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R E S UME

Cette étude sur les glycoprotéines de la membrane plasmique d'hépato-
cyte de Rat comprend deux parties qui se distinguent par la méthodologie employée.
Dans la premiere partie, ce sont les glycoprotéines entidres qui sont caractérisdes
apres une solubilisation grice & des solvants aqueux ou organiques. Cette technique
permet de mettre en évidence trois types de glycoprotéines caractérisés par une assq
ciation plus ou moins étroite avec les phospholipides membranaires. Les trois frac-
tions sont étudiées du point de vue chimique et immunologique. Une méthode de maréue
ge des acldes sialiques "in vitro" a permis de repérer ces sialoglycoprotéines apreq
électrophorése en gel de polyacrylamide-SDS, dix de ces composés ont été ainsi. carsd

térisés et leur masse moléculaire apparente a été mesurde.

Dans la deuxiéme partie de ce travail, ce sont les glycopeptides
obtenus aprés hydrolyse de la membrane qui sont étudids. La séparation de ces peptid
des par tamisage moléculaire nous a permié d'isoler une premiére famille de sialo-
glycopeptides dont la liaison entre le glycanne et la protéine est de type O—glycosi
dique. Les caractéristiques physicochimiques de ces molécules semblent montrer
qu'elles sont de type "mucine". Un deuxiéme groupe de sialoglycopeptides dont le
point d'attache entre le glycanne et la protéine semble &tre de type N-glycosidique

a été caractérisé,

Des expériences de marquage par des molécules non perméantes semblent
montrer qu'au moins une partie de ces peptides est: dirigé vers le cbté extracellu
q ot P

laire de la membrane,

Ces différents types de travaux nous permettent de donner un schéma
de 1l'intégration des glycoprotéines dans la membrane plasmique qui cadre bien avec

les conceptions les plus modernes de la structure moléculaire de ces membranes,

s g e e . e e e e st e . ,-‘ ST B S s g = g s < e e e B sl 0 |
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découverte d'enzymes membranaires, la notion de transport actif, de diffusion facil:

ENETR O DD E- 1 0N

L'anatomie et la morphologie cellulaires ont conduit tres t6t

a4 la notion de membrane biologique. Lorsque les développements de la microscopie
électronique permirent de prouver la réalité matérielle de telles structures, non
seulement autour de la cellule elle-méme, mais aussi autour de ses organites

l
(enveloppes nucléaires, crétes et membranes mitochondriales) et & 1'intdrieur de sor‘
cytoplasme (réticulum endoplasmique et ergastoplasme), les physiologistes avaient {

déja attribué aux membrenes un r6le biologique fondamental. ﬁ
Longtemps, la chimie physique s'est bornée a étudier 1l'aspect

statique des structures membranaires. Il apparait aujourd'hui que leur r&le physio-
logique tient davantage aux proceésus dynamiques de leurs constituants qu'a leur
seule architecture. Les travaux sur les membrenes ont: depuis une dizaine d'années
éclaté dans toutes les directions. En effet, les biologistes, les physiologistes,
les biochimistes, les biophysiciens, les pathologistes poursuivent des recherches
approfondies ayant pour but la connaissance de ces structures qui interviennent deans

un grand nombre de processus vitaux.

D'abord considérée comme une frontieére passive entre le milieu intr:
et extracellulaire, les premiers travaux mettent l'accent sur la composition physicc
chimique des membranes biologiques, ainsi leur nature lipoprotéique est rapidement

définie. Rapidement la nature dynamique des membranes s'impose aux chercheurs, la

tée, les études du métabolisme des différents composants biochimiques, substituent &
1ltimage d'une membrane inerte une membrane toujours en‘mouvement dont les protéines
actives baignent dans une matrice de lipides dans un état de fluidité qui varie en

permanence.




C'est dans cette "mosaique fluide" de nature hydrophile que viennent
s'intégrer des composés hydrophiles longtemps considérés comme mineurs dans les

membranes : les glucides. Qu'ils soient sous forme de glycolipides ou de giycoprotél

l
f
|
|
i
!
|
|
i
|
l
1
\
nes, les glucides jouent en effet un r6le capital & la surface des cellules., Trés

Id [
t6t on découvre leur rble antigénique (antigénes de groupes sanguins et de transplen:

tation) ainsi que leurs rdles de récepteurs des virus et des phytoagglutinines, on

rend responsable l'acide sialique de la charge négative de la surface cellulaire, en:
|

fin un r8le capital leur est.attribué dans le mécanisme de la cancérisation cellulaif

I
l
| r

Nos travaux sont une contribution & 1'étude de ces glycoprotéines

re.

membranaires. Un tel probléme ne saurait se résoudre sans une mise au.foint techni-
que importante, c'est pourquoi nous ferons précéder nos résultats par la description
des procédés employés, qui sont en général une miniaturisation de techniques biochi-
miques classiques. L'étude des glycoprotéines de la membrane plasmique d'hépatocyte
de Rat nous permet de donner un schéma général de 1l'intégration de ces glycoconju-

guégs dans les membranes qui cadre bien avec les modéles les plus récents.

Nous ferons précéder 1l'exposé de nos travaux par une courte revue

générale consacrée & la structure moléculaire des membranes biologiques et aux

glycoprotéines membranaires.




GENERALITES

|
I
STRUCTURE MOLECULAIRE DES MEMBRANES BIOLOGIQUES f

I - NOTION DE MEMBRANE PLASMIQUE j

L'idée d'une frontiére matérielle existant & la surface des cellules
vivantes a été établie & la fin du 19me sitcle et au début du 20&me sidécle & la
suite d'un grand nombre d'expériences sur les cellules végétales et les micro-orga-
nismes. Carl NAGELI, 1855 (1) arrive un des premiers & cette conciusion apreés avoir
étudié 1la pénétration de pigments dans des cellules intactes et endommagées. Il
avait également suggéré que la membrane plasmique est responsable des propriétés
osmotiques de la cellule. Le rble de cette membrane plasmique invisible dans les
phénoménes osmotiques a été repris par PFEFFER, 1897 (2) puis par OVERTON, 1899 (3)qu
& partir des études de perméabilité aux non-électrolytes ont déduit la nature chimi-|
que de cette barriére. Dans son article sur l'origine probable et la signification
des propriétés osmotiques de la cellule, il conclut que le cholestérol et d'autres
lipides sont impliqués dans le contréle de la pénétration de substances dans le

protoplasme,

Le développement des techniques de micro-manipulation permet a

CHAMBERS, 1924 (4) de retirer le "protoplasmic surface film" de 1l'oeuf d'étoile de mez

ne laissant aucun doute sur sa réalité. Janet PLOWE,1931 (5) se référant aux mémes
expériences prouve que la couche de surface des cellules végétales est une structure

élastique et fluide.

Ces premiéres membranes décrites par les biologistes sont uniquement
i Sl & :
des membranes plasmiques, c'est-a-dire les membranes pericytoplasmiques . Les
auteurs distinguaient mal la membrane cellulaire de la paroi, cette derniere est

particuliérement visible chez les bactéries et chez les végétaux. La paroi, plus




- glucides (HERTZENBERG et HERTZENBERG, 1961 (8)); EMMELOT et al., 1964 (9); SKIPSKI

extérieure que la membrane plasmique est de composition chimique trés varide :

lipopolysaccharides bactériens, matitéres pectocellulosiques des cellules végétales, |
elle est en outre d'épaisseur varide suivant les types cellulaires., Les membranes
Plasmiques ont, par contre du moins en premitre analyse, une composition chimique

homogéne : lipoprotéique et une épaisseur constante : 90 X.

Cette unité morphologique se ressent plus encore aprés le développe-

@
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ment des technigues de microscopie électronique.ROBERTSON, 1950 (6) pose le princip%

de la "unit membrane" c'est-a-dire que toutes les membranes cellulaires donnent au ’

microscope électronique une seule image en coupe transversale : la structure trila-
minée, deux feuillets sombres entourant un feuillet clair, comme le montre la figur%

1 (p. 5 )°

IT - COMPOSITION DES MEMBRANES PLASMIQUES

Le développement des idées sur l'organisation moléculaire de la
membrane plasmigue commence avec 1'idée d'OVERTON sur la participation du cholesté-

rol et de molécules lipidiques dans la structure membranaire.

A - COMPOSITION GLOBALE

Les membranes plasmiques contiennent environ 30 p. 100 d'eau
(PETHICA et CAMBRAI, 1970 (7)). La répartiion de leurs grandes classes de consti-
tuants est difficile & préciser, car elle varie avec le procédé d'isolement, l'espe-
ce et le tissu. Bn général, elle est comprise dans les limites suivantes (en poids

sec) : 60 & 80 p. 100 de protéines, 20 & 40 Te. 100 de lipides et 1 & 10 p. 100 de

et al., 1965 (10) ; MADDY, 1966 (11) ; BAKERMAN et WASEMILLER, 1967 (12) ; WEINSTEIN
1968 (13) ; BOSMAN et al., 1968 (14) ; CHANDRASEKHARA et ANANTH NARAYAN, 1970 (15) ;
ALIAN et CRUMPTON, 1970 (16) ; PERDUE et SNEIDER, 1970 (17) ; BARBER et JAMIESON,
1970 (18) ; ZENTGRAF et al., 1971 (19) ; PRICE et al., 1972 (20) ; FERBER et al.,
1972 (21) ; ALLAN et CRUMPTON, 1972 (22) ; BLOEMENDAL et al., 1972 (23) ;
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Figure 1
La "unit-membrane"
E : Ergastoplasme, G : Golgi, L : Lysosomes, M

RE : Réticulum endoplasmique.

: Mitochondrie , N : Noyau




MADEIRA, 1973 (26)).

Un certain nombre de cellules semblent posséder également une petite quantité de
RNA au niveau de leurs membranes plasmiques, il s'agit de cellules L (WEISS, 1969
(27), des hépatocytes de Rat (EMMELOT et BENEDETTI, 1967 (28) ; TOUSTER et al.,
1970 (29) ;s EMMELOT et BOS, 1972 (30) ; des cellules du muscle lisse du Rat
(KIDWAI et al., 1971 (31), des lymphocytes de Porc (ALLAN et CRUMPTON, 1970 (32) ;
FERBER et al., 1972 (33)),des thymocytes humains (ALLAN et CRUMPTON, 1972 (34));
ou de thymocytes de Veau (VAN' BLITTERSWIJK et al., 1973 (35), de cristallin de Veau
(BLOEMENDAL et al., 1972 (36), de muscle de Lapin (MADEIRA et ANTUNES-MADEIRA, 1973

|
|
|
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DOUGLAS et al., 1972 (24) ; VANBLITTERSWIJK et al., 1973 (25) ; MADEIRA et ANTUNES-
|
i
|
|
I

(37). Cependant, ces résultats doivent &tre considérés avec beaucoup de prudence, c=
les valeurs trouvées sont trés faibles (elles représentent généralement 0,5 & 2 p. |
100 du poids des protéines de la membrane). Certains auteurs prétendent que la mem-
brane de surface des hépatocytes de Rat détenait aussi une trés petite quantité de
DNA (TOUSTER et al., 1970 (38), mais récemment EMMELOT et BOS, 1972 (39) montrent
qu'il s'agit probablement d'un artefact. Enfin les membranes contiennent des ions
minéraux, en particulier du calcium et du magnésium (FORSTNER et MANNERY, 1971 (40)

OSCEMAN et WALL, 1972, (41) ; SHLATZ et MARINETTI, 1972 (42).

B - NATURE DES LIPIDES

La membrane plasmique des cellules animales contient des phospholipi-
des, des lipides neutres et des glycolipides, bien que la quantité relative des
trois catégories de composés varie avec l'espece et le tissu, elle respecte en
général 1l'ordre suivant : phospholipides lipides neutres glycolipides. Pour
ies membranes plasmiques des hépatocytes du Rat, des érythrocytes de différentes
espéces (Chat, Vache, Chien, Chévre, Cobaye, Cheval, Porc, Lapin, Rat, Mouton, Hom- |
me) et des fibroblastes de BHK 21-C-13 du Hamster par exemple, certains auteurs
trouvent respectivement les trois séries de valeurs suivantes : 39 p. 100 de phos-
pholipides, 35 p. 100 de lipides neutres, 26 p. 100 de glycolipides (SKIPSKI‘EE_
al., 1965 (43) ; 50 & 65 p. 100 de phospholipides, 21 & 29 p, 100 de lipides neutres

5 & 25 p. 100 de glycolipides (VAN DEENEN et DE GIER, 1964 (44) ; (ROUSER et al.,
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1968 (45) ; 62 P. 100 de phospholipides, 31 p. 100 de lipides neutres, 7 p. 100 de
glycolipides (RENKONEN et al., 1972 (46). En outre, le rapport molaire cholestérol/ |

phospholipides de cette zone a été déterminé chez un grand nombre de tissus et de t©
bes cellulaires, ses valeurs les plus significatives sont les suivantes : érythroch
tes voisin de 1 (VAN DEENEN et DE GIER, 1964 (47) ; ROUSER et al., 1968 (48) hepatJ
cytes du Rat : 0,4 & 0,39 (BENEDETTI et EMMELOT, 1968 (49) ; muscle lisse du Rat : \
0,82 (KIDWAI et al., 1971 (50) ; foie et épithélium intestinal du Cobaye : 0,5 & 1

(COLEMAN et FINEAM, 1966 (51) ; pancréas du Cobaye : 0,51 (MELDOLESI et al., 1971 ’\
‘(52) ; membrane synaptosomale du Rat adulte : 0,436 (BRECKERIDGE et et al., 1972 (53).

Bien qu'il y ait une grande variabilité de la composition en lipides
des membranes plasmiques, quelques lois générales peuvent cependant &tre formulées :

$

|

- les phospholipides & choline sont, sans contestation possible, les
phospholipides majeurs de la plupart des membranes plasmiques. Dans les cellules
animales ou végétales, la phosphatidyl-choline (PC) est le constituant lipidique prix
cipal de ces membranes, la seule exception dans le régne animal, sont les membranes
des globules rouges des ruminants-qui ne renferment que trés peu de lécithine, elles
possédent un autre composé comme constituant majeur : la sphingomyéline (DAWSON S

al., 1960 (54),

- dans la plupart des membranes, la phosphatidyl-éthanolamine est un

deuxiéme phospholipide tres important.

— 1l apparait ainsi que dans les membranes en général, 1'ensemble

des phospholipides azotésreprésentent plus de 70 p. 100 des phospholipides totaux.

~si 1'on s'attache enfin & la composition en acides gras des lipides
polaires des membranes, la variabilité devient trés grande d'une espece a l'autre.
‘D'une fagon gérirale, on a souvent noté que les phospholipides membranaires étaient
riches en acides gras poly-insaturés (ROUSER et al., 1968 (55), SKIPSKI et al.,
1965 (56).

¢ — NATURE DES PROTEINES

1 = Propriétés générales et classification

L'étude des protéines membranaires se heurte & une difficulté majeu-

re : 1'insolubilité dans les solvants aqueux classiques, Les poids moléculaires




trouvés par des différents auteurs different selon la technique d'extraction et

1'origine des membranes. Les polypeptides isolés de la membrane de globule rouge

humain ont des poids moléculaires variant des auteurs entre : 100 000 et 200 000
(BERG, 1969 (57) ; 150 000 et 200 000 (GWYNNE et TANFORD, 1970 (58) ; 26 000- 65 OCC
(DEMUS et MBHL, 1970 (59) ; 6 000 (LAICO et al., 1970 (60) ; 27 000 et 220 000
(TRAYER et al., 1971 (61),ceux de 1'hépatocyte, de la bordure en brosse rénale et de
1'érythrocyte du Rat sont compris entre 310 000 et 10 000 (NEVILLE et GLOSSMANN, 1971

1
(62), ceux de lymphocyte du Porc entre 40 000 et 100 000 (ALLAN et CRUMPTON, 1971 i

(63), ceux des membranes des cellules neuronales et gliales entre 44 000 et 95 OCC
(KARLSSON et al., 1973 (64), ceux isolés des membranes de cellules de BHK21 entre
200 000 et 24 000 (GAHMBERG, 1971 (65).

Que ces protéines soient conjuguées ou non & des glucides, leur compo—‘
sition en acides aminés respecte les tendances suivantes :ellesne renferment pas de
tryptophane, détiennent une quantité d'acides aminés soufrés souvent inférieure &

1 p. 100, et contiennent 8 & 15 p. 100 d'acides aminés basiques, 15 & 20 p. 100
d'acides aminds acides et 50 & 60 p. 100 de restes hydrophobes (KONO et COLOWICK,
1961 (66) ; COOK, 1962 (67) ; TAKEUCKI et TERAYAMA, 1965 (68) ; OHKUMA et IKEMOTO,
1966 (69) ; PASSOW, 1969 (70) ; WEIS et NARAHARA, 1969 (71) ; MIYAJIMA et al.,
1970 (72) ; WINZLER, 1970 (73) ; GAHMBERG, 1971 (74) ; MARCHESI et al., 1972 (75) ;
TANNER et BOXER, 1972 (76).

Deux types de protéines peuvent &tre distinguées dans des membranes :
des protéines qui entrent en relation avec des lipides par des liaisons apolaires,
ce sont des protéines "intrinsdques" VANDERKOOI, 1972 (77) ou "intégrales" SINGER et
NICOLSON, 1972 (78), elles possédent un fort pourcentage d'amino-acides hydrophotes
et sont peu polaires (CAPALDI et VANDERKOOI, 1972 (79) ; et des protéines qui n'en-
trent pas en relation avec les lipides : ce sontlesprotéines "extrinseques"

VANDERKOOI, 1972, (80) ou "périphériques"SINGER et NICOLSON, 1972 (81).

Ces dernidres sont facilement dissociables des lipides et solubles
dans une solution physiologique de Nacl 0,15 M. EMMELOT et al., 1964 (82) montrent
qu'elles représentent 25 p. 100 des protéines de la membrane plasmique des hépetocy-

tes du Rate




Quand les membranes é}ythrocytaires sonttraitées avec des solutions
aqueuses de baseeforce ionique, une proportion importante des protéines peut &tre
solubilisée MAZIA et RUBY, 1968 (83) désignent ces protéines solubles par le terme
de "tektines'! Une de ces protéines, la "Spectrine" a été purifide et &tudide par

MARCHESI et al., 1970 (84)’et)CLARKE, 1971 (85) a étudié la "tektine A"dont la

relation avec la spectrine n'est pas encore précisée. On peut distinguer parmi les
o L "
proté€inedintrinséques : des protéines structurales, les enzymes, les protéines de

transport.

2 - Les protéines structurales

Le concept de "protéine structurale" dérive des observations de
GREEN et al., 1961 (86) et CRIDDLE et al., 1962 (87) qui montrent qu'une protéine
incolore, enzymatiquement inactive, intimement associée avec la chaine de transpor-
teurs d'électrons, est présente dans les membranes mitochondrisles. Ce type de pro-
téine a été extraite d'un grand nombre de matériels biologiques : mitochondries et
microsomes de foie de Boeuf, erythrocytes de Boeuf ( RICHARDSON et al., 1963 (88),
chloroplastes de feuilles d'Epinard (RICHARDSON et al., 1963 (89) ; CRIDDLE et PARK,
1964 (90), et mitochondries de Neurospora (WOODWARD et MUNKRES, 1966 (91), de membra-
nes de globules rouges humains (SCHNEIDERMANet JUNGA, 1968 (92).

Ces protéines structurales posseédent des caractéristiques physiques,
chimiques biologiques particuliéres : elles polymérisent facilement, se lient aux

phospholipides, sont dépourvues d'activité enzymatique, sont insolubles en milieu

aqueux a pH physiologique, leur solubilisation nécessite des pH extr®mes ou des

détergents, elles semblent avoir la méme configuration et les mémes caractéristiques

I
quelle que soit leur origine biologique.

Une autre protéine structurale est la protéine basique A, de la myéli-

1
ne humaine et bovine, EYLAR et al., 1969 (93). L'injection produit chez l'animal une
encéphalomydlite allergique expérimentale. I,a séquence des amino-acides a été établie
par EYLAR, 1970 (94), la structure de cette séquence d'amino-acides semble &tre stabi

lisée par 1ltinteraction avec les lipides.




10

I
:
3 = Les enzymes . _

Un grand nombre d'enzymes sont associés aux membranes. Les‘enzymes
dé la membrane plasmique ont été particulidrement bien étudiés chez 1l'hépatocyte
du Rat et de la Souris ainsi que le montre le tableau I py 11. Parmi ceux-ci, seuls
1tATPase (Mg's Nat k') 1'aTPase (Na*- k%), 1a (k*) p-nitrophénylphosphatase alcali-
ne, la (K+) acétyl phosphatase, la 5' nucléotidase, la NAD-pyrophosphatase , la glyce
rophosphatase alca}ine, la phospho@iesterasealcaline, 1'IDPase et la leucyl-B-naphty
lamidase sont considérés comme étant caractéristiquesde ce type de membrane. Ces mer-

queurs enzymatiques sauf la leucyl-B-naphtylamidase sont localisés dans ls fraction

insoluble dans la Nacl 0,15 M et peuvent étre ainsi considérés comme des protéines
t "

4 la fois dans les fractions insoluble et soluble, sauf celle de la triose-3-P-deshy

drogénase qui est exclusivement trouvée dans cette dernitre.

Un certain nombre dtautres enzymes de la membrane plasmigue ont été
également caractérisés sur d'autres types cellulaires : & la surface du globule rou-
ge 1'aldolase et la glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogénase qui sont fermement
lides & la membrane ; la 3-phosphoglycerate kinase a une liaison intermédiaire ; l=
glutathion-peroxydase et reductase, lactate deshydrogénsse, pyruvate kinese, triose
phosphate isomérase sont faiblement lides & la membrane DUCHON et COLLIER, 1971
(105) 3 la N-zcétyl-D-galactosaminyl transférase dans les membranes érythrocytaires
(KIM et al., 1971 (106), ainsi que 1!'ATP2S€ dépendant du Ca'™, ROSENTHAL et sl.,

1970 (107) ; SCHATZMANN et ROSSI, 1971 (108) ; WOLF, 1972 (109), l'acétylcholineste-
rase BELLHORN et al., 1970 (110) et 1la 2',3'nucléotide~phosphate 3'-phosphohydrolase
SUDO et al., 1972 (111).

I1 faut noter que lt'équipement enzymatique varie avec chaque type de
membrane plasmique selon la spécialisation de celle-ci. Notons per exemple : la
phosphatase alcaline dans les bordures en brosse des cellules rénales (KINNE et al.,
1969 (112) avec la tréhalase et la maltase (BERGER et SACKTOR, 1970 (113), tandis
que les membranes de la bordure en brosse des cellules épithéliales intestinales du
Rat posstdent la leucyl-glycine hydrolase, la phosphatase alcaline et l'invertase

FUJITA et al., 1972 (114),




Tableau 1
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ENZYMES DES MEMBRANES PLASMIQUES D'HEPATOCYTES DE RAT

Enzymes

Activité donnée en p moles
de substrat modifié par mg de pro-
téines membranaires et par heure

Références

ase g
ATP™™ (Mg - aTp®S©

Nat - K" - Mg'" - ATP?®®

5'nucléotidase

Glycérophosphatase
alcaline
acide

p-nitrophenyl phosphatase

alcaline

. iop o+
alcaline activée par le K
acide

Acétylphosphatase

Acétylphosphatase activée
par le Kt

Phosphodiestérase

alcaline

acide

: 2
Ribonuclease
alcaline
acide

Glucose-6-phosphatase

Esterase
a-naphtyl laurate
a-naphtyl caprylate

44,2 .

11,6

51,0

0,4

1D
1,5
5,8

11,4

10,8

3,6
0,7

1,1
0,27
1,4

0,75
34,0

i+

e

1+

I+

i

b+ b 14

I =

1+

7,8

2y

6,7

Bl

055

@5 -
2,2
1,9

0,4
0,1

0,25
0,12
0,2

0,02
1,6

EMMELOT et al., 1964
95)

n

n




[ Tableau I (suite)
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Enzymes

Activité donnée en p moles
de substrat modifié par mg de pro-
téines membranaires et par heure

Références

Triose-3-P dehydrogénase

ﬂADHz—cyj. C. réductase

| ADPase
' IDPase

3NAD-pvroth§phatase

NAD-nucléosidase

Amino-peptidase

Leucyl-f-naphtylamide
Leucinamide
Leucylglycine
Leucyl-glycyl-glycine
Triglycine

Mono-Amine Oxydase

Phospholipase A

1

Phospholipase A2

Pyrovhosphatase

PPi - glucose-phosphotrans—
férase

Glycéryl-phosphoryl-choline

Phosphodiestérase

Neuraminidase

N-acétyl-B-glucosaninidase

Adényl-cyclase

2,04
.88 20,5
0,4

30

1+ 14

5,72 0,2

I

0,5 0,1

3591
4,19
1,23
13,4
7,51
0,66
0,52
0,20

]

0,1

4,3

0,17

0,18

2,5 007 ¢ 303

EMMELOT et al., 1964 (95)

n

GORKIN, 1971 (97)
NEWKIRK et WAITE, 1971 (98)
NEWKIRK et WAITE, 1973 (99)

EMMELOT et BOS, 1970 (100)

LLOYD-DAVIES et al,, 1972
(101

SCHENGRUND et al., 1972
(102)

ROBINSON et STIRLING 1969
(103)

EMMELOT et BOS, 1971 (104)
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4 - Les protéines de transport

i
:
i
\
|
Un grand nombre de substances (electrolytes ou non) peuvent &tre
transportéesautravers des membranes méme contre un gradient électrique ou chimigue,
Un grand nombre de mécanismes oﬁt été décrits, mais ils nécessitent tous la présen-
ce d'une protéine particulidre appelée protéines de transport ; ce sont généralement
de petites protéines (MM5513°10-4) dont la particularité essentielle est de présen-—

ter une haute spécificité pour un substrat:PARDEE, 1968 (115).

D - LES GLYCOCONJUGUES

Les glucides de la surface cellulaire représentent seulement une
fraction mineure - souvent inférieure & 10 p. 100 - de la membrane mais ils jouent
un r8le important dans la croissance cellulaire, l'antigénicité, la reconnaissance

des cellules,

Tous les glucides sont conjugués soit & des lipides, soit & des
protéines et c'est sous la forme de glycolipides ou de glycoprotéines qu'ils ascquid-

rent cette importance capitale.

Les membranes plasmiques contiennent quatre monosaccharides neutres :
galactose, mannose, fucose, glucose ; deux osamines N-acétylées : glucosamine et
galactosamine, de l'acide sialique habituellement de l'acide N-acétyl et N~glycolyl-
neuraminique. On a parfois trouvé des oses O-sulfurylégs - généralement du
galactose - et de 1'acide glucuronique Le tableau II (p. 14) résume la compositior en
saccharides neutres, en hexoszmine, et en acide sialique de qﬁelques membranes iso-

lées de cellules animales,

Ces glucides sont répartis dans les trois catégories de composés

suivants : les glycosamino-glycannes, les glycolipides, les glycoprotéines,

1 - Les glycosamino-glycannes

Leur présence a été détectée au niveau de la membrane de quelques ty-
pes cellulaires SUKURI et al., 1970 (128) ; KRAEMER, 1971 (129) ; YAMASHINA et al.,
1973 (130). Un phosphonoglycanne & été récemment isolé des membranes plasmigues

d'amibe par KORN et al., 1973 (131} Cephosphonoglycanne forme un tiers du poids de
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L‘l‘ableuu 11 J
COMPOSITION EN GLUCIDES DE QUELQUES MEMBRANES PLASMIQUES DE DIFFERENTES ORIGINES D'APRES WINZIER,
1972 (116) (f’\
e
Orditih e Ji maghwans Oses neutres Ogamines Acides Sialiques TS
(&/100 g) (&/100 g) (e/100 g) g
Erythrocytes humains 6,0 il 155 BAKERMAN et WASEMILLER, 1967
(117)
Erythrocytes humains et
o AR 0,8 = 2,3 96 - 1,9 RELANDER, 1968 (118)
Foie de Rat 0,7 s . 1,0 Gl 402 EMMELOT et al., 1964 (119)
TAKEUCHI et TERAYAMA, 1965 (120)
Foie de Souris 0,6 0,3 HERZENBERG et HERZENBERG, 1961
(121)
Muscle. squelettique de Rat 2,8 KONO et COLOWICK, 1961 (122)
Muscle lisse utérin de Rate 0,5 CARROLL et SEREDA, 1968 (123)
Plaquettes sanguines de Boeuf 5. 1,9 0,6 BEZKOROVAINY et DOHERTY, 1962
(124)
L $ai :
eucocytis i i 0,3 WOODIN et WIENECKE, 1966 (125)
umnains ;
Cellules Hela 1,3 0,3 BOSMAN et al., 1968 (126)
Cellules lymphoides de Souris 540 ARTZT et al., 1968 (127)
Plagquettes sanguines humaines 2,0 1.0 0,5 JAMIESON et PEPPER(non publiés)

o
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la membrane,

2 - Les glycolipides

Tous les glycolipides de la membrane plasmique appartiennent & la

classe deg sphingosidolipides, aucun ne possede de mannose, et la plupart contien-

nent du galactose comme composant majeur. Le tableau III p, 16 donne leur identité
et leur structure, et indique leur distribution. En outre il faut remarquer que E
certains fuco-glycolipides détiemment les structures glycanniques des antigeénes

A. B, H et Lewis de groupes sanguins (WATKINS, 1970 (133) et un tétrahexosyl cerami-
de est identifiable & 1'antigéne de FORSSMAN (YOSIZAWA et al., 1966 (134). I1 est

possible également que certains gangliosides soient responsables de l'activité

antigénique Rh (D) mais ceci n'a pas encore été prouvé(WINZLER, 1970 (lBSZL

3 - Les glycoprotéines

Les glycoprotéines membranaires contiennent du galactose, du mannose
et du fucose, de la N-acétyl-glucosamine ou de la N-acétyl-galactosamine (parfois le
deux), toutes semblent détenir de 1'acide N-acétyl-neuraminique MIYAJIMA et al.,

1970 (136).

On trouve des glycoprotéines dans les membranes plasmiques de toutes
les cellules. La plus connue est la glycoprotéine majeure de 1'érythrocyte humain
ou glycophorine, La glycoprotéine isolée est soluble dans l'eau, son poids moiécu-
laire de 55 000 a été déterminé par électrophorése en gel de polyacrylamide
(SEGREST gi;gl., 1971 (137), elle contient 60 p. 100 de glucides: 25 p. 100 d'acide
éialique, 10-12 p. 100 de galactose, 6 p. 100 de N-acétyl-glucosamine, 12 p. 100
de N-acétyl-galactosamine ainsi que des traces de mannose et de fucose, MARCHESI
et al., 1972 (138). SEGREST et al., 1973 (139) firent la démonstration de son asymé-
trie. Cette glycoprotéine majeure a été retrouvée dans la membrane d'érythrocyte
d'un grand nombre d'especes : Veau, Cheval, Porc, Mouton quoique avec des poids

moléculaires différents (HAMAGUCHI et CLEVE, 1972 (140).




[ Tableau III |

GLYCOSPHINGOLIPIDES DE LA MEMBRANE PLASMIQUE D'APRES KLENK ET CHOPPIN , 1970 (132)

Structure*

Source

Gal —» Cer

Gal ~—»Glu—» Cer

Gal — Gal —» Glu —» Cer

GalNAc —» Gal—» Gal—» Glu —> Cer
Gal —»GallNAc —» Gal—>Glu—>Cer

303?—-> Gal —> Cer
ANAN —>Gal —» Glu—>» Cer

ANGN —> Gal —»Glu —> Cer

Gal—> GallAc —> G/T\l—é Glu —>»Cer

ANAN
Gal —>GalllAc —> G/?} — Glu—> Cer

ANAN

&

ANAN

Gal—> GalNAc—>» Glil—? Glu—>Cer

ANAN

ANAN
ANAN

Cerveau de Veau
Rate de Veau

Cerveau (Maladie de TAY-SACHS)
Erythrocytes humains

Produit d'hydrolyse des gangliosides

Cerveau de Veau

_ Erythrocytes de Chien
Erythrocytes de Cheval

Cerveau humain

Cerveau humain

Cerveau humain

Nom
/l-j- ad \.r
Cérdbroside =5
Globoside
Sulfatide

N-acétyl-neuraminosyl-lactose ganglioside
(hématoside)-

N-glycolyl neuraminosyl-lactose ganglioside
(hématoside)

N-acétyl-neuraminosyl-N-tétraose ganglioside

di (N-acétyl-neuraminosyl) - N-tétraose
ganglioside

tri (N—acétyl—neuraminosyl)- N~tétraose
ganglioside

* Cer = céramide
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Certains auteurs ont également mis en évidence des glycopeptides danslesmembranes
érythrocytaires en particulier un décapeptide contenant une triglucosylcystéine
WEISS et al., 1971 (141). Ces glycopeptides & liaisons S-glycosidiques seraient

impliqués dans le transport de petites molécules - peut &tre le glucose —.

