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destruction des baciéries

Le systéeme du complément

En 1895, J. Bordet découvre que deux éléments du sérum sont indispensables 4 la

un composé thermostable présent chez les animaux déja
immunisés (les anticorps) et un composé thermolabile commun & tous les animaux et
dont Pactivité complémente celle des anticorps : le complément. Il regoit le prix Nobel
en 1919,

_

. Nature et activation du systéme du complément

11 s'agit d'un ensemble de glycoprotéines solubles ou membranaires. Elles sont pro-
duites sous forme inactive par les macrophages et par les hépatocytes lors de la phase
aigie de I'inflammation. Les protéines C1 4 CS sont activées par protéolyse en cascade

via des convertases jusquaux moléeules effectrices. Les convertases sont elles-mémes
des assemblages de composants du complément.

La voie classique (voie a figure 1)

Le complexe C1 se lie soit & des anticorps (IzG et IzM) soit & des pentraxines (CRP par
exemple) fixés sur des antigénes et est ainsi activé. La sous-unité C1s clive le facteur C4.

La partie C4b se lie aux surfaces microbiennes et fixe C2 qui est clivé par la convertase
Cls. Lensemble C4bC2b forme une C3 convertase.

La notation C4bC2a est fréquemment retrouvée et précéde la normalisation des
notations depuis laquelle le fragment le plus gros est n

La voie des lectines (voie b figure 1)
Lamannose binding lectine (MBL) se fi
MASP.

¢ aux sucres des parois microbiennes et recrute
otéase. Celle-ci clive le facteur C4, ce qui aboutit comme dans la voie
classique & la formation de la C3 convertase, C4bC2b.
La voie alterne, boucle d'amplification (voie c figure 1)

Lorsqu'ily a des Iésions tissulaires, C3 peut se lyser spontanément dans le sérum. C3b
se fixe de fagon stable aux parois microbiennes en présence de facteur P (properdine).
Cela permet le recrutement puis le clivage du facteur B pour former une C3 convertase
alterne, C3bBb. Il y a alors une boucle d’amplification au contact des membranes micro-

biennes.

Toutes les voies dactivation du complément conduisent 2 la méme séquence termi
nale : clivage du composé C3 en C3a et C3b, ass
pour créer des CS convertases et clivage de C5.

ation de C3b aux C3 convertases

De trés
| nombreux
schémas

Figure 1 : Schéma simplifié des voies d'activation du complément

2. Les molécules effectrices du complément

Activation cellulaire par les anaphylatoxines
Les composés

. Céa et CSa constituent les anaphylatoxines (responsables des chocs
Tis exercent un

sur les leucocytes, permettent la
dégranulation des basophiles et des mastocytes, augmentent la perméabilité vasculaire
et inflammation.

Elimination des pathogénes et des déchets
C3b et C4b se lient aux paroi

s aux complexes antig: Ps et
aux corps apoptotiques. Cela favorise la phagocytose (opsonisation) et I'élimination
des antigénes grice aux récepteurs du complément exprimés par les érythrocytes et les
phagocytes. La production d’anticorps sera également exacerbée via les récepteurs CR3
sur les Iymphocytes B.

Complexe d'attaque membranaire (CAM)
C5b se lie 2 C6 et C7 puis le complexe CSb67 s
(virus, bac

attache aux membranes des pathogénes
es) avec C8. C9 est recruté et polymérise, formant un pore d"environ
10 nm qui provoque un choc osmotique et conduit & la mort du pathogéne.

(27

C50678
c8 o Poly-Co
— —p | — —
membrane
T cser Cabors

Figure 2 : Les stades de formation du complexe d'attaque membranaire
3. Les facteurs de régulation

Les sous-unités actives sont instables et done rapidement inactive:
actions déléteres sur des cellules voisines. Tl existe aus:
Pactivation du complément, soit présentes sur les meml
que DAF (Dissociation Acceleration factor)
protectine..

ce qui supprime des
des protéines de régulation de
anes des cellules hotes telles
MCP (Membrane Cofactor Protein), la
soit libérés comme facteurs solubles (inhibiteur du C, facteur H et I

Xl
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La dysplasie arythmogéne du ventricule droit
La dysplasie arythmogéne du ventricule droit (DAVD) est une cfdiomyopathie évolutive ca-
ractérisée par une disparition de cardiomyocytes au bénéfice Whissu fibro-adipeux. Ce rem-

placement progressif int par perturber que. En effe, les f \

quitraverse le myocarde lors de chaque contraction.

