultats ne sont pas en contradiction avec la théorie de la 

contraction corticale de S ~  ni avec l'hypothèse du groupe de TAY-

LOR, généralement aùmise aujourd'hui, de la contraction liée à la 80la-
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tion du cytoplasme. 

Néanmoins, l'absence de données sur la présence et la localisa-

tion in situ de la myosine chez Acanthamoeba castellanii reste un handi-

cap à une compréhension plus avancée du mécanisme moléculaire du mouve-

ment a i o~de chez cette cellule. 

A notre avis, celle-ci pourrait être envisagée par l'utilisation de molé-

cules marquées (74) (86) (147) (158) et surtout par l'emploi de techni-

ques immunocytochimiques (94) (133) (160) (175). 
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