Des glycoprotéines ont également étémisesen évidence dans les membranes
plasmiques du foie de Souris (EVANS, 1970 (142), du foie de Rat (GURD et _al., 1972
(143), dans la myéline de cerveau du Rat (QUARLES et al., 1972 (144), dans les mem-

branes synaptosomalesWAEHNELDT et al., 1971 (145). Six glycoprotéines dont une majeu—f

re de poids moléculaire de 66 000 a été également mise en évidence dans des membranes
des globules du‘lait<?OBYLA et CARRAWAY, 1972 (146»<yui dérivent de la membrane plas-

mique des cellules de la glande mammaire., J

E ~ CONCLUSIONS

On peut se rendre compte de la diversité des constituants chimiques
des membranes plasmiques :en fait la composition varie suivant le type de membrane,
le type cellulaire, l'espéce. Mais si on note des variations de détails, la composi--
tion globale reste la méme : la membrane est une association entre des 1ipides\ef
des protéines avec une quantité treés faible de glucides. C'est la maniere de disposer
les uns par rapport aux autres ces constituants pour former un ensemble moléculaire

stable que nous envisagerons dans le chapitre suivant.

III - EVOLUTION DES IDEES CONCERNANT LA STRUCTURE

DES MEMBRANES

A - CONCEPT DE LA DOUBLE COUCHE MOLECULAIRE

L'étude de la structure moléculaire des membranes biologiques commence
en 1925, Aprés avoir extrait les lipides des érythrocytes GORTER et GRENDEL (147),
les étalent en monocouche sur une surface aqueuse, en comparant la surface occupée
par les lipides, par rapport & la surface des globules rouges ils s'apercoivent que

ceux-ci doivent se disposer en double couche autour de la cellule. Bien que l'extrac
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tion lipidique fut incompléte et que les mesures de surface soient imprécises, les
récentes expériences de BAR et al., 1966 (148) montrent que les erreurs se compen-

sant, la conclusion & laquelle ils aboutissaient était correcte.

Dans le méme temps FRICKE,1925 (149) trouve que la capacitance d'une
membrane érythrocytaire est de 0,81/pF/cm2, ce qui donne une épaisseur lipidique de

33 &.

Les études de HARVEY, 1931 (150) et HARVEY et DANTELLI, 1938 (151)
sur la tension de surface des oeufs d'échinodermes, indiquent des valeurs plus
basses que celles d'un film lipidique pur. De plus des expériences prouvent que des
protéines solubles peuvent s'associer spontanément avec une monocouche de lipides.
Ceci conduit DANIELLI et HARVEY, 1935 (152) 4 envisager une structure composée de
protéines globulaires associdespar des forces ioniques aux lipides de la membrane
des oeufs d'échinodermes, DANIELLI et DAVSON, 1935 (153) généralisent cette idée &
toutes les membranes. La figure 2 p,19 représente leur modéle : les chaines peraffi-

niques des lipides dirigées vers l'intérieur, les protéines globulaires liées par

des forces ioniques aux groupes polaires des lipides disposés de part et d'autre des
membranes. Bien que l'on essaye de mesurer 1'épaisseur de la membrane par des étho-

des optiques (SCHMITT et al., 1936 (154) et 1938 (155), celle-ci et celle des diffé-—

rentes couches restent = incertaines

Pour expliquer la perméabilité des membranes biologiques aux électro-
lytes et aux substances dissoutes STEIN et DANIELLI, 1956 (156) modifient le schéma
précédent en introduisant la notion deporesbordés de protéines comme le montre
la figure 3 p.19 . Ceux—ci facilitent le passage de telles substances au travers

des membranes.

Presque simultanément avec la publication de ce premier modele,
SCHMIDT, 1936 (157) dresse un schéma remarquable pour la structure de la gaine
myélinique, fondé sur des études en lumiere polarisée de l'orientation des protéi-
nes et des lipides. Ce modele fut précisé par des études de diffraction des rayons
X (SCHMITT et al., 1935 (158) et 1941 (159) et plus tard FINEAM, 1956 (160). Le
lien entre les études au microscope électronique :GEREN, 1954 (161) et 1lt'interpréta-
tion des profils de densité électronique obtenu par diffraction des rayons X :©

FINEAM, 1962 (162) ; FINEAM et BURGE 1963 (163) ; MOODY, 1963 (164) : BLAUROCK et
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Figure 2

Structure de la membrane d'apres DANIELLI et DAVSON'(1935)

Figure 3

Structure de la membrane d'apres STEIN et DANIELLI (1956)

Profil de ¢
T '
densite ’ - \
électroniqué . \\

(prv‘VV\N\ N MANAA P’)

Figure 4

Structure de la myéline d'apres FINEAM (1962)
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WORTHINGTON, 1966 (165) ; BLAUROCK, 1971 (166) ; CASPAR et KIRSCENER, 1971 (167), |
a permis de préciser la structure exacte de cet emp&chement membransire (voir }

figure 4 p. 19 ).

L'empilement des disques des b&tonnets rétiniens, les grana des
chloropla;tes ont permis, en leur appliquant les techniques de la cristallographie,
de donner des informations complémentaires sur cessystémes lipoprotéiques & organisa-
tion lamellaire (GRAS et WORTHINGTON, 1969 (168) ; BLAUROCK et WILKINS, 1969 (169) ;
KREUTZ, 1963 (170))

Cette conception de la structure bimoléculaire des membranes biologi-

ques a été renforcée avec le développement des techniques de microscopie électroni-

que. En 1959, ROBERTSON (171) propose le concept de la "unit membrane" c'est-a-dire
que toutes les membranes d'une cellule,montrent au microscope électronique un méme
aspect : la structure trilamellaire d'une épaisseur de 100 2 (voir figure 5.p. 21 )

ROBERTSON, 1964 (172).

B - CONCEPT DE LA MEMBRANE MICELLAIRE

Les idées sur la structure moléculaire des membranes évoluerent paral—
L . - . s . 5 . ’
lelement aux techniques de microscopie électronique. L'augmentation du pouvoir sepas

rateur a permis de déceler des discontinuités dans la "unit membrane" spécialement

dans le cas des cyto-membranesDe telles observations indiquent la présence dans ces
membranes d'unités structurales globulaires SJOSTRAND, 1965 (173) et 1968 (174),

comme le montre la figure 6 (p. 21 ).

En méme temps 1l'introduction des techniques de coloration négative, en
particulier pour 1l'étude des membranes mitochondriales (FERNANDEZ-MORAN, 1962 (175)
révéle que cette membrane est formée de sous unités. De telles données appuyaient
les travaux de LUCY, 1964 (176), de GLAUERT et LUCY, 1968 (177) concernant la struc-

ture micellaire des membranes biologiques (voir figure 7 (p. 21 )e




Figure 5

Figure 6

Structure de la membrane mitochondriale d'apres SJOSTRAND (1965)

A cross-sectional view of a model for a biological membrane in which the lipids are in
small globular micelles. The micelles are arranged in a plane, and a layer of protein and/or glyco-
protein is shown on each side of this plane of micelles. The organization of lipid molecules
(phospholipid and cholesterol) within the micelles is illustrated diagrammatically, but not stoichio-
metrically, for one of the micelles in the row.

Figure 7

Structure micellaire des membranes biologiques d'apres LUCY (1968)
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En fait, 1'interprétation en termes de structure en sandwich était
soutenue par des études de diffraction des rayons X sur des structures lamellaires
(chloroplastes, myéline, bitonnets rétiniens), tandis que 1'interprétation en terme
de structure particulaire était expliquée par des données biochimiques. En 1966

GREEN et PERDUE (178) écrivaient : "The whole of biochemical experience has led to

the thesis that macromolecular system are built up from repeating units". Les

expériences biochimiques étaient des expériences de désagrégation des membranes mito
chondriales par les détergents, les ultrasons qui leur a permis de concevoir le

modéle représenté par la figure 8 (ps 23 )

C ~ LES MODELES MEMBRANAIRES MIXTES

X

L'ensemble des travaux conduisent alors a 1l!'idée de transition dans
les structures membranaires. En particulier, LUZZATI et HUSSON, 1962 (179) et
LUZZATI, 1968 (180) remarquent qu'il existe un trés grand polymorphisme du systeme
lipide-eau. Sous l'effet de certains paramétres : concentration en ions, température
nature des lipides ; les chaines hydrocarbonées peuvent passer reversiblement de
1'étati;nésomomorphiqug'@>u cristal-liquide) & 1'état "cristallisé". KAVANAU en 1963
(181) propose que les membranes biologiques peuvent passer reversiblement dlune confi
guration fermée : couche bimoléculaire de lipides de 50 & 60 2 d'épsisseur, a une
configuration ouverte , arrangement hexagonal de micelles cylindriques de 80 x 180 2
entre lesquelles se situent des pores hydrophiles permettant le passage de 1l'eau et
des substances dissoutes (voir figure 9.p. 23). LUZZATI et ses collaborateurs éten—
dent actuellement leurs recherches cristallographiques & des mélanges plus complexes

protéines-lipides—eau (voir GULIK~KRZYWICKI et al., 1969 (182).

D - INTERACTIONS POLAIRES ET NON POLAIRES

I1 faut remarquer que tous les schémas précédents ne font intervenir
que des liaisons ioniques entre protéines et lipides. L'introduction récente de
méthodes optiques et spectroscopiques plus fines, a permis de mettre en évidence des
intéractions non polaires entre protéines et lipides, en perticulier par la résonan-
ce magnétique nucléaire (CHAPMAN et al., 1966 (183) par la dispersion optique rota-
toire et le dichroisme circulaire (LENARD et SINGER, 1966 (184) sur la membrane éry—

; throcytaire. Ces études prouvent qu'une partie au moins des protéines est dans un

E"‘(’t 2
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Structure de la membrane mitochondriale d'aprés GREEN et PERDUE (1966)
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Figure 9

Le modele de KAVANAU
(1963)
montrant le passage d'une structure membranaire
"ouverte" & une structure membransire "fermée"
(a’ b, ¢, 4, e)

Figure 10

Structure <= la membrane d'aprés LENARD
=% SINGER (1966)

Figure 11

- Structure de la membrane d'apres BENSON

(1968)
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environnement non polaire, c'est-i-dire au contact des lipides. Ceci permit &

BENSON, 1968 (185) et & LENARD et SINGER, 1966 (186) de publier les mod®les

représentés par les figures 10 et 11 (p. 23).

E - LE CONCEPT DE LA DOUBLE COUCHE INTERROMPUE i

-

Les données de diffraction desrayons X sur un grand nombre de mem—
branes continuent & montrer un arrangement des lipides en feuillets bilamellaires,

d'autre part, l'apparition des techniques de cryo-décapage montre apres cassure de

la membrane des molécules globulaires qui semblent &tre des protéines?: BRANTON, 1969
(187).

L'idée d'une double couche de lipides interrompue par des protéines |
globulaires a été également suggéréepar les études de diffraction des rayons X |
(WILKINS et al., 1971 (188) et également per 1'étude des changements des paramétres
membranaires aprés modifications expérimentales de la composition lipidique membra-

naire (COLEMAN et al., 1970 (189) ; FINEAM et al., 1971 (190). De telles études

indigquent que 30 p. 100 de 1la couche lipidique existant & la surface de 1'érythrocy-

tesont interrompuspar du matériel non lipidique comme les protéines,

Les modéles récents de VANDERKOOI et GREEN, 1970 (191) et de ZAHLER,
1969 (192) tiennent compte de ces observations (voir les figures 12 et 13 (p. 25 ).

L!'importance sans cesse accrue des glycoconjugués membranaires et
1'utilisation desphytohémagglutinines comme la concanavalineA permet & NICOLSON et
SINGER, 1971 (193) de localiser les glycoprotéines & la surface de 1!'érythrocyte
humain, De telles données permettent & ces mémes auteurs d'établir en 1972 une
structure de la membrane en "mosaique fluide" SINGER et NICOLSON, 1972 (194).

Ces auteurs admettent ll'existence d'une structure "fluide" fondée sur une organisa-
tion mosaique, dans laquelle des sous~unités ou des agrégats de sous-unités protéini-
ques globulaires, conjugués ou non & des glycannes, se répartissent d'une fagon non
ordonnée dans une couche bimoléculaire de lipides & 1'état de cristal-liquide (état
mésomorphique), et sont animés d'un mouvement translationnel dans les deux directioms

du plan de la membrane (figure 4 ps 25 )o
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Figure 12
Structure de la membrane d'aprés VANDERKOOI et GREEN (1970)

Figure'13

Structure de la membrane d'aprés ZAHLER (1969)

Figure 14
Structure de la membrane d'apres NICOLSON et SINGER (1972)
Proteines intégrales possédant un axe de symétrie parallele & la surface cellulaire ,
Proteines intégrales possédant un axe de symétrie perpendiculaire & la surface cellulaire,
Proteines périphériques posstdant une symétrie sphérique




. structure en feuillets bimoléculaires a été établi avec certitude.
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Dans ce schéma, les unités protéiniques et protéidiques ont leurs

groupementshydrophilesdisposés selon une symétrie pratiquement sphérique dans le

S

cas des protéines extrinséques, ou quasi symétrique par rapport & un axe perallZ
ok : S i o e
le (cas des protéines intrinseques qui traversent la couche lipidique de part en ‘

part) ou perpendiculaire(;as des protéines intrinséques amphipatiques) au plan tan-

gent & la surface cellulaire. Elles contractent ainsi avec les lipides le maximum
de liaisons hydrophobeset hydrophiles)et forment avec eux une organisation dont

1'énergie libre est minimale,

|

7

|
""" |

Comme le montre FINEAM, 1972_(195) les recherches sur la structure

moléculaire des membranes biologiquessont passéespar un certain nowbre d'étapes (vot
figure 15 p. 27 ). Ceci ne gignifie pas que le dernier modéle en date permet d'expli
quer toutes les propriétés des membranes biologiques. En fait , la structpre brnolé—‘
culaire rend compte de la structure de la myéline, la structure micellaire est pro=-
che de la structure mitochondriale, la structure en double couche interrompue expli-
que parfaitement 1l'orgenisation des membranes des bitonnets de la rétine, et la
mosaique fluide décrit celle de la membrane érythrocytaire. Dans le chapitre
suivant, nous verrons rapidement quelles sont les conceptions actuelles de la

structure moléculaire de quelques membranes biologiques.,

IV - CONCEPTIONS ACTUELLES DE LA STRUCTURE MOLECULAIRE

DES MEMBRANES BIOLOGIQUES

A - LA MYELINE

La myeline est un enroulement autour d'un axe (représenté par 1taxone)
de la membrane plasmique de la cellule de SCHWANN. Cette structure "cristalline" rex-

met de lui appliquer des techniques de diffraction des rayons X. Depuis 30 ans, l=
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Figure 15

Diagramme montraﬁt 1'évolution des différents concepts concernant la structure

des membranes biologiques d'apres FINEAM

(1972)
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Récemment, CASPAR et KIRSCHNER, 1971 (196) ont approfondi cette étude avec une !
résolutionde 10 %. Leur schéma représenté par la figure 16(p. 29) confirme cette ¥
structure en feuillets mais ils y ajoutent une asymétrie, en effet, le cholestérol i
est concentré uniquement sur le c6té externe de la double couche. Cette structure en
feuillets est retrouvée psr. MATEU et al., 1973 (197) en mélangant la protéine basique
(4,) et des lipides extraits de la myeline, Le schéma de DANIELLI et DAVSON semble
toujours valable pour ce type de membrane., Une structure plus fine sera sans doute

donnée gréce & 1'introduction de la diffraction des neutrons (PARSONS et AKERS, 1969
(198)). i

B ~ LES MEMBRANES DES CELLULES EN BATONNETS DE LA RETINE

Le pigment visuel,la rhodopsine est localisé dans des disques membra—i
naires empilés dans le bAtonnet rétinien. Cette structure quasi cristalline a permis‘
dlappliquer également des techniques biophysiques, diffraction des rayons X (VANDERB
KOOI et SUNDARALINGAM, 1970 (199) ; WORTHINGTON, 1971 (200) : BLAUROCK et WILKINS,
1969 (201). Ces expériences de fluorescence avec l'isothiocyanate de fluoresceine:
DRATZ et al., 1972 (202), les résultats représentds par la figure 17 (p. 29 Jmontrent
Que dans tous les cas, il s'agit d'une double couche lipidique interrompue psr les

r
molécules de rhodopsine . Des modeles rhodoposine-lipide-eauétudiés en microscopie ;
électronique et gréce & la diffraction des rayons X CHABRE et al., 1972 (203) permet-

tent également 1'élaboration de tels schémas,

C - LA MEMBRANE DES GLOBULES ROUGES

z

La membrane érythrocytaire a toujours été, a cause de la facilité de
sa préparation et de sa relative simplicité, le matériel favori des biochimistes et
des biophysiciens. Contrairement aux deux types de membranes étudiées précédemment,
ce sont surtout des méthodes biochimiques qui ont permis d'étudier sa structure

moléculaire.

e 1
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Figure 16

|
x
La membrane myélique d'aprés CASPAR et }
KIRSCHNER }

La figure supérieure représente les pro-
fils de densité électronique de la *
myéline du nerf optique (pointillé) et ‘
sciatique (trait plein) de Lapin. Une |

schématisée dans la figure inférieure. |
La composition (6 cholestérols, 5 glyce-

portion de la membrane myélinique est |
rophospholipides, 4 sphingolipides) ‘

-
i
correspond au rapport molaire trcuvé [
pour la myéline des nerfs de mammiféresi

l
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En particulier :

- 1'introduction du SDS comme agent de solubilisation, Ce qui permet la
séparation des protéines sur des gels de SDS-polyacrylamide SHAPIRO et al., 1967
(204) et apres étalonnage du gel, le calcul des poids molécﬁiaires WEBER et OSBORN,
1969 (205). On peut ainsi mettre en évidence entre autre : une protéine : le compo-—
sant-a de poids moléculaire 100 000, la glycoprotéine majeure de poids moléculaire
55 000, la "tektine A" autre protéine ayant deux sous~unités « et d! ayant respec-

tivement 220 000 et 240 000 de masse moldculaire.

~ 1'introduction de méthodes permettant de savoir si ces protéines sont locs
lisées & l'extérieur ou & 1l'intérieur de la membrane, Ces méthodeé sont de deux types
enzymatiques, BENDER et al., 1971 (206) utilisent la pronase ne pénétrant pas & 1'in-
térieur de la cellule, FAIRBANKS et al., 1971 (207) ; STECK et al., 1971 (208) font
agir la trypsine, la chymotrypsine ou la pronase sur des vésicules membranaires nor-
males (RO) ou inversées (I0) (STECK et al., 1970 (209) ; ou chimiques en utilisant
des molécules non perméantes qui se fixent par liaisons covalentes aux protéines,il
stagit d'un composé fluorescent(stilbéne-4—acétamido—4'—thiocyanodisulfonate ou SITS
MADDY, 1964 (210) ou de composés radioactifs : le diazobenzeéne sulfonate marqué au
358 (BERG, 1969 (211), 1a formyl-méthionine~sulfone-methyl-phosphate marquée au 358
(FMP) (BRETSCHER, 1971 (212) et plus recemment le phosphate de pyridoxal (RIFKIN

et al., 1972 (213). j

Ces techniques ‘de protéolyse ou de marquage chimique, couplées avec le repérage sur ‘
gel de polyacrylamide de SDSontpermis de localiser dans les membranes des composés l
majeurs ¢ |

—~ le composant a de ﬁasse moléculaire 100 000 qui,apres action de la pronase
sur le globule rouge entier donne le composant ¢ de masse moléculaire 70 000, Il est
marqué par les composés radioactifs non perméants dans la cellule entiére. Si on
procéde au marquage sur la membrane,un peptide supplémentaire est marqué, BRETSCHER,
1971 (214). Ceci permet de penser que le composént-a est une protéine largement
plide sur elle-méme qui traverse entidrement la couche lipidique. (voir figure 18

R
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Tektine A —

Co sant » :
i o Glycoproteine majeure

P e Phosphatidyicholine Glycolipides
e~ Aminophospholipides Cholestérol

Figure 18
Conception actuelle de la structure de la membrane du globule rouge

d'aprds les données de BRETSCHER (1973)
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- la glycoprotéine majeure ou glycophorine dont le caractére amphipathiqug
a été mis en évidence par SEGREST et al., 1973 (215) contient 80 résidus d'amino-
acides et 100 résidusvde monosaccharides KATHAN et WINZLER, 1963 (216), et chaque
cellule contient 7 x 10 5 copies de cette molécule BRETSCHER, 1971 (217) 80 p. 100
des glucides et 9 P. 100 des acides sialiques de la cellule sont détenus par cettei
glycoprotéine, WINZIER, 1969 (218). Les glycannes sont concentrés dans la région
N-terminale riche en sérine et en thréonine. Cette région pouvant &tre attaguée
paf la trypsine, la région C-terminale riche en amino-acides hydrophobes (23 résidug
est touchée par des marqueurs radioactifs seulement si on utilise des membranes et |
non des cellules entieéres BRETSCHER, 1971 (219)° Ceci prouve (voir figure 17 p. )
que cette protéine également traverse la barridre lipidique mais que la partie gly-
cannique est dirigée vers l'extérieur de la cellule. Ceci est également montrég par

des études de cryo-décapage MEYER et WINKELMANN, 1972 (220).

- la "tektine A" qui se présente sous la forme d'une molécule cylindrigue
de rapport axial de 45, ayant une longueur de 2 000 R et une largeur de 30 2
CLARKE, 1971 (221). C'est une protéine soluble dans 1'alcool & 80 p. 100 donc de

-caractere hydrophobe. Elle est insensible aux protéases sur la cellule entidre,

elle doit donc se présenter sur le cbté interne de la membrane (voir figure 17 p.
I1 y a 2,2 102 molécules de "tektine A" par cellule. Le marquage obtenu aprés llac-

tion du FMMP 35

S sur les membranes érythrocytaires ressemble & celui obtenu avec la
myosine du muscle squelettique de Lapin. Cette protéine serait une des protéines
"myosine like" comme celle isolée de la membrane hépatocytaire du Rat psr NEIFAKH et

VASILETS, 1965 (222).

Du point de vue de l'organisation lipidique le schéma de la double
couche interrompueest encore valable, mais le modéle est plus fluide., Les phospholi-
pides sont animés de mouvements de diffusion latérale tres rapide (lO_6 sec)
(KORNBERG et Mc CONNEL, 1971 (223)) et de mouvements d'inversion (flip—flop) tres
lents(6 heures) (KORNBERG et Mc CONNEL, 1971 (224). Les phospholipides sont disposés
de fagon asymétrique, BRETSCHER, 1972 (225), la phosphatidyl-choline formant la moi-

tié extérieure, et les amino-phospholipides la moitié intérieure de la double couche
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Trois types d'expériences effectuées sur des globules rouges entiers tendent 3

prouver ce fait :

- les agents chimiques qui se fixent aux groupes aminés, comme le SITS

ne se fixent pas aux phospholipides (KNAUF et ROHSTEIN, 1971 (226)).

- la migration électrophorétique des érythrocytes en fonction du pH est
constante entre pH 4,5 et pH 11, ce qui ne montre aucun groupes aminds détectables
(titrables & pH 10) BANGHAM et al., 1958 (227).

- la phospholipase.A2 qui hydrolyse la liaison ester de l'acide gras en 2

est efficace sur tous les érythrocytes sauf les érythrocytes d'herbivores ou la

phosphatidyl choline est remplacée par la sphingomyéline TURNER et al., 1958 (228).‘

La structure de cette membrane de globule rouge sous forme de mosaique fluide ou les
lipides disposés de manitre asymétrique sont animés d'un mouvement de diffusion latd
rale et ol les protéines traversent la double couche lipidique et peuvent étre ani-
mées également de ce mouvement dé diffusion latérale,est bien résumée dans la revue

générale de BRETSCHER, 1973 (229).

D - CONCLUSIONS

I1 semble que l'on puisse retirer quels faits généraux concernant les

structure des membranes biologiques.

1) L'élément base de la membrane est une double couche lipidique avec
de la phosphatidyl choline et des glycolipides sur la moitié externe et des phospho-
lipides aminés sur la moitié interne. Il n'y a effectivement aucun mouvement d'échan

- ge au travers de la double couche , le mouvement de "flip-flop" étant tres lent.

2) Quelques protéines traversent la double couche, quand il en est
ainsi, elles posseédent des glycannes sur la partie dirigée & 1l'extérieur de la cellu

le,

3) Tout comme les lipides ne présentent pas de phénomene de flip-flep
les protéines ne peuvent pas avoir de mouvements de rotation dans la membrane, maigj
les mouvements latéraux ou de rotation dans le plan de la double couche sont possi-

bles,
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4) Les protéines membranaires sont généralement assocides avec la moitié

interne (cytoplasmique) de la membrane,

5) Il faut modifier ce schéma général en fonction de la membrane & laquel-
le on s'adresse : dans la myéline, l'asymétrie lipidique est due aux molécules de
cholestérol, dans les membranes rétiniennes, les molécules de rhodopsine semblent
se disposer régulieérement sur la double couche lipidique,

6)Pour compléter cette structure, il faut introduire lauhotion glycolemme

‘et comprendre ses relations avec les glycoprotéines membranaires.

[LES GLYCOPROTEINES DES MEMERANES PLASMIQUES |

I - NOTION DU GLYCOLEMME

La membrane qui délimite la cellule est appelée indifféremment par les

auteurs : membrane de surface, surface cellulaire, zone périphérique ou membrane
plasmique. On distingue généralement chez elle deux régions essentielles, d'ailleurs
délimitéesde facon quelque peu arbitfaire : une zone externe hydrophile qui porte les

noms de glycolemme, glycocalyx, "cell coat", "surface coat", "extranious coat",

"surface mucous coat", "mucilaginous coat", "filamentous ou fluffy coat", "fuzzy

coat" ; et une zone interne plus hydrophobe nommée plasmolemme ou plasmalemme ou

encore membrane plasmique. Nous avons rassemblé ces appellations dans la figure 19
(p. 35) d'aprés BLANQUET, 1973 (230).

La découverte des glucides au niveau d'une zone localisée sur la plas-

molemme se confond avec celle de cette région. La présence d'osides & tout d'abord

été détectée & la surface d'un certain nombre d'unicellulaires, notamment 1'Amibe
(BAIRATTI et LEHMAN, 1953 (231)). Plusieurs auteurs réunirent également des infor-

mations sur la nature de la surface des cellules de vertébrés, EASTY et al., 1960
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Structure de la membrane de surface
Relation ulfrastructurale entre le glycolemme et le plasmolemme
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TRYPTIC PEPTIDES

Molecular topography of human erythrocyte glycophorin. The glycoprotein is
represented as a single polypeptide chain. The general locations of carbohydrate side
chains are schematically illustrated. Hydrophilic regions of the polypeptide backbone are
represented by dashes and the hydrophobic domain by a solid line. The linear positions of
peptide fragments (CNBr and tryptic) which have been determined are denoted by solid
lines above and below the polypeptide chain. Dotted lines indicate alignment uncertainty.

Figure 20
Structure de la glycophorine d'apfés SEGREST, KAHANE, JACKSON

et MARCHESI (1973)




des globules rouges, Mc DONALD et HAYES, 1969 (242) et celle des fibroblastes, BUYDH

|
|
(232) par exemple montrérent que la dissociation trypsique des cellules embryonnai—g
res ou en culture éliminait une substance présentant les propriétés d'une mucine, |
d'autre part, LANGLEY et AMBROSE, 1964 (233 )Yisolérentun mucopeptide de la surface
des cellules ascitiques de la tumeur d'Bhrlich.

Meis les preuves directes de l'existence d'un matériel polysaccharidique & la sur-
face des cellules d'animaux supérieurs furent essentiellement obtenues par GASIC i
et BAYDAK, 1962 (234) ; SWIFT et ADAMS, 1962 (235) et GASIC et BEWICK, 1963 (236). |
Ces résultats inciterent BENNETT, 1963 (237) & accorder une existence générasle au ‘
"glycocalyx". Cette présomption était définitivement vérifiée par ROEERTSON, 1964 |
(238) et RAMBOURG et al., 1966 (239), quand le premier observe au microscope électrJ
nique une fine couche de matériel amorphe sur la plupart des cellules, et surtout

quand les seconds colorerent la périphérie d'une cinquantaine de cellules de Rat de

types différent par ls réaction de HOTCHKISS MAC-MANUS, f j

Les études sur le glycolemme se sont ensuite poursuivies avec l'utili-
sation de techniques plus fines : la microscopie & balayage qui montre la surface
rugueuse des lymphocytes comparée & 1l'aspect lisse des cellules sanguines, CLARKE et

SALSBURY, 1967 (240), 1l'aspect des macrophages, CARR et al., 1968 (241), la surface

1969 (243) et les aspects de la surface des éléments figurds du sang, SALSBURY et
CLARKE, 1969 (244), les techniques d'ombrage métallique, HILLIER et HOFFMAN, 1953
(245), 1la cytochimie adaptée au microscope €lectronique en perticulier le rouge de
ruthénium, LUFT, 1964 (246), 1'hydroxyde de fer colloidal, BLANQUET et al., 1970
(247), 1la ferritine directementconjuguée & un anticorps, SINGER et SCHICK, 1961
(248) ou le marquage par un anticorps hybride dont une valence est dirigée vers
1'antigene du glycolemme, l'autre vers la ferritine, HihMERLING-gﬂ;ng., 1968 (249)
ou le virus de la mosaique du tabac AOKI et al., 1971 (250) ouencore des anticorps
anti-glycolemme conjugués & un hapténe qui permet un systéme de double marquage
LAMM et al., 1972 (251), ou des techniques de cryo-décapsge surtout employéesdans
1*étude de la bordure en brosse de l'intestin de Souris, MUKHERJEE et STAEHELIN,
1971 (252).
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IT -~ RELATION ENTRE LE GLYCOLEMME ET LES GLYCOPROTEINES

MEMERANAIRES

Les notions suf la structure moléculaire des membranes biologiques,
en particulier l'intégration dans ces membranes des glycoprotéines, ont permis de
faire 1tanalogie entre le glycolemme et la partie de la glycoprotéine qui se trouve
4 1'extérieuvr du plasmolemme,(PARSONS et SUBJECK, 1972 (253» comme le montre la
figure 19 (p. 35 ).

D'apres WINZIER, le glycolemme ou "carbokydrate coat" est essentielle-

ment constitué de sphioglycolipides et de glycoprotéines.

Les glycolipides ont leur partie hydrophote (1e sphingolipide avec ses

deux chafines d'acides gras) enfoncée dans la double couche lipidique, tandis que la

partie glycannique projette ses sucres & une distance de 25 2 environ de la surface.

On peut se représenter les glycoprotéines membranaires mwunies dlun axe
formé par la partie protéique dont la zone hydrophobe plonge dans la matrice lipidi-
que, tandis que les glycannes attachés de part et d'autre de cet axe forment le

glycolemme (COOK, 1968 (254), WINZLER, 1970 (255)

Ces protéines portent un grand nombre de molécules d'acides sialiques
qui, en se repoussant, conférent & la glycoprotéine une structure & rapport axial
élevé, qui selon WINZLER, 1970 (256), formerait une couche de 125 2 d'épaisseur & la
surface du globule rovge. En effet, récemment UHLENBRUCK et WINTZER, 1970 (257) ont
comparé la mobilité électrophorétique de trois types d'érythrocytes traités per la
pronase et par la neuraminidase avec le taux de glycolipides et de glycoprotéines de
la membrane de surface et montrérent : 1) qu'il existe des acides sialiques & plu-
sieurs niveaux de profondeur dans le glycolemme ; 2) que les acides sialiques les plu
superficiels appartiennent dans leur majorité 4 des glycoprotéines ; 3) el que les

plus profonds sont détenus & la fois par des glycoprotéines et des glycolipides.