B (- = Les Bonus web sur dunod.com :

A Pextrémité de chaque cardiomyocyte, les liaisons sont assurées d‘une part par des desmo-

somes, assurant la cohésion mécanique du tissu et d‘autre part par des jonctions lacunaires
(gap junctions) assurant I conduction électrique de Finflux.
Ci " R

oo : @l Des sites web spécialisés

mais elle peut ensuite atteindre le ventricule gauche.

Adnérence
%

Figure 2
Les jonctions entre
cellules cardiaques

La cause de la maladie semble &tre une atteinte des desmosomes, avec une origine familiale
trés fréquente. On a pu identifier quelques génes associés 4 la pathologie, comme le Récep-
teur Cardiague  la ryanodine (essentiel au couplage excitation-contraction) et surtout deux
génes codant des protéines impliquées dans le desmosome (desmoplakine et plakophiline
2).L du d finerait une di des cellules, rompant
ainsila connexion électrique du myocarde. Les cellules cardiaques finissent par mourir et &tre
remplacées par du tissu adipeux ou adipo-fibreux.

Le pemphigus vulgaire
L

Cesont

des dermatoses bulleuses : les Iésions de la peau désolidarisent les cellules et provoquent des.

soulévements de épiderme en forme de bulles.
pemphigus vulgaire, les

Fune des

Ledéfaut é i

des jonctions intercellulares, d'ob 1a formation de bulles
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Les fondements
de la biologie
cellulaire

Les Bonus web sur dunod.com :

- Testez vos connaissances sur ce chapitre avec le quiz en ligne corrigé
et commenté !
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La théorie cellulaire

L’idée selon laquelle les étres vivants sont constitués d’une ou plusieurs cellules, fonc-
tionnant toutes peu ou prou sur le méme principe, est une idée maintenant assez ancienne
qui s’est peu a peu imposée avec 1’histoire de la microscopie.

1. L’histoire du mot cellule - les observations de Hooke

L’anglais R. Hooke (1635-1703) a réalisé des observations de tissus végétaux a I’aide
d’un instrument assez rudimentaire. Le liege (figure 1) lui est apparu comme une juxta-
position de boites auxquelles il donna le nom de cellule.

Par la suite, le hollandais A. van Leeuwenhoeck (1632-1723) mit au point le premier
microscope. 1l s’agissait d’un systeme de loupe simple et léger que 1’on plagait avec
I’objet observé devant 1’ceil, comme pour une visée. Leeuwenhoek a pu atteindre des
grossissements de I’ordre de 200 fois. II fit de nombreuses observations et descriptions
d’organismes unicellulaires, protozoaires et bactéries.

Figure 1 : Observation de liege par R. Hooke

La structure du liege est manifestement cloisonnée,
le tissu semblant formé de petites « boites », les cellules.

2. Schwann et la théorie cellulaire

La théorie cellulaire est née bien plus tard avec T. Schwann (1810-1882) et M. Schleiden
(1804-1881). Ce zoologiste et ce botaniste affirment que tous les étres vivants, méme les
plus complexes sont constitués de cellules ainsi que des produits de ces cellules.

R. Virchow (1821-1902) complete cette théorie en 1855 par une seconde affirmation :
omni cellula e cellula : « Toute cellule provient d’une cellule ».

Une cellule, entourée d’une membrane lipidique qui sépare son cytoplasme de 1’ex-
térieur, est ainsi la plus petite unité vivante d’un organisme. A I’échelle subcellulaire,
on connait maintenant de nombreux systemes complexes, objets des chapitres de ce



livre, mais aucun systeme subcellulaire ne réunit a lui seul ’ensemble des propriétés du
vivant.

Figure 2 : Tissu animal et tissu végétal

Lobservation d’un tissu complexe montre clairement I'organisation cellulaire. Cette constata-
tion est particulierement aisée pour un tissu végétal ou les séparations entre cellules sont souli-
gnées par la paroi squelettique. Dans un tissu animal, on peut deviner les limites entre cellules,
mais seul le microscope électronique permet d’identifier les membranes.

3. Les liens entre cellules sont tres divers

Si la cellule est I'unité de base des organismes pluricellulaires, les relations entre les
cellules d’un tel organisme sont complexes.

Ainsi dans un tissu, ¢’est-a-dire un assemblage coordonné de cellules, on peut trouver

des cellules jointives liées entre elles par des jonctions complexes ou séparées par des
constituants extracellulaires qui forment des matrices.
Ces matrices peuvent étre trés abondantes (paroi squelettique des cellules végétales) et
méme prédominantes en volume et tres rigides (tissu osseux). Dans le cas du sang, I’en-
vironnement des cellules n’est plus une matrice mais un liquide. Cependant, dans tous
les cas, les contacts entre cellules sont assurés.

cartilage

os compact

moelle

Cellules osseuses
dans une matrice minéralisée
Systéme de Havers

canaux

Figure 3 : Organisation du tissu osseux
L'os est un tissu vivant et est a ce titre constitué de nombreuses cellules en contact les unes avec
les autres : les ostéocytes. Cependant, les propriétés mécaniques de I'os sont dues a une matrice
extracellulaire trés rigide et surtout trés abondante. Cela n’empéche cependant pas les contacts
entre cellules.

