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La localisation du glycog~ne dans les cellules, 
notamment  dans les cellules h~patiques, a pu ~tre 
pr6cis6e gr~tce ~ des m&hodes histochimiques rela- 
t ivement sp6cifiques. De nombreux travaux ont 
conduit ~ la conclusion g6n6ralement accept6e que 
le glycog~ne se situe dans le cytoplasme. 

Au cours d'6tudes relativement r~centes au 
microscope 61ectronique de divers tissus trait6s par 
la technique habituelle de fixation au t6troxyde 
d 'osmium, divers auteurs (3, 1, 4) ont d6crit des 
plages claircs situ6es entre les mitochondries et les 
~l~ments du rf t iculum endoplasmique, et pr~- 
sentant un contour irr6gulier en apparence d~- 
pourvu de membrane propre. Par analogie avec 
les r~sultats de l'histologie et de l 'histochimie 
optique les auteurs ont fit6 amen6s h sugg6rer que 
ces plages claires, n 'ayant  pas fix6 l 'osmium, 

pouvaient correspondre h des d6pSts de glycog~ne. 
A l 'aide d'impr6gnations aux mftaux lourds 

(hydroxyde de plomb; acide phosphomolybdique),  

Watson (6) a produit, sur des coupes ultrafines de 
foie des d~pSts de mat6riel opaque aux 61ectrons, 

dont la distribution dans le cytoplasme rappelait 

celle du glycog~ne. La pr6sence de glycog~ne 
l 'endroit  du d6pSt de plomb ou de compos6 phos- 
phomolybdique n 'a  cependant pas pu &re prouv6e 

en appliquant le test de digestion enzymatique par 
la salive. Dans sa note pr61iminaire sur la fixation 

des tissus au permanganate,  Luft (5) dfcri t  dans 
les cellules du foie des rosettes et des agglom~rats 

Ce travail a 6t~ effectu6 grhce h l'aide de la Fonda- 
tion Yvonne Bofil. 
Refu le 16 Mai  1960. 

d'6ldments globuleux fort denses de 100 ~ 150 A 
de diam~tre. I1 suppose qu' i l  s'agit de glycog6ne. 

Le pr6sent travail a consist~ h comparer dans 
les m~mes conditions de fixation, d'inclusion, et de 
coloration (a) du glycog6ne particulaire isol6 du 
foie de rat et purifi6 par centrifugation diff~rentielle 
et (b) des coupes de foie de rats aliment6s jusqu 'au  
moment du pr~16vement et dans lesquelles le 
glycog~ne pouvait ~tre d~montr6 par les mdthodes 
histochimiques. 

M A T ] ~ R I E L  ET  M ] ~ T H O D E S  

Des rats de souche Wistar ont 6t~ utilis~s pour la 
fixation de tissu h&patique et comme source de 
glycog~ne particulaire. 
Le Glycog~ne Particulaire." I1 a 6t~ pr6par5 en se 
basant sur la m6thode d'isolement du glycog~ne par 
centrifugation difffirentielle pr6conis~e par A. Claude 
(2) avec cette diff6rence que les fractions mito- 
chondrie et microsome ont 6t6 61imin6es ensemble h 
basse vitesse de centrifugation gr,Sce ~t l'agglutination 
prfalable de ces fil6ments en milieu l~g~rement acide. 

En pratique, l'homog6nat de foie obtenu par 
broyage dans l'eau distill6e ~tait acidififi par l'addi- 
tion d'une solution tampon de phthalate de 
potassium-hydroxyde de sodium 0,1 molaire ~t pH 
4,8 darts les proportions n6cessaires pour atteindre 
dans le mflange final un pH de 5,2. Apr~s un temps 
de 5 minutes, n6cessaires pour compl6ter l'agglutina- 
tion d6sir6e, la suspension est d6barass6e des mito- 
chondries et des microsomes par une seule centrifuga- 
tion de 5 minutes h 1100 g. Le glycog~ne rest6 dans 
le surnageant est concentr6, puis soumis h deux 
lavages successifs dans l'eau distillfie par trois centri- 
fugations r6pfit6es de 5 minutes h 20.000 g. Toutes les 
manipulations ont 6t~ faites h froid entre O°C. et 
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4°C. L 'ana lyse  ch imique :  fil&nentaire du dernier  
culot  de centrifugation, a montrfi que  la teneur  en 
azote du  glycog~ne part iculaire ainsi purififi fitait 
inf~rieure ~ 0,03 pour  cent. 1 