Cette technique permit également de déceler et de localiser certains glycosamino-
glycannes chez plusieurs types cellulaires ; c'est ainsi que SUKUZI et al., 1970

(258) prouvirent 1ltexistence de chondlfoitine sulfate A et C et de dermatane sulfate

& la surface électrocinétique des fibroblastes 1-929,

Le potentiel négatif de la surface électrocinétique avait été mis en s
évidence en étudiant la mobilité électrophorétique de cellules normales et cancéreu-
ses. AMBROSE et al., 1956 (259), PURDOM et al., 1958 (260), FORRESTER et al., 1964 |
(261) et cette charge négative fut attribuée aux acides sialiques du plasmolemme, Ces

; |
études ont été reprises avec des méthodes différentes : les systimes aqueux biphasi~

ques (dextran—polyéthyléne glycol) qui séparent les perticules suivant leur potentieJ
électrocinétique,(BROOKS et al., 1971 (262}, On peut ainsi séparer trois classes
d'érythrocytes de Boeuf de coefficient de répartition différents et cédant des quan-
tités différentes dlacide sialique quand on les traite & la neuraminidase ou a la
trypsine (WALTER et al., 1972 (263)) ; 1'électrofocalisation permet également de dé-
terminer les groupes ionogéniques de surface, SHERBET et al., 1972 (264). On met

ainsi en évidence des groupements phosphorylés)des acides sialiques et des groupement

aminés.

Mezis la charge électrique principale du glycolemme est due aux groupe-
ments carboxyliques de l'acide sialique, Cette teneur du glycolemme en acide siali-~
que permet dtailleurs de séparer des cellules tres semblables comme des lymphocytes

thymus-dépendent des lymphocytes thymus-indépendant., NORDLING et al., 1972 (265)

alors que ces deux lignées cellulaires ont la m&me mobilité électrophorétique apres

action de la neuraminidase,

ITTI -~ STRUCTURE DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

A -~ METHODES D!'ETUDES

Lt'étude des glycoprotéines de la membrane de surface a été abordée de
deux facons : directement en réalisant une extraction en général suivie d'une filtra-
tion sur gel ; ou indirectement en traitant des cellules isolées ou des membranes par

certains enzymes protéolytiques de manidére & obtenir des fragments glycopeptidiques
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de faible poids moléculaire facilement isolables, Nous envisagerons tour & tour ces

deux solutions,

1 - Isolement des glycoprotéines

a - Solubilisation

Un grand nombre de méthodes ont été employées pour solubiliser les i
protéines membranaires : des solvants hydrophiles : le K2003O,05 Mpour les membranes
plasmiques d'hépetocyte du Rat (NEVILLE, 1967 (266), le chlohydrate de guanidine € ¥
GWYNNE et TANFORD, 1970 (267), le chlodydrate de guanidine 6 M aprés réduction et ’

alkylation des ponts disulfures STECK, 1972 (268), 1'Hel dilué SCHIECEL, 1973 (269)

pour les membranes érythrocytaires ; des solvants & caractére plus ou moins hydropho-
bes : le 2-chloroéthanol pour les membranes des cellules ascitiques d'Ehrlich
(ZAHLER et WALLACH, 1967 (270)), les solutions aqueuses de pyridine pour les stroma
érythrocytaires (BLUMENFELD, 1968 (271)) et BLUMENFELD et al., 1970 (272) ou pour les
membranec d'hépatocytes du Rat, GURD et al., 1972 (273) l'extraction par le n-buta-
nol, MADDY, 1964 (274) et 1966 (275) ainsi que par le n-pentanol, ZWAAL et VAN DEE—
NEN, 1968 (276)sont egalement employées. Les détergents ont &té tres utilisés, qu'ils
soient anionigues comnele SDS souvent associé au 2—mercapto—ethanol(GLODSAAJ et
NEVILIE, 1971 (277), le déoxycholate de sodium, PHILIPPOT, 1971 (278) ; ALLAN et
CRUMPTON, 1971 (279) ouneutres comme le triton X 100 (MILLER, 1970 (280)) ; HELENIUS
et SODERLUND, 1973 (281) ; WAEHNEIDT et al., 1971 (282), le NP-40 (DAUTICKY et al.,
1973 (283) ou le Tween 20 (HJERTEN et JOHANSSON, 1972 (284). Des mélanges comme le
systéme  phénol-acide acétique-urée (TAKAYAMA et al., 1966 (285) sont aussi efficaces
Des solubilisations peuvent s'effectuer par modification chimique : la succinylati
MOLDOW et _al., 1972 (286), par action de 1'anhydride citraconique BUSTIN et zl.,
1972 (287). Une solubilisation des glycoprotéines de férythrocyte peut se feire pzar
le diiodosalicylate de lithium 0,3 M MARCEESI et al., 1971 (288). Les agents physi-
ques comme le sonnageontété employés dans certains casBARCIAY et al., 1972 (289) mais
il ne s'agit pas dans ce cas d'une solubilisation & proprement parler, en effet, il
n'y a pas de séparation des composants lipidiques et protéiques, les auteurs obtien-

nent dans ce cas des lipoprotéines de densité élevée,
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b - Séparation |

Quand les protéines et les glycoprotéines membranaires sont solubili—
sées, il se pose le probléme de leur séparation. Cette séparation peut se faire par
électrophoréée en gel de polyacrylamide, par chromatographie de tamisage moléculai-

re ou d'échange d'ions, mais aussi par chromatographie d'affinité,

Le probléme de la séparation de ces protéines est leur tendance &
1'.agrégation dés que la concentration en agent dissolvant diminue, en effet, la
reconstitution de structure, "membrane like" par réagrégation des composés solubi-
lisés par des détergents aprés une diazlyse qui enldve l'excés de SDS a trés t0t
attirer 1'attention (KUSHNER, 1969 (290)) ou KAHANE et RAZIN, 1971 (291) sur les |

membranes d'Acholeplasma laidlawii. Le méme phénoméne peut se produire pour les

membranes de ﬁacillué subtilis (JOYEUX et JOUIN, 1970 (292)) pour les membranes

excitables CHANGEUX et al., 1972 (293) et pour toutes les biomembranes (voir a ce
sujet la revue générale de RAZIN, 1972 (294). I1 faut donc pratiquement toujours

travailler au dessus de cette concentration critique en agent dissolvant.

Le premier systéme de séparation électrophorétique acrylamide~SDS uti-
1isé pour séparer les protéines membranaires est dll & SHAPIRO et al., 1967 (295)
cette technique s'est développée par suite grlce & de nombreux auteurs : WEBER et
OSBORN, 1969 (296) ; GLOSSMAN et LUTZ, 1970 (297) ; GRULA et SAVOY, 1971 (298) ;
NEVILLE, 1971 (299). Ce systime posséde un pouvoir séparateur trées élévé, pouvoir
séparateur qui d'ailleurs peut encore 8tre augmenté en travaillant en électrofocali-
sation sur gel de polyacrylamide aprés dissolution des membranes dans un mélange
d'urée 8 M, EDTA 0,02 M, 2-mercapto-éthanol a 0,2 p. 100 (MERZ et al., 1972 (300)).
_ Mais cette méthode est purement analytique et ne permet que la préparation de quan-
tité réduite de protéine. Pour ﬁne prépsration en quantité plus importante permet-
tant une étude structurale plus poussée, les auteurs emploient généralement la chro-

matographie de tamisesge moléculaire.
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Un des premiers gels employés a été le Sephadex LH 20 avec comme

solvant le mélange 2-chloro-éthanol-eau. ZAHLER et WALLACH, 1967 (301)e La séparation
lipides-protéines est excellente, mais il n'y a aucune séparation des protéines en- |
tre elles. Actuellement, 1l'emploi de gels comme le Sephadex G 200 en présence de i
désoxycholate & 1p 100, le Sepharose 6 B en présence de SDS, le Sepharose 4 B élué
avec une solution de SDS & 1 p. 100, permettent un fractionnement plus ou moins
grossier des protéines et des glycoprotéines membranaires. En fait, cette méthode

a permis & EVANS et GURD, 1973 (302) d!isoler la 5' nucléotidase des membranes plas-
miques d'hépatocytes de Souris , La préparation de cette glycoprotéine s'est effectué
gréce & 1'emploi du Sephadex G 100 équilibré avec le détergent qui a servi & dissou-

dre les membranes : le N-dodécyl-sarcosinate 0,25 "p. 100,

L'emploi de la chromatographie d'échange d'ions permet une séparation
qui est généralement meilleure, bien que cette méthode soit peu répandue. Un des
premiers essais estla chromatographie sur résine anionique lipophile obtenue en
fixent sur une résine polyacrylique acide des amines aliphatiques (butyl, capryl
lauryl, palmityl—amine), ce type de résine g permis & WEISS et BUCHER, 1970 (303)
de séparer les protéines mitochondriales (solubilisées dans du cholate et du
désoxycholate de sodium). La purification de la glycophorine s'effectue gréce &a-une
chromatographie sur phosphocellulose, MARCHESI et ANDREWS, 1971 (304). Plus récemmen
la DEAE cellulose é été employée pour séparer les protéines du réticulum sarcoplasmi
que HASSELBACH et MIGALA, 1972 (305), La chromatographie s'effectue en présence de
Triton X-100 0,2 p. 100,

La chromatographie d'affinité bien que récente dans ses applications
~a donné des résultats beaucoup plus importants° Cette technique dérive de 1l'observa-
tion de CUATRECASAS, 1969 (306)<sur le récepteur de 1l'insuline des membranes des
cellules adipeuses : la fixation hormone-récepteur n'est pas modifiée quand celle-ci|
est fixée de fagon covalente sur des grains d'agarose. En fixant ainsi un effecteur
de la'protéine & isoler sur des supports insoiubles, plusieurs protéines ont pu &tre

>

isoléestla protéine liant la pénicilline dans des membranes de Bacillus subtillis
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(séparation effectude en présence d'un détergent : le Nonidet P-40) (BLUMBERG et
STROMINGER, 1972 (307) ; le récepteur de 1'acétylcholine dans 1'électroplaque de poi
sons électriques (KARLSSON et al., 1972 (308) : OLSEN et al., 1972 (309) ; SCHMIDTIX
et RAFTERY, 1972 (310) ; SCHMIDT et RAFTERY, 1973 (311) ; RAFTERY, 1972 (312) en

|

présence de Triton X-100 ; 1l'acétylcholinesterase des membranes de l'organe électri~

|
|
\
i
\
|

que de Gymnote DUDAI et al., 1972 (313) : le récepteur adrénergique béta du myocardJ
de Chien LEFKOWITZ et al., 1972 (314). L'utilisation des lectines dans 1'étude des{
glycoprotéines membranaires en particulier de concanavaline A, permet apres fixaticn
de~celle—ci sur la Sepharose 4 B d'isoler les glycoprotéines des membranes plasmi-

ques de lymphocytesde Porc, la chromatographie s'effectuant en présence de dééoxychd
late de sodium. ALLAN et al., 1971 (315), ALIAN et al., 1972 (316). Des glycoprotéi

nes de membrane virale sont isolées apres fixation sur Sepharose 4 B de la phyto—

hemagglutinine de Lens culinaris ,HAYMANN et al., 1973 (317).

2 - Isolement de glycopeptides

a --Protéolxse

De nombreux agents protéolytiques ont été employés dans le but de

détacher des glycopeptides de la surface cellulaire,

La trypsine fut d'abord employée sur les cellules ascitiques
d'Ehrlich (LANGIEY et AMBROSE, 1964 (318) et par OHKUMA et IKEMOTO, 1966 (319)) on
libére ainsi vn sialoglycopeptide de la surface du globule rouge, le traitement des

érythrocytes humains & la trypsine libére en effet des sialoglycopeptides possédant
des spécificité M ou N de la cellule d'origine WINZLER et al., 1967 (320) ; THOMAS
et WINZLER, 1969 (321). La trypsine fut également employée par BARBER et JAMIESON,
1971 (322) pour isoler des glycopeptides de la surface des plaquettes sanguines, et
par CODINGTON et al., 1972 (323) pour isoler les peptides du glycolemme des cellules
TA3° La trypsine donne également de bons résultats sur les membranes isolées de foie
de Rat, EMMELOT et BOS, 1972 (324). L'action de la trypsine peut &tre suivie d'une
hydrolyse par ls prénase comme, par exemplg/pour étudier les glycopeptides de surface

des cellules'BHK21/ ¢ 13 (BUCK et al., 1970 (325), BUCK et al., 1971 (326), WARREN
et al., 1972 (327), WARREN et al., 1973 (328).
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La pronase est ubilisée pour libérer des glycopeptides de fractions
membranaires de fibroblastes de Souris 3T3, MEEZAN et al., 1969 (329) ou de foie
de Rat, MIYAJIMA et al., 1970 (330), ou de cerveau de Rat, GOMBOS et al., 1972 (331)

Ces auteurs font d'ailleurs suivre son action par celle d'une carboxypeptidase et }

d'une leucine aminopeptidase.

La papaine est utilisée par la libération des alloantigénes d'histocom
pafibilité—Z (H - 2) chez la Souris par MURAMATSU et NATHENSON, 1970 (332), et 19711
(333), ou par SMITH et WALBORG, 1972 (334) pour libérer des sialoglycopeptides de |
1'hépetome ascitique AS - 30 D !

: La ficine a été employée par EBERT et al., 1971 (335) pour les glyco-!
protéines érythrocytaire et la chymotrypsine par BARBER et JAMIESSON 1971 (336) |

pour libérer un macroglycopeptide des membranes de plaquettes sanguines,

b =Séparation des glycopeptides

Les glycopeptides étant des composés solubles, leur isolement pose beay
coup moins de problémes que celui des glycoprotéines. La séparation peut s'effectuer
de différentes manidres, par électrophorese, chromatographie de tamisage moléculaire

ou d'échange dtions ou enfin par chromatographie d'affinité,

L'électrophorése sur papier a été employée par MIYAJIMA et al,, 1970

(337) et les méthodes de disc-dlectrophorise en gel de polyacrylamide peuvent &tre

employées comme critere de pureté,

La filtration sur gel est toujours employée dans un premier temps que
ce soit les Sephadex, les Biogels, les gels d'agarose. On est revenu avec ces
techniques au fractionnement classique des glycopeptides, comme d'ailleurs avec la
chromatographie d'échange d'ions, qui s'effectue en général sur une colomne de DEAE

cellulose,




La méthode de chromatographie d'affinité est,pour résoudre ces
problémeg,une méthode de choix car les lectines OU phytohemagglutinines agissent
sur les unités saccharidiques des glycoprotéines de surface de nombre de cellules,
Comme dans ce cas le probléme de solubilité et de concentration en détergent ne se
pose plus, la chromatographie s'avére beaucoup plus facile. La plupert des glyco-
peptides isolés de membranes possedent en effet une forte activité de récepteur
de ces legtines. Un des glycopeptides trypsiques d!'érythrocytes humaine est un
puissant inhibiteur hapténique de la phytohémagglutinine de Phaseolus vuigaris
(KORNFELD et KORNFELD, 1970 (338) et de Lens culinarigKORNFELD et al., 1971 (339)

et de Robinia pseudoaccacia LESENEY et al., 1972 (340), tandis @un autre glycopep-

tide trypsique est le récepteur de la lectine de Agaricus bisporus. Les cellules

leucémiques de Souris possédent une glycoprotéine ayant une activité de récepteur
de 1'agglutinine du germe de blé (WGA) (JANSONS et BURGER, 1973 (341). Des glycopep-
tides de la surface de cellules hépatomateuses de Rat obtenus par digestion & la
pepaine possédent les deux activités de récepteur pour la concanavaline A et l'agglu-
tinine du germe de blé (WRAY et WALBORG, 1971 (342) ; SMITH et al., 1973 (343) ; |
NERTI et al., 1973 (344). L'utilisation de ces produits a permis & GOMBOS et aly,

1972 (345) d'isole? les glycopeptides fixant laconcanavaline des membranes de cer-—

veau de Rat ceci en éluant ceux—ci par 1'a-méthyl-mannoside.

B —~ STRUCTURES MOLECULAIRES

1 =~ La glycoprotéine majeure du globule rouge

L'étude de la structure a été faite apres isolement de cette glyco-
protéine par MARCHESI et al., 1971 (346), Les coupures aubromurede cyanogene ont
permis de séparer 5 fragments. SEGREST et al., 1973 (347). On peut diviser la molé-
cule en trois parties du point de vue de leur composition en acides aminés et en
glucides, ce sont : le segment N-terminal riche en sucres (tous les glycannes sont
portés par cette région), la région centrale avec 30 résidus hydrophobes (qui entre
en relation avec la double couche lipidique). La région N-terminale hydrophile
et riche en proline, Ces données sont résumées dans la figure 20 (p. 35). La pertie

N-terrinale a permis d'étudier la structure de la partie glucidique.




Une partie des glucides (30 & 40 p. 100) associde au sialoglycopeptide est détachée
par traitement au borohydrure alcalin KATHAN et ADAMANY, 1967 (348) et WINZLER |
et al., 1967 (349), Toute la galactosamine est détruite durant ce traitement et - i
une quantité équimoléculaire de sérine et de thréonine disparait également, Un
tétrasacharride a été isolé, et sa structure déterminée (THOMAS et WINZLER, 1969 ’
(34(’;) ; ADAMANY et KATHAN, 1969 (341?, elle est représentée par la figure 21 (p.46
_glycopeptide A). L'étude de la structure des glycammes attachés par des liaisons

t

\

alcali-stablesd la protéine a été plus longue, L'étude d'un de ces glycopeptides
effectude grice & des glycosidases a permis d'établir la structure représentce par |
la figure 21 (p.46 ¢ glycopeptide B) (KORNFELD et KORNFELD, 1970 (345, WINZLER, |
1972 (343)* propose un autre schéma : voir figure 21 (p. 46) : glycopeptide c)

Donc la glycophorine présente cette double particularité, elle a une

structure amphipathique (asymétrie du point de vue de 1thydrophilie) et posséde

des glycannes ayant des liaisons O-glycosidiques, et des glycannes ayant des liai-
sons N- glycosidiques sur la méme chaine protéique. 3

J

2 - Les glycoprotéines membranaires d'autres cellules

Aucune structure de glycoprotéine n'est connue aussi bien que celle
de la glycophorine. CODINGTON et al., 1972 (3445 ont isolé récemment par action

du mélange trypsine-TPCK sur les cellules TA, des glycopeptides de masse moléculeir

élevée (88 000et 180 0C0) dont 65 p. 100 des iésidus d'amino acides sont de la sérin
et de la thréonine. Ce glycopeptide est composé de 70 p., 100 de glucides et 30 p.
100 de protéines et les quatre mono-saccharides : galactose, N-acétyl galactosamine
N-ascétyl-glucosamine et acide sialique, sont dans les rapports molaires suivant :

4 32 ¢01 s 1, O fragment de glycoprotéine formant le glycolemme des cellules TA3
semble de type mucine et JEANLOZ, 1972 (résultats non publiés) donne pour la parti
glycannique la structure hypothétique illustrée par la figure 22 (p°4fi)¢

La glycoprotéine totale aurait une taille de 2 000 X. et une configuration

avec un rapport axial élevé & cause de la répulsion des acides sialigues.

Des glycoprotéines de type mucine ont aussi été trouvé & la surface de cellule héps

tomsteuse ascitique AH 66 par YAMASHINA et al., 1973 (345’3..
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IV - METABOLISME DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

|
F
\
|
Les glycoprotéines membranaires sont des composés a métabolisme ;
trés actif. Ceci a &té démontré par GASIC et GASIC, 1962 (346§Fqui;en enlevant les |
glucides de la surface des cellules tumorales TA3 avec la trypsine;notent que la |
régénération (mesurée par la réapparition de la coloration de HAIE) s'effectue en ‘
1 & 2 heures. Le remplacement de 1l'acide sialique de la membrane aprées un traite-
ment a la neuramlnldase a une demi-vie de 4 h et s'éffectue compldtement en 12 &
20 h (MARCUS et SCHWARTZ, 1968 ( 347§. La densité de surface des groupements SlalO—
syls des cellules de Hamster chinois est fortement réduite aprés traitement & la ;
neuraminidase, et récuptre son taux primitif en 12 & 16 heures méme quand la divi-
sion cellulaire est inhibée par la thymidine ou 1l'actinomycine D,Une perte continue
le de matériel membranaire steffectuant corrélativement & une incorporatigp impor-
tante de glucosamine 140 dans les glycoprotéines a été observée par KRAEMER, 1966
(348# et MOLNAR et al., 1965 (349?’:‘ Ces observations indiquent que les membranes

plasmiques des cellules sont métaboliquement actives avec un "turn-over" rapide.

WARREN et GLICK, 1968 (350) ont abordé le probléme du "turn-over" de
membranes plasmiques en incubant des cellules L avec de la glucosamine merquée.
Quand les cellules en croissance sont soumises & des expériences de chasse isotopi-
que, l'activité spécifique de la membrane diminue au taux théoriquel dfl & la crois-
sance et & la multiplication cellulaires - il n'y a pas de turn-over au sens de pert
isotopique & partir de la membrane -, Cependant des cellules en phase stationnaire
soumises aux mémes expériences ont leur activité spécifique qui diminue & la méme |
vitesse que celle des cellules en pleine croissance. Ceci revient & dire que des
cellules : qu'elles soient en phase de croissance ou nmasynthétisent la méme quant]
té de glycoprotéines membranaires. Cette interprétation rejoint celle de KRARMER,
1967 (351) et MOLNAR,et al., 1965 (352) qui trouvent que des cellules sscitiques gu]
ne sont pas en phase de croissance rejettent continuellement dans le milieu des ma-
cro-molécules nouvellement synthétisées, contenant des glucides et dont la composi~
tion ressemble aux glycoprotéines de la surface érythrocytaire, Ces résultats ont
été retrouvés par HUGHES et al., 1972 (353) pour la régénération des glycoprotéines

de surface des cellules d'une tumeur transplantable de Souris.

o —
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L'étude du métabolisme des membranes plasmiques d'hépatocytes du
Rat a également abouti au méme résultat. KAWASAKI et YAMASHINA, 1971 (354) montrenﬂ
qu'lapres injection de glﬁcosamine 140 les membranes plasmiques atteignent une radio-
activité spécifique maximale en 3 heures, la période de demi-vie étant de 37 heures,
résultat confirmé par EVANS et GURD, 1971 (355). Ces mémes auteurs ont montré récem-—
ment que chez la Souris les glycoprotéines de haut poids moléculaire de la membrane
hépatocytaire étaient plus rapidement marquées que des protéines de poids moléculai-

re plus faible (GURD et EVANS, 1973 (356)).

Le probleme de la biosynthese des élycoprotéines est encore loin
d'étre résolu. On pense généralement que les glycoprotéines membranaires sont une
classe spéciale de glycoprotéines secrétées, c'est-a-dire qu'elles sont synthétisées
par des polysomes liés aux membranes ergastoplasmiques, puis glycosylées dsns le
réticulum endoplasmique et le Golgi. En effet,lescinétiques de marquage par la gluco
samine 14C montrent que les microsomes sont marqués de fagon maximale au bout de 1,5
heure, alors que les membranes plasmiques ont une radioactivité maximsle au bout de
3 heures KAWASAKI et YAMASHINA, 1971 (357). D'aprés BRETSCEER, 1973 (358), il n'en
est rien, les protéines membranaires seraient une classe spéciale de protéines cyto-
-plasmiques, synthétisées par des polysomes libres, Ces protéines traverseraient lsz
membrane par diffusion & partir du cytoplasme, la protéine serait maintenue dans
cette situation par glycosylation du c6té N-terminal de la molécule, Cet auteur se
fonde sur deux exemples : la lactose perméase synthétisée par 1l'opéron lactose de
Escherichia Coli avec des ribosomes cytoplasmiques, et les anticorps 7 S & la surfe-

ce des lymphocytes B qui présentent également la méme situation dans la membrane.

Les facteurs contrdlant la vitesse de la biosynthese et le turn-over

des glycoprotéines membranaires ne sont pas encore connus.




V ~ CONCLUSIONS : IMPORTANCE DES GLYCOPROTEINES DES MEMBRANES DE SURFACE

Les glycoprotéines ont une importance capitale & la surface de la

cellule! un grand nombre de fonctions leur sont attribuées 3 antigeénes de la surfa-—

ce cellulaire, rééepteursde virus, réle dans la transformation cellulaire, réle dans
la reconnéissance cellulaire, r8le dans la liaison des glycoprotéines plasmatiques

récepteur d'hormone, réle catalytique.

On a tres t6t trouvé 1ltactivité M-et N de la glycoprotéine ma jeure
du globule rouge, La distribution des antigénes érythrocytaires entre les régions |
hydrophile et hydrophobe de la membrane a été bien résumée par PARDOE, 1971 (359)
(voir le tableau IV Pe 50 )

Les déterminants antigéniques de la région hydrophile des membranes
érythrocytaires humaines dépendent de la structure des glycoprotéines de la membrane
érythrocytaire comme le montre la figure 23 (p. 51) d'aprés PARDOE, 1971 (361).
Récemment, GARDAS et KOSCIELAK, 1973 (362) ont trouvé des substances de groupes
sanguins ABH portés par des glycoprotéines membranaires d'érythrocytes humains.
D'autres antigénes sont également importants,en particulier les antigenes de trans-

plantation, antigéne H_ chez la Souris solubiliség par autolyse de cellule de rate

2
ou de lymphome de Souris et qui contiennent 10 & 15 p. 100 de sucres NATHENSON et
DAVIES, 1966 (363), antigtne HLA chez 1'homme préparé 3 partir de membrane de pla-

quettes sanguines (DAUTIGNY et al., 1973 (364).

L'activité de récepteur de virus est également trés importante. En
1942 HIRST (365) montre que des érythrocytes de poulet sont agglutinés par le virus
de 1'influenza, Le virus semble se fixer aux acides sialiques des récepteurs de deux
cellules adjacentes produisant ainsi une hemagglutination, Cette activité de récep-
teur de virus est portée par les glycoprotéines du globule rouge, en particulier,
le peptide a-1 de 34 amino-acides détaché par hydrolyse trypsique de la glycopho-
rine (JACKSON et al., 1973 (366)).
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Figure 23

Les déterminants antigéniques des glycoprotéines de la membrane

/erythrbcytaire d'aprés PARDOE (1971)
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provoquée par la transformation cellulaire d'apres INBAR, BEN-BASSAT
et SACHS (1972)
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L'organisation structurale et l'activité métabolique de la membrane
de surface sont largement modifides au cours de la transformation cellulaire par des
virus oncogénes. Le fait le plus frappant a été la découverte de 1'agglutination des

cellules transformées par la concanavaline A, INBAR et SACHS, 1969 (367) montrent

-en effet que celle~ci, & une concentration de 250/pg par ml de milieu de culture

agglutine des cellules leucémiques et des cellules en culture transformées par le

virus du polyome, le SV des carcinogeénes chimiques et l'irradiation par les

\
\
’
rayons X, Dans les mémeioconditions, la concanavaline A n'agglutine pas les cellules

normales sauf aprées action de la trypsine. L'agglutination reversible sous l'action]
de 1l'a-méthyl-glucopyranoside montre une réorganisation des glycoprotéines de la i
membrane de surface (BURGER, 1969 (368) INBAR et al., 1972 (369), La figure 24 (p.51 )
montre les possibilités de réorganisation structurale de la membrane. Cette décou- }
verte a étésuivie par toute une série de travaux sur la comparaiéon des glycoprotéi{

nes des cellules normales et transformées par des virus, cellules de Hamster (BHK

avant et aprés transformation per le virus de ROUS ¢ (BUCK et ale., 1970 (370) :

1

fibroblastes de poulet normaux et infectés par des virus oncogénes & RNA; PERDUE
et al., 1971 (371), PERDUE et al., 1971 (372) ; cellules 3T3 transformées per le
virus SV4028HEININ eb.als, 1972 (373), fibroblastesde poulet résistants et non résis-
tants au virus de la leucose sarcomateuse aviaire (virus L - S) ¢«SMITH et CRITTENDEI,
1973 (374). Toutes ces études ont permis de mettre en évidence des différences dans
la taille des glycoprotéines'et des glycopeplides membranaires, associés a des varis
tions des glycosyl-transférases(éialyl-transférase : WARREN et al., 1972 (375), sur
des cellules BHK21 ol l'activité augmente aprds transformation par le virus de ROUS
et GRIMES et ROBBINS, 1972 (376) sur des cellules BALB/c ou celle-ci diminue apres

transformation par le SV 6)ou 4 des taux anormaux de glycosidases (BosMAN, 1972 (377

4

La reconnaissance des cellules les unes par les sutres implique la
reconnaissance de sites membranaires, lesbases chimiques de ce processus de recon-
naissance restent & élucider, mais il semble que ce sont les glycoprotéines qui sont
impliquéesdans ce genre de phénoméne., En i963, MOSCONA (378) montre que le facteur
soluble rejeté par les cellules d!éponges et qui stimule leur réagrégation est une |
glycoprotéine. COX et GESNER, 1968 (379) montrent que la morphologie et la croissan-

ce de cellules de mammiféres en culturesont modifiéesen présence de certains sucresw
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Le L-fucose affecte la morphologie et inhibe la croissance de cellules de Souris
normales et transformées, tandis que le D-mannose affecte de la méme fagon les }
cellules de rein de Singe en culture. Récemment ROTH et al., 1971 (380) font inter-
venir un complexe glycosyl-transférase-accepteur glycoprotéidique pour expliquer

1t agrégation des cellules de rétine d'embryon de poulet.

-

I1 semble que les glycoprotéines des membranes plasmiques soient le
lieu de fixation majeur des glycoprotéines plasmatiques PRICER et ASHWELL, 1971
(381) et VAN LENTEN et ASHWELL, 1972 (382), ce phénomene implique un double r8le

de l'acide sialique : celui-ci doit &tre présent sur le site membranaires, mais

absent de la glycoprotéine.

D'autres rdles sont dgalement attribués aux glycoprotéines membranai-
res EVANS et GURD, 1973 (383) ont réussi & isoler la 5'-nucléotidase, cet enzyme
ig0lé des membranes plasmiques d'hépstocyte de Souris est formé de deux sous-unités
glycoprotéiniques ayant chacune une masse moléculaire de 70 000. Un rdle de récep-
teur hormonal a également été attribué aux glycoprotéines membranaires, en effet,
aprés action de la trypsine sur les adipocytes, ceux-—ci perdent toute sensibilité
& 1'insuline. Ils récupérent cependant cette sensibilité une heure aprés l'action de

1'enzyme? EL-ALLAWY et GLIEMANN, 1972 (384).
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[TRAVAUX PERSONNELS

ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE LA MEMBRANE PLASMIQUE DES HEPATOCYTES DE RAT

I - CHOIX DU PROCEDE D!ISOLEMENT

La premiére méthode dtisolement des membranes plasmiques d'hépatocy-
tes de Rét a été publide en 1960 par NEVILIE (385). Ce procédé fut repris et amélio-
ré des 1964 par EMMELOT et al., 1964 (386). Depuis 1964, un grand nombre de procédés
originaux furent décrits, en particulier par TAKEUCHI et TERAYAMA, 1965 (387) ;
COLEMAN et al., 1967 (388) ; BERMAN et al., 1969 (389) ; SONG et al., 1969 (390) ;

RAY, 1970 (391) et par NIGAM et al., 1971 (392).

D'autre part, depuis 1968 un grand nombre de procédés utilisant le
rotor zonal ont été décrits (ANDERSON et al., 1968 (393) ; WEAVER et BOYLE, 1969
(394) ; HINTON et al., 1970 (395) ; EVANS, 1970 (396). Ces procédés utilisent tous
la centrifugation en gradient de saccharose, récemment, une méthode utilisant les

systémes de polyméres  biphasiques, a été publiée LESKO et al., 1973 (397).

