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Une cellule en 700 tranches

En collaboration avec des chercheurs fraiu^ais, le Centre national suisse pour
les retrovirus de Zurich a mis au point une technique pour observer - en trois
dimensions - ce qu'il se passe au sein d'un globule blanc infecte par le virus

du SIDA. D faut notamment debiter la cellule en 700 tranches!

Malgre d'enormes progres realises durant ces dernieres

annees, la biologie garde la frustration de ne pas
pouvoir observer le volume interne d'une cellule vivante.
En effet, le microscope optique n'est pas toujours assez

performant pour distinguer des details de la taille d'un
virus; et le microscope electronique, qui a le regard
beaucoup plus acere, doit travailler sous vide sur des
tranches de cellules decoupees pour l'occasion.

Ce n'est pas une cellule «vivante», ä proprement parier,
que les chercheurs du Centre national pour les retrovirus
(Universite de Zurich) sont
parvenus ä contempler. Mais
le fantome complet d'un
globule blanc infecte par le virus
du SIDA, qui auparavant
avait ete brusquement fige et
debite en tranches, avant
d'etre reconstitue grace ä

l'informatique.
La technique n'est pas

nouvelle dans son principe. A
partir d'une serie de coupes
radiographiques, on sait dejä
reconstituer - grace ä l'ordi-
nateur - le crane d'un homme

passe au scanner. On peut
ainsi le considerer ä l'ecran
en trois dimensions et sous
toutes ses coutures. Un
globule blanc est cependant
50000 fois plus petit qu'un
cräne! Et cette comparaison donne une juste idee des
difficultes que les chercheurs ont dü surmonter.

Christophe Bron et Philippe Gremillet ont d'abord
utilise un procede desormais classique, qui permet de figer
une cellule vivante en quelques dixiemes de seconde, puis
de remplacer l'eau qu'elle contient par de l'epoxy - un
polymere plastique durcissable et transparent. La cellule,
dont tous les organites restent ainsi en place, ressemble ä

un oeuf dur dans son bloc de gelee.
Etape dont la mise au point s'est averse la plus delicate,

les chercheurs ont alors transperce le bloc d'epoxy de part
en part ä l'aide d'un laser ultraviolet: quatre microscopi-
ques puits paralleles servant de point de repere. L'echan-
tillon a ensuite ete rabote sur le tranchant d'un diamant, et
le globule debite en 700 copeaux - un exploit qui equivaut
ä couper une tomate en deux millions de tranches! Au fur
et ä mesure du debitage, les tranches de cellule ont ete
deposees cote ä cote sur un ruban, ä l'instar des images
d'un film de cinema.

La suite se deroule dans le laboratoire du Prof. Thomas
Bächi de la meme Universite
de Zurich, l'un des rares ä

abriter un microscope
electronique ä transmission en
balayage (STEM). Cet
instrument prend une sorte de

radiographic de chacune des

coupes. Et c'est un ordinateur
IBM RISC 6000 qui se charge

de memoriser le milliard
d'informations elementaires
necessaire ä rebätir l'aspect
tri-dimensionnel du globule.

C'est ici qu'entrent en jeu
les puits creuses precedem-
ment avec le laser. En fait,
lors du debitage de la cellule,
le diamant a deforme les
tranches. Certaines ont ete
etirees; d'autres, au contraire,
comprimees. Avant de re-

construire les trois dimensions de la cellule dans son
immense memoire vive de 64Mb, l'ordinateur corrige done
la geometrie des tranches en se reperant sur les trous. Les
algorithmes necessaires ä ce subtil travail ont ete develop-
pes par l'equipe du Prof. Michel Jourlin de l'Institut de
Chimie et Physique industrielles de Lyon.

L'ensemble de la manoeuvre se deroule en niveaux de

gris, car le microscope electronique ne «voit» pas en cou-
leurs. Mais l'ordinateur peut colorer les images, pour
rendre perceptibles ä nos yeux des nuances qu'ils ne sont

Une cellule ä plusieurs noyaux (les spheres vertes),
reconstitute sur ordinateur en mode «transparent».
En violet: la resine epoxy qui emprisonne la cellule.

En vert: la surface de la membrane. On distingue
aussi les puits de reperage, fores au laser.
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pas capables de discerner. Finalement, sur les etonnantes
images des chercheurs, on peut voir un lymphocyte
reconstitue excreter quelques minuscules virus du SIDA.

Si, d'apres Christophe Bron, la methode reste encore
experimentale, l'horizon qu'elle a ouvert est tres vaste.
Plusieurs recherches ont d'ailleurs debute au Centre
national pour les retrovirus, sous la direction du I> Jörg
Schupbach, pour determiner oü, quand, et combien de virus
HTV sont produits dans les lymphocytes infectes. Comme
les chercheurs peuvent figer une cellule ä un moment precis
de sa vie, ils pourront notamment comprendre oü exacte-
ment dans la cellule agissent certains medicaments.

En collaboration avec l'Universite de Harvard (USA),
et toujours dans le cadre du SIDA, une etude est en route
sur les macrophages des poumons, de gros globules blancs
qui assurent la defense contre les infections.

Dans un autre registre, on compte aussi sur cette nou-
velle methode pour voir comment s'organise Velastine
dans le ligament flechisseur d'une aile d'oiseau. Cette pro-
teine possede d'extraordinaires proprietes de souplesse,
qu'on aimerait bien utiliser ä des fins industrielles. Mais
aucune methode de microscopie n'a permis jusqu'ici de

comprendre comment eile est si solidement arrimee au
tendon qui la fixe sur l'os.

•'v /
W.]

A. Cette image, numerisee par un
ordinateur, a ete prise par un
microscope electronique ä
transmission par balayage. II s'agit de
l'une des 700 minces tranches
d un echantillon d'epoxy, dans
lequel ont ete englobes plusieurs
lymphocytes infectes par le virus
HIV.
Les ronds blancs sont les trous
des forages par laser; ils servi-
ront de point de repere ä I'ordi-
nateur pour corriger les
deformations des images.
Agrandissement: x 3700

B. L'ordinateur a maintenant dans sa memoire vive
250 images - sa vaste memoire de 64Mb n'est pas
süffisante pour traiter les 700 coupes ä la fois! Ici,
on lui a demande de reconstruire une coupe verti-
cale, sur laquelle on voit deux lymphocytes.
Agrandissement: 5600 x

C. Les memes lymphocytes, reconstruits cette fois
pour qu'on observe - en perspective - les reliefs de
leur membrane. L'ordinateur, qui travaille unique-
ment sur les niveaux de gris, a attribue une couleur
artificielle brune aux membranes afin de faciliter
leur observation.

D. Les deux lymphocytes,
un peu plus agrandis, vus
cette fois depuis dessus.
L'ordinateur a taille un
niveau dans le volume,
comme on le fait pour une
fouille archeologique.
On distingue bien les
«tentacules» emis par les
membranes. Entre les
deux lymphocytes, se
trouvent des virus HIV qui
viennent d'etre secretes
(voir fleches).
Agrandissement: x 30000
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