Fiche 164

O

Fiches 140,
141,143




Les constituants des etres vivants

La chimie du vivant est suffisamment originale pour étre a 1’origine d’une vaste branche
de la chimie, la chimie organique. Cependant, la chimie organique ne fait pas tout
le vivant : ’organisation logique des cellules, nous le verrons, est tout a fait essen-
tielle. Néanmoins, une analyse rapide de la chimie des &tres vivants nous renseigne sur
quelques grands principes de la vie.

1. L’eau, milieu de vie, milieu intérieur, constituant majeur

La chimie du vivant ne s’imagine pas sans eau. La vie est apparue sur la Terre dans I’eau
liquide et cette eau liquide constitue 1’essentiel du milieu de vie de toute cellule, tout
comme |’essentiel de la composition des cellules.

Fiche 11 intestin
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Figure 1 : Les compartiments liquidiens d’un organisme humain

Les chiffres indiqués correspondent a la quantité d’eau présente chez un homme de
75 kg. Les cellules sont remplies de solution aqueuse constituant le liquide cellu-
laire. Elles sont entourées de liquide interstitiel piégé dans les matrices et d’un milieu
circulant, également liquide, le sang et la lymphe.

L’une des étapes de I’évolution des &tres vivants a été la conquéte du milieu aérien, avec
un affranchissement plus ou moins poussé vis-a-vis des contraintes hydriques du milieu.
Il y a ainsi une assez grande diversité des teneurs en eau d’un organisme a I’ autre.

Tableau 1 : Teneur en eau de différents étres vivants

Homme 60 a 65 %
Méduse 98 %
Insecte De 50 a 80 %
Craine Environ 10 %
Feuille de laitue 97 %

Pomme de terre 79 %



2. Les principaux éléments

Les cellules sont constituées de molécules organiques, c’est-a-dire de molécules
construites autour d’un schéma de squelette carboné de deux a quinze carbones environ.
Des atomes d’hydrogene, d’oxygene et d’azote viennent diversifier ces molécules.

Tableau 2 : Les éléments rencontrés dans le vivant

19,3 ;

Carbone C
Hydrogéne H 9,3
i Azote N 5,1
Eléments majeurs R
Oxygene (0] 62,8
Phosphore P 0,6
Soufre S 0,6
Calcium Ca 1,4
Sodium Na 0,3
Princ_ipellux ions Potassium K 0,2
minéraux
Magnésium Mg 0,04
Chlore Cl 0,2
Fer Ee 0,005
Silicium Si 0,004
Oligo-éléments
Zinc Zn 0,0025
Cuivre Cu 0,0004

En complément on trouve quelques éléments moins prépondérants mais pourtant
essentiel, comme le phosphore et le soufre.

Enfin, quelques éléments, minoritaires mais tout aussi essentiels, forment les oligo-
éléments.

Exobiologie

Il est possible d’opérer une recherche de vie extraterrestre en partant d’une analyse
chimique. Tout cela n’ayant de sens que pour détecter des formes de vie comparables a
celle que nous connaissons.

L’eau est le premier axe de recherche ; la vie n’est concevable qu’en présence d’eau.
Ainsi, la recherche de vie reposera en premier lieu sur la recherche d’eau liquide, présente
en grande quantité et sur une durée assez longue.

Ensuite, on pourra faire une recherche d’éléments ou de molécules spécifiques du vivant.
Une signature intéressante des étres vivants concerne les isotopes du carbone. En effet, le
monde vivant (par I’intermédiaire de la photosynthese) fixe préférentiellement I’isotope 12
du carbone. Cela produit une matiere organique appauvrie en carbone 13 par rapport au
monde minéral. Des molécules appauvries en carbone 13 seraient donc la marque d’une
activité biologique. C’est de cette maniere que 1’on recherche 1’histoire du vivant dans
les couches géologiques. La découverte extraterrestre d’un déséquilibre entre les deux
isotopes pourrait alors étre un indice d’une photosynthése comparable a celle que nous

connaissons. J ;




origine des cellules

Si I’on s’en tient simplement au précepte de R. Virchow, omni cellula e cellula, et que
I’on y associe I’évolution des étres vivants, I’idée d’une « premiere cellule » émerge
assez rapidement. S’il est illusoire d’espérer connaitre vraiment une telle premiere cel-
lule, on peut imaginer les propriétés de la « derniere » cellule ayant engendré I’ensemble
des étres vivants actuellement connus.