Le glycog~ne part iculaire  purifi~, a fitfi dispersfi 
dans  une  solution de gfilose (bacto-agar  Difco) ~t 
2 pour  cent, m a i n t e n u e  ~t 45°C. Apr~s refroidissement 
sur l ame de verre ~ la tempfirature du laboratoir% 
des gouttes gfilififies de cette suspension sont  d~bitfies 
en petits blocs rfiguliers de 1 m m  ~ environ.  
Fixation, D&hydratation, et Inclusion: Deux  fixateurs 
ont  ~tfi utilis~s pour  la fixation de blocs de gfilose 
eon tenan t  le glyeog~ne purifi~: (a) une  solution de 
t~troxyde d ' o s m i u m  ~t 1 pour  cent  dans  l ' eau distill~e 
non tamponn6e  et (b) une solution de p e r m a n g a n a t e  
de potass ium ~ ~ pour  cent  dans  l ' eau distill~e non 
tamponnf ie  (pH sup~rieur ~ 7,0). 

Le tissu h~pat ique a fit~ fix~ 24 heures dans  le 
t~troxyde d ' o s m i u m  en solution ~ 1 pour  cent  dans  
l 'eau distillfie non t amponn6e  (pr6conis6e par  A. 
Claude) .  Les petits blocs fixfis ont  subi de courts 
lavages (2 fois 3 minutes)  dans  l ' eau distill6e suivis 
d ' u n e  dfishydratat ion par  passages successifs dans  
l '~thanol ~ 70, 94, 100 pour  cent  pour  chaque  fois 3 
pfiriodes de 20 minutes .  L ' inclusion a fitfi faite dans  
un  mfilange, 95 et 5 pour  cent  en volume,  de butyl-  et 

~Les d6tails de la m6thode  d ' isolement  employ6e, 
ainsi que  le r6sultat  des observations et analyses seront 
publi6s u l t~ r i eu rement  

de m6thyl  m6thacrylate ,  polym~ris6 ~ 45°C. Les 
coupes ont  6tfi faites ~ l 'a ide d ' u n  micro tome Servall 
Porter-Blum, et couteau  de d iamant .  
Coloration des Coupes au Permanganate." Les coupes 
ultrafines recueillies sur grilles ont  ~t6 raises en contact  
avec une  solution ~t 5 pour  cent  de p e r m a n g a n a t e  de 
potass ium (produit  pour  analyse,  Merck,  Darms tad t ) ,  
pr6par6e ex t emporan6men t  dans  l ' eau distill6e 
boui l lante  et refroidie ~ la t emp~ra ture  du  laboratoire.  
La  coloration au p e r m a n g a n a t e  a 6t6 prat iqu6e dans  
une  cupule  de 5 co. de capacit6 dont  les parois ont  6t6 
paraffin6es. Cette derni~re pr6caut ion 6vite en  g rande  
part ie  la format ion d ' u n  pr~cipit6 d 'oxyde de man-  
gan~se qui  secondai rement  se fixe sur la grille. U n e  
coloration de 20 h 30 minutes  sutfit ~t met t re  en fivi- 
dence le glycog~ne. La  grille rine~e a fit~ ensuite re- 
couverte  d ' une  t o u c h e  de carbone  sur chacune  des 
faces. L ' e x a m e n  a 6t6 fait 5 l 'a ide d ' u n  microscope 
filectronique, Siemens Elmiskop I. 