Deux critéres ont guidé notre choix de la méthode : il fallait que
le rendement en fraction membranaire soit élevé et que les membranes soient pures
tant du point de vue des critéres morphologiques que du point de vue des critéres

enzymatiquesa
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~ter le rendement. lLa préparation comprend deux parties : d'abord la préparation de
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- Les trois méthodes généralement utilisdes pour la préparation sont :

- la méthode de NEVILIE dans laguelle une solution hypotonigue de

NaHCO, est utilisée pour l'homogénéisation des membranes.,

3

~ la méthode de RAY caractérisée par 1l'incorporation de CaCl, 0,5 mM

2
dans la solution de bicarbonate et par l'utilisation de grands volumes pour

1thomogénéisation.

- la méthode utilisant une solution de saccharose 250 mM, Ca,Cl2

0,5 mM et Tris 5 mM pour 1lthomogénéisation.

Les résultats résumés dans le tableau V (p. 56 ) d'aprés HAWKINS et
JACQUEZ, 1972 (3%98) montrent que toutes les méthodes donnent une activité semblable
de l'enzyme "marqueur" : la 5'-nucléotidase, mais la méthode de RAY fournit le ren-
dement le plus élevé. Clest cette méthode que nous avons choisie pour préparer la

fraction membranaire,

IT - PROTOCOLE EXPERIMENTAL

A ~METHODE DE RAY

1 = Principe

La méthode d'isolement des membranes plasmiques est semblable &

celle utilisée par NEVILLE, mises & part deux modifications introduites pour augmen-

la fraction nucléaire grossiére, puis le passage de cette fraction sur un gradient
discontinu de saccharose. L'originalité de la méthode réside dans la composition
du milieu d'homogénéisation qui contient du calcium : le rdle du calcium est de
maintenir la structure et lfintégrité fonctionnelle de la membrane . D'autre part,
aprés homogénédisation, 1lthomogénat est dilué 100 fois par rapport au volume de foie
de départ, 1'intérét de cette dilution est d'abaisser la viscosité de la suspension
par conséquent, les membranés sédimentent plus facilement aux basses forces centri-

fuges utilisées pendant la premiére partie de leur isolement,

S S T 8L £ T 1 A e e i
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COMPARAISON ENTRE IKS DIFFERENTES METHODES DE PREPARATION DES MEMBRANES PLASMIQUES DE FOIE DE RAT*

Tableau V

D!'APRES HAWKINS ET JACQUEZ, 1972 (399)

T
Méthode de t+ ase (Na = X') ase Succino Glucose DNA Rendement
L N w n Vd . .
préparation Azmu»e zm.ﬁ%?% ADF 5tnucléotidase deshydrogénase | 6-phosphatase %m\sm de pro-
. ng/g
téines
51,2 8,8 26,2 24,8 8,9/0,2 2,1/1,70 7,9/3,3 0,8
NEVILLE
45,4 35,9 15,6 21,6 - 1,5/0,7 - 0,3
18,0 1,2 6,3 19,8 11,7/0,7 2,6/1,4 5,9/2,0 1,4
RAY
22,9 0,8 11,8 23,7 12,6/0 2,1/1,4 - 1,1
27,8 4,2 8,7 20,5 11,7/1,8 2,3/1,8 7,2/2,3 0,6
Saccharose
isotonique
23,8 0,7 12,7 14,1 - - - 0,3

(*) Toutes les activités enzymatiques sauf celle de la succinodeshydrogénase sont exprimées en moles de substrat transformé par mg de pro-

téines et par heure.

L'activité de la succino-deshydrogénase est exprimée en n moles par minute et par mg de protéines.

Les ‘deux valeurs données pour la succino deshydrogénase, la glucose-6-phosphatase et le DNA représentent celles de l'homogénat et de la

fraction membranaire,




"

2 - Réactifs

_ _ Le milieu d'homogénéisation ajusté & pH 7,5 est composé dlune solu-
tion de NaHCO3 1 oM et de Ca(_:l2 0,5 mM,

On utilise pour le gradient quatre solutions de saccharose :

- solution & 70 p. 100 (poids-poids)

solution & 45 p. 100 (poids-poids)

solution & 41 p. 100 (poids-poids)

solution & 37 p. 100 (poids-poids)

3 -~ Mode opératoire

a - Préparation de la fraction nucléaire grossidre

On utilise des rats mfles Wistar 8gés de trois mois qui sont sacri-
fiés aprés un jeline de 12 heures. Les foies sont prélevés rapidement et placés dans
le milieu d'homogénéisation maintenu & 092 C grice a4 un bain de glace. Toutes les
opérations ultérieures se font & + 42 C. Le détail des opérations est résumé dans le
tableau VI (p. 58 ). Les foies (en général au nombre de 3) sont débarrassds du tissu
conjonctif per passage dans l'appareil de Fischer. L'homogénéisation se fait dans
150 ml de tampon et par 20 allers et retours du piston de l'appareil de Potter—
Elvejehm. Lthomogénat est amené & 2,5 1 avec lc tampon et on laisse reposer pendant
5 minutes. La filtration steffectue sur quatre couches de gaze et le filtrat réparti
dans 4 pots en métal de la centrifugeuse Martin—Christvet centrifugé & 3.200 rpm.
(2.200 g) pendant 30 minutes. L'augmentation de 1a vitesse.permet une meilleure
adhésivité des culots sur le fond des tubes & centrifuger et évite la remise en
suspension-du matériel au moment de 1'évacuation du surnageant, Les culots (PI) sont
repris par 50 ml de tampon, homogénéisés par 4 & 5 allers et retours du piston et
amenés & 1,25 1. avec le tampon. Ce volume est réparti entre deux pots en métal de
650 rl et centrifugé 3 2.800 rpm. (2.000 g) pendant 15 minutes. Les culots P II
homogénéisés de la méme fagon que précédemment et amenés & un volume de 650 ml, sont

centrifugés & 2.800 rpm (2,000 g) pendant 15 minutes pour donner le culot P III,
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Tablesu VI

Foie (3)
Broyage
TissuAZ’f”//// ‘\\\\\\‘iiBroyat
Conjonctif
Homogénéisation (dans 150 ml de tampon )
Homogénat (volume porté & 2,500 1)
Repos 5 minutes
Filtration sur gaze
Filtrat Débris.conjonctif
+
Centrifugation Protéines nucléaires
(2000 g, 30 mn)
Surnageant Culot(PT)
Homogénéisation

PAR LA METHODE DE RAY

Remise en suspension dans 1,25 1
de tampon

Centriiﬁgation
(2000 g, 15 mn)

Surnageant Culot (PII) o~
BiE Y
Homogénéisation (&fﬁﬂg

Remise en suspensioﬁ dans 650 ml
qutampon

Centrifugation (2000 g, 15 mn)

Surndgeant Culot (PIII)

' Fraction}

nucléaire
grossiérel
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b « Préparation du gradient discontinu et centrifugation

Le culot P IIT est suspendu dans 1 ml de tampon et mélangé & 16 ml
de saccharose 70 p, 100, La suspension est ensuite répartie dans les trois tubes
du rotor SW-25-2 (Beckman). On place sur la suspension 16 ml de saccharose 45 p. 100,
puis 20 ml de saccharoée 41 p. 100, enfin 8 ml de saccharose 37 p. 100. Les tubes soj
ensuite centrifugés deux heures & 25 000 rpm (90 000 g) dans la centrifugeuse I~2
65 B (Beckman). On préléve la fraction membranaire entre les couches de saccharose

41 p. 100 et 37 p. 100 (voir figure 25 p, 60),
4 ~ Conclusions

La méthode originale a été légérement modifide en augmentant les
quantités de matériel traité . Le rendement est de 1 mg de membranes lyophilisées
pour 1 g de foie de Rat frais. Ce rendement est supérieur & celui obtenu per
EMMELOT et al. 1964 (400) qui obtiemnent un rendemént de 0,63 mg de membranes pour
1 g de foie, mais il est inférieur & celui de RAY, 1970 (401), Cet auteur indique des

rendements de 2 mg de membranes pour 1 g de foie.

B — ADAPTATION DE LA METHODE DE RAY AU ROTOR ZONAL

1 - Principe

Dans le but dtaugmenter les quantités traitées en une seule manipu-
lation, nous avons adapté la méthode de RAY aurotor zoral. Nous avons utilisé dans
“ce but le rotdr Ti XIV (Beckman) adapté sur une centrifugeuse L-50, Cette méthode
permet dlisoler en une fois des quantités de membranes permettant une préparation

des glycopeptides suffisante pour l'étude biochimique,

2 - Mode opératoire

a -~ Préparation de la fraction nucléaire grossitre

On utilise dans ce but 12 foies de Rat (ce nombre peut-&tre porté 2
18 en modifiant 1égdrement la méthode), la préparation s'effectue exactement de la

méme facon que précédemment jusqu'a l'obtention de la fraction P III,
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gml | 37p100 | MEMBRANES
PLASMATIQUES

20 ml 41p 100
23 L3, 3 '-;i:.‘., 1]
16 ml 45p100 MITOCHONDRIES
N KR R TR SN R
FRACTIO i 48 pw.o .
NUCLEAIRE NG NOYAUX
GROSSIERE .
AVANT APRES
CENTRIFUGATION CENTRIFUGATION

2HEURES A 90 O0O0Og

Figure 25 | (Ll L-)

v

Schéma du fractionnement, par flottation, des membranes plasmiques
sur gradient discontinu de saccharose. Les couches de saccharose

sont exprimées en p. 100 (poids—poids).
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\

Cette fraction P III, resuspendue dans le tampon est amenée & un
volume de 125 ml avec du saccharose 70 p. 100, de maniére & obtenir une solution de

saccharose & 48 p. 100, 7 7 o
b - Remplissage du rotor zonal et centrifugation

Le remplissage steffectue dans le rotor lancé & 5 000 rym. Les solu- |

2

tions de saccharose sont maintenues & + 42 C durant tout le temps de charge et de
décharge du rotor. Le remplissage s'effectue grice & une pompebranchée & 1z périphéri!

du rotor jusqu'd ce que la premidre couche injectée ressorte par le centre.

On injecte dtabord 120 ml de la solution de saccharcse & 37 p. 100,
puis 155 ml de la solution & 41 p. 100, 175 ml de la solution & 45 p. 100, enfin
les 125 ml de la fraction nucléaire grossiére en suspension dans le saccharose & 48
Po 100 précédemment préparée., La charge du rotor est achevée en 1ngectant 100 ml de
saccharose 2,2 M qui forment un coussin ralentissant la sedlmentatlon des noyauxo
Ltinjection de saccharose 2,2 M steffectue jusqu'a ce que la premidre couche ressortd
au centre du rotor. Quand 20 & 30 ml de la solution de saccharose sont ressortis, la
centrifugation s'effectue pendant deux heures & 40 000 rpm (90 000 g). Si on part de
18 foies de Rat, le volume de la fraction nucléaire grossiere & déposer dans le

rotor est 150 ml, dans ce cas, le volume du coussin n'est qﬁe de 75 ml,

¢ -~ Fractionnement du gradient

Apreés la centrifugation, on procéde au fractionnement du gradient. Ce
fractionnement s'effectue en poussant le gradient vers le centre avec du saccharose
2,2 M, Pour ceci, on ralentit le rotor & une vitesse de 5 000 rpm, et on injecte le
‘saccharose 2,2 M & la périphérie. Le centre du rotor est branché & un collecteur de
fractions, La suspension membranaire se trouvant pres de l'axe du rotor va L
sortir en t8te du gradient (130 ml), puis sortent les deux couches mltochondrlales
(270 ml et 480 ml), les noyaux adhérents au rotor ne sont pas entrainés par le
saccharose 2,2 M (voir figure 26 p, 62 ). La fraction membranaire se trouve en général

dans un volume de 50 ml. Lés membranes sont lavées trois fois avec du tampon,
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Figure 26

Fractionnement des membranes plasmiques en rotor zonal Ti XIV.
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III ~ ETUDE DE LA PURETE DE LA FRACTION MEMBRANAIRE ISOLEE

Pour 1'étude biochimique des glycoprotéines membranaires, il est
capital de partir d'un matériel aussi pur que possible, I1 est bien entendu que
toute fraction membranaire obtenue au cours d'une préparation est toujours souillée
par d'autres organites cellulaires et que la préparation est simplement enrichie
en membranes plasmiques. Cet enrichissement varie suivant la technique employée, et
suivant les préparations, il est donc indispensable de procéder avant dtutiliser
la préparation & des contrdles préalables. Ces critdres de pureté sont de divers
ordres : étude en microscopie électronique, étude du gradient de densité, étude de

1téquipement engymatique. Nous envisagerons tour & tour ces différents contrbles.

A - ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE*

1" = Procédé de fixation

La suspension de membranes est fixde avec une solution de glutaral-
déhyde & 6,25 p. 100 dans du tampon phosphate de sodium 0,4 M de pH 7,25 pendant 1 &
2 heures. Cette fixation est suivie par un lavage dans le méme tampon. On effectue
une post-fixation & ltacide osmique. Les &chantillons sont ensuite inclus dans de

1'épon et les coupes sont effectudes juste avant l!'observation,
2 - Résultats

Une vue générale de la fraction membranaire (voir figure 27 p. 64 )
montre les membranes cellulaires qui adhérent encore les unes aux autres par des
desmosomes, des barres terminales et par des canalicules biliaires possédant encore
leurs miérovillosités (EMMELOT'gjwélf, 1964 (402). On trouve dgalement des vésicules

lisses prés des grands fragments membranaires. Ll'origine de ces structures peut-8&tre

* Nous remercions Monsieur E. PUVION de 1!'Institut de Recherches sur le Cancer de
Lille, pour les observations en microscopie électronique qu'il a bien voulu effec-

tuer sur nos préparations.




Figure 27

Membranes plasmiques isolées du foie de Rat. Observation au microscope

électronique ( X 45 000).




trés varide : microvillosités vues en coupe transversale, invaginations de la membran
' - t
plasmique, vésiculesrésultant de la cassure puis de la reconstitution de la membrane

plasmique, vésicules du réticulum endoplasmique.

La présence de noyaux, de mitochondries, dtappzsreils de Golgi, de
fibres de collagéne n'a pas été décelée. Une préparation a montré des traces d'ergas-

toplasme,

La barre terminale "tight junction" se présente en coupe transversalé
comme une structure & cing couches (BENEDETTI et EMMELOT, 1968 (403)), cette structud
re caractéristique de la membrane plasmique, est signalée par tous les auteurs comme
faisant paftie de la fraction membranaire. La figure 28 (p.66 ) montre une telle

jonction que lton trouve fréquemment dans nos préparations,

Le desmosome se présente comme un épaississement des membranes.
A 1'endroit de ltaccolement, cette zone est riche du cdté intracellulaire en tonofi-
brilles dont on ne peut pas éviter la présence dans les préparations membranaires

(voir figure 29 (p. 67 ).
3 -~ Conclusions

Le microscope électronique a donc un double rble : il permet d'obser-
ver la présence de contaminants éventuels, dans ce cas, aucun organite cellulaire n'd
pu &tre décelé>, I1 permet également de comparer les structures isolées avec celles
obtenues par  divers auteurs. Cette comparaison ne nous a pas permis de déceler

de différences morphologiques entre les différentes fractions membranaires.

B ~ ETUDE EN GRADIENT DE DENSITE

1 ~ Centrifucation en gradient continu de saccharose

a -~ Choix de la composition du gradient

La centrifugation en gradient continu de saccharose peut-&tre envi-

sagée comme critire de pureté, en effet, la présence de contaminants ayant une densid




Figure 28

Membrane plesmique isolée du foie de Rat. Détail d'une barre terminale (x 240 000).

)t




s

Figure 29
Membranes plasmiques isolées du foie de Rat. Zone riche en desmosomes

(X 114 000). TF : Tonofibrilles, MP : Membrane plasmatique trilaminée.
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té ou un coefficient de sédimentation différent de celui des membranes, sera
détecté sur gradient par l'apparition dtun ou de plusieurs pics supplémentaires.

La position du pic fournira des indications sur la densité des membranes.

Nous aﬁons donc établi un gradient suffisamment étalé pour que des
contaminants tres différents : mitochondries, microsomes, lysosomes, soient détecta-
bles. Le gradient est établi dans un appareil 4 deux chambres de type classique, lLa
solution la plus dense a une densité de 1,26, la solution la plus légére a une densiJ

té de 1,10,

Pour éviter les dégradations, toutes les opérations sont effectuées
& + 42 C. On place au dessus du gradient 1 ml d'une suspension de membranes homogé-~
néisée par une dizaines d'allers et retours du pistonde l'appareil de Potter lLacentr]

fugation s'effectue dans le rotor SW-25-1 (Beckman) & 25 000 rpm pendant 16 heures,

b ~ Résultats

Aprés le fractionnement du tube, la lecture steffectue & une lon-
gueur d'onde de 280 nm, Le diagramme (voir figure 30 (p. 69) ne montre qutun seul
pic de forme symétrique. La légere trainde vers des faibles densitds est vraisemble-
blement due & une déformation lors du fractionnement. Le fait que la densité optique
remonte 1légerement au fond et au début du tube, montre la présence de dégradations
inévitables durant un temps aussi long. Les membranes sont & 1'équilibre dans la

zone de densité 1,18,
¢ — Conclusions

Comme 1l'ont signalé différents auteurs, la densité calculée apres
avoir atteint 1'équilibre de densité ne représente pas une valeur absolue, car les
valeurs dépendent des milieux utilisés (ficoll, glycérol, saccharose)., La densité
moyenne est plus basse dans les gradients ficoll-eau que dans les gradients glycé-
rol-eau. Elle est augmentée en remplagant l'eau par de l'eau lourde (BENEDETTI et
EMMELIOT, 1968 (404)), Mais la valeur de 1,18 est proche de celle trouvée par HINTON
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Figure 30

Centrifugation de la fraction membranaire en gradient linéaire de saccharose

de d =1,10 &2 4 = 1,26.
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1taspect d'un pic trés aigu, qui est & 1'équilibre dans la zone de densité d = 1,175
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et al., 1970 (405) qui est comprise entre 1,177 et 1,172.
D'autre part, la présence dtun pic unique, ne préentant pas
d! épaulement. est un argument de plus en faveur de la pureté de notre fraction

membranaire,

2 - Centrifugation en gradient de chlorure de césium

a - Crkoix du gradient

De manidre & éliminer la viscosité qui pourrait emp8cher la sépara-
tion des membranes et des contaminants, nous avons effectué une centrifugation iso-
pycnique en utilisant le chlorure de césium. L'ultracentrifugation en gradient de
saccharose nous ayant donné une densité de 1,18 pour nos membranes, nous avons
utilisé une solution de Cscl de densité 1,18, Le calcul nous permet de prévoir gue
le gradient s'étalera de la densité 1,246 & la densité 1,114. La suspension de
membranes est hbmogénéisée dans la solution de chlorure de césium, le gradient se
formant durant la centrifugation. Celle-ci steffectue dans le rotor SW-39 (Beckman)
pendant 62 heures & 33 000 rpm et & 202 C,

b - Résultats

Le dépouillement du tube s'effectue comme précédemment, les membrane;
se concentrent & peu prés au centre du tube, et se présentent sous l'aspect d'une

bande trés ramassée. Le diagramme (voir figure 31 (p. 71 ) montre cette bande sous

c -~ Conclusions

L'extréme concentration des membranes dans le gradient de chlorure
de césium confirme 1'homogénéité de la fraction., Mais les contaminations peuvent se
présenter sous forwe de membranes détachées des organites cellulaires, se trouvant
absorbées sur les membranes‘plasmiques, les gradients de densité ne peuvent pas dans
ce cas séparer les deux types de membranes car les contaminants sont entrzinés par 1

fraction membranaire principale. Pour une étude plus approfondie, il convient donc
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Centrifugation de la fraction membranaire en gradient de Cscl.
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d'étudier 1llactivité enzymatique de la fraction obtenue,

C - ETUDE DE L'EQUIFEMENT ENZYMATIQUE

Les membranes plasmiques isolées des tissus de memmiféeres sont
caractérisées habituellement par leur mofphologie et par les analyses biochimiques.
La composition lipidique est en général caractéristique, mais habituellement on
stadresse aux enzymes pour la caractérisation des préparations. On distingue habituel-
lement des engzymes "marqueurs" caractéristiques de la membrane plasmique qui ont une

répartition cellulaire trés localisée (LAUTER et al., 1972 (406); COLBEAU et al.,

1971 (407)) et des enzymes "marqueurs" des autres organites cellulaires qui pour-
raient contaminer la fraction étudide. Nous étudierons successivement ces deux types
d'enzymes. Ces dosages enzymatiques étant du domaine de 1l'analyse de routine, les
protocoles expérimentaux seront décrits dans 1'annexe technique (p. 158).Seul le

procédé de dosage de llactivité adényl-cyclasique sera décrit dans ce chapitre.

1 - Etude des enzymes "marqueurs" des membranes plasmigues

a - 5'-nucléotidsse (5t'-ribonucléotude phospho-hydrolase,

EC 3o 1o 3o 5.)

a1 - Principe

La 5t-nucléotidase a trés t6t été considérée comme
ltenzyme caractéristique des membranes plasmiques d'hépatocytes (EMMELOT et_al.,
1964 (408)), Elle a une répartition cellulaire trés étroite, et semble méme locali~
sée dans la sous-fraction 1légére et vésiculaire des membranes plasmiques isolée par
EVANS, 1969 (409) et 1970 (410) qui correspond aux microvillosités de la membrane.
Le substrat de l'enzyme est 1'AMP qu%,aprés hydrolyse, donne de lladénosine et du
phosphate. Clest celui-ci qui est dosé, aprés avoir incubé & 372 C la fraction
membranaire en présence du substrat. L'activité spécifique est exprimée en}y.moles
de substrat transformé par heure et par mg de protéines membranaires. Le dosage des
protéines s'effectue par la méthode de LOWRY et al., 1951 (411) avec le sérum albumii

ne bovine comme témoin,
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a, = Résultats

Le dosage donne une activité spécifique de 37,4
}1nmles d'AMPhydrolyséespar mg de protéine et par heure, alors que pour lthomogénat,
elle n'est que de l,9/p.moleS,Ce résultat est comparable & celui obtenu par dlautres
auvteurs utiliéant des méthodes de prépafation différentes comme le montre le tableau

VII (p.74).

L'enrichissement par rapport & lthomogénat est de 20, Cet enrichisse
ment varie légérement d'une préparation & une autre (10 p. 100) mais il est supériew
& l'enrichissement ou taux de purification de 14 & 16.trouvé par LAUTER et al., 1972
(418).) ' |

b - Nucléotide pyrophosphatase (di-nucléotide nucléotidohydro

lase, EC 2, 6, 1, 9.)

b1— Principe

La distribution identique de la 5t'-riucléotidase
et de la nucléotide pyrophosphatase lors du fractionnement cellulaire a fait considé
ré celle-ci comme un véritable engyme "marqueur" des membranes plasmiques (SKIDMORE
et TRAMS, 1970 (419) et TOUSTER et al., 1970 (420)). Le substrat est le NADH,, ou
le NAD,'L'enzyme hydrolyse la liaison phosphodiester. Les deux nucléotides monophos—
phates libérés, sont & leur tour déphosphorylés per la 5'-nucléotidase, on mesure
donc la quantité de phosphate 1libéré. Il est également possible de suivre la dispsri
tion du NAD au spectrophotomdtre mais la méthode est moins précise car on dose en
méme temps 1l'activité NAD nucléosidasique (cette activité est 9 p. 100 de celle de 1
- NAD-pyrophosphatase). L'activité spécifique s'établit comme précédemment en p moles

de substrathydrolyséespar heure et par mg de protéines membranaires,

b2— Résultats

Notre fraction posséde une activité nucléotide
pyropho§ﬁp§tasiquede 4,02/p moles par heure et par mg de protéines. Cette activité
est identique a celle trouvée par d'autres chercheurs comme le montre le tableau
VIiI (p. 74). L'homogénat n'a qulune activité de 0,4/p moles par heure et par mg de

protéines, ce qui donne un enrichissement de\l@celui:ci est supérieur aux résultats
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[Tableau VII |

COMPARATISON DES DIFFERENTES ACTIVITES ENZYMATIQUES DES MEMBRANES PLASMIQUES D*HEPATOCYTES DE RAT ISOLEES PAR DIFFERENTES METHODES

(VALEURS EXPRIMEES EN U MOLES DE SUBSTRAT TRANSFORME PAR MG DE PROTEINES ET PAR HEURE)

L, . . L. Nucléotide -nitrophényl] K )p-nitrophé-] Leucyl P ase . ++ NN
H o 3 m
References d'nucléotidase pyrophosphatase | phosphatase jyl phosphatase naphtylaminida- ATP (Mg) ?§§+ § )
b
se
EMMELOT et al., 1964 (412) 32,2 5572 0,92 - 3,91 44,2 11,6
COLEMAN et al., 1967 (413) 58,6 - - - - - -
1 40,1 - - - - _ _
2 58,6 - - - - - -
HINTON et al., 1970 (414) 3 9.5 _ _ " - _ -
4 124,1 - - - - - -
- - - 0
EVANS, 1970 (415 Fr Lourde ll,§ 1,6 59,0 42,
Fr Légére 46,0 - - - 6,4 270,0 0
Méthode de
y - - - -
HAWKINS NEVILLE 24,8 45,4 8,8
et Méthode de
JACQUEZ RAY 23,7 - - - - 22,9 1,2
1972 Méthode en
(416) saccharose 20,5 - - - - 23,8 4,2
isotonique
LAUTER et al., NEVILLE 37’_2. : 3,62 6,03 " 456 " -
1972 (417) RAY 44,1 4,80 3,99 - - - ~
Résultats personnels 37,4 4,02 1,003 0,115 4,1 36 3,5
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de LAUTER et al,, 1970 (421) qui pour les membranes préparées par la méthode de

RAY trouve un enrichissement de 5 pour cet enzyme,

¢ ~ p-nitrophénylphosphatase (orthopkosphorique monoester phos-

phohydrolase, EC 3, 1., 3, 1.)

01 - Principe

EMMELOT et al., 1964 (422) ont signelé la
présence dans les membranes plasmiques d'hépatocytes de Rat d'une phosphomonoes-—
térase qui hydrolyse & pH alcalin (9,4) le glycérophosphateCette activité a
dlailleurs été mise en évidence au niveau des canalicules biliaires avec des
méthodes histochimiques par NOVIKOFF, 1960 (423). L'enzyme peut utiliser comme
substrat le B- glycérophosphate & pH 9,5 ou le p-nitrophénylphosphate & pH 8,6,
La premitre activité dépend dtailleurs du sexe de llanimall elle est plus élevée
chez les miles que chez les femelles (EMVELOT et BOS, 1971 (424)). Or peut dis-
tinguer également pour llactivité p-nitrophénylphosphatase une activité phospha-
tasique totale et une activité phosphatasique dépendant du K" sensible &
1tousbafiie (inhibde par 1l'ousbaline 10~ 4M). Nous avons pris comme csubstrat le
p-nitrophénylphosphate sans ouabaine pour mesurer llactivité totale, et le
p-nitrophenylphosphate en présence d! ousbaine 10~ 4M pour obtenir ll'activité in-
sensible & ltouabaffie . La différence entre les deux, nous a domné llactivité
p-nitrophénylphosphatase dépendant du K+. (HELLER et HANAHAN, 1972 (425)),

Ltactivité est mesurde en dosant la quantifé de pénitrophénol libéré,

c, - Résultats

L'activité de 1,003 p moles per heure et par
mg de protéines trouvée pour la p—nitrophénylphosphatase avec un enrichissement
de 9 par rapport & lthomogénat est plus basse que celles données par le tableau
VIiI (p.‘74), Blle est uniquement com@arable 4 celle obtenue per EMMELOT et al.,
1964 (426), qui de 0,92 p moles par heure et par mg de protéines. L'activité
dépendante du potassium 0,115/p,moles par heure et par mg de protéines et
également trés faible ainsi que son taux d'enrichissement de 4,6. EMMEICT et

BOS, 1971 (427) en travaillant sur des rats miles de la souche R-Amsterdam
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obtiennent des activités de 3,31 e moles et 1,6/1 moles par heure et par
mg de protéines pour les deux activités. Le taux de purification généralement

trouvé est de 16 (LAUTER et al., 1972 (428)),

d - Leucyl=P~naphtylamidase (L—leuqyl-peptide—hvdrolase,
EC 3. 4. 1. 1)

dl ~ Principe
La présence d'une activité d'hydrolyse de la leucyl
f-napthylamide a été mise en évidence par EMMEIOT et al., 1968 (429), Cette acti

vité est associde & de petits granules de 50 & 60 2 - globular knobs~— qui sont

détachés de la membrane par la papaine et qui ont été caractérisds de manidre
histochimique le long des canalicules biliaires, Cette activité peptidasique est
active sur plusieurs sustrats : la leucine-f-naphtylamide, la leucinamide, la
leucyl-glycine, la leucyl-glycylglycine et la glycylglycylglycine (EMMELOT et
VISSER, 1971 (430))° Le substrat utilisé ici est la leucine B naphtylamide,
lthydrolyse libére la leucine et la B-naphtylamide dosée par la méthode de
GOLDBARG et RUTENBURG , 1958 (431).

d2 - Résultats

Ltactivité spécifique de 4, %fmoles de leucine
B-napthylamidehydrolyséespar mg de protéine et par heure est proche de celle
donnée par tous les auteurs comme le montre le tableau VIT (ps 74), Mais 1'enri-
chissement par rapport & l'homogénat est de 4,6, LAUTER et al., 1972 (432) bien
que trouvant une valeur identique pour lltactivité spécifique, iﬁdique un

taux de purification de 14,

e -~ ATPases (Adénosine triphosphate phospho-hydrolase,

EC 3. 60 1o 3.)

81-—?_:_[_'2._1'_1_0_5__:@_

On a trés t6t établi que dans le foie la membrane
"limitant des canalicules biliaires présentent une forte activité ATP?siqqg
(WACHSTEIN et MEISEL, 1957 (433)),et,1a cytochimie électronique a montré que

cette activité dépend de la membrane plasmique de la cellule hépatique qui
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limite les canalicules biliaires (ESSNER et al., 1958 (434)). EMMELOT et al.,
1964, (435) ont montré également une activité ATPasique dans les membranes isolées
d'hépatocytes de Rat. Cette activité est fortement dépendante des ions, On distingue
une activité ATPasique totale mesurée en présence de Mg++, Na+ et K+, cette activité
jkféééique dépendanjé dqug+, Naf_Kf peut—étre divisée en deuxime ATPase stimulée pal
les ions .Na+ et K+ et inhibée par l'ouabaine appelée encore ATPase de transport

ou ;pompe & sodium-potassium, SKOU, 1957 (436) dont ltactivité disparailt des que
1l'on touche & 1l'intégrité des phospholipides des membranes par des phospholipases,
SCHATZMAN, 1962 (437) ou par extraction lipidique, JARNEFELT, 1972 (438)‘, et une
activité ATPesique insensible & l'ouabaine et activée par le Mg++. Le transport
actif dépend de deux étapes : une phosphorylationdépendante du Nat du c6té interne
de la membrane, puis une déphosphorylation dépendant du Ky 1l'extérieur, BLAT

et HAREL, 1969 (439)et 1970 (440) mettent en évidence dans les membranes plasmigues
isolées du foie de Rat des phosphoprotéines & liaison acylphosphate dont la phospho-
rylation dépend du Na+ et du Kt et est inhibée par l'ousbaine. Il semble donc bis
que 1llactivité ATPasique soit intégrée & la membrane, bien que l'enzyme ne soit pas
considéré comme enzyme marqueur par certains auteurs. Récemment, EVANS, 1970 (441)
montre que 1!'ATPase (Na+, K+) est associde & la sous-fraction lourde des membranes

plasmiques qui représentent les zones riches en jonctions membranaires.