1. Les étres vivants sont en permanente évolution

Compte tenu du fait que I’évolution est réalisée sur la base de la reproduction avec
variation, deux groupes apparentés d’étres vivants ont toujours un ancétre commun. La
grande unité chimique et organisationnelle (sur le plan de la génétique, en particulier)
impose d’envisager que tous les étres vivants sont apparentés et que toutes les cellules
descendent donc d’une cellule ancestrale.

2. Un ancétre commun - 'arbre du vivant

L’apparentement entre deux étres vivants peut étre évalué de nombreuses manieres, mais
en particulier par la similitude entre les séquences d’ADN des cellules. Cette méthode
a permis de construire I’arbre phylogénétique de I’ensemble des étres vivants. Cet arbre
n’a pas de racine, car il n’y a pas actuellement consensus sur la nature du groupe qui
serait a I’origine des deux autres. C’est ainsi que I’on distingue :

* les Eubactéries caractérisées par une paroi cellulaire a peptido-glycanes ;

* les Archées qui présentent des lipides particuliers dans leur membrane ;

* les Eucaryotes dont I’ADN est contenu dans un noyau.

ARCHEES

Halobacterium

Sulfolobus Methanobacterium

Methanococcus
Thermoproteus

EUCARYOTES EUBACTERIES

Homo sapiens

Zea Escherichia coli

Giardia .
Cyanobactéries

Paramecium

Saccharomyces Bacillus

Dictyostelium Thermomicrobium

Trypanosoma

Euglena Aquiflex

Figure 1 : L’arbre du vivant



3. LUCA n’est pas le premier étre vivant

L’apparentement de toutes les formes de vie actuelles impose d’envisager un ancétre
commun a qui on donne le nom de LUCA (Last Unique Common Ancestor). Cependant,
LUCA n’est vraisemblablement pas le premier étre vivant. Il a certainement coexisté
avec d’autres étres vivants faisant partie de groupes aujourd’hui éteints.

Eucaryotes, Eubactéries, Archées : les trois domaines actuels

%ﬂﬂw

Premiere ceIIuIe‘

Monde Pré-cellulaire

LUCA = Last Unique Common Ancestor

Origines de la vie

Figure 2 : La place de LUCA dans I’évolution du vivant

4. Mitochondries et chloroplastes : endosymbiose

Des arguments génétiques et phylogénétiques sur la parenté entre les ADN des chlo-
roplastes et des mitochondries et ceux de bactéries ont permis d’établir 1’origine de
ces organites comme résultant d’une symbiose entre des ancétres eucaryotes et des
eubactéries capables pour les unes d’oxyder la matiere organique avec I’oxygene comme
accepteur final d’électrons et, pour les autres, de réaliser la photosynthese.

Endosymbiose primaire
de la cyanobactérie
a-protéobactérie Cyanobactérie

Endosymbiose Mitochondrie

primaire EZD proto- Protoplaste
de la bactérie \Amitochondrie

Chloroplaste

a-protéobactérie Noyau

Cellule
eucaryote
| primitive |
Archéen | Paléo-protérozoique  Protérozoique | Méso-protérozoique Néo-|
protérozoique
-2 500 -1 600 -1000 362

<«—— Temps (Millions d’années) ——

Figure 3 : L'origine endosymbiotique des mitochondries et chloroplastes




La diversité des cellules

Organismes unicellulaires ou pluricellulaires sont formés de cellules ayant un métabo-
lisme de base similaire. La spécialisation cellulaire s’accompagne de variations sur la
cellule type ce qui donne une diversité de forme des cellules et des voies métaboliques
spécifiques. Modes et milieux de vie sont ainsi extrémement divers.

1. Des modalités métaboliques distinctes

Les étres vivants ont des facons tres diverses de se procurer I’énergie nécessaire a leur
métabolisme cellulaire. On retrouve cependant des schémas récurrents essentiellement
sous forme de chaines membranaires de transfert d’électrons.

Diversité des métabolismes archées et eubactéries
Les eubactéries et les archées présentent une tres grande diversité de mode d’approvi-
sionnement en énergie. Certains exploitent I’énergie lumineuse et du sulfure d’hydro-
gene, d’autres de I’énergie lumineuse et de I’eau. D’autres oxydent grace, par exemple,
a 'oxygene des substrats minéraux comme le fer réduit ou I’ammoniaque. On trouve
des bactéries dans pratiquement tous les milieux imaginables, sous la glace, proches des
sources chaudes, avec ou sans oxygene, avec ou sans lumiere. Ce monde non eucaryote
semble marqué par une « inventivité métabolique » sans fin. Ce sont par ailleurs le plus
souvent de tres petites cellules avec une activité métabolique tres intense et tres rapide.