Des coupes semifines (1,5 ~t 2 ~) de foie entier ou 
de prfiparation de glycog~ne part iculaire  en g6lose 
ont  6t6 trait6es pa r  les m6thodes  his tochimiqucs de 
Bauer et au  PAS utilis6es pour  la mise en 6vidence de 
glycog~ne (oxydation suivie de coloration pa r  le 
r6aetif de Sehiff). Ces techniques  de coloration, 
pratiqu~es sur des coupes pr61ev6es sur les blocs, 
avan t  ou apr~s les coupes ultrafines, ont  fit~ positives 
et ont  ainsi permis de d6montrer  la pr6sence du  gly- 

cog~ne dans  les coupes examin6es au  microscope 
61ectronique. 

FIGURE 1 

Micrographie  ~lectronique d ' une  coupe dans  le glycog~ne part iculaire  enrob~ dans  la 
g6lose et trait6 par  le p e r m a n g a n a t e  de potassium. Les formations arrondies (Gl) sont 
constitufies d ' une  agglom6rat ion de particules plus petites (gl) de diam~tre  assez 
constant.  Le long du  bord droit de la photo,  les grains sont  par t ie l lement  dissoci6s en 
un  fin pr6cipitfi non  structur6. 

Fixation:  solution ~t 2 pour  cent  de p e r m a n g a n a t e  de potass ium dans  l ' eau distill~e. 
Micrographie  6lectronique prise 5 )< 14.000, agrandie  ~ X 70.000. 

FIGURE 

Micrographie  ~leetronique ~ fort grossissement.  Elle repr~sente une  coupe dans  le foie 
de rat, color~e par  le pe rmangana te .  Le glycog~ne est mis en  ~vidence par  une  colora- 
tion intense (Gl). La  confluence des images donne  u n  aspect caract~rist ique ~ la r~ac- 
tion du p e r m a n g a n a t e  avec le glycog~ne. Dans  l 'angle  sup~rieur droit et l 'angle in- 
f~rieur gauche,  on reconnMt des 61~ments du r~t iculum endoplasmique  (re). Les 
grains de Palade ont  fa iblement  r~agi avec le colorant.  

Fixat ion:  T6troxyde d ' o s m i u m  ~t 1 pour  cent  dans  l ' eau distill~e; impr6gnat ion  au 
P T A  dans l 'aleool absolu. Colorat ion sur coupes au pe rmangana te .  

Micrographie  ~lectronique prise 5 X 20.000, agrandie  ~t X 70.000. 
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R E S U L T A T S  

Les observations qui font l 'objet de la prfsente 
note se rapportent ~ l 'examen au microscope 
dlectronique de deux types de preparations: (a) du 
glycog~ne particulaire isol6 enrob~ dans la g~lose 
et (b) du tissu hfipatique normal. 
Glycog~ne Particulaire: Des tests prfliminaires ont 
montrd que le tfitroxyde d 'osmium ne colore pas 
le glycog~ne particulaire in vitro. Apr6s traitement 
au permanganate,  les particules de gIycog~ne de- 
viennent apparentes. La Fig. I rfv61e dans la cons- 
titution du glycog~ne particulaire ainsi mis en 
dvidence des dldments de deux ordres de grandeur : 
(a) des grains principaux (Gl) de 60 ~ 120 m/~ de 
diam~tre environ et qui peuvent correspondre, cn 
dimensions, aux particules obtenues par centrifu- 
gation difffirentielle; (b) des 61~ments moindres 
(gl) de l0 h 15 m/z de diam&re environ. Ces 
derni~res formations sont le rdsultat de la juxta- 
position de grains beaucoup plus fins, qui cor- 
respondent vraisemblablement aux points de dd- 
p6t du compos6 de mangan6se. 
Coupes de Foie Normal: La Fig. 3 donne une vue 
d'ensemble au microscope ~lectronique, du cyto- 
plasme d 'une cellule hfipatique apr~s fixation au 
t~troxyde d 'osmium seul. La  plupart  des plages 
claires qui s'observent entre les mitochondries et 