L'activité ATPase (Mg++, Na+, K+) sera mesurée en prenant
+ - 3 ’
comme substrat 1'ATP (forme Tris) en présence de Mg++, Na+, K'. L'activité ATPase
++ , N , ++ &
(Mg ) sera mesurée en prenant le méme substrat en présence de Mg ', et d'ova~

baine 10 4M,'La différence entre les deux valeurs donnera l'activité due & 1'ATPase
(Na+, K+). '

e, - Résultats
Ltactivité de 36/p moles par mg de protéines et
par heure pour 1'ATPase (Mg++, Na+, K+) est compsrable & celle obtenue par de nom-
breux auteurs, voir tableau VII (p. 74), Elle se distingue nettement de celle trou-
. vée par BVANS, 1970 (442) pour la fraction légdre. En. fait, le sous—fractionnement
des membranes représente dans ce cas un enrichissement supplémentaire. Il se passe
la méme chose avec 1!'ATPase (Na+, K+), ol notre valeur de 3,5/p moles par mg de
protéines et par heure cadre avec tous les résultats szauf avec celui trouvé dans la

fraction lourde d'EVANS, mais ici encore, il s'agit d'un enrichissement supplémen—
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taire, cette fraction contenant un grand nombre de jonctions membranaires.

Le taux de purification de 4,8 et 4,1 trouvé pour les
deux enzymes est semblable au taux trouvé précédemment pour la leucyl-B-naphtyl-—ami:
dase, Il semble que ceci soit dfi au fait que ces enzymes ont une répartition cellu-

laire plus large que la 5'-nucléotidase ou la nucléotidepyrophosphatase.

f -~ Adényl-cyclase (Procédé original)*

f1 - Principe

Dés 1957, SUTHERLANDet RALL (443) puis en 1962,
SUTHERLAND et al., (444) ont découvert une activité adénylcyclasique localisée dans
une fraction particulaire, insoluble du foie de Rat. Une activité adénylcyclasique
stimulée par le glucagon a été localisée dans les membranes plasmiques de foie
de Rat par POHL et al., 1969 (445). Cette notion de localisation et de stimulation
hormonale de l'adényl-cyclase dans les membranes plasmiques d'hépatocytes de Rat
a été confirmé par de nombreux auteurs : MARINETTI et al., 1969 (446) ; RAY et al.,
11970 (447) ; EMMELOT et BOS, 1971 (448) ; CHRISTOFFERSEN et al., 1972 (449). Les
propriétés de l'enzyme ont ensuite été étudides en détail en particulier par POEL
et al., 1971 (450) ; BIRNBAUMER et al., 1971 (451) ; RODBELL et al., 1971 (452) ;
RODBELL et al., 1971 (453) ; RODBELL et al., 1971 (454) ; POEL et al., 1971 (455) ;
BIRNBAUMER et al., 1972 (456) ; BIRNBAUMER et POEL, 1973 (457). L'activité adényl-

cyclasique est stimulée par le glucagon et d'une fagon moindre par l'adrénaline,

Elle est augmentde par les fluorufés,La stimulation par le glucagon nécessite d'a-
bord le fixation de l'hormone sur un récepteur, et la présence de nucléotides & gua-
nine (GTP, GDM ou GMP). Ltactivité de base ainsi que la réponse aux hormones et aux
fluorures nécessitent Ll'intégrité des lipides : le phosphatidylinositol et laphosphat;
dylsérine semblent jouer des réles importants (RETEY et al., 1971 (458)) et RETHY et

g&}, 1972 (459). On pense actuellement que 1l'adényl-cyclase des membranes plasmigues

- * VERBERT A., CACAN R., Biochimie, 1972, 54, 1491-1492.




est formée d'une unité catalytique lipoprotéique nécessitant la présence de phos-
phatidylinositol pour son fonctionnement, La sous unité de régulation nécessite pou
son fonctionnement la présence de phosphatidyl-éthanolanine. Le GTP semble avoir un
réle d'intermédiaire entre le récepteur hormonal ou "discrimination" et 1'unité

catalytique, I1 forme donc le lien entre le récepteur hormonal et l'unité de régu-
lation de 1'adényl-cyclase. La mise en jeu de ce phénoméne de stimulation hormonale
est donc un phénoméne complexe qui nécessite une intégrité totale de la membrane

plasmique.

La détermination de l'activité de 1l'adényl-cyclase nécessits
une séparation trds nette de 1!'AMPcyclique (AMPc) des autres dérivés du métabolisme
de 1'ATP, Les procédés les plus utilisés jusqu'a présent font appel soit & la chrom:

tographie de partage bi-dimentionnelle (MARINETTI et al., 1969 (460)) complétée par-

fois per une migration supplémentaire d'un systéme-solvant dans une troisiéme direc-
tion (DOUSA et RYCHLIK, 1970 (461)), soit & la chromatographie sur colonnes d!échan-
geurs d'ions (KRISHNA et al., 1968 (462)). Récemment, ROSSELIN et FREYCHET, 1973 '

(463) ont mis au point une méthode de dosage de 1l'adényl-cyclase dans les membranes
plasmiques par radioimmunologie . Des méthodes plus simples utilisant la chromato-

graphie monodimensionnelle ont été proposées par RAO et al., 1972 (464) et OSNES

et al., 1972 (465), mais elles ne résolvent pas le probléme de la séparation de tous
les dérivés de 1'ATP. Nous nous sommes attachés & mettre au point un procédé d'élec-
trophorése sur papier qui présente 1'avantége d'8&tre simple et rapide et de séparer

parfaitement les composés suivants : ATP, ADP, AMP, AMPc, adénosine, adénine,

f2 — Choix du pH de 1'électrophorese

La figure 32 (p.80 ) montre que 1'AMPc ne peut pas
former de complexes boratés contrairement & 1'adénosine et aux dérivés phosphorylés
de celle-ci. Il devient alors possible en ajustant le pH & une valeur correcte de
réduire l'ionisation des groupements boratés (pK =9 ) de 1'adénosine tout en mainte-
nant céelle du groupement phosphorylé de 1'AMPc (pK = 1) et dtobtenir ainsi la séparg
tion électrophorétique des deux composés. Quant aux nucléosides 5'-phosphates, la
formation de complexes boratés ne géne en rien leur résolution puisque 1l'influence-

de l'ionisation des groupements phosphorylés reste prédominante., En étudiant la
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. Figure 32

Structure des complexes boratés formés avec l'adénosine et
ses composés phosphorylés.
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Figure 33

~4

Séparation entre 1'AMPc, 1'adénosine et 1'AMP en fonction du PH de 1'électrophorese.
La séparation relative (S.R.) est égale pour la séparation de 1'AMPc et de 1'AMP au rapport
Migration de 1'AMP-Mieration de 1!'AMPc (#. x) et pour la séparation de 1'AMPc et de
Migration de 1'ATP
1'adénosine au rapport Migration de 1'AMPce-Miorsation de l'adénogine (¢-----0)
Migration de 1'ATP
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migration relative de 1'AMP, de 1'AMPc et de 1'adénosine & différents pH (entre

9 et 6,5) on s'apercoit que la meilleure séparation s'effectue & v 7,5 coumme le

montre le figure 33 (p.80 ), Le pH est réalisé par un tampon borate de sodium & 1 p.
100 ajusté & pH 7,5 par addition d'acide citrique IM. La figure 34 (p. 82 ) montre la
qualité des séparations obtenues avec les dérivés métaboliques de 1'ATP dans les
conditions suivaﬁtes : papier d'Arches 304 (56 x 17 cm ; dépdt & 18 cm du bord catho
dique de la feuille) ; appareil d'dlectrophordse & haut voltage Technik avec réfrigd

ration & 42 C ; 90 V/cm pendant 1 h avec tampon ddcrit précédemment.

f_ - Mode Opératoire

3

Les membranes sont incubdes & 372 C pendant 15 minutes
sous agitation & raison de Zolpg de protéines pour lOO‘pl du milieu suivant : solu-
tion ajustée & pH 7,5 de Tris-Hel 20 mh, Mg012 4 mM, ATP 10 mM (dont ZO/uCi dtATP
[?Hé] contenant du phospho-énol-pyruvate 50 mM et de la pyruvate kinase (Sigma)
(20/pg pour IOO/pl) comme génératéur d'énergie, de la caféine 6,7 mM et de 1'AMPc
5 mM pour atténuer 1'action de la phosphodistérase cyclique, RAY, 1970 (466). La
réaction est arrétée en ajoutant pour lOO/ul de milieu d'incubation 20/ug de chacun
‘des métabolites de 1'ATP. Les membranes sont ensuite éliminées par centrifugation a
2000 g pendant 5 minutes et le surnageant est soumis directement & 1'analyse électrg
phorétique dans les conditions décrites précédemment. L'électrophorégramme est décou
pé en bandes de 1 x 8 cm et la radioactivité déterminde par comptage en scintilla -~
tion liquide. B '

. Dans une seconde séries d'expériences, nous avons vérifié le
valeur de notre méthode et 1l!'intégrité de nos membranes en déterminant les variation
de la concentration en AMPc du milieu sous llaction d'activateurs classiques de
ltadénylcyclase, l'adrénaline 10~ 4M, le glucagon 10~ 6M et le fluorure de sodium
20 oM,

f, -~ Résultats et Ccnclusions

4

L'activité de base de 1tadényl-cyclase que nous avons
déterminée est de 2,6 nlM par heure et par mg de protéines membranaires (voir figure
35 A (p. 82) est proche de celle obtenue par EMMELOT et BOS, 1971 (467) qui est de
2,3 nM par mg et par heure. L'enrichissement par rapport & l'homogénat est de 13

et est plus élevé que celui trouvé par POEL et alg,vl971 (468) avec des membranes
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Figure 34

Séparation des dérivés métaboliques de 1'ATP par  électrophorése & haut voltage dans le tampon
borate de sodium & 1 p. 100 ajusté & pH 7,5 avec de l'acide citrique.
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Figure 35

Séparation de la radiocactivité lide & chaque métabolite de 1'ATP aprés une incubation des
membranes plasmiques avec 1'ATP tritié en 1'absence (A) d'effecteurs exogenes et en présence
(B) d'un activateur de 1l'adénylcyclase (NaF. 20 mM),
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laires

membranes provenant de divers organites cellulaires. Les diverses membranes peuvent
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isolées par la méthode de NEVILLE.

Ltactivité de base de ltadényl-cyclase est stimulée environ

4y et 11 fois par le

25 fois par le glucagon 10~ 6M, 8 fois par l'adrénaline 10~
fluorurede sodium 20 mM (voir figure 35 B (pq 82)° Ces valeurs sont en bon accord
avec les résultats d'EMMELOT‘et BOS, 1971 (469). En effet, selon ces auteurs,
1'enzyme est activée 20,5, et 10 fois respectivement par ces trois effecteurs
Ceci montre également que 1'intégrité des membranes est respectée durant la préparsi

tion car les propriétés de l'enzyme sont conservées aprés isolement des membranes,

2 - Btude des enzymes "margueurs" dlautres fractions cellu-

Notre fraction membranaire peut &tre contaminde par dlautre

&tre mises en évidence par llactivité des enzymes "marqueurs". Nous étudierons suc~
cessivement les enzymes "marqueurs" de microsomes, des lysosomes, des mitochondries
Les membranes de ces trois groupes d'organites cellulaires peuvent en effet &tre

absorbées et entrainées par les membranes plasmiques lors du fractionnement,

a - Enzymes des microsomes

al - Glucose-6-phosphatase (D—glucose-G—phos-
phate phosphorydrolase, EC 3. 1. 3. 9,)

o - Principe

Les membranes plasmiques isolées de
1thépatocyte du Rat présentent une légtre activité glucose-6-phosphatasique :
EMMELOT et al., 1964 (470). La plupart des auteurs considtrent cet enzyme comme un
enzyme "marqueur" des microsomes (membranes du réticulum endoplasmique), cequi sem~
ble prouver que les préparations de membranes plasmiques sont 1légerement contami-
nées par des membranes microsomales.Mais EMMELOT et BOS, 1970 (471) en comparant
les propriétés des activités glucose-6-phosphatasiquesdes microsomes et des membra-

nes plasmiques montrent que les deux engymes sont différents,
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Le substrat est le glucose-6-phosphate et l'activité est déter-
minée par la méthode de SWANSON, 1955 (472) aprés incubation & 372 C des membranes}
et du substrat et dosage du phosphate libéré. Llactivité spécifique exprimée comme
dans les cas précédents est mesurée pour l'homogénat de départ et la fraction mem~

branaire,
B - Résultats

Ltactivité de O,4654p.moles par heure et

par mg de protéines membranaires est proche de celle trouvée par EMMELOT et BOS,

1970 (473) qui est de l/p moles par heure et par mg de protéines. L'homogénat a une
activité 20 fois plus forte, il contient en effet llactivité engymatique due aux

microsomes en plus de celle des membranes plasmiques,

a2 - NADP H2 cytochrome ¢ réductase, (EC 1e 6o 2o

n
°
S

o -~ Principe

La NADHZ-cytochrome-c-réductase semble
plus spécifique des microsomes que la glucose-6-phosphatase, OMURA et al., 1967
(474). Mais 1a présence de cet enzgyme a été signalée dans les membranes plasmigues
COLBEAU et al,, 1971 (475). Ces auteurs concluent d'ailleurs que les donndes
fournies par la mesure de l'activité de la NADPHé-cytochrome-c«réductase, la glucosg
6-phosphase et le cytochrome P dans une fraction cellulaire gboutissent exacte-
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ment au méme pourcentage de contaminants par les microsomes,

La mesure de cette activité est effectude par la méthode de MAHLER
1955 (476), consistant & mesurer la réduction du cytochrome oxydé par la NADPH2 per
lecture au spectrophotometre & 550 nm. Ltactivité spéeifique est calculdée comme

précédemment sur llhomogénat et la fraction membranaire,
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B - Résultats

La valeur obtenue de O,ll4/p moleé de cyto-
chrome-c réduit par mg de protéines et par heure estinférieure & celle obtenue par
COLBEAU et al., 1971 (477) qui obtient une valeur de 0,48 pour des membranes non pu-
rifiées et 0,60 pour des membranes purifides par passage sur gradient de saccharose

L'homogénat a dans ce cas, une activité environ 6 fois plus forte.

b -~ Enzyme des lysosomes : la phosphatase acide(phosphomono-

A)

estérase acide EC 3, 1. 3. 2.)

-de notre fraction membranaire. L'incubation a été effectude dans les deux cas &

a - Principe

La phosphatase acide fut tres t86t considérée comme enzy-

me caractéristique des lysosomes (APPELMANS et al., 1955 (478) mais la présence de

cet enzyme dans les membranes plasmiques a été observée par EMMELOT et al., 1964
(479) qui trouvent dlailleurs une activité différente avec le susbstrat : B-glycerod
phosphate ou p-nitrophényl-phosphate. Une activité phosphatase acide a été aussi
trouvée par COLBEAU_EE_EE., 1971 (480) en utilisant le p-nitrophényl -phosphate. -

Nous avons utilisé ces deux substrats pour étudier l'activité phosphatasique acide

PH 5 et l'activité estdéterminée par dosage du phosphate ou du p-nitrophénol libéré

b - Résultats

L'activité B-glycéro-phosphatasique est de 0,2231p.mo—
les par mg de protéines membranaires et par heure, elle est 3 fois plus réduite que
dans 1'homogénat. EMMELOT et al., 1964 (481) trouvent dans les mémes conditions,
une activité de 0,4 p moles. L'activité p-mnitrophényl -phosphatasique est plus fort
2,36‘P:moles de p- ﬁitrophénol libéré par mg de protéines et par heure, cette valeu
est proche de celle trouvée par COLBEAU et al., 1971 (482) qui est de 3/p.moles.
Cette activité est plus forte dans notre fraction membranaire que dans l'homogénat.
I1 semble, en fait,que ce soit llactivité B~ glycérophosphatasique acide qui reflete

la contamination par les lysosomes. Les membranes plasmiques doivent posséder par
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elles mémesune activité phosphatasique acide dont 1%importance dépend du substrat

utiliSéo

¢ - Enzymes des mitochondries

. Le microscope électronique ne nous a jamais montré la présence
de mitochondries, mais les membranes mitochondriales isolées peuvent contaminer
notre préparation, nous étudierons successivement un enzyme marqueur de la membrane
mitochondriale externe : la mono-amine oxydase, un engyme marqueur de la membrane

mitochondriale interne : la succinodeshydrogénase,

- Mono-amine oxvdase (EC 1, 4o 1. 4.)

]
a - Principe

La mono-amine-oxydase (MAO) a longtemps été
considérée comme 1l'enzyme "marqueur" des membranes mitochondriales externes; SCHNAIT
MAN gi_gl.,l967 (483). Récemment, GORKIN, 1971 (484) a montré que dans 1'hépetocyte
du Rat, cette activitd &tait trés forte dans les membranes plasmiques (environ
10 fois plus forte que dans l'homogénat)est encore plus forte dans les membranes

de l'enveloppe nucléaire,

Le dosage est effectué par la méthode de TABOR et al., 1955 (485)
en mesurant en 250 nm la différence de densité optique due & la transformation de la

benzylamine en benzaldéhyde.

B — Résultats

Nos résultats confirment les travaux de GORKIN
1971 (486), 1l'activité de O,795}J moles de benzaldéhyde formée par mg de protéines et
par heure est proche de celle trouvée par cet auteur (0,66)u moles) ainsi que le tau
d'enrichissement qui est de 10. Il semble donc que cet enzyme ne puisse pas &tre
considéré comme un enzyme marqueur des membranes mitochondriales externe;mais il est
au contraire présent dans un grand type de membranes, membranes plasmique,

nucléaireset mitochondriales.
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- Succinodeshydrogénase (EC 1. 3, 99, il

2
o ~ Principe

La succinodeshydrogénase est avec la cytochro]
me oxydase un des principaux enzymes marqueurs des membranes mitochondriales inter-
nes (voir par exemple ALIMANN et al., 1968 (487))° Cet enzyme est intégré dans les

chaines d'oxydation cellulaires des crétes mitochondriales internes,

Le dosage est effectud par la méthode de BONNER, 1955 (488)
en suivant au spectrophotometre & 400 nm la réduction du ferricyanure en ferrocyanu-

re de potassium.

B - Résultats

Ltgctivité trouvée pour notre fraction est de
2,3‘P.moles de succinate consommé par mg de protéines et par heure, Cette activité
est assez élevée, mais pour les mémes membranes, COLBEAU et al., 1971 (489) trouvent
une activité cytochrome oxydasique de 9Jp.moles de cytochrome-c oxydé par mg de pro-
téines et par heure. En fait, il semble que c'est la membrane mitochondriale interne

qui soit le contaminant principal de notre fraction membranaire,

3 = Conclusions

L'étude de 1l'activité enzymatique de notre fraction membranaire
confirme dans l'ensemble les résultats obtenus par microscopie électronique et par

gradient de densité,

L'étude des enzymes "marqueurs" classiques des membranes plasmi-
ques, résumée dans le tableau VIII (p. 88) montre que l'enzyme qui a le taux d'enri-
chissement le plus élevé est la 5'-nucléotidase, cet enzyme est considéré comme étant
strictement localisé sur les membranes plasmiques. Les autres enzymes ayant des enri-
chissements de l'ordre de 10 ou de 4,5 sont des engzymes qui doivent avoir une répar-
tition topographique plus large dans la cellulg,en particulierlesATPases qui sont
- également présentes dans les cyto-membranes du réticulum endoplasmique. Les enzymes

dont ltactivité ou les modifications dlactivité dépendent de la structure moléculaire




| Tableau VIIT |

CARACTERISATION ENZYMATIQUE DE LA FRACTION MEMBRANAIRE (%)

. Homogénat WZZA... . . _ Membranes [

EC 3.1.3.1 —

EC 3.6.1.9 EC 3.1.3.1 \

EC 3.1.3.5 0,115 EC 3.4.1.

) 4,02 1,003 4,1
401 37,4 i 8 0,1F F1 8
i} d 3P
20 0,5 1. © 0,05F 2F
0,025 0,9

10} . 0,1 1

S5' Nucleotidase Nucleotide pyrophos- p-nitrophenylphos~ (Kj) p-nitrophényl- Leucyl p naphtylami-

Enpichissement :  Bhatase phatase (Alc) phosphatase (Alc)  dase
Enrichigsement : 10 Enrichissement : 9 (sensible 3 l'oua- Enrichissement : 4,6
balne)
Enrichissement : 4,6
2,6
EC 3.6.1.3
- BC 3.6.1.4 3 -
40 4 3,5 3
36
30} 3k
20F 2k 2t
10} 6,46 1 0,85
! ! 0,204
arp2se (Na+, Ki, Mg++) arp2se (Nai, K+) Adenyl cyclasex
.. (sensible a 1l'oua- ...
Enrichissement : 4,8  paypq) Enrichissement : 12,7
L, . % exprimé en R moles par
Enrzc:zgsement ‘ mg en protéine et par heure
E ]

(*) Valeurs exprimées en/p moles de substrat transformé psr mg de protéines et par heure.
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de la membrane comme les ATPases ou l'adényl-cyclase, ont une activité normale,

La structure moléculaire ne semble donc pas détruite durant l'isolement, La membrane
conserve éon activité de récepteur d'hormone et la fixation de celle-ci conduit &
une stimulation de l'adényl-cyclase, c'est-a-dire que les relations protéines-protéi
nes ou protéines—lipides sont conservées. Il peut évidemment se produire des remanie

ments moléculaires de la membrane ntaltérant pas l'activité enzymatique,

La distribution d'enzymes caractéristiques des contaminants cel-
lulaires est résumée dans le tableau IX (p° 90)° Cette distribution est en faveur
d'une contamination assez faible des membranes plésmiques par les cyto-membranes,
mais les enzymes "marqueurs" présentent une distribution plus large que celle décri-
te en général pour ce type de contrdle. Par exemple, la mono-amine oxydase semble
en fait plus abondante dans la membréne plasmique que dans les membranes mitochondri
les externes, d'autre part, ces membranes ont également une activité glucose-6-phos-
phatasique, phosphatasique acide, 1l'interprétation est donc délicate. Il semble

quand méme que le contaminant principal soit les membranes mitochondriales internes,

Pour compléter la caractérisation de notre fraction, une étude
biochimique sommaire sera décrite, cette étude nous permettra de comparer la composi
tion globale des membranes avec celle décrite par les auteurs et de compléter ainsi

notre étude sur les critdres de pureté,

D - ETUDE BIOCHIMIQUE

L'étude de la composition chimique des membranes permet de
rapprocher les valeurs obtenues de celles publides par les différents auteurs.
Envisagée sous cet aspect, 1'étude de la composition chimique peut &tre considérée

comme un criteére de pureté.

1 —~ Dosage des protéines

a - Principe

Les protéines peuvent &tre dosées par deux méthodes,
soit par la méthode de LOWRY et al., 1951 (490) , I1 faut employer pour cela la

méthode modifide pour les protéines insolubles. Les membranes lyophilisées sont
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ITableau X l

DISTRIBUTION D!ENZYMES CARACTERISTIQUES DES CONTAMINANTS

CELLULAIRES DANS LA FRACTION MENBRANAIRE (*)

Homogénat W77 Membranes ]
MITOCHONDRIES:
MICROSOMES LYSOSOMES Mb. ext.
) Substrat  glycéro- Substrat p~nitrophényl
12+ 1h phosphate 2,36 phosphate
EC 3.1.3.9 EC 1.6.2.2 EC 3.1.3.2 [ EC 1.4.3.4
8.8 1+ 2 1F
8F 0,795
0,72
0,59 4 1,3
0,5r V
: Y 0.5
T 7
0,223
0,465 114 0,07
Glucose 6 Phospha~ NADPH2 Cytochrone c Phosphatase acide Mono Amine Oxydase
tase Reductase MITOCHONDRIES :
Mb. int.
3T Ec 1.3.99.1
2,30

Succinodehydrogenase

(*) Valeurs exprimées en P moles de substrat transformé per mg de protéines et par heure,




9N

dissoutes dans une solution de soude 1 N. On peut également effectuer un désage
dtazote par la micro-méthode de KJEHLDAL, Les deux dosages sont effectués par rappor

& la sérum-albumine bovine qui contient 15 p. 100 d'azote.
b - Résultats

La méthode de LOWRY nous donne un taux de protéines de
65 p. 100, Les membranes totales possédent 8,8 p, 100 d'azote ) le pourcentage de la
fraction protéique mesurde apres extraction des lipides avec le mélange chloroforme-
méthanol 2 : 1 (v : v) est de 13,8 p. 100. Si on admet que la partie lipidique ne
possede pratiquement pas d'azote (les ammoniums quaternaires de la phosphatidyl-cho-
line ne sont pas transformés en sulfate dlammonium par le mélange destructeur) on
peut conclure que la fraction protéique rebrésente 65 p. 100 du poids des membranes.
Ce pourcentage confirmé pzr les deux méthodes, est proche de celui donné par diffé-

rents auteurs en particulier EMMELOT et al., 1964 (491) (voir tableau X (p.92)).

2 - Dosage du phosphore

a - Principe

Le dosagé du phosphore a été effectué en mesurant la
quantité de phosphore 1libéré apres destruction par ll'acide perchloriqué des fraction

lipidique, protéinique et des membranes totales par la méthode de FISKE-SUBBAROW.
b - Résultats
Les membranes totales présentent un pourcentage de

Protéine (mg)

Phosphore 5pg)

phosphore de 0,7. Dans ce cas, le rapport = 2,9, Ce rapport correspond

a lO/pg de phosphore par mg de protéine,

La fraction lipidique renferme une quantité de phospho
re de 6,7/pg par mg de membranes. Si on consideére que la masse moléculaire moyernne
dtun phospholipide est de 770, on a 16 mg de phospholipides pour 100 mg de membranes
ce qui correspond & 25 mg de phospholipides pour 100 mg de protéines membranaires.-l

tableau X (p. 92) permet de vérifier que ces différentes valeurs ainsi que le rappoy




Tableau X

COMPOSITION CHIMIQUE COMPAREE DES MEMBRANES PLASMIQUES DE FOIE

DE RAT

L
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EMMELOT et al., RAY, 1970 (493) Résultats
1964 (492) personnels
P, 100 de protéines 65 - 65
mg de protéine 5.2 % 2.9 1.2 5.9
JM de phosphore ’ ! ’ !
ng de phospholipides pour
100 mg de protéines mem— 27 60 25
branaires
)ﬂﬂ de phosphore phospholi-
e 0,9 0,93 0,95
i de phosphore membrangi- '
re total
PM de cholesterol 0,38 _ 0,39

pM de phosphore prospho-
lipidique




. phosphore provient d'une part des phosphoprotéines qui sont présentes dans les mem-
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molaire du phosphore phospholipidique sur le phosphore total 1ié aux membranes est

proche des valeurs trouvées par EMMELOT et al., 1964 (494).
La fraction protéinique renferme 0,155 p. 100 de phosphore, ce

branes (BLAT et HAREL, 1969 (495)), et d'autre-part, vraisemblablement aux RNA asso~
ciés aux protéines comme semblent le démontrer DAVIDOVA et SHAPOT, 1970 (496).

3 — Dosage du cholestérol

a - Principe

Le dosage du cholestérol total a été effectud par la réac-

tion de LIEBERMANN-BURCHARD d'aprés la méthode de STADTMAN, 1955 (497).

b - Résultats

Le dosage donne 3,7 mg de cholestérol pour 100 mg de membra-
nes. Le rapport molaire : cholestérol/phosphore phospholipidique est de 0,39, Dans
les mémes conditions, EMMELOT et alo,‘1964 (498) trouvent des valeurs de 0,4 & 0,39.

4 ~ Conclusions

Notre préparation membranaire a des caractéristiques proches
de celle isolée par EMMELOT.EE_Eio, 1964 (499) mais elle semble plus pauvre en phos-
pholipides que celle isolée par RAY, 1970 (500). La similitude de la composition
chimique de notre fraction avec celle isolée par d'autres auteurs sont un argument
de plus en faveur de la pureté des membranes, en particulier, la richesse en choles-
térol, En effet, les cyto-membranes sont en général plus pauvres en cholestérol que

les membranes plasmiques, et le rapport mole de Ch01eSter01w=, pour les membranes

mole de phospholipides

d'hépatocyte du Rat est de 0,11 & 0,27 pour les microsomes, 0,11 & 0,18 pour la mem-
brane’mitochondiale externe et 0,02 pour la membrane mitochondriale interne. Le rap-
port de 0,39 que nous obtenons prouve que le type de membrane obtenu est une membrang

plasmique et que le taux de contamination par d'autres membranes est faible.
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[ ETUDE SUR LES GLYCOPROTEINES MEMBRANATRES |

Les membranes plasmiques isolées dans un état de puretéd suffisani
nous permettent donc d'aborder 1l'étude des glycoprotéines membranaires avec un maté-
riel suffisamment pur. Ceci nous permet d'employer des méthodes d'analyse tres fines

en général fondées sur l'utilisation des molécules radicactives.

Notre étude se divisera en deux parties : une étude sur les
glycoprotéines totales solubilisées grice & l'emploi des détergents, une étude sur

les glycopeptides isolés aprés action d'un agent protéolytique.
. I - ETUDE SUR LES GLYCOPROTEINES TOTALES

A - CARACTERISATION CHIMIQUE DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

1 - Principe

Nous appliquerons pour caractériser chimiquement les glycoprotéi-~
nes membranaires la méthode employée par GURD et al., 1972 (501) qui consiste en un
fractionnement des membranes psr un agent alcalin, puis par une solution aqueuse de
pyridine. Les trois fractions obtenues : alcali-soluble, pyridine-soluble, pyridine-
insoluble sont ensuite caractérisées par chromatographie de tamisage moléculaire sur
Serharose 6 B. Cette méthode permet dlavoir une idée de la répartition et du roids
moléculaires des glycoprotéines dans les trois fractions. La caractérisation chimigqu

steffectue par dosage des protéines,glucides et phospholipides dans chaque fraction.