0 5 10mm

Figure 1 : Tailles caractéristiques des grands types de cellules

Une bactérie, une cellule animale, une cellule végétale : le rapport de taille est envi-
ron de 10 de 'une a l'autre de ces cellules.

Conformisme du métabolisme eucaryote
Les eucaryotes, inversement, sont étonnamment homogenes et ont tous adopté le méme
schéma :
* oxydation de matiere organique pour les cellules hétérotrophes (respiration mito-
chondriale ou fermentation) ;



* photosyntheése (par le chloroplaste) et respiration pour les cellules autotrophes au
carbone.
De plus, les modalités chimiques de ces processus ont été remarquablement bien
conservées par 1’évolution.

2. Des organismes unicellulaires :
les cellules multifonctionnelles

Le caractere pluricellulaire ne se rencontre guere que chez les eucaryotes, méme si
nombre d’entre eux sont unicellulaires. Les archées et les eubactéries sont des étres
vivants unicellulaires a quelques exceptions pres. Cette unicellularité suppose I’ existence
de cellules « totipotentes », réalisant toutes les fonctions biologiques.

3. Des types cellulaires variés : les cellules différenciées

L’ état pluricellulaire correspond a I’invention du partage du travail a I’échelle de 1’orga-
nisme. Cela va de pair avec I’apparition de cellules parfois extrémement différenciées
qui se sont spécialisées. Les spécialisations peuvent étre tres spectaculaires comme dans
le cas d’une cellule musculaire au cytosquelette quasi cristallin ou d’un globule rouge
semblant réduit a une simple membrane et n’ayant plus aucun matériel génétique.

]

Figure 2 : Quelques types cellulaires

A gauche, un neurone, dont le corps cellulaire peut représenter une dizaine de mi-
crométres, mais dont I'axone peut étre extrémement long (plusieurs dizaines de cen-
timétres parfois). Au centre, une paramécie, organisme unicellulaire cilié. A droite,
une cellule végétale de type parenchyme, dont la paroi squelettique épaisse de un a
quelques micrometres est visible au microscope optique.
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Les virus aux frontieres du vivant

Historiquement, on connait les virus pour leurs effets avant de connaitre leur nature et
leur structure. Ce sont des systemes qui parasitent et détournent le métabolisme d’une
cellule au profit de leur seule reproduction. Il reste difficile de les classer dans le monde
vivant, car s’ils sont indéniablement formés de matériel de type « biologique », ils ne se
reproduisent pas seuls, ne consomment pas d’énergie et n’entretiennent pas le renouvel-
lement de leurs structures.

1. Un parasitisme cellulaire détournant I’expression
génétique des hotes

L’exemple des bactériophages est tout a fait révélateur de la nature des virus. Les bacté-
riophages sont des agents infectieux qui détruisent des colonies bactériennes sous forme
de plages de lyse dans des boites de culture. Ces agents infectieux se multiplient : ils pro-
liferent en détruisant les bactéries. On a d’abord pu les analyser chimiquement (ADN et
protéines) et montrer qu’ils détournent I’expression génétique des cellules bactériennes au
profit de leur prolifération. Ce détournement se fait en injectant a la cellule une information
génétique parasite qui commande et contrdle sa propre réplication et la syntheése de nou-
veaux virions. C’est ainsi que I’on a pu construire le cycle lytique d’un virus bactériophage.

Un virus est en quelque sorte une information génétique mobile équipée du maté-

riel protéique facilitant I'infection de cellules hétes.

Capside Fibre ou spicule

ADN Téte

Capside
Collier N4 Q\gj,\ P

Tégument

Glycoprotéine \

Gaine contractile
Axe tubulaire Protéines : Enveloppe :
Q internes Ny —r F < Polymérase g
Fibres caudales ueue o=p :

ADN

e ¥ & Capside
\ T ARN

Bactériophage T4 Adénovirus Virus de la grippe

Plaque
basale

Spicule

Figure 1 : Exemples de structures de virus

2. Une organisation simplifiée a ’extréme
Au-dela de la seule analyse chimique, la microscopie électronique a transmission a per-
mis d’identifier la structure des virus.

Capside protéique et matériel génétique
Un virus présente donc un matériel génétique, ADN ou ARN, double brin ou simple
brin, entouré d’une enveloppe : une capside protéique qui protege ce matériel, parfois
entourée d’une bicouche lipidique avec des glycoprotéines. Ces capsides sont formées
d’un petit nombre de protéines, souvent en une structure quasi-cristalline, tres réguliere
et répétitive. Capside et enveloppe lipidique permettent I’ introduction du matériel géné-



tique viral dans le cytoplasme d’une cellule hote. Ce sont par exemple des protéines qui
reconnaissent des récepteurs de la cible ou bien qui perforent la membrane de la cible.