les 616ments du r6ticulum endoplasmique cor- 
respondent aux amas de glycogbne qui n 'ont  pas 
&d colords par le fixateur. La pr6sence de glyco- 
g~ne dans ces m~mes r6gions peut ~tre ddmontr6e 
par une r~action de PAS-positive faite sur des 
coupes dpaisses de m~mes blocs et voisines de celles 
examindes au microscope dlectronique. 
Coupes de Foie Trait~es au Permanganate: Les Figs. 
2 et 4 montrent des coupes de foie normal trait6es 
au permanganate apr~s fixation au t6troxyde 
d'osmium. Ces micrographies montrent que les 
prdparations ont fix6 le permanganate dans les 
r6gions du cytoplasme oh le glycog~ne est pr6sum6 
8tre prdsent. La Fig. 4 est une rue  d'ensemble 
montrant la distribution particuli~re du substrat 
ayant rfagi avec le permanganate.  Le produit  de 
la rdaction est reprdsentd par des grains ou des 
ddp6ts de grosseurs variables et qui montrent une 
tendance ~ confluer. La Fig. 2 est une pr6paration 

plus fort grossissement, identique au grossisse- 
ment de la Fig. 1 de fa~on ~t ce que les images 

donndes par le glvcog6ne purifid et le glycog~ne 
in situ puissent ~tre compar6es. I1 est apparent que 

la coloration sur coupes de foie donne des images 

de grains plus compacts, confluents, et ~t contours 
irr6guliers tandis que le glycog~ne isol6 (Fig. 1) 

pr4sente une texture plus d61icate. 

FmuR~ 3 

Micrograpbic dlcctroniquc d'une coupe de foie de rat non color~e au permanganate. 
Cctte rue d'ensemble montrc dc gauche h droite un partie du noyau ct ~ droitc de 
celui-ci le cytoplasme dans lequcl les mitochondries (m) et le rdticulum endoplasmique 
(re) sont uniformdment rdpartis. Les grains dcnscs ddcrits comme corps dcnses (micro- 
bodies) (rob) apparaisscnt avec une structure granuleuse ct unc zone centrale homog~ne. 
Lcs plagcs claircs ~ contours polycycliques correspondent au glycog~ne (Gl). 

Fixation: Tdtroxyde d'osmium ~ l pour cent; imprdgnation au PTA dans l'alcool 
absolu. Pas de coloration au permanganate. 

Micrographie 61ectronique prise h X 12.000, agrandie ~ X 18.000. 

FIGURE 4 

Cette micrographie 61ectronique prise h un grossissement comparable ~t celui de la Fig. 
3, est destin~e ~t montrer une rue d'ensemble d'une partie de cellule h6patique apr~s 
coloration sur coupe de glycog~ne. Toutes les membranes ont augmentd leur contraste, 
la structure interne des corps denses (rob) montre mieux los d6tails que sur les coupes 
non color~es. Le glycog~ne apparMt sous forme d'un pr6cipit~ opaque (Gl). 

Fixation: tdtroxyde d'osmium ~t 1 pour cent, impr6gnation au PTA. Coloration sur 
coupe par le permanganate de potassium. 

Micrographie dlectronique prise ~t X 12.000, agrandie ~ X 18.000. 
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D I S C U S S I O N  

La coloration du glycog~ne par  le pe rmangana te  
n 'est  pas s6lective puisque ce rfiactif augmente  ou 
modifie d 'une  mani~re constante le contraste de 
nombreuses structures cellulaires, et en particulier 
les membranes  qui ont  d6j~t fix6 l 'osmium. Ce- 
pendant ,  la r6action au pe rmangana te  pr6sente 
une certaine spdcificitfi puisque le glycog~ne rfiagit 
avec le pe rmangana te  tandis que dans les m~mes 
conditions, il reste inerte vis-~t-vis de l 'osmium 
ainsi que vis-a-vis de l 'acide phosphotungst ique.  
Pratiqu6 avec les tfimoins et le soin n6cessaire le 
test au pe rmangana te  peut  consti tuer une mfithode 
utile pour  la recherche et la raise en ~vidence du  
glycog6ne dans les tissus par  microscopie filec- 
tronique.  

Je  remercie le Professeur A. Claude pour ses sugges- 
tions et ses eonseils dans la preparation du glycog~ne 
partieulaire et pour l'intfirfit qu'il a pris hces travaux. 
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