2 - Solubilisation

. Les étapes de la solubilisation sont schématisées dans le tableau
XI (p.95 ). 50 mg de membranes sont lavées avec une solution de Nacl 0,9 p. 100 dans
du tampon Tris-Hel 5 mM pH 7,6. La fraction alcsli —~ soluble est obtenue par action

du tampon NaZCou,— NaHCoj 50 mM pH 10,2 - EDTA 10 mM & 372 C pendant 60 minutes.
J
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FRACTIONNEMENT DES PROTEINES DES MEMBRANES PLASMIQUES D'HEPATOCYTES DE RAT (%)

>Membranes lavées avec une solution de Naecl 0,9 p. 100
Tris-Hel 5 oM pH 7,6

Tampon : Na2Co3 - NaHCo3 50 mM
rH 10,2, EDTA 10 mM 37¢ C, 60 minutes

¢——— Centrifugation 100 000 g, 30 minutes

Surnagean culo®
Fraction v
alcali~-soluble Alcali~-insoluble

{Solution aqueuse de pyridine

a 33 p. 100
<—Centrifugation 170 000 g, 60
minutes
*
Culot urnageant
Fraction Pyridine soluble

Pyridine-insoluble

dialyse contre le
tampon.
SDS 5 p. 100,
urée 0,5 M,
, mercapto-éthanol —
- 30 mM "," T

14
Solubilisation
Fraction pyridine-insoluble

(¥) Méthode de GURD et al., 1972 (502).

c g
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Aprés centrifugation & 100 000 g pendant 30 minutes dans le rotor 40 (Beckman), on
obtient un surnageant appelé fraction alcali-soluble,-— qu%,aprés dialyse contre de
l'eau distillée,est lyophilisée -, et un culot ou fraction alcali-insoluble. Cette
dernitre est resuspendue dans 10 ml d'une solution aqueuse de pyridine & 33 p. 100
A (v:v)aoecet homogénéisée par 20 allers et retours du piston de l'appareil de
Potter et Elvejehm. Apres centrifugation & 100 00C g pendant 1 heure dans le rotor
40 (Beckman) on obtient un surnageant ou fraction pyridine soluble, qui, dialysé de |
la fiéme maniéreque;précédemmgnt, est lyophilisé. Le culot ou fraction pyridine inso-
luble est dialysé 18 heures & 202 C contre 500 ml de tampon suivant : SDS 8 p. 100,
urée 0,5 M, mercapto~éthanol 30 mM, ce qui permet sa solubilisation et sa chromato-

graphie ultérieures,

3 - Incorporation de précurseurs radioactifs dans les membranes

En vue du repérage des glycoprotéines et phospholipides dans 1'é&f-
fluent de la colonne de chromatographie, il est intéressant d'obtenir des glycopro-
téines et des glycolipides marqués . En effet, cette chromstographie steffectuant en
présence de détergent, les dosages classiques des glucides et des phospholipides son
imprécis et délicats. Un simple comptage des fractions de la chromatographie permet—
tra un repérage immédiat des glycoprotéines et des phospholipides. Le marquage des
glycoprotéines s'effectuera grice & la glucosamine 140 » et celui des phospholipides

grice & 1l'injection de phosphate (32-P),

a - Glucosamine (14-G)

Pour obtenir un marquage maximum, il est nécessaire
-d!'étudier l'incorporation du précurseur en fonction du temps. Cette expérience a
été menéde en injectant & des rats lOJPCi de D-glucosamine 14-C, (activité spécifique
51 mCi par mM), aprés sacrifice des rats au temps 30!, 1 h, 2 h, 3 h et 6 h, les
membranes sont préparées de fagon classique et la radioactivité des membranes totale
des pr&téines membranaires aprés extraction des lipides avec le mélange chloroforme-|
méthanol (2 : l) (v : v) est mesurée ainsi que celle de la fraction lipidique. La
radioactivité spécifique par mg de protéines est calculée aprés dosage des protéines

par la méthode de LOWRY avec la serum albumine bovine corme témoin,
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v La cinétique d‘'incorporation donne la courbe représentée pzr la
figure 36 (p. ). La radioactivité maximum est obtenue pour la membrane totale et
les protéines membranaires apres un temps de contact de 2,5 heures, ce qui est pro-
che de la valeur trouvée par MIYAJIMA et al., 1970 (503) qui est de 3 heures, et de
celle de EVANS et GURD, 1971 (504) qui est de 2 heures, L'incorporation au niveau
des glycolipides est maximum au bout de 2 heures., Nous choisirons donc pour le reste
de lt'expérimentation un temps d'incorporation de 2,5 heures. La radioactivité spécif
que avec comptage dans le BRAY* (10 ml de BRAY + 1 ml de la suspension membranaire)
est de 4 000 cpm par mg de pfotéines membranaires, Cette radioactivité faible, est ‘

suffisante pour un repérage des glycoprotéines apres chromatograthie.

b ~ Phosphate (32-P)

Le repérage des phospholipides se fait par injection

332PO4 par 100 g de poids (activité spécifique 0,66

Ci par mM)° Ltinjection se fait 18 heures avant la sacrifice et les membranes sont

intrapéritondale de SO,PCI de H
préparées par la méthode classique. Le comptage de la radioactivité lide au phosthio
re-32 s'effectue grice & la scintillation liquide dans les mémes conditions que pré-

cédemment,

4 ~ Chromztographie

La chromstographie s'effeciue suivant la méthode de GURD eif al.,
1972 (505) sur une colonne de Sépharose 6 B équilibrée avec le tampon suivant :
SDS 0,5 p. 100, urde 0,5 M dans un tampon Tris-Hecl 30 wM pH 8. la colonne est de
1 x 100 cm et le débit de 6 ml/heure. Des fractions de 3,5 ml sont recueillies.

La densité optique & 280 nm est mesurée pour connaltre la répartition des protéines

* Composition du BRAY utilisée pourrles comptages en scintillation liquide : 60 g
de napthtaléne, 4 g de PPO, 0,2 g de POPOP, 20 ml d'éthyléneglycol , 100 ml de
méthanol, gsp. 1 1 avec du dioxanne,
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4. Mb
délipidees

3 tgntta)les

:2-

14 alipides
Lheures

Figure 36

4

Cinétique d'incorporation de la Glucosamine 14-C dans les membranes
plasmiques d*hépatocyte de Rat.
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.1 ‘ .
et les comptages pour la glucosamine 4C ou le 32P sont effectuéds sur des aliquots

de chaque fraction.

Le marquage des glycoprotéines et des phospholipides est réalisé
sur des préparations différentes, mais, analysés dans les m@mes conditions chromato-
'graphiques. En effet, les méthodes de double marquage sont impossibles avec ces deux

isotopes.

5 - Résultats

a - Composition des fractions

La composition de chaque fraction est étudiée en dosant
la quantité de protéines, d'oses neutres, d'acides sialiques et d'osamines. Le dosagi
des protéines est effectué par la méthode de LOWRY avec la sérum albumine bovine
comme témoin. Les oses sont dosdes aprés précipitation & 1'ATCA & 10 p. 100 des
protéines, centrifugation et dosage & l'orcinol sur 0,1 ml (micro-méthode) par la
méthode de TILIMANS et PHILIPPI, 1929 (506) modifide par RIMINGTON, 1940 (507). Les

acides sialiques sont dosés également aprés précipitation & 1'ATCA & 10 p. 100

centrifugation, hydrolyse par 1'ATCA & 5 p. 100, 1 h & 809 par la méthode de
WARREN, 1959 (508) modifiée par SAIFER et GERSTENFELD, 1962 (509). Les osamines sont
dosées apres hydrolyse par 1'Hcl 4 N, 4 heures & 1002 C par le méthode A!'ELSON
MORGAN, 1933 (510) modifiée per BLIX, 1948 (511). Le dosage du prosphore a &té
éffectud aprés destruction par l'acide perchlorique des différentes fractions psr

1a méthode de FISKE et SUBBAROW,

La répartition de ces différents composés est résumée dans le

- tableau XII (pgloo). La fraction alcali-soluble représente 35 p. 100 des protéines
totales, elle est pauvre en acide sialique et en osamines et comprend trés peu de
phospholipides. L!immunoélectrophorése de celte fraction a été effectuée avec du
sérum de Lapin immunisé avec des membranes totales. La fraction est dialysée contre
un tamﬁon Tris-Hel 0,1 M pH 8,7, urde 2 M, Triton X 100 2 p. 100 et 1'immunoélectro
‘phorése est réalisée suivant la méthode de DEMUS et MEHL, 1970 (512). La figure 37
(p§ 101)montfe 1!'immunoélectrophorése obtenue avec la fraction membranaire totale e
la fraction alcali soluble. On voit nettement que cette fraction est hautement
antigénique, qu'elle réagit avec un immusérum membranaire, et que l'on retrouve l'z

de précipitation dans la fraction membranaire totale. Ces résultats suggérent que
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‘Tableau XIII

COMPOSITION CHIMIQUE DES DIFFERENTES FRACTIONS DES MEMBRANES PLASMIQUES

€ry tay
Sy o~

(o] ://
D'HEPATOCYTES DE RAT (*) '
Protéines Oses neutres Acides sialiques Hexosamines P-lipidique
*® * ¥ [
M M M ng PL
mg P.100 e .100 T Trot p p.100 = Trot pe p.100 = Prot rg P.100 Z Trot
Membranes totales . 22,5 | 100 | 1015,5{ 100 250 279,3 § 100 40,2 210,6 % 100 52 6100 100 270
Alcali-soluble 7,84134,84 1 220 22,65| 163 38 13,6{ 15,7 50,3 | 23,9 35,8 | 595 9,8{ 761
Pyridine soluble 8,21]36,48 | 350,5| 34,51 237 159 56,9 62,7 51,38( 24,4 39,2 {2500 41 320
Pyridine insoluble 5,93126,35 | 423 41,65 396 54,7 19,6 29,8 106,35 50,5 99,5 13000 49,11 505
Total 21,98)97,67-| 1003,5| 98,81 - | 251,7] %0,1| - 208,06 98,8 -  |6095| 99,9] -

(*) & partir de 25 g de foie frais,

M- 1
" p ., ) moles

g Prot g de Protéines

mg PL. _ mg de Phospholipides

g Prot g de Protéines
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AT \

Figure 37

Tmmunoélectrophorése des membranes plasmiques totales et de la fraction
alcali-soluble.

A : Membranes totales ; B : Fraction alcali-soluble.
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cette fraction doit contenir l'antigéne de membrane organo-spécifique du foie

de Rat isolé par NEVILLE, 1968 (513) par extraction dans un tampon cho3 50 mM ou

1'EDTA 1 mM. Ceci confirme également les résultats de GURD et al., 1972 (514) chez la

Souris,

la fraction pyridine soluble représente également 30 p. 100 des
protéines totales, elle est tres riche enacides sialiques,.Cette fraction gialoglyco=

protéique reste d'ailleurs associée & des phospholipides méme apres extraction & la

pyridine, Cette fraction ne donne aucun arc apres immunoélectrophorése dans les con-
difions décrites précédemment. Ce mangue de réactivité peut-8tre dd & un man— |
que d'antigéne, ou & une dénaturisation de ceux-ci apreés solubilisation par la pyri—
dine. En effet, d'aprés SHEFFIELD et EMMELOT, 1971 (515) les antigines membranaires
sont de nature protéique et dépendent donc de la conformation deces molécules & lasux

face de la membrane,

La fraction pyridine insoluble est la plus riche en phospholipides
elle contient beaucoup d'osamines et d!'oses neutres mais relativement peu d'acides
sialiques. Cette fraction non plus ne donne aucun arc en immunoélectrophorése

avec un immunsérum contre les membranes.

Ce fractionnement parait donc solubiliser trois types de complexes
lipoglycoprotéiques différents. Un premier complexe pauvre en phospholipides mais
fortement antigénique, un second plus riche en phospholipides que le précédent et
trés riche en acides sialiques, le troisitme trés riche en phospholipides contient
essentiellement des osamines et des oses neutres mais peu d'acides sialiques. L'étude

se poursuit par la chromatographie de chacune de ces fractions sur Sépharose 6 B,

b ~ Etude chromatographigque

14

Chaqué fraction marquée soit a la glucosamine °C

goit au 32P est chromatographide sur Sépharose 6 B. La figure 38 (p.10%3) montre le

résultat des trois chromatographies,

La fraction alcali-soluble présente une répartition tres large
des glycoconjugués, de faible masse moléculaire. Les phospholipides sont élevés en
deux pics, un pic est associé & des protéines, llautre correspond 4 des micelles

L SDS~phospholipides,
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Chromatographie sur sépharose 6 B des trois fractions : alcali-soluble, pyridine soluble,
pyridine insoluble, des membranes plasmiques. Les protéines sont localisées par lecture de
la densité optique & 280 rm, la position des phospholipides et des glycoprotéines est déter-
minde par la mesure de la radiosctivité du J2P et du 14¢C aprées injection de phosphate et de
glucosamine radioactifs,
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La fraction pyridine soluble a une répartition moins large
et on observe un déplacement vers les hauts poids moléculaires. Dans cette fraction,

tous les phospholipides sont associés & des protéines.

*Dans la fraction pyridine insoluble, les glycoprotéines sont
encore déplacées vers l'exclusion de la colonne, cl'est-a-dire vers leshauts poids
moléculaires, et comme dans ltautre fraction, tous les phospholipides sont associés

a4 des protéines.
6 - Conclusionsg

Les glycoprotéines membranaires sont en étroite relation avec leg

3Na2 - COBHNa

pH 9,7) solubilise seulement peu de glycoprotéines. Ces protéines sont antigéniques

phospholipides. En effet, l'action d'un agent alcalin 1éger (tampon co

et ne possédent que peu de relation avec les phospholipides en effet, elles nlentrai-
nent dans leur solubilisation que peu de phospholipides (10 p. 100), Ceux-ci sont
dtailleurs pour moitié 1libérés par action des détergents. Ces glycoprotéines doivent
8tre vraisemblablement externes i la membrane car elles réagissent avec un immunsérum
contre les membranes totales, et doivent avoir un poids moléculaire relativement

faible cér elles sont retenus sur la colonne de sépharose 6 B,

Ltaction d'une solution de pyridine & 33 p. 100, solubilise des
glycoprotéines en relation plus étroite avec les phospholipides. Ces glycoprotéines
entrainent lors de leur solubilisation une grande quantité de phospholipides (40 Pe
100), elles sont de masse moléculaire plusélevée que précédemment et riches en
acides sialiques, ceci'est en accord avec les résultats de BLUMENFELD, 1968 (516)
‘qﬁi solubilise ainsi sélectivement les sialoglycoprotéines de la membrane erythro-

cytaire,

La fraction la plus importante des glycoprotéines reste associde
aux lipides membranaires, leur solubilisation nécessite l'emploi de détergent comme
le SDS. Ces lipoglycoprotéines sont de poids moléculaire élevé, riches en oses neutred

et osamines, plus Pauvresque les précédentes en acides sialiques,
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La figure 39 (p.106) résume ces données et montre comment & paftir de ces
résultats, on peut représenter l'intégration de ces trois types de glycoprotéines
dans la membrane. Comme il y a une association étroite lipides-protéines qui n'est
détruite gqu'un préserice de détergents, une étude plus approfondie de ces glycopro-
téines nécessite une solubilisation totale de ces molécules, clest-a-dire une
séparation des glycoprotéines et des lipides associés. Ceci a été réalisé grice a
1femploi de SDS plus concentré et de mercapto-éthanol qui en plus de son action
réductrice sur les ponts disulfures empéche la réagrégation des protéines membra-

naires entre elles, GURD et al., 1972 (517).

B -~ SEPARATION DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

Cette étude s'effectuera par électrophorése en gel de polyacryl-

amide des glycoprotéines solubilisdes gréice & un détergent.

1 - Solubilisation de la fraction membransire

Nous avons choisi comme agent de solubilisation le SDS, le
milieu de solubilisation est celui utilisé per GLOSSMANN et NEVILIE, 1971 (518), il
contient du N32003 0,05 M, du SDS 5 p. 100 et du P-mercapto-éthanol & 10 p. 100

(v : v). La dissolution s'effectue & la température de la pidce en ajoutant 5 mg

de protéines membranzires pour 1 ml de solution,

Avant 1'électrophorése, les membranes peuvent &tre dialysées
pendant 15 heures & 4¢ C contre un tampon contenant de l'urée 2 M, dudithiothreitol
0,05 p. 100 et du SDS 0,1 p. 100, de manidre & équilibrer les compositions ioniques

de 1'échantillon et du gel supérieur.

2 —~ Séparation des protéines en gel de polyacrylamide

a — Principe

Le choix du SDS (détergent anionique) connu comme ager
de solubilisation ne permet pas de séparer les protéines suivant leurs charges com-
me dans une électrophoréSe classique, En effet, les complexes SDS protéines migrent

tous comme des anions, et la presque totalité de la charge négéfive de tels com~
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CO;H Na-CO;Na, somM pH102
‘ EDTA 1o0mM

fraction

cali -stable

Dos-engl phospholipide

: glycoprotéine

AL

Fractionsrﬁyridine_solub?e

Figure 39

Intégration des glycoprotéines dans la membrane plasmique d'aprés les résultats obtenus par
solubilisation séquentielle des glycopro*éines membranaires.
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plexes provient du groupement .anionique du détergent. Il ne s'agit donc plus d'une
électrophorése mais d'un tamisage moléculaire entre les mailles du gel de polyacryls

. mide,

La méthode que nous avons choisie est celle de NEVILLE, 1971
| (519) en.employant le gel standard : T = 11,1 et C = 0,9 suivant la numérotation
de HJERTEN, 1962 (520). Les détails techniques de la préparation du gel, de sa
calibration et de l'électrophoréée proprement dite , sont décrits dans 1l'annexe

technique (pe176).

b - Résultats

La figure 40 (p.108) montre le résultat d'une telleélec
trophorése dbtenue avec des dépbts de 25, 50, 75, 100, 1254Pg de protéines membranzi
res et une coloration au bleu de Coomassie brillant par la méthode de WEBER et
OSBORN, 1969 (521). Ces électrophoréses montrent une quarantaine de bandes corres—
pondantes & des protéines de poids moléculaires trés différents s'étalant de 4 00C
daltons & 1 000 OCO daltons, c'est-d-dire toute la gamme des poids moléculaires
susceptible d'étre déterminée par cette méthode. C'est cette technique que nous

avons donc choisie & cause de son pouvoir séparateur pour mettre en évidence

les glycoprotéines membranaires,

3 -~ Mige en évidence des glycoprctéines membransires

a - Principe général

_ Le repérage des glycoprotéines sur gel de polyacrylami-
de est délicat lorsqu'il s'agit de complexe glycoprotéines-SDS, en effet, le déter-
gent interfére avec les glucides lors de la coloration de Schiff. L'emploi d'un
marquage spécifique des sialoglycoprotéines membranaires en utilisant des molécules

marquées nous a semblé une méthode plus précise et mieux adaptdée & notre étude,

Nous avons employé pour cels une dégradation de Swith modifide
suivant la méthode de VAN LENTEN et ASHWELL, 1971 (522) qui consiste en une courte
oxydation périodique des résidus d'acide sialique, suivie par une réduction au

. . s . G , N D
borohydrure de sodium tritié des groupements aldehydiques obtenus apreés action de
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Figure 40

Electrophorése en gel de polyacrylamide des protéines membranaires
Gel 11,1 x 0,9
Dépbts de 25, 50, 75, 100, 125‘Pg de Proteines
Coioration : Bleu de Céomassie Brillant.

BBP : Bleu de Bromo-Phénol.




109

1'acide périodique. Cette méthode a été employée par BLUMENFEID et al., 1972 (523)
pour 1'étude des sialoglycoprotéines de la membrane de 1'hématie. La suite des
‘opérations est schématisée dans la figure 41 (p.110), on obtient finalement le dériv
de l'acide N-acétyl-neuraminique qui posséde 7 carbones (NANA7) marqué grice su

tritium sur la fonction alcool primaire du carbone 7.

b - Marquage des sialoglycoprotéines membranaires

b1 - Principe

Le marquage des sialoglycoprotéines est réalis:
sur les membranes totales aprés isolement, ceci présente ll'avantage de marquer touted
les glycoprotéines de maniere identique, ce qui permet de mesurer 1l!importance rela-
tive de chaque glycoprotéine, d'autre part, les membranes &tant insolubles ceci
simplifie les problémes de lavage et de récupération des membranes marquées par
rapport & une glycoprotéine soluble., La fraction membranaire marquée est alors
solubilisée et les glycoprotéines sont séparées par électrophorése en gel de polye-

crylamide comme précédemment.

52 - Mode opératoire

Le marguage s'effectue en tube de centrifuga-
tion conique (centrifugeuse Jouan) sur 5 ng de protéires membranaires. Lloxydation

est réalisée en ajoutant 1 ml d'une solution de NaI0, (métapériodate de sodium)

4
2 wM dans un tampon phosphate 0,1 M & pH 7,4« Ltoxydation trés courte (10 minutes
4 la température de la pidce) est arrétée par sédimentation des membranes & 5 000 g

pendant 15 minutes. L'exces de NaIO est les produitsde dégradation sont éliminés

per deux lavages des membranes avec420 ml du méme tampon phosphate 0,1 M pH 7,4.
Les groupements aldéhydiques membranaires sont alors réduits pendant 20 minutes & la
tempéra?ure de la pidce avec 1,25 mC de korohydrure de sodium (3-H) (activité spéei- :
fique : 15 Ci par mM), cette réduction est achevée en ajoutant 10 mg de borohydrure
de sodium froid et en laissant agir 20 minutes. L'excés de borohydrure est éliminé
ensuite par trols lavages avec 20 ml du tampon phosphate et un lavage & 1l'eau distil]

1lée.

PR
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Figure 44
Principe du marquage des sialoglycoprotéines membranaires par oxydation

périodique courte suivie par une réduction avec le borohydrure de sodium tritié.
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Un témoin est réalisé en omettant 1'oxydation par llacide
périodique. La réduction est réalisde directement en mélangeant les 5 mg de
protéines membranaires et le borohydrure de sodium tritié (3-H) dans les mémes
conditions que précédemment. On lave de la méme facon trois fois avec 20 ml de tam-

phon phosphate puis avec 20 ml d'eau distillée,

b3 - Résultats

a - Activité spéecifigue

Cette méthode donne une radioactivité
spécifique des sialo-glycoconjuguées tres élevée. Le tableauXITI(p.112) montre que
le traitement par le borchydrure seul donne une activité spécifique de 115 000 cpm
par mg de protéine (comptage dans la solution de BRAY), cette radioactivité est prif
cipalement due & la réduction des doubles liaisons des acides gras des lipides mem~
branaires suivant la réaction :

BH—\IiaBHll . ® H
R - CH=CH-R >R -C-C-R

2
3H* *

2

La radioactivité spécifique des membranes réduites aprés oxyda-
tion par l'acide périodique est de 2 750 000 cpm par mg de protéine{dans les mémes
conditions de comptage), la différence de 1 600 000 cpm per mg de protdine est due
au marquage des acides sialigques, qui contribue pour 58 p. 10C au marquege total. Cd
marquage spécifique sur l'acide N-acétyl-neuraminique est d'ailleurs prouvé par les

expériences de mise en évidence du NANA7.

B -~ Mise en évidence du NANA,7

La mise en évidence du NANA7 radioactif

nécessite la synthése de ce dérivé & partir de l'acide N-acétyl-neuraminique,

81 - Synthése du NANA,7 témoin

La synthese est effectude par la
méthode de YU et LEDEEN, 1969 (524), elle est effectude en quatre étapes : synthése
du méthyl oside de ltacide N-acétyl-neuraminique, oxydation du méthyl oside par
1'acide périodique, réduction de 1'a1déhyde formé par le borchydrure de sodiun,

hydrolyse de la liaison méthylosidique.
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{rableau XIII |

RADIOACTIVITE SPECIFIQUE LIEE AUX MEMBRANES PLASMIQUES APRES REDUCTION
PAR LE BOROHYDRURE TRITIE, AVEC QU SANS OXYDATION PREALABLE PAR L'ACIDE PERIODIQUE

cpm par mg de protéines Pourcentage
membranaires (*)

HIO4 (10 mlnutes) puis o7 50 000 100
BH4Na (3 -H) 1,5 nC

BH, Na (3 - H) 1,5 oC 11 50 000 42
Radiozctivité 1lide & 1ltacide

sialique des sialoglycocon- 16 00 000 - 58
ju.guéSo '

(*) Comptage en scintillation liquide dans 10 ml de BRAY,
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Le méthyl-oside de 1'acide N-acétyl-neuraminique est préparé
en faisant agir sur 50 mg de ce composé 8 ml de méthanol absolu préparé en préserce
de 0,1 g de Dowex 50 (H+), a reflux pendant 48 heures. Le filtrat et les lavages de
la résine sont évaporés et donnent un sirop jaune dissous dans 0,5 ml du mélange
éther éthylique-méthanol 3 : l,(y : V). A 42 C il y a cristallisation du B’cétoside
~du N—acétyl—neuraminique—méthyl ester. La fonction ester méthylique est saponifide
par'actién de la soude 0,06 N. 2,5 heures & la température de la pitce. Apres

déionisation par passage sur colonne de Dowex 50 x 2 (H') et lyophilisation , on

obtient une poudre blanche d'acide N-acétyl-neuraminique méthyl osidé.

L'oxydation s'effectue en ajoutant & 17 mg du méthyl oside obiem
0,5 ml d'eau et 1,25 ml de métapériodate de sodium 0,2 M pendant 1 heure & 1'obscur]
té. On précipite ensuite le périodate en excés en ajoutant 1,5 ml d'acétate de

barium 0,1 M, aprés filtration la solution est saturée en CO_. pour éliminer 1texces

2
de baryum, apres précipitation du carbonate de baryum, le filtrat est réduit a 1'évy

porateur rotatif & 1,25 ml.

La réduction s'opére en ajoutant 10 mg de borohydrure de scdium
& la température de la pidce. Apreés 1 heure de réduction la solution est déionisde
‘sur Dowex 50 x 2 (H+), 1'éluat de 300 ml est évaporé & sec et le résidu Jjaune est
reprig 5 fois par 5 ml de méthanol, le dernier résidu est repris par 0,5 ml du méley
‘ge éther éthylique-méthanol (4 :1(v:v), on obtient ainsi des cristaux blaﬁcs de
NANA, néthyl osidé. . '

Aprés hydrolyse, 1 h & 802 C par 1 ml d'HZSO 0,1 N de manigre

a hydrolyser la liaison méthyl osidique,on élimine l'excés d‘aiide sulfurique par
de l'acétate de baryum 0,1 M, puis on élimine l'excés.de baryum par le 002, le
dernier filtrat contient le NANA7 que 1l'on prendra comme témoin pour le repérage
du NANA7 radioactif obtenu par hydrolyse des sialo~glycoprotéines marquées membrana]

res.

~ Mise en évidence du BTMLA,7

B

. . 2
dans les sialoglycoprotéines membranaires

La mise en évidence s'est effec~—
tuée par co-chromatographie du NANA7 témoin et du NANA7 libéré par hydrolyse sulfuri

que & partir des membranes marquées,
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L'hydrolyse s'effectue sur 1 mg de protéines membranaires marquée

par 0,5 ml d'stO 0,1 N, 802 C, 1 heure. Les ionssulfates sont éliminés en ajoutant

0,5 ml dtacétate ge baryum 0,1 M, aprés centrifugation le surnageant est saturé en
002 pour éliminer l'excds de baryum. Aprés une deuxidme centrifugation, le surnagean
est déposé sur une feuille de chromatographie Whatman n? 3 en présence de NANA7
_comme entrafheur. Des témoins latéraux acide N-acétyl-neuraminique, glycérol, erythr

tol sont égalemnt ajoutés.

La chromatographie a lieu dans le systéme-solvant pyridine/acétat
d'éthyle/acide acétique/esu (5 ¢ 5 : 1 : 3) (FISCHER et NEBEL, 1955 (525) pendant 10
heures. Aprés chromastographie, le chromatogramme est découpé en bandes de 1 x 5 cm
de part et d'autre du trait de départ et la radioactivité de chaque fraction est
mesurée par comptage en scintillation liquide dans 10 ml du mélange toluéne-
POPOP-PPO*, Les témoins latéraux sont révélés par le réactif au nitrate d'argent de

TREVELYAN et al., 1950 (526).

La figure 42 (p.115) montre la migration des témoins latéraux
et le diagramme obtenu en mesurant le radioactivité. On obtient un pic de radiocacti-
vité élevée au niveau du NANA7, aucun pic n'est décelé au niveau du glycérol et de
1'érythritol, ceci indique qu'il n'y a. eu aucune dégradation importante des glycan-
nes par l'acide périodique. En effet une oxydation trop importante des glycannes
aurait conduit & des coupures dans la chaline polysaccharidique et & la forration
aprés réduction d'érythritol et de glycérbl marqué. Le pic de radiocactivité n'est
pas symétrique, la légdre traTnée correspond au NANAB)produit intermédisaire dans

1toxydation qui se forme toujours en petite quantité'en méme temps que le NANA7.

* Composition du liquide scintillant : POPOP 1 g, PPO 10 g, gsp 2 1 avec du

toluéne.
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N

Mise en évidence du N’ANA,7 radioactif dans les glycoprotéines membranaires marquées
Ppar oxydation de l'acide sialique et réduction avec le borohydrure tritié.

A : Témoins latéraux ; Ery : Erythritol ; Gly : Glycérol révélés au nitrate d'argent
B : Témoins latéraux NANA 95 et 7c : Acide N-acétyl-neuraminique & 9 et 7 atomes de

carbones révélés 3 1l'orcinol-ATCA.
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La présence du NANA7 radioactif et 1l'absence de produits
de dégradation des glycannes semblent indiquer que cette méthode de marquage des

sialoglycoprotéines est sélective et respecte la partie glycannique des glycocon ju-

" gués o |
i
¢ - Séparation des sialo—glycoprotéines marguées et comptage des

gels

La séparation s'effectue par la méthode classique. Les membranes

marquées sont solubilisées dans le mélange Na 0,05 M, SDS 5 p. 100, B mercapto-

2Co3
éthanol 10 p. 100 (v : v). Apres dissolution, l'électrophorése s'effectue par la
méthode de NEVILLE comme précédemment. Immédiatement apres les avoir retirds des tubel
3 électrophorése, les gels sont congelés & — 702 C pour éviter une diffusion des

bandes de protéines,

Les gels congelés sont alors découpés en tranches régulidres de
1 mm d'épaisseur. Chaque tranche de gel est placée dans des piluliers de comptage
en verre et dissoute dans 1 ml d'H2O2 3 30 p. 100 (v : v) & 902 C pendant 1 hevre.
Le comptage s'effectue en scintillation liquide en ajoutant 10 ml de BRAY, On effec-

tue en général 3 comptages de 10 minutes.

d ~ Résultats

_ La figure 43 (p°117)représente le diagramme obtenu avec cette
méthode. Dans le témoin, les membranes réduites au borohydrure tritié sans &tre
préalablementoxyddesmontrent uniquement de la radioactivité juste avant le front
de bleu de bromo-phénol (BBP), Cette radioactivité correspond & la réduction des
doubles liaisons lipidiques. Les membranes oxydées puis réduites montrent en plus de
ce pic, des composés marqués de haut poids moléculaire. Ces composés correspondent
aux glycoprotéines. On observe une dizaine de ces glycoprotéines d'importance et de

poids moléculaire variables.

Pour prouver que leé pics de radioactivité observés correspon-
dent & des glycoprotéines, nous avons voulu les comparer avec ceux obtenus grice a
un marquage "in vivo". Le marquage est réalisé grce & l'injection de 1 mCi de glu-
cosamine 3H & un rat Qui est sacrifié au bout de 2,5 heures. Les membranes sont pré-

arées, dissoutes et 1l!'électrophortse est réalisée de la méme manidére. Le figure
, .
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Figure 43

. . . . Uteg
Marquage"in vitro"des glycoprotéines membranaires \\_f>)

A : Membranes témoins réduites au borchydrure tritié sans &tre préalablement oxydées
par l'acide périodique.

B : Membranes réduites aprés avoir été oxydées par le métapériodate

BBP : Bleu de Bromo phénol,1\fin du gel de concentration.
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44 (p.ll9) montre la comparaison du marguage "in vitro" et du marquage "in vivoV
Le marquage "in vivo" a une radioactivité spécifique trés faible (enviroh 200 fois
plus faible que la radioactivité spécifique obtenue "in vitro"), On remarque que les
lipides ne sont pas marqués, les pics obtenus correspondent exactement aux pics
~ obtenus par marquage "in vitro" mais 1'amplitude de ces pics varie. En effet, le
‘marquage "in vivo" dépend du métabolisme membranaire, or toutes les glycoprotéines
membranaifes peuvent ne pas avoir toutes le méme  "turn over", plus celui-ci sera
élevé, plus le marquage obténu sera important. Le marquage obtenu "in vitro” ne
dépend lui uniquement que dultaux d'acides sialiques qui se trouve sur la glycoprotéi

ne.

4 <~ Conclugions

Le marquage des glycoprotéines membranaires "in vitro" nous a
permis de mettre en évidence 10 glycoprotéines sépardées suivant leur masse moléculai
re. Ce marquage correspond exactement & celui obtenu par marquage "in vivo" & l'aide)

de la glucosamine (3-H).

Le calcul des masses moléculaires est effectué en étalonnant le
gel de polyacrylamide avec des protéines et des glycoprotéines de masse moléculaire
connue (voir annexe technique). Ceci permet de connaltre les masses moléculaires ar—
parentes des glycoprotéines en reportant sur le graphique obtenu la mobilité relati-
ve (ou RF) des bandes radicsctives. I1 faut remarquer d'aprés la forme de la courbe
que l'incertitude est grande pour les trés hauts poids moléculaires ( 200 000 dal-
tons) la courbe étant hyperbolique, et également pour les petits poids moléculaires
(100 000 daltons) ol les points sont dans cette zone trés dispersés. Les masses
moldculaires trouvdes sont reportées dans le tableau XIV (p.120), Elles sont en bon
accord avec celles trouvées par GLOSSMANN et NEVILLE, 1971 (528), mais la méthode de
marquage "in vitro" permet de déceler quatre glycoprotéines supplémentaires. Ceci
peut~8tre dfl au manque de sensibilité de la révélation au réactif de Schiff. Il fauf
remarquer que les poids moléculaires calculés par cette méthode sont exacts seule-

ment si la molécule posséde moins de 5 p. 100 de glucides, la déviation par rapport

4 la courbe d'étalonnage est d'autant plus importante que le taux de glucides liés

augmente (GLOSSMAN et NEVILIE, 1971 (529))° La masse moléculaire est donc obtenue
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Figure 44

Comparaison du marquage des glycoprotéines membranaires réalisé "in vitro" ()
et "in vivo" (B).

BBP : Bleu de Bromo-phénol, 1’ fin du gel de concentration.