Auto-assemblage des capsides
L’assemblage de nouvelles capsides se fait spontanément a partir de ses constituants.
Ainsi, des lors que les protéines virales sont produites par le métabolisme de 1I’hote,
I’auto-assemblage de ces protéines en capside peut s’opérer.

1 - Adsorption
Intéraction spécifique entre les ligands
viraux et les récepteurs cellulaires

Capside
@ Acide nucléique

2 - Pénétration du génome viral dans la cellule hote

- par endocytose pour les virus nus et quelques virus
enveloppés comme le virus de la grippe ;

- par fusion de la membrane plasmique et de I'enveloppe
virale pour les virus enveloppés ;

- par translocation du génome viral, comme pour les

-

Cellule hote

—

R

bactériophages.

(.? / 3 - Expression et réplication du
génome viral dans la cellule hote
(-? Multiplication du matériel
\' génétique et synthese des
protéines virales.

@

e

4 - Morphogénése
Assemblage des protéines de la capside,
entrée du génome viral et des protéines

@y

internes dans la capside

5 - Libération des particules virales

- par lyse de la cellule héte pour les virus nus ;
- par bourgeonnement des particules a la surface
de la cellule hote pour les virus enveloppés.

Figure 2 : Cycle lytique d’un virus

3. Diversité des virus

On classe les virus selon leur structure, selon la nature de leur matériel génétique et
selon les modalités de réplication dans une cellule hote.

Tableau 1 : Classification des virus

Virus a ADN Virus a ARN
Simple brin
Double brin S|m_p|e Dou_ble L
brin brin el masiie Polarité
P négative
Classe selon
e Classe | Classe Il Classe Il Classe IV Classe VI Classe V
Enveloppé Enveloppé Nu Nu Nu Enveloppé Nu Enveloppé
ou non
Symeétrie
de la cap- Icosaédre Complexe Icosaedre Icosaédre Icosaédre Icosaedre Hélice Icosaédre Hélice
side
Herpes simplex Virus de la Vs de (B
Brnmie virus, virus vari- Virus de la Adénovi- Tervaions | Rerevis rubéole, Corona- Entérovi- Y
P celle-zona, virus variole rus virus de la  virus rus, VIH grippe,
; ) b : de la rage
d’Epstein-Barr fievre jaune

11
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Les techniques de la microscopie

Les progres de la biologie cellulaire sont directement liés a 1’évolution des techniques
d’observation du monde microscopique. Le terme « cellule » résulte directement des
premieres observations de R. Hooke. La connaissance de 1’échelle subcellulaire date du
xx¢ siecle, avec I’invention de la microscopie électronique.

1. Le microscope optique : observation de tissus

La technique

Le principe du microscope optique est
double : constitution, grace a un objec-
tif, d’une image de I’objet observé, puis
observation de cette image grace a un
oculaire qui I’agrandit et la place a I’in-
fini, permettant une observation confor-
table. L’ensemble permet d’agrandir
I’image et d’augmenter sa résolution. Il
existe une limite au pouvoir de résolu-
tion du microscope, qui est de quelques
dixieémes de micrometre et 1ié a la lon-
gueur d’onde de la lumiere visible.

L’ objet observé est une coupe suffi-
samment plane pour étre nette et suffi-
samment fine pour étre traversée par la

N . X S Figure 1
lumiere qui permet d’observer 1’objet. Technique du microscope optique
Cela n’interdit cependant pas d’obser-

ver plusieurs épaisseurs de cellules, et
surtout d’observer des tissus vivants.

Les techniques complémentaires
L’observation de cellules peut étre améliorée de multiples manieres par des techniques
de coloration, de révélation (autoradiographie, fluorescence...). Quelques techniques
microscopiques permettent d’améliorer dans certains cas le contraste ou la profondeur
de champ, comme le contraste de phase ou la microscopie confocale.

2. Le microscope électronique a transmission :
les ultrastructures

Un principe semblable a la microscopie optique

Sil’on considere un faisceau d’électrons de la méme maniere qu’un faisceau de lumicre,
le microscope a transmission n’est pas tres différent d’un microscope optique. Les len-
tilles de verre y sont remplacées par des lentilles magnétiques qui dévient les électrons
selon le méme principe. Les différences sont cependant grandes : un vide poussé doit
étre pratiqué dans I’enceinte du microscope, les coupes doivent étre tres fines ; ces deux
contraintes interdisent I’observation de tissus vivants. En revanche, le pouvoir de réso-
lution est trés fortement amélioré : on peut observer des détails de I’ordre de quelques
nanometres.



La technique d’ombrage
L’ombrage métallique est un moyen d’observer des surfaces complexes et surtout de
tres petits objets (molécule d’ADN, par exemple) en projetant de fagon oblique une
fine couche métallique sur une surface. A 1’image d’une lumiére incidente rasante, cette
projection provoque des dépdts de métal irréguliers (et opaques aux électrons), formant
ainsi des ombres. On obtient donc une illusion de relief (2 ne pas confondre avec les
images obtenues avec un microscope a balayage).

3. Le microscope électronique a balayage : observation
des surfaces

On peut poursuivre 1’analogie entre les techniques électroniques et optiques avec le
microscope électronique a balayage. Cet instrument est 1’équivalent électronique de
la loupe binoculaire : la surface de 1’objet est « éclairée » par un faisceau d’électron
(le balayage) et les faisceaux réfléchis par cette surface sont analysés. On obtient des
images fines de surfaces, avec un effet de relief caractéristique, mais il est nécessaire soit
de métalliser la surface, ce qui diminue la résolution, soit d’utiliser de faibles énergies,
ce qui diminue aussi la résolution.

Générateur
de
balayage

Amplificateur
de signal

bl —@

(@) (b)

Figure 2 : Technique du microscope électronique
(a) a transmission ; (b) a balayage.
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Le fractionnement cellulaire

La purification des différents organites cellulaires nécessite la fragmentation des cel-
lules. Leurs composants sont ensuite triés sur la base de leur taille, de leur densité ou de
I’expression de marqueurs spécifiques.

1. homogénéisation des cellules

Les cellules isolées ou dissociées des tissus sont placées en suspension dans des solu-

tions de pH et de pression osmotique appropriés, puis la membrane cellulaire est rom-

pue. Pour les bactéries, levures et cellules végétales entourées d’une paroi, des enzymes

adéquates sont ajoutées. Les principales techniques d’homogénéisation utilisent :

¢ des broyeurs mécaniques (type Ultraturax®) qui fonctionnent comme des mixeurs et
servent surtout a dissocier les tissus ;

¢ des homogénéisateurs a piston (type Dounce®) qui écrasent les cellules entre le piston
et la paroi interne du tube. En fonction de leur diametre, ils dissocient les tissus ou
cassent les cellules ;

* des ultrasons qui induisent des compressions/décompressions et déstructurent tres
efficacement les cellules. Ce procédé de cavitation ultrasonore est souvent appelé
« sonication » ;

* des homogénéisateurs sous pression (type bombe a azote ou presse de French), des
cycles de congélation/décongélation dans 1’azote liquide ou des détergents doux qui
solubilisent la membrane.

2. La séparation par centrifugation

Le développement de centrifugeuses a haute vitesse, ou ultracentrifugeuses, imposant
des accélérations supérieures a 20 000 fois la pesanteur terrestre (20 000 g) a permis le
fractionnement subcellulaire. La vitesse de sédimentation des particules dépend de leur
taille, de leur forme (globulaire ou allongée) et de leur densité, elle est quantifiée par le
coefficient de sédimentation donn€ en unités Svedberg (S).

La centrifugation différentielle (figure 1)
Les particules sédimentent a une vitesse donnée, en fonction de leur taille et de leur
densité, dans le tampon d’homogénéisation. Le procédé de purification des composants
cellulaires peut étre réalisé en plusieurs étapes, le surnageant étant chaque fois centri-
fugé plus vite et plus longtemps.

La centrifugation sur gradient de densité (figure 2)
L’échantillon est déposé sur un gradient de densité puis centrifugé a une vitesse adaptée a
la séparation des particules d’intérét. Les molécules utilisées pour former les gradients peu-
vent étre des sucres (saccharose), des sels métalliques (chlorure de césium CsCl), des col-
loides (Percoll). 11 faut distinguer la centrifugation zonale de la centrifugation a I’équilibre.
* Lors d’une centrifugation zonale, la densité maximale du gradient est inférieure a
la densité maximale des particules. Il y a donc une séparation basée sur la vitesse
de sédimentation. La durée est controlée pour que les particules ne sédimentent pas
jusqu’au fond du tube.



el

A
10 min. 10 min. 1h 2h
10009 15000 g 100000 g 300 000 g
—
s> 1 s> s> € |—
> J > H H Cytoso|
Homogénat Noyaux Mitochondries Membranes Ribosomes
cellulaire Chloroplastes Polyribosomes
Lysosomes
Péroxisomes

Figure 1 : Les principales étapes de la centrifugation différentielle
d’un homogénat cellulaire

* Lors d’une centrifugation a 1’équilibre (isopycnique), la densité maximale a la base
du gradient est supérieure a la densité maximale des particules. La séparation est
basée sur la densité. La durée de centrifugation peut €tre trés longue jusqu’a ce qu’un
équilibre soit atteint. Dans ces procédures, le gradient peut étre continu ou discon-
tinu, on parle alors de centrifugation « sur coussin ». Avec le chlorure de césium uti-
lisé pour séparer différentes formes d’acides nucléiques (ADN génomique, plasmi-
dique, ARN), le gradient n’est pas préformé. L’échantillon est mélangé€ a une solution
concentrée de CsCl puis, au cours de la centrifugation, un gradient de CsCl se forme
ce qui entraine la séparation des acides nucléiques.

Centrifugation zonale Centrifugation a I’équilibre (isopycnique)
Gradient continu Gradient discontinu
Avant Temps Avant A I’équilibre = coussins
choisi autoformant préformé Avant A léquilibre

Figure 2 : Les différents types de centrifugation sur gradient

3. La séparation par immunoadsorption

La purification par centrifugation des composants subcellulaires a permis une tres
bonne caractérisation de nombreuses vésicules dans la cellule. S’il existe des marqueurs
de surface caractéristiques (protéines transmembranaires), des anticorps monoclonaux
peuvent étre produits et utilisés pour une séparation par immunoadsorption sur support
solide. Les anticorps sont greffés sur des billes de résine ou sur des billes magnétiques
qui permettent la séparation physique des vésicules d’intérét.

O
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Schématiquement, on peut retenir que la dimension caractéristique d'une bactérie est le mi-
crométre, celle d'une cellule animale est la dizaine de micrométres, celle d'une cellule végétale
est la centaine de micrométres.

La taille réduite des cellules ne doit pas faire oublier qu'elles sont déja largement assez grandes
pour héberger des systéemes trés nombreux et trés complexes. La raison en est que le travail
de base des cellules est un travail chimique qui s'effectue sur des molécules de quelques na-
nomeétres, avec des outils (des protéines) d’'un diametre d'une a quelques dizaines de nano-
meétres.

Une comparaison simple peut étre faite : les objets courants manipulés par une cellule sont des
petites molécules (quelques nanometres), les outils sont des protéines (dizaine de nanometres)
effectuant leur travail dans des sous-systemes de la cellule mesurant de 100 nanometres a un
micrométre, le tout dans des cellules d'une dizaine de micrométres. De facon comparable,
dans une société, des hommes (de taille 1 m) manipulent des objets de 10 cm (livres, outils, té-
léphone...) dans des sous-systemes (maison, bureau, train...) d'une taille caractéristique de 10
a 100 m, le tout dans des villes de dimension kilométrique. Dans cette comparaison, le niveau
de complexité de la cellule est celui d'une ville.

Le monde chimique est tellement microscopique, qu'il faut nous habituer a considérer une
cellule comme un objet de trés grande taille.

Les membranes biologiques forment des obstacles a la diffusion de la plupart des molécules
organiques. Ce frein a la diffusion permet de séparer des milieux différents, de concentrer de
confiner des molécules et donc des activités, de créer des gradients... Ce sont des édifices lipi-
diques d’environ 7,5 nanomeétres d’épaisseur. Ces membranes délimitent des compartiments
dont la longueur caractéristique est de l'ordre du micromeétre.

On distinguera ainsi classique-
ment une membrane plasmique
qui délimite la cellule. On trouve
al'intérieur dela cellule un noyau
et divers organites délimités eux
aussi par des systémes membra-
naires. On distinguera le noyau,
délimité par une enveloppe
nucléaire (deux membranes),
le réticulum endoplasmique et
I'appareil de Golgi (réseaux de
citernes et de vésicules, une
membrane) et des organites
énergétiques, les mitochondries
(deux membranes). Dans le cas
des cellules végétales chloro- Ultrastructure schématique
phylliennes, il faut ajouter un d’'une cellule animale
autre organite énergétique : le

chloroplaste (deux membranes).

Membrane
plasmique

Noyau
Mitochondrie

Réticulum
endoplasmique lisse

Réticulum
endoplasmique
granuleux

Appareil de Golgi
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LIENS UTILES

Visiter :

l. https://biologie-maroc.com
e Télécharger des cours, TD, TP et examens résolus (PDF
Gratuit)

2. https://[biologie-maroc.com/shop/
* Acheter des cahiers personnalisés + Lexiques et notions.
e Trouver des cadeaux et accessoires pour biologistes et
géologues.
* Trouver des bourses et des écoles privées

3. https://biologie-maroc.com/emploi/
o Télécharger des exemples des CV, lettres de motivation,
demandes de ...

¢ Trouver des offres d'emploi et de stage
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