[Tableau XIV |

MASSES MOLECULAIRES APPARENTES DES GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES

OBTENUES PAR ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS

Masses Moléculaires
Masses Moléculaires (en daltons)
‘RF (en daltons) obtenues par
(Résultats perscnnels) (a) GLOSSMANN et NEVILIE,
1971 (527) (v)
0,035 :;>5oo 000 ;> 250 000
0,1 450 000 >25'o 000
0,167 240 000 250 000
0,200 180 000 195 000
0,250 130 000 130 000
0,30 94 000 96 000
0,325 80 000 -
0,425 52 000 -
0,487 45 000 -
0,56 38 000 -

(a)
(b)

Résultats obtenus par marqusge "in vitro" et "in vivo"

Résultats obtenus par révélationavec la méthode au RAS.
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avec une erreur plus ou moins grande suivant la richesse en glucides de la

glycoprotéine,

Les dix glycoprotéines mises ainsi en évidence sont des sous-unités,
en effet, en présence d'un excds de détergent (SDS & 5. p. 100) et de B-mercapto-
éthanol, les glycdprotéines qui seraient formées de sous-unités, comme par exemple
la 5'-ﬁucléotidase qui possede deux sous unités glycoprotéiniques de 90 000 dal-
tons chacune (EVANS et GURD, 1973 (530)), sont dissocides, et les sous—unités peu-
vént, si elles ont une masse moléculaire différente, migrer différemment dans le

gel,

IT -.ETUDE DES GLYCOPEPTIDES

Ltétude des glycoprotéines totales nous a permis de mettre en évi-
dence leur liaison avec les phospholipides membranaires, et de calculer leur poids
moléculaire apparent. La caractérisation chimique, le type de glycanne, le moce
de liaison entre le glycanne et lé protéine ne peuvent &ire entrepris per cette
méthode, En effet, les méthodes de détermination de structurenécessitentun matérie
de départ soluble. Cette étude va donc &tre entreprise sur les glycopeptides obte-
nus par hydrolyse grice & un agent protéolytique des glycoprotéines totales inté-

grées dans les membranes,

A ~ CHOIX DE L'AGENT PROTEOLYTIQUE

1 - Principe

Deux types d'agents protéolytiques peuvent &tre choisi : des enzymes
corme la papaine, la pronase qui dégradent fortement les glycoprotéines et donnent
des glycannes liéé_é quelques amino-acides, parfois & un seul, et des enzymes qui
hydrolysent sélectivement un seul type de liaison et produisent ainsi des glyco-
peptides plus longs qui ont partiellement conservé la structure de la glycoprotéi-
ne originalé, et qui permettent par leur étude d'avoir une idée sur la structure

de la molécule entitre. Nous avons choisi ce deuxidme type d'enzyme en particulier




- par contre il y a apparition de glycoprotéines de masse moléculaire plus faible qu
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la trypsine (EC 3¢ 4. 4. 4o) qui coupe sélectivement les liaisons arginyl—COZ?NH
et lysyl—CO f-NH |

2 - Mode opératoire

Nous avons employé cette méthode sur les membranes isolées avec 1lg
protocole expérimental déerit par EMMELOT et BOS, 1972 (531). Lthydrolyse est conq
duite & 372 C pendant 2 heures dans un tampon de Krebs-Ringer phosphaté* pH 7,4
-contenant 250Jpg de trypsine (trypsine CHOAY 2 fois cristallisée) par ml. On
effectue 1lthydrolyse sur 4 mg de protéines par ml de milieu. Aprés lthydrolyse, on

sépare les membranes du surnageant contenant les glycoprotéines par centrifuga-
tion & 5 000 g pendant 10 minutes. Cette étude peut se faire soit sur des membrang
préalablement marquées "in vitro" psr la méthode décrite préalablement, soit de

manitre préparative sur des membranes prépsrées en rotor zonal,
3 —~ Résultats

Apres avoir effectué une hydrolyse sur des membranes marquées
"in vitro!} celles-ci sont étudides apreés ltaction de la trypsine par la méthode
d!électrophorese en gel de ﬁoiyacrylamide précédente. La figure 45 (p.123) présen-
te la comparaison entre un électrophorégramme de membranesentidres et celui obtenu
avec des membranes hydrolysées avec la trypsine (culot de centrifugation), clest-a
diremontrant la partie des glycoprotéines membranaires encore intégrées dans la
menmbrane, On stapercoit qu'il ne reste plus de glycoprotéines de haut poids molé~

culaire (il ne reste qutun peu de radioactivité juste aprés le gel de concentratio

représentent la pertie de la molécule encore en relation avec la membrane, La
figure 46 (p°124)montre comment on peut concevoir le mécanisme de llhydrolyse.
Donc la trypsine a 1ibéré, & partir des membranes,des glycopeptides solubles, lais

sant en place sur la matrice lipidique une faible partie de la molécule,

* Composition du tampon de Krebs-Ringer phosphaté : Solutions Stock : 1 : Nacl
9 p, 100 p 2 : Kel 1,15 p. 100 5 3 : Mg So 7H20 3,82 p. 100 3 4 : tampon phosphat
de sodium 0,1 M pH 7,4

Le tampon est constitué en mélangeant : 100 volumes de 1, 4 volumes de 2, 1 volume

4

de 3, 20 volumes de 4,
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Figure 45

Comperaison entre les glycoprotéines membranaires avant (a), et apres (B)
1l'hydrolyse trypsique.

BBP : Bleu de Bromo-phénol 1‘ : gel de concentration.
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Figure 46

Mécanisme de l'hydrolyse trypsique des glycoprotéines membranaires.
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B — SEPARATION DES GLYCOPEPTIDES

1 - Principe

Les glycopeptides ainsi obtenus doivent &tre séparés pour &tre
étudiés, Plusieurs types de séparations peuvent &tre envisagés : échange d'ions,
,électrophoréée, chromatographie de tamisage moléculaire. Nous avons employé cette

dernidre méthode en utilisant une colonne de séphadex G 75 (EMMELOT et BOS, 1972

632)).

2 -~ Mode opératoire

Aprés la centrifugation, le surnageant est concentré a i ml et dépg
sé sur la colonne de séphadex G 75. Deux types de colonnes sont utilisés, pour leg
membranes marguées (micro-méthode) une petite colonne de 1 x 30 cm et pour la
préparation des glycopeptides une colonne de 2 x 70 cm. L'éluant utilisé est 1ll'eay
distillée et des fractions de 2 ml sont collectées. On mesure l'absorbance & 280
nm de chaque fraction ou on en mesure la radiocactivité en scintillation ligquide e

mélangeant une aliquot & 10 rl de BRAY,
3 — Résultats

La figure 47 (p°126) représente le résultat obtenu en micro méthode
avec les membranes marquées sur l'acide sialique. On obtient deux pics de radioac-
tivité, 1'un passant & l'exclusion avec le Bleu Dextran, l'autre étant retardé.
Pour vérifier qu'il s'agit bien de sialoglycopeptides,nous avons fait agir la neud
raminidase sur chaque pic afin de mettre en évidence le NANA7D Lthydrolyse par.la
neuraminidase a été conduite suivant la méthode de WARREN et al. 1972 (533) :
1'incubation s'effectue & 2 h 4372 ¢ dans un tampon acétate de sodium-acide acét:
que 100 mM pH 5,2 C3012 20 mM, 1thydrolyse s'effectue dans 1 ml avec 20 unités de

neuraminidase de Vibrio cholerae(neuraminidase Koch~-Light & 500 unités par ml).

Aprés arrét de l'incubation par chauffage & 1002 C pendant 5¢, l'hydrolysatestpuf:
fié sur Dowex 50 x 8 (H+) et 1l'effluent est déposé aprés réduction de volume
sur une feuille de chromatographie Whatman n? 3., Aprés chromatographie dans les

conditions décrites précédemment, la radiocactivité est repérée et les témoins
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Mise en évidence de ltacide sizlique marqué dens les glycopeptides
trypsiques cbtenus par hydrolyse desmembranes,
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latéraux révélés. On stapercoits(figure 47 (p.1262)que les deux pics contiennent

du I\Tl‘.NA,70 Le pic T, contient 100 fois moins d*acide sialique que le pic T,. Il

2 1

s'agit donc de deux groupes de sialoglycopeptides différents,

La figure 48 (p.128) montre le résultat obtenu en méthode préparati
ve. La préparation contenait 78 mg de protéines membranaires totales, on retrouve
les deux pics T, et T, maintenant visibles en densité optique & 280 nm. Le tableau

1 2

XV (p.129) montre que le pic T1 représente 4,5 p. 100 des protéines de départ
alors que le pic T2 en représente 43 p. 100,

C - ETUDE DE LA TATLLE DES GLYCOPEPTIDES OBTENUS

1 - Principe

Les deux groupes de glycopeptides obtenus sont séparés par tamisage
moléculaire, ils doivent donc différer par leur poids moléculaire. Pour étudier 14
répartition de ces sialoglycopeptides en fonction de leur taille, nous avons étu-
dié leur migration dans le systime d!'électrophordse en gel de polyacrylamide-SDS
employé pour les glycoprotéines totales° Les deux pics T1 et T2 sont dissous dans
le milieu NaCo3 0,05 M, SDS 5 p. 100, B-mercapto-éthanol 10 p. 100. L'électropho-
\.

rése et le comptage s'effectuent de la méme maniére que précédemment;
2 - Résultats

La figure 49 (pu13Q) montre la répartition obtenue avec les deux
groupes de glycopeptides., Les deux familles de glycopeptides ont une large répart]
tion, elles contiennent toutes deux des sialoglycopeptides dont le poids molécu-

laire apparent est compris entre 50 000 daltons et 10 0CO daltons.

3.~ Conclusions

I1 apparait donc une contradiction : les deux familles des glycope]
tides T1 et T2 isolés par tamisage moléculaire sur séphadex G 75 ont la méme massq
moléculaire apparente en milieu dénaturant. En fait, la chromatographie sur sépha-

dex est conduite dans l'eau pure et la conformation des glycopeptides peut varier

par rapport au milieu dénaturant dans lequel ces composés se trouvent alors
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Préparation des sialoglycopeptides T1 et T2 & partir de 78 mg de

protéines membranaires,
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PREPARATION DES STALOGLYCOPEPTIDES MEMBRANAIRES ET RENDEMENT PAR RAPPORT

Fraction Eﬁéoluble

AUX PROTEINES DE DEPART

}

Protéines membranaires

Poids

78 mg

p. 100

100

Poids

40 mg

P. 100

51

Trypsine

Centrifugation

Fraction peptidique

Poids

37 mg

po 100

49

-Passage sur Sephadex G,

poids

p. 100

75
TZ
poids 33,5 mg
pe 100 43

okl
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Figure 49

Etude de la taille des deux familles cde glycopeptides Tq et Ty

obtenues par hydrolyse trypsique des membranes.

A: pic Ty :
B : pic T
BBP : Bleu de Bromo-phénol.
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toujours sous forme de "chaine statistique". Il semble que les sialoglycopeptidesi
du premier pic T1 aient dans l'eau)une configuration telle qu'ils ne peuvent pas
entrer dans les grains de séphadex (par exemple & cause dlun rapport axial élevé),

alors que ceux du pic T, ont déja une configuration moins rigide qui leur permet

2
dtétre retenus: sur la colonne de chromatographie bien qu'ils aient la mémetail

le, .

Cette différence de conformafion est confirmée par l'aspect des
deux pics en sclution, le bremier T1 est opalescent, une solution de ZOO‘pg par
ml atteint une densité optique de 1 & 280 nm, alors que pour le pic T2 a la méme
concentration, elle est de 0,25. Clest cette différence dans la structure molécu-
laire des deux familles de glycopeptides que nous nous sommes efforcés de mettre

en évidence par des méthodes chimiques,

D - ETUDE DE LA STRUCTURE DES GLYCOPEPTIDES

Les glycopeptides du pic T, sont riches en acides sialiques et

semblent posséder un rapport axial importa:lt° 11 nous a semblé que ces sialoglyco-
peptides dérivaient de glycoprotéine de type "mucine" qui seraient présentes
dans les membranes. Nous avons donc congu l'expérimentation ultérieure de maniere
& essayer d'apporter des arguments en faveur de cette hypothése. Nous étudierons
successivement la partie peptidique, la partie glycannique et enfin la liaison

entre le glycanne et la protéine,

1 - Etude de la partie peptidigque

a - Principe

Les glydbprotéines de type "mucine" sont riches en amino-
acides hydroxylés (sérine et thréonine) sur lesquels se fixent les glycannes., Une
étude de la compésition molaire en amino-acides des deux pics T1 et T2 vermet de
connalitre la quantité en amino-acides hydroxylés des glycopeptides. D'autre part,
le calcul de 1'indice de polarité (défini comme la somme des pourcentages molai-
res des acides aminés polaires : Arg, Asn, Asp, Gln, Glu, His, Lys, Ser, Thr,

dtapres CAPALDI et VANDERKOOI, 1972 (534» permettra d'avoir une idée de la posi~

e
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- tion de ces peptides par rapport & la matrice lipidique. En effet, plus l'indice

de polarité est bas, plus l'association avec les lipides est facile.

b - Mode opératoire

La composition des glycopeptides est comparée aux protéi-
nes membranaires totales, celles-ci sont obtenues aprés extraction des lipides
avec le mélange chloroforme-méthanol 2 : 1 (v : v). L'hydrolyse est effectude en
“tube scellé,par Hel 5,6 N & 1052 C. On effectue une cinétique de libération des
amino-acides aprés des temps d'hydrolyse de 24, 48, 72 et 96 heures. L'analyse est
effectuée sur 1l'auto-analyseur Multichrom (Beckman)° Aprés correction des rapports

molaires pour tenir compte de la destruction, les valeurs sont exprimées en nombre

de résidus pour 100Q.

¢ - Résultats

Le tableau XVI (p.133) indique les rapports molaires

comparés des protéines membransires totales et des glycopeptides T, et T2. On voit

1

que les rapports molaires des peptides T, et T2 sont trés semblables en particulie

1 .
en ce qui concerne la richesse en sérine et en thréonine., La composition est égale
ment trés serblable & celle des protéines membranaires totales, sauf en ce qui con

cerne la cystéine qui n'est pas présente dans les deux groupes de glycopeptides,

Les indices de polarité sont également trés proches en
particulier celui des protéines membranaires (45,2) et celui du pic T1 (45,4). Le

pic T, a un indice plus bas (44,6) ce qui permet de penser que ce type de glyco-

2
peptides est plus étroitement en relation avec les lipides membranaires,

. 2 - Etude de la partie glycannigue

a — Principe

Comme sucune différence marquante n®a pu &tre détermince
au niveau des amino-acides, 1l'étude de la composition en glucides fournira peut-
Btre des renseignements plus importants. En effet, les glycoprotéines de type
"mucine" possédent la plupart du temps de la N-acétyl-galactosamine qui se trouve

au point d!attache. La N-acétyl-galactosamine est rare dans les autres types de




Tableau XVI ' ,- . 1%3

COMPOSITION EN AMINO-ACIDES (EN RESIDUS POUR 100 RESIDUS) DES PROTEINES

MEMBRANATRES TOTALES ET DES GLYCOPEPTIDES T, et T2 OBTENUS APRES ACTION DE LA TRYPSINE

1

Protéines
Membranaires Pic T1 Pic T2
Totales

Asp ‘.8,8 10 10,2
Thr 5,3 6,1 6
Ser 6,6 - 8,5 7,1
¢lu "10,8 10 9,1
Pro 5,1 7,2 9,3
Gly 8,7 11,3 9,9
Ala 7,6 6,2 8,2
Cys 1,3 0 0
Val 6,5 153 8,4
Met 2,3 1,6 1,8
Tleu 5,5 5,4 5,4
Leu 10,6 7,5 8,5
Tyr 3 3,0 1,9
Phe 4,2 5,1 2
Lys - 6,3 5,4 7,8
His 2,3 1,9 1,7
Arg 5,1 355 2,7
Indice de Polarité 45,2 45,4 44,6
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glycoprotéines,

b - Mode opératoire

Nous avons utilisé la chromatographie en phase gazeuse
pour déterminer les rapports molaires des mono-saccharides libérés aprées méthano-
lyse d'aprés la technique de CLAMP et al, 1972 (535)o Le poids de glycopeptide de
départ est de 1 mg désséché une nuit sous exicateur en présence de P205° La
méthanolyse s'effectue en tube scellé 20 L & 802 C en présence de 1 ml d'Hel 1,5 N
dans du méthanol anhydre; Apres évaporation sous courant dlazote on effectue la
triméthylsilylation des méthylglycosides formés. Au résidu obtenu aprés méthanoly-
se, on ajoute 200 }11 de pyridine anhydre, 40 }11 de trimé_thylchlorosilane et 80 /ul
d'hexaméthyl-disilazane (HMDS)° Aprés une agitation de 1 minute et un contact de
15 minutes, on centrifuge & 2 000 g pendant 15 minutes. Le surnageant est séché
sous courant dtazote et repris par lOO/pl dtheptane, On soumet & l'analyse chrome-
tographique des quantités variant entre 0,5 et 2/u1. Le témoin employé est 1'éry-

thritol. La colonne utiliséde est de type OV,. & 3 p. 100 de silicone. Le chrometo-

17

graphe Perkin Elmer modele F,, est équipé d'un détecteur & ionisation de flamme

11
et la tempdérature du détecteur est de 2252 C. La chromztographie s'effectue en
programmation de température de 1102 C & 2202 C avec une augmentation de 12 C' par

minute. Le courant d'azote est de 15 ml/minuteo

¢ - Résultats

. ' Le tableau XVII (p°135) montre les résultats obtenus avec
cette méthode., On voit nettement que les deux pics diffSrent par leur composition

en mono-saccharides. Le pic T, contient de la N-acétyl-galactosamine alors que le

1
pic T2 n'en posséde pas, ce qui est en faveur de lthypothese de départ. Le pic
1 n'en posséde pas, il contient
également beaucoup moins dtacides sialiqueé@uantité non détectable en chromatogra-

T2 contient un peu de fucose alors que le pic T

phie en phase gazeuse). Il semble donc que les deux types de glycannes soient dif-

férents,




{Tableau XVII|

COMPOSITION (a) EN MONOSACCEARIDES DES FRACTIONS GLYCOPEPTIDIQUES

MEMBRANATRES T, ET T, (POUR 10 RESIDUS DE GALACTOSE) (a)

Pic T1 : Pic T2
GlcNac 40 400
GalNac | 27 0
Man 8 14
Gal 10 10
- Fuc o) 4
Acides Uroniques | 10 40
Acides Sialiques | 27 (b)

(a) Déterminée par chromatographie en phase gazeuse

135

(b) Mis en évidence uniquement par marquage au borohydrure tritié aprés oxydation avec l'acide

periodique et non dosé,




: nationytandis que les liaisons glycosylaminiques sont stables en milieu alcalin.
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I1 faut également remarquer que les deux pics contiennent des
aides uroniques, Ces résultats confirment ceux de YAMASHINA et al. 1973 (536)
qui détectent au niveau de la membrane plasmique de la cellule hépatique de

petites quantités de glycosamino-glycannes,

%3 = Btude de la liaison glycanne-protéine

a - Principe

On-sait qufil peut exister différents types de point
d'attache entre le glycanne et la protéine dans les glycoprotéines., En particulier
les glycoprotéines de type "mucine" possédent des liaisons O-glycosidiques ou la
fonction réductrice de l'ose terminal (souvent la N—acétyl—galactosamine) est conj
guée avec la fonction alcoolique d'un hydroxy-amino-acide de la chaine peptidique
(sérine, thréonine). Les liasisons glycosylaminiques formées par la conjugaison du
groupement réducteur de la N-acétyl-glucosamine avec la fonction amide de l'aspara
gine sont présentes dans un grand nombre d'autres glycoprotéines. Ces deux types de
liaisons se caractérisent par leur sensibilité aux agents alcalins : les liaisons

O-glycosidiques sont trés sensibles aux agents alcalins qui provoquent une B-élimi

L'étude comperée de la stabilité des deux formules de glycopeptides T1 et T2
permettra de confirmer notre hypothése de départ et de montrer que ces deux groupe

sialoglycopeptides ont une structure différente,

b - Sensibilité aux agents alcalins

b1 —~ Etude de l'absorbance & 241 nm

o - Principe

Un fait caractéristique des glycoprotéid
nes ayant des glycannes liés O-glycosidiquement & la chalne peptidique est la faciq
1lité de réaliser une P-élimination dans les conditions alcalines. La figure 50
(ps137) montre le mécanisme d'une telle réaction. Quand elle est réalisée en
milieu non réducteur, elle donne naissance aux dérivés de 1l'acide 2-amino-acryliqug
dans la chaine peptidique. Ces résidus peuvent &tre détectés par absorption dans

1tultra—violet & 241 nm.:




- Milieu alcalin

II

Milieu alcalin + BH,;Na (3H)
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Mecanlsme de la B élimination en milieu alcalin avec ou sans borohydrure de sodiunm
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B - Mode opératoire

La mesure de ltabsorbance & 241 nm
steffectue en fonction du temps. La réaction est suivie au spectrophotomgtre pendan
1 2sont di§sous dans O,S‘ml d'ean distillée, puis 109)1
de soude 3 M sontajoutés au temps O de maniére & ce que la réaction se déroule dans

NaOE 0,5 N (NEUBERGER, GOTTSCHAIK et MARSHALL, 1966 (537)). L'absorbance est mesu-

30 minuteﬁloo pg du pic T,ou T

rée toutes les 5 minutes,

XL Résvltats

Ly figure 51 (pqlBQ)représente la gra-

phique obtenu dans ces conditions pour le pic T,. L'augmentation d'absorbance se

1
poursuit jusqu'd 20 minutes, elle est lindaire seulement dans les premieres minutes

de la réaction. Ceci est donc un argument en faveur de la formation de dérivés de

1lfacide acrylique dans le pic T, . La densité optique & 241 nm mesurée dans les

1

mémes conditions pour le pic T2 reste constante,

b2 — Expérience de P-élimination en milieu réducieur

a« — Principe

. Quand les expériences de ﬁ—éliminatioﬁ
sont réalisdes en milieu réducteur (en présence de borohydrure de sodium), le grou-
pement aldéhyde de la N-acétyl-galactosamine est transformé en alcool primaire,
1tosaminitol formé est alors stable en milieu alcalin, d'autre part, les dérivés dg
lt'acide acrylique sont réduits et transformés an alanine et en acide a-amino-buty-
rique (CARLSON, 1966 (538)) ; CARLSON, 1968 (539) ; CARLSON, 1973 (540)). Si la

réduction steffectue en présence de borohydrure hydrure tritié, on obtiendra fina-
lement le glycanne marqué sur le N-acétiyl-galactosaminol qui apreés hydrolyse acide
donnera le galactésaminitol. La chaine peptididué‘sera marquée sur l'alanine et

1'acide o-amino-butyrique qui seront libérés lors de 1thydrolyse de la chafne pept:

dique. Ceci est schématisé dans la figure 50 (pc157)o
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Figure 51

Etude de la densité optique & 241 mm lors d'une expdérience de

B élimination sur les glycopeptides du pic T1.
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B - Mode opératoire

Nous avons employé les conditions de
CARLSON et al.,1970 (541). la B—éiimination steffectue sur SOO/pg de glycopepti-
de T1 dissout dans IOOJpl de KOH 0,05 N, BH4 Na 1 M en présence de 5 mCi de boro-=
hydrure de sodium(B—H)(activité spéeifique 10 Ci par mM). La réaction est réalisée
en tube scellé & 452 C pendant 15 heures. Ltarrét de la réaction steffectue en

acidifiant légerement le milieu (pH 5) avec de l'acide acétique,

L'exc8s de borohydrure peut &tre €liminé de différentes manidres :
en traitant par 3 fois le résidu sec par le mélange méthanol-acide acétique 5 : 1
(v : v) puis par le méthanol pur et en éliminant & chaque étape le méthyl-borate
formé sous vide, ou en purifiant le mélange réactionnel par chromatographie de
tamisage moléculaire sur une colonne de G 15 (80 em x 2 cm) en éluant par de llezu
Le meilleur résultat est donné en couplant les deux méthodes d'abord élimination
sous forme de méthyl borate, puis passage sur séphadex G 15. La figure 52 (p,141)
montre le résultat d'une telle chromatographie. Deux pics 51 et 52 passent en téte
de la chromatographie, tandis que le borohydrure résiduel est nettement séparé et

passe en fin de chromatographie,

a’- Mise en évidence de l'ose réduit

‘ Le pic 62, chromatographié sur une colo
ne de G 15 préalablement étalonnée avec des oligosaccharides de divers poids molé-
culaires donne un Kd de 0,2, ce qui correspond & un poids moléculaire apparent de
650 daltons (voir figure 53 (p. 142), Le pic hydrolysé psr Hcl 1,5‘N a 1002 C pen-
dant 1,5 heure, est déposé apres purification sur du papier Whatman n® 3 et sourig
4 une chromatographie dans les conditions séparant les principaux oses réduits :
pyridine - acétate d'éthyle - acide acétique —eau 53 5: 1 ¢ 3 (vivev: )
pendant 16 heures, La figure 54 (bol43) montre le résultat obtenu : les témoins
latéraux (déposés dgalement comme entraineur avec lthydrolysat radioactif) sont rd
vélés au nitrate dtargenta La radioactivité est déterminde par scintillation
liquide aprés avoir découpé des bandes de papier de 1 x 5 cm de paft et dlautre
du trait de départ. On observe un maximum de radioactivité au niveau du galacto-

saminol., Le pic 51 traité dans les mémes corditions ne donne aucune radiocactivité.
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Figure 52
Chromatographie sur Séphadex & 15 des produits formés am cours d'une
expérience B élimination des glycopeptides du pic T1 .

B.D. ¢ Bleu dexfran. .
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Figure 53
Calcul du poids moléculaire apparent du pic 52 par chromatographie de tamisage

moléculaire sur Séphadex G 15.

Kd : coefficient de distribution.
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Mise en évidence de 1l'osaminitol sur le pic By

T

40

Les témoins latéraux : glucosaminitol (GlcNHzitol) , galactosaminitol (GalNH2itol)

Hexitols et Pentitols ont été révélés au nitrate d'argent.
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Il semble donc que le pic 62 représente un glycanne de faible poids
moléculaire, 1ié & la chafne peptidique par l'intermédiaire de la N-acétyl-galactos

samine, et détaché au cours de la B-élimination,

t‘s- Mise en évidence des amino~acides margués

_ Le pic B1 passant & l'exclusion sur la colonne
de G15 est hydrolysé dans les conditions de libération des amino acides : Hel 5,6
N, & 1102 C pendant 48 heures en tube scellé., Aprés purification de 1l'hydrolysat,
celui-ci est déposé sur une feuille de papier Whatman n® 3 et chromatographié dans
le solvant de PARTRIDGE, 1948 (542) : butanol - acide acétique ~eau 4 : 1 : 5
(v : v : v) pendant 20 heures. Les témoins de tous les amino-acides sont déposés
comme témoins latéraux et comme entraineurset révélés au réactif & la ninhydrine,
La radicactivité est déterminde comme précédemment. La figure 55 (p.145) montre un

maximum de radioactivité au niveau de l!alanine, la radioactivité au niveau de

1'acide a-aminc-butyrique est beaucoup plus faible,

I1 semble donc que le pic 61 représente la chaine pepiidique sur
laquelle sont attachés les glycamnes et dont la sérine (et la thréonine) ont &té
transformées en dérivés de 1l'acide acrylique qui ont été réduits en alanine et acid

a—-amino-butyrique par le borohydrure de sodium tritié.

4 - Etude électrophorétique du pic T

1
a -~ Principe

I1 semble donc que les sialoglycopeptides du pic T1 con—
tiemnent des structures moléculaires de type "mucine". Ces composés doivent donc
&tre acides et leur migration électrophorétique doit &tre dépendante de la quantité
d%cideSSialiquesjpfésentSdans la molécule, Nous avons étudié les propriétés électro
phorétiques de ces sialoglycopeptides avant et apres action de la neuraminidase

sur acétate de cellulose,

g ©
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Figure 55
Mise en évidence des amino-acides radioactifs dans le pic Bl.
Les témoins latéraux d'acides aminés ont été révélés & la ninhydrine.
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b -~ Mode opératoire

L'électrophorése en acétate de cellulose a été conduite ave
la technique de YAMASHINA et al., 1973 (543). Le tampon pyridine 1 M - acide acé-
tique est & pH 3,5. L'électrophordse est effectude pendant 30 minutes avec un
courant de 6 mA (0,5 mA par cm). Les bandes sont colordes per une solution de bleu

Alcian dans l'acide acétique & 3 p., 100 pendant 10 minutes,
¢ -~ Résultats

Le dépdt de lO)ul corntient 10}mg du pic T,. La figure 56

1
(p.147) montre une telle électrophorése, La mobilité prouve que les glycopeptides
sont encore chargés négativement & ce pH. Aprés avoir ajouté 5 unités de neuraminid

dase de Vibrio cholerae (Neuraminidase Koch-Light & 500 unités par ml) et une hydr

lyse de 30 minutes & 372 C, la bande glycopeptidique reste pratiquement & 1l'origind
Ce sont donc les acides sialigues qui sont responsables de la charge du glycopeptid

de,

E -~ CONCLUSIONS

L'étude de la structure des glycopeptides obtenus .par hydrolyse
trypsique des membranes plasmiques d'hépatocyte du Rat a permis de mettre en évi-
dence une famille de sialoglycopeptides ,riches en acides siaiiquéacomportant de 1g
N—acétyl—galactosamine,et dont la liaison entre le glycamne et la pertie peptique
est sensible sux agents alcalins. Cette liaison semble &tre de type o-glycosidique
entre la N-acétyl-galactosamine et la sérine ou la thréonine.(Le fait que 1'on ne
retrouve pes un rapport molaire élevé pour la sérine et la thréonine comme pour
toutes les glycoprotéines de type "mucine" semble indiquer que la purification

soit insuffisante sur séphadex G—75; d'autres peptides peuvent &tre absorbds sur ce
type de molécule. Ceci est en partie prouvé par le comportement de la trypsine qui a
servi & hydrolyser les membranes qui reste absorbée & ce niveau alors qu'elle devrai
&tre retenue sur la colonne. Une purification ultérieure avec une force ionique plus
élevée doit 8tre envisagée). Ce type de sialoglycopeptides semble donc &tre de typé

"mucine",
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Figure 56

Electrophorése sur acétate de cellulose du pic T1. pH 3,5

A : Pic T1 natif

B

Pic T, apres action de la neuraminidase de V. cholerae.

Coloration au Bleu Alcian
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L'autre famille desialoglycopeptides beaucoup moins riche que la
premicre enacidessialiquesne contient pas de N-acétyl-galactosamine, mais con-
tient du fucose. Son indice de polarité plus bas indiquerait une position proche
du plasmolemme ., La liaison est alecali=insensible, elle pourrait &tre de type
glycosylaminique. Il faut remarquer également la présence dans les fractions
peptidigues d'acides uroniques qui proviendraient de mono-polysaccharides acides
dont la présence a déja été signaléde dans ces membranes. Le fait que ces glycopev-
tides soient détachés de la membrane par hydrolyse trypsique indique qu'ils sont
accesibles & l'enzyme. Enréalit@puisque 1ton s'adresse & des membranes isolées, 1ils
peuvent &tre détachés aussi bien de lafaceexterne _extra~cellulaire) que de la fzce
interne (intra«cellulaire) de la membrane, Nous nous sommes donc attachés & déron-
trer que ces glycopeptides formaient le glycolemme de la cellule hépatiqueetétaien
doncdirigés vers l'extérieur, Ceci étant d'ailleurs en accord avec les conceptions

actuelles de la structure de la membrane.

IV — ORIENTATION DES GLYCOPROTEINES DANS LA MEMBRANE PLASMIQUE

D'HEPATOCYTES DE RAT

"A - PRINCTIPE

\

On conna®t un grand nombre de techniques a l'heure actuelle pour
orienter les protéines dans les membranes plasmiques des cellules animales
(WALLACH, 1972 (544)). Ces techniques sont fondées soit sur l'hydrolyse des protéi~
nes membranaires sur la cellule vivante, soit sur le marquage des protéines gréce
& des molécules non perméantes en général radioactives qui se fixent par liaison
covalente sur les protéines membranaires "in situ". BERG, 1969 (545) a 1le premier.
employé ces molécules non perméantes dont la répartition est ensuite étudiée en
électrophorése en gel de polyacrylamide - SDS, Il a utilisé pour cela le sel de

diazonium de l'acide sulfanilique marqué au soufre 35 : 35 S-DABS (BENDER et al.,
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1971 (546)), le fait que cette molécule soit non perméante est attestéd par son
manque de réactivité vis & vis de l'hémoglobine intra-cellulaire qui est 10 5
fois plus faible vis & vis de 1'hémoglobine libre & méme concentration. Nous avons
éssayé d'adapter cette méthode mise au point pour le globule rouge par BERG, 1969
(547), pour les membranes chloroplastiques : DILLEY et al., 1972 (548). En perfu-
sant un foie de Rat avec cette molécule réactive vis & vis des protéines et non

perméante, puis aprés lavagé pour éliminer llexcés de produit, de manidre & ce

gu'il ne réagisse pas avec les proteines intra-cellulaires, le marquage doit s'ef=-
fectuer uniquement sur la partie externe des membranes., La préparation des membra—
nes et des glycopeptides de la manidre habituelle doit nous permettre de localiser
le marqueur des sialoglycopeptides qui sont a l'extérieur, c'est-a-dire formant le

I
f

glycolemme,

B ~ REACTIFS

e e e e e mnte:

La diazotation de l'acide p—amino—benzénesulfonique (35—8) (acide
sulfanilique) est effectude selon la méthode de HOYER et TREBOLD, 1970 (549). On
emploie de l'acidesulfanilique35-S ayant une radioactivité spécifique de 61,4 mCi
par mM que l'on ajoute & 162 mg d'acidesulfaniliquefroid de maniére & avoir une
radioactivité spécifique de 2,7 mCi par mM. L'acide sulfanilique est dissous
dans 4 ml de Kel 0,37 M et refroidi & 02 C, on y ajoute 4 ml d'Hel 1 N froid et .
79 mg de NaNo2 dans 2 ml d'eau distillée. Apres agitation, or laisse reposer 20 mi-
nutes & 02 C. On ajoute alors 5 mg d'acide sulfamique (NH2SOZOH) pour neutraliser

liexcés de NaNoz, puis 6,7 ml de KZHPO 0,15 M et 1'on ajuste & pH 7,5. On compléte

4
alors & 50 ml pour avoir une concentration de 0,02 M en DABS.

Comme le sel de diazonium résegit fortement avec les groupements
ammoniums des tampons (comme le Tris) on travaille en tampon phosphate 0,05 M &

pH 7,8 dans Nacl 0,3 M,

’ Le réactif est essayé sur 1 ml d'une solution de serum albumine 2
300/yg par ml, & laquelle on ajoute lOO‘pl du réactif, la sérum albumine est préci-
pitée par 1'ATCA & 10 p. 100 et comptée sur filtre millipore dans un mélange scin-
tillant. On obtient une radioactivité spécifique de 4 000 cpm par mg de sérum albu-—

mine (comptage dans du BRAY).
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C - MODE OPERATOIRE

Le foie est perfusé par la veine porte* & l'aide d'une pompe
péristaltique. Le foie est d'abord lavé par la solution physiologique suivante :
tampon phosphate 0,05 M pH 7,8 Nacl 0,3 M, Qusng celui-ci est débarrassé du sang,
la perfusion est poursuivie avec 20 rl de la solution de DARS (35-8), enfin
1'excds de réactif est évacué avec 200 ml du premier tampon jusqu'ld ce gque la

radioactivité de lteffluent soit nulle,

Les membranes sont ensuite préparées de la maniere habituelle
et llaction de la trypsine permet d'obtenir la fraction glycopeptifique. Celle~
ci est chromatographiée sur une colonne deSéphadeX G-75et la radicactivité est
comptée en scintillation liquide dans du BRAY (fractions de 1 ml comptées avec

10 ml de BRAY).

La radiocactivité obtenue est de 400 cpm par mg de protéines
membranaires (comptées dans le BRAY) soit 10 fois plus faible que celle obterue
avec la serum albumine en solution; en effet,ici seulement une faible partie des
protéines - celles qui sont en contact avec le milieu extra cellulaire - a été
marquée, La radioactivité spécifique des organites intra cellulaires : noysux, =1
tochondries, microsomes, mesurée lors du fractionnement est négligeable, ceci

montre que le marqueur n'a pas pénétré a l'intérieur de la cellule,

La figure 57 (p.151) montre le résultat de la chromatographiede

glycopeptides, on s'aperc¢oit que les deux pics T, et T2-sont narqués, le pic T

1 2
1'estd'ailleurs beaucoup moins que le pic T1 ce qui montrerait sa position un

peu plus interne dans le glycolemme.

(*) Nous remercions Monsieur Henri DEBRAY d'avoir effectué'pour nous les

opérations de perfusion sur nos préparations.
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Figure 57
Chromatographie des glycopeptides obtenus par hydrolyse trypsique /1;:?
' des membranes. \iﬁiﬂ)

A ¢ Aprés marquage "in vitro" des acides sialiques

B : Aprds marquage "in vivo" par le DABS (35-S).
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e e ity e e e e s e v

IX semble donc que les deux familles de sialoglycopeptides
obtenues par hydrolyse trypsique de la membrane soient disposées & ltextérieur de
celle-ci. Celle du type "mucine" de rapport axial élevé s'étend trés loin du
' plasmolemme et est marquée fortement. Celle pauvre en acides sialiques doit &tre
plus proche de la matrice lipidique comme le montre son indice de polarité et son
marquage plus faibles. C'est l'ensemble du matériel détaché per la trypsine qui

doit former le glycolemme de la cellule hépatique.
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CONCLUSIONS GENERALESJ

Notre trévail sur les glycoprotéines de la membrane plasmique
comprend deux parties qui se Qistinguent par la méthodologie employée. Dans la
premiére partie ce sont les glycoprotéines totales qui sont caractérisées apres une
solubilisation grice & des solvants aqueux ou organiques. la deuxiéme partie corres-
pond & une étude des glycopeptides obtenus apreés hydrolyse trypsique de la membrane
totale. Ces deux types d'expérimentation ont été pour la premiére fois employés
conjointement et nous ont permis d'établir un schéma de 1'intégration de ces molécule;
dans le membrane plasmique. Ce schéma représenté dans la figure 58 (p.154) est en ton
accord avec les conceptions les plus modernes de la structure moléculaire des membra-
nes plasmigques en particulier avec le concept de la double couche interrompue. Nous

pouvons comparer les points suivants avec les résultats obtenus par divers auteusrs :

12 - Les glycoprotéines sont en relation avec les phospholipides

W

membranaires, mais A4 des degrés variables. On peut distinguer des glycoprotéines zlc
li-solubles qui entrairent lors de leuf solubilisation un peu de phospholipides

(10 p. 100) (1a présence d'EDTA nécessaire & la solubilisation semble indiquer le
rdle du Ca++ dans la stabilisation de la membrane), Ces giycoprotéﬁnes "peu intégries
sont relativement pauvres en acides sialiques mais sont antigéniques. Elles réagissex

en effet avec un immunsérum dirigé contre la membrzne totale (figure 58 (p.154) : L)

Les glycoprotéines pyridines-solubles sont, elles, beaucoup plus
intégrées & la membrane, c'est-d~dire en relation plus étroite avec les phospholipice
(figure 58 (p.154) : B)) lors de leur solubilisation. Elles entrafnent 40 p. 100 de
phospholipides, elles sont riches en acides sialiques et de masse moléculaire plus

élevée que les précédentes,

i

Les glycoprotéines pyridines—insolubles de tréshaute masse mol
culaire (figure 58 (pe154) : C) font partie de la matrice lipoprotéique du plasmoler
-me, elles sont riches en oses neutres et en osamines mais relativement pauvres en

acides sialiques, elles sont associées & 50 p. 100 des phospholipides membranaires.
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Ces résultats sont en bon accord avec céux de GURD et al., 1972 (550). Ces auteurs
n'avaient d'ailleurs pss étudié en détail toutes les fractions. Nos expériences de
marquage & }a glucosamine 140 et au phosphate 32P ainsi que la chromatographie éur
Sépharose 6 B des trois fractions indiquées nous ont permis d'étudier la répartition

des glycoprctéines et des phospholipides dans ces fractions.

22 - Cette différence de taille déja signalée a été mise
en évidence par électrophor@se en gel de polyacrylamide-SDS et dix glyccprotéines
dont la masse moléculaire varie entre 500 000 daltons et 38 000 daltons ont été

caractérisdes,

La méthode employée est celle de GLOSSMANN et NEVILLE, 1971
(551). Ces auteurs ne mettent en évidence que six glycoprotéines, 1'augmentation
de sensibilité semble &tre due & la méthode de révélation. En effet, la méthode'que
nous avons enployée consistant en une oxydation courte des acides sialiques par
ltacide périodique suivie d'une réduction au borohydrure de sodium tritié n'avait

jamais été utilisée pour ce type de membrane,

39 - Ltaction de la trypsine sur les membranes totales a permis
d'isoler deux types de sialoglycopertides qui tous deux sont marqués avec des agent
non perméants comme le sel de diazonium de l'acide sulfanilique (figure 58 (p.154)
ils sont donc dirigésjdu moins en partig)vers le cbté extra-cellulaire de la membra-
ne, Ce marqueur a été utilisé par de nombreux auteurs sur des cellules libres ou des
organites (CthT0P1aSte§, mais jamais sur des cellules intégrées dans un tissu. Ce
marquage des glycopeptides membranaires par un agent non perméant & donc été appliqu

pour la premiere fois a ce matériel biologique,

4% ~ Le premier glycopeptide passant & l'exclusion gsur G75
semble &tre de type "mucine", Clestune molécule riche en acides sialiques, fortement
électro~négative, d'indice de polarité proche de celui de la membrane. La liaison
glycanne-protéine alcali;sensible semble &tre du type O—glycosidique(éntre la sérine
ou la thréonine et la N-acétyl-galactosaminek Le faible poids moléculaire apparént
des glycannes 650 serait en faveur d'un chainon : Nacgal = ose neutre~—acide siali-

que °




156

La présence de glycopeptides de type mucine a été démontrée
uniquemenﬁ)é ltheure actuellg,sur des cellules libres : CODINGTON et al., 1972 (552)
sur des cellules TA3 et par YAMASHINA et al., 1973 (553) sur les cellules de 1'hépe-
tome ascitique AH66 bien qu'aucun de ces deux auteurs n'ait mis en évidence 1la
N-acétyl galactosamine lide & la sérine ou & la thréonine,

5¢ ~ Le deuxieéme glycopeptide retenu sur G__ a une composition

en . mono-saccharides tres différente caractérisée par 1'absence ZZ N-acétyl galacto-
samine et la présence de fucése° Ltindice de polariﬁé plus bas que celui des protéi-
nes membranaires totales et le plus faible marquage par le sel de diazonium de llacid
de sulfanilique semblent indiquer que ce type de glycopeptide est plus proche de la

matrice phospholipidique, clest-ad-dire du plasmolemme.

Les deux types de liaison glycanne-protéine : N et O glycosidi—‘
ques semblent donc exister dans les glycoprotéines membranaires. Notre étude ne per—‘
met pas de savoir si elles sont ou non portéespar la méme chaine peptidique. Il sem~
ble que ceci soit le cas pour la glycophorine ou la méme protéine porte des glycannes

liés O-glycosidiquement et des glycannes 1liés N-glycosidiquement.

9 ~ La présence constante dtacides uroniques dans toutes les
fractions peptidiques semble indiquer que des mucopolysaccharides acides se trouvert

au niveau du glycolemme,

Bien que ces mucopolysaccharidesn'aientpas été mis en évidence
directement, leur présence est confirmée par de nombreux auteurs en particulier par

KRAEMER, 1971 (554) et YAMASHINA et al., 1973 (555)

72 - Cefte étude tendrait & prouver que les conceptions actuel-
les sur la structure de la membrane plésmique appuyées en général par des travaux
sur les cellules libres (érythrocytes, cellules en culture) sont également valables
pour des cellules intégrées dans un tissu, du moins pour les portions membranaires

non impliquées dans les jonctions interwcellulaires.
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82~ Toute llexpérimentation a été effectuée sur des membranes
isolées, sur lesquelles ont été appliqués les critéres de pureté classiques, Tl est
en effet nécessaire pour ce genre d'études d'avoir un :matériel de départ non conta-
miné per des cyto-membranes. La microscopie électronique, les études en gradient de
densité et 1'étude des "marqueurs" enzymatiques systématiquement employées sur nos

. préparations nous ont permis de réaliser ce travail,

0=0

0=0=0=0=0=0=0=0=0 =0

s
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[APPENDICE TECHNIQUE |

I - METHODE DE DOSAGE DES ENZYMES MARQUEURS

Comme la plupart des enzymes marqueurs sont des phosphatases,
nous décrirons d'abord le procédé utilisé pour le dosage du phosphate 1ibéré apres

action engzymatique,

A — DOSAGE DU PHOSPHATE LIBRE (Pi)

1 - Principe
Le procédé est dérivé de celui de BONTINGet al., 1961 (556) en re-

placant le sulfate ferreux par l'amidol de manitre & augmenter la sensibilité.

2 —Réactifs

La solution est faite extemporanément et filtrée sur du papier

Whatman n? 3

Amidol 1 p. 100 )
Sulfite de sodium 20 p. 100 g dans SO4H2 1,15 N
Molybdate A'ammonium 1 po 100 )

% —~ Mode opératoire

A 1 nl de la solution & doser, on ajoute 2 ml de réactif (quantités
pouvant &tre divisdes par deux), la coloration est développée & l'obscurité pendent
1 heure et la densité optique est lue & 700 nm. La lecture est réalisée contre un
témoin blasnc dans lequel la solution & doser est remplacée par le milieu d'incubatio

(ne jamais effectuer les étudesenzymatiques des phosphatases dans un tampon phosphat
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Tous les dosages sont effectuds en triple exemplaire. On emploie comme solutions
témoins du Po HK dissous dans de l'eau distillée,

4

4 - Résultats

La figure 59 (p.160) montre lalindaritéde la courbe entre 7‘pg
et BO‘pg de phosphate libre par ml. Cette méthode a été employée pour le dosage
du phosphate 1ibéré par les enzymes suivants : 5' nucléotidase, nucléotide pyrophos-

phatase, ATPases, .glucose 6 phosphatase, phosphafase acide,

B - 5INUCELOTIDASE (EC 3. 1o 3e 5o)

1 - Principe

La réaction catalysée par l'enzyme est la suivante ¢
Adénosine 5'P «e—————> Adénosine + Pi

Nous avons employé la méthode de EMMELOT et al., 1964 (557)

2 - Réactifs

Milieu A1 Tris -~ Hel 50 mM pH 7,2
Mg012 50 mM
Kel 100 mM

Milieu A2 Tris - Hel 50‘mM pH 7,2
Mg012 5 mM
Kcl 100 mM

AMP(sel de sodium) 20 mM

3 . Mode opératoire

Les membranes sont mises en suspension dans le milieu A, par

1
5 allers et retours du piston de l'homogénéiseur Potter et Eljehm. La réaction

N

se déroule sous légére agitation, au bain=marie & 372 C dans des tubes & hémolyse eq
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Figure 59

Courbe d'étalonnage du phosphate libre entre 1 et 80 ﬂgr par ml
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pyrex., A 0,5 ml de la suspension membranaire, on ajoute au temps t =0 0,5 ml
du milieu A2 (concentration finale en AMP 10 mM)° Au bout de 10 minutes, on arréte
la réaction par 1 ml 4'ATCA & 20 p. 100, Aprés centrifugation & 5 000 g pendant 10
minutes, le phosphate libéré, est dosé sur 1 ml., Le dosage est fait en triple exez-
plaire par rapprort & un témoin blanc dans lequel d*ATCA est ajouté avant le milieu‘

4., Aprés dosage des protéines par la méthode de LOWRY, l'activité spécifique est

20
ramenée en/p moles de substrat transformé par mg de protéines et par heure.

C - NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE (EC 30 6o 1o 9.)

1 - Principe

L'enzyme catalyse la réaction suivante :

NADHé—————5> AMP + monoriucléotide de la nicotinamide

Les deux produits de lthydrolyse sont & leur tour hydrclysés

par la 5! nucléotidase et 1l'on mesure le phosphate 1ibéré.
2 - Réactifs

Le milieu d'incubation est celui décrit par LAUTER et al.,

1972 (558) 1légérement modifié :

Milieu A1 Tris - Hel 100 wM pH 9
Kel 10 M

Cocl, 0,05 mM

Milieu A2 Tris = Hel 100 mM pH 9
Kel 10 mM
Cocl 0,05 mM

2
NADH2 5 mM
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% - Mode opératoire

Les membranes sont resuspendues dans le milieu A, par une

1
1égére homogénéisation. A 0,3 ml de la suspension on ajoute au temps t = 0 0,2 ml
de la solution A2 (concentration fingle en substrat 2 mM)° La réaction est arrétée
par 0,5 ml d'Hel0, 0,6 N aprés une incubation de 30 minutes & 372 C sous légére

4

agitation. Un témoin blanc est soumis aux mémes conditions d!incubation mais l'HclO4

est ajouté avant le milieu A2°

Apreés centrifugation & 5 000.g 10 minutes on dose le phosphate

hydrolysé par heure

1ibéré sur 0,5 ml, on raméne le résultat anjznmles de NADH2

et par mg de protéines.

D~ P—NITROPHENYLPHOSPHATASE(EC 3s 1o 3. 19

1 - Principe

La réaction catalysée par l'enzyme est la sulvante

2
p-nitrophenylphosphate p-nitrophénol

L'activité est mesurée en dosant au spectrophotom;tre le

s

p—nitrophénoi 1libéré & 420 nm.

e 2 + .

Tl existe une p-nitrophénylphosphatase activée par le K qui
est inhibée par 1'ouabaine 10~ 4M° On effectuera deux incubations en présence ou en
1'absence d'ouabaine, la différence donnera l'activité de la p-nitrophénylphosphete-

se (K+)o
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2 - Réactifs

Nous avons employé la méthode de LAUTER et al., 1972 (559)

modifide :

Milieu A1 Tris - Hel 100 mM pH 9
Kel 55 mM
Mg012 | 11 oM

Milieu A2 Tris — Hel 100 mM pH 9
Kel 55 mM
Mgel, 11 mlt

p—nitrophénylphosphate 2,5 mM

Milieu A'2 (avec ouabaine)

Tris - Hcl 100 mM pH 9

Kel 55 mM

Mg012 11 oM
p—nitrophénylphosphate 2,5 mM
ouabaine 107 M

3 —~ Mode opératoire

Les membranes sont resuspendues dans le milieu A, par unc

1
1égére homogénéisation. La réaction s'effectue en mélangeant 0,5 ml de membranes
resuspendues 0,4 ml du milieu A2 ou A'2° Aprés incubation 10t & 372 C la réaction
est arrétée per 0,1 ml de NaOH 1,8 M puis centrifugation & 5 000 g pendant 10 minu-

tes.

Le p-nitrophénol absorbe en milieu alcalin & 420 nm, la densité
optique du surnageant est déterminde, et la quantité de p-nitrophénol calculée per
rapport & une courbe d'étalonnage tracée grice & une gamme de concentration de
p-nitrophénol de 0,01 & O,l/pM par ml diésoﬁs dans le méme tampon (voir figure 60
(p.164)).
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Figure 60

Courbe d!'étalonnage du p-nitro-phénol entre 0,01 et O,l}ﬂﬂ

dans le milieu d'incubation A1
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La valeur obtenue avec le milieu A2 donne l'activité de la

p-nitrophénylphotase alcaline totale,

La différence entre les deux valeurs A2- A‘2 donne lt'activité

de la p-nitrophénylphostase activée par le K+°

Ces deux valeurs sont ramenées par dosage des protéines avecla
méthode de LOWRY en/p moles de p-nitrophénylphosphate hydrolysé par mg de protéines

et par heure,

E - LEUCYL-B-NAPHTYLAMTDASE (EC 3. 4. 11)

1 - Principe

La réaction enzymatique est la suivante :

iy
NH-C—CH—CHZ—CH\ — ’CH3
l ’ CH, ‘\\‘> COOH - CIF - o, - of
+ NH CHE
@ NHcl N R Nt o1 3
3
Leucyl-B~naphtylamide @ naphtylamine leucine

On dose ensuite la napthtylamine par la méthode de GOLDBARG et RUTENBERG, 1958 (560)

2 - Réactifs

Le milieu d'incubation est celui employé par LAUTER et al.,
1972 (561) :
Milieu'A1 Tampon phosphate 0,1 M ©pH 7,4
Milieu A2 Tampon phosphate 0,1 M ©pH 7,4
L-leucyl-B-naphtylamide 0,2 mlM

Les réactifs nécessaires au dosage sont les suivants :

ATCA : 40 p. 100
nitrite de sodium : 0,1 p. 100

sulfanate d'ammonium : 0,5 P. 100

N{1 naphtyl-éthylénediamine di chlorhydrate) 0,5 mg par ml (dans 1'éthanol & 95 p.10(
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3 - Mode opératoire

A 0,5 ml de membranes resuspendues dans le milieu A1 on ajoute au
temps t =0 0,5 ml de milieu A2. La réaction est arrétée apreés une incubation de

10! 3 372 C sous agitation par 1 ml 4'ATCA 40 p. 100.

Le dosage de la naphtylamine s'effectue aprés centrifugation &
5 000 g pendant 10 minutes sur 1 ml du surnageant auquel on ajoute successivement
1 ml de la solution de nitrite de sodium (temps de contact 3 minutes), 1 nl de
sulfamate pour éliminer 1texcés de nitrite (temps de contact 2 minutes), 2 ml de la
solution de N (1 naphtyl éthyléne diamine dichlorhydrate, temps de contact 10 minu-
tes), la figure 61 (p.l67) montre le mécanisme de la réaction. La lecture se fait
4 560 nm par rapport & un témoin blanc dans lequel 1'ATCA a été ajouté avant le

A A
milieu >

La quantité de naphtylamine est déterminée gréce & une courbe
d'étalonnage réalisée en effectuant le dosage sur des concentrations allant de 0,05

a O,5)u moles par ml par naphtylamine dissoute dans le méme tampon (voir figure

61 (p.167)).

L'activité est exprimée en p moles de leucyl-B-naphtylamide hydroly-
N

sée par mg de protéines et par heure,

F - ATPases (EC 3., 6. 1. 3.)

i,

1 - Principe

La réaction enzymatique est la suivante :

ATP ~————3 ADP + Pi

On dose llactivité de l'enzyme en dosant le phosphate 1libéré,

On distingue une activité ATPasique totale activée per le Mg++
le Nat et 16 K¥* (ATPase (Mg™, Na', K'), et une activité ATPasique activée par la
Na+ et le K+ (ATPase, Na+, K+) qui est inhibée par l'ouabaine. Deux essais seront
effectuds en présence et en 1l'absence d'ouasbaine, la différence donnera 1lactivité

de 1'ATPase (Na', XK' ).
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Figure 61
Dosage de l'activité leucyl-B-naphtylamidasique.
A : principe du dosage
B : courbe d'étalonnage de la B naphtylamide de 0,05 & 0,4 )@I par ml.
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2 - Réactifs

Nous avons utilisé la méthode décrite par EMMELOT et al., 1964
(562). Le tris employé est le sel de Tris, celui-ci est produit & partir de 1!'ATP
sous sa forme sodique, on échange les ions sodium sur une colonne de Dowex 50 x 4

+
(H )e Lteffluent acide est neutralisé avec une solution de Tris,

Milieu A Tris = Hel 40 mM pH 7,4 Milieu A, Tris - Hel 40 mM pH 7,4

! Mgcl2 2 oM : Mgcl2 2 oM

Kol 5 uM Kl 5 mM

Nacl 100 mM Nacl 100 md

Pour 1'ATPase (Mg'', Na®, k7) AP (iris) 4 mM

Milieu B1 Tris - Hel 40 mM opH 7,4 Milieu B2 Tris -~ Hel 40 mM H 7,4

‘Mgclz 2 mM Mg012 2 oM

Pour 1'ATPase (Mg++) . ouabaTne 210 M

% — Mode opératoire

Les membranes sont resuspendues dans le milieu A1 ou B1.

A 0,5 ml de chacune de ces suspensions, on ajoute au temps t =0
0,5 ml de milieu A2 (avec A1)'et B2(avec B1). ILes deux réactions sont arrétées apré,
10 minutes d'incubation & 372 C sous agitation par 1 ml d'ATCA & 20 p. 100, apres
centrifugation & 5 000 g pendant 10 minutes, le phosphate est dosé sur 0,5 ml de

surnageant,

Les résultats obtenus avec les milieux A donnent'llactivité de
1'ATPase (Mg'T, Na', K').

Les résultats obtenus avec les milieux B donnent l'activité de
1t ATPase (Mg++)o

. La différence des activités A - B donne 1l'activité de 1'ATPase

(Na+, K+)o

Tous ces résultats sont exprimés en/u moles d'ATP hydolysées par
mg de protéines et par heure aprés dosage des protéines membranaires par la méthode

de LOWRY,
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@ - GLUCOSE 6 PHOSPHATASE(EC 3. 1. 3. 9,)

1 - Principe
La réaction catalysée par l'enzyme est la suivante :

Glucose 6 phosphate =~ glucose + Pi

On dos¢ apres incubation de l'enzyme et du substrat le phos-

phate libéré.

2 -~ Réactifs
Nous avons employé la méthode de SWANSON, 1955 (563).

Milieu A1 Acide maléique 100 mM ajusté & pH 6,5 avec de la soude

Milieu A2 Glucose 6 phosphate 100 mM pH 6,5

3 - Mode opératoire

A 0,3 ml de tampon A, on ajoute 0,1 ml de la suspension de

1
membrane dans l'eau, puis au temps t = 0 0,1 ml du milieu A2, aprés une incubation

de 30 minutes & 372 C sous agitation, on arréte la rdaction par 1 ml d'ATCA & 10 p,

100. Apres centrifugation & 5 000 g 10' on effectue le dosage du phosphate sur 1 ml
du surnageant per rapport & un témoin blanc dans lequel 1'ATCA a été ajouté avant '
le miliew A.

L'activité est ramenéde en}uxnoles de glucose 6 phosphate Lydxrc
lysé par mg de protéines et par heure.

H - NADP H CYTOCHROME-C—REDUCTASECEC 1s 60 26 2%

2

1 - Principe
La réaction est la suivante :
NADP réduit + cytochrome-C oxydé ——> cytochrome-C réduit + NADP oxydé
Le cytochrome C oxydé et réduit a une différence de coefficient d'extinction

molaire & 510nn, ce qui permet de calculer aprés lecture au spectrophotométre la

quantité de substrat utilisé,




‘heure et par mg de protéines.
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2 - Réactifs

Nous avons employé la méthode de MAHLER, 1955 (564).
Les milieux sont les suivants : tampon phosphate de sodium

0,1 M pH 7, 5, KCN 0,003 M ; cytochrome C : 1 p. 100 ;3 NADPH

o ¢ 10 mg pour 2 ml,

% —~ Mode opératoire

3\,

La réaction s'effectue & la température du laboratoire en cuve dg
’ \ -
spectrophotometre. On ajoute successivement dans la cuve de verre : 0,2 ml de tam-

pon phosphate, 0,1 ml de cytochrome C, 0,1 ml de NADPH_, 2,5 ml d'eau puis au

2,
temps t = O on ajoute 0,1 ml de la suspension membranaire dans l'eau. La lecture se
fait & 510 nm toutes les 15 secondes contre un milieu identique ol lton a remplacé

les 0,1 ml de la suspension membranaire par 0,1 ml d'eau.

Une cinétique est effectuée de O & 5 minutes et 1'on prend la
pente initiale de la courbe. La différence de coefficient d'extinction molaire entrg

le cytochrome C réduit et oxydé & 510 nm est de 18 500.

Le résultat est exprimé en p moles de cytochrome C réduit par

I - PHOSPHATASE ACIDE(EC 30 10 30 23

1 = Principe

Ltactivité phosphatasique acide peut &tre mesurée grice & deux
substrats :

12) ILe B—glycérophosphate

i :
?Hzo CE OH

H -0-PO;——3 H ?—OH + Pi
CH,OH  CHOE

On dose alors le phosphate 1libéré
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22) Le p-nitrophénylphosphate

On dose alors le p-nitrophénol.

2 -Réactifs
Nous avons utilisé le milieu de EMMELOT et al., 1964 (565)

Milieu A1 Tampon acétate de sodium C,1 M pH 5

Milieu A2 B—glydérophosphate de 'sodium 25 mM

pour llactivité B-glycerophosphatasique acide

Milieu A3 p-nitrophénylphosphate 25 mlf

pour l'activité p-nitrophénylphosphatasique acide

3 - Mode opératoire

Les membranes sont resuspendues par homogénéisation dans le milieu
A1. A 0,9 ml de la suspension membranaire on ajoute au temps t = 0 soit 0,1 ml

du milieu A2 soit 0,1 ml du milieu A

3
L'incubation se déroule & 372 C sous agitation, ltactivité P-glycerc-
phosphatasique est mesurée aprés arrét de la réaction au bout de 20 minutes en & jou
tant 1 ml d'ATCA & 10 p. 100, ltactivité p-nitrophénylphosphatasique est mesurée
aprés arrét de la réaction au bout de 10 minutes en ajoutant 1 ml de NaOH 1,8 H.
Aprds centrifugation & 5 000 g pendant 10 minutes, on mesure dans le surnageant

soit la quantité de phosphate libéré sur 1 ml, ou & 400 nm la quantité de p-nitro-

phénol par rapport & une courbe d'étalonnage réalisée dans le méme temps,

Les deux activités sont ramenédes e?/p moles de subsirat consommies

par mg de protéines et par heure,
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J - MONO'AMINE-OXYDASE(EC 1o 4o 3o 4.)

1 - Principe

L'enzyme catalyse la réaction suivante :

.
"Hz - N, == C\H +

benzyllamine benzaldéhyde
On détermine & 250 nm la quantité de benzaldéhyde formée.
2 - Réactifs
Nous avons utilisé la méthode de TABOR et al., 1955 (566)
Milieu A1 phosphate de potassium 0,2 m pH 7,5
Milieu A benzylamige sulfate 0,1 M

2

3 —~ Mode opératoire

A 1 ml de tampon A, on ajoute 0,1 ml de milieu A, puis au

temps t=0 0,9 ml de la suspension m;mbranaire dans de lteau, Apréi 30 minutes

d'incubation & %72 C sous agitation, ls réaction est arr8tée dans un bain de glace
et le milieu centrifugé & 5 000 g pendant 10 minutes. La densité optique est lue &
250 nm sur le surnageant et la quantité de benzaldéhyde formée et calculée d'apres
une courbe témoin déterminée en mesurant & la méme longueur dtonde la densité opti-

gue de solutions de benzaldéhyde de concentration allant de 0,02 a O,%/p.moles pour
2 ml dans le méme temps (voir figure 62 (p.173).

Le résultat est ramené en p moles de beznylamine hydrolysées pai
mg de protéines et par heure par rapport & un témoin blanc dans lequel la suspension

membranaire a été remplacée par de l'eau.
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Figure 62

Courbe d'étalonnage de la benzaldéhyde de 0,02 a O,2)ﬂ% pour 2 ml

dans les conditions du dosage de la mono amine oxydase.
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K - SUCCINO DESHYDROGENASE(EC 1o 3. 99, 1‘5 ’

1 ~ Principe
Succinate + ferricyanure de potassium-——>fumarate + ferrocyanure de po-

tassium

Ceci en bloquant la chaine des oxydations cellulaires au niveau des cytochromes-a

par le cyanure de potassium,’

On mesure par méthode spectrophotométrique la quantité de ferrocyanure formé,

2 - Réactifs

Nous avons employé la méthode de BONNER, 1955 (567).
Les réactifs sont les suivants : Tampon phosphate de sodium
0,1 M pH 7,2 ; KCN 0,1 M K3 Fe (CN)6 0,01 M : succinate de sodium 0,2 M,

% - Mode opératoire

La réaction est effectude & la température de la pidce dans ung
cuve en verre de spectrophotométre. On ajoute successivement 0,3 ml de la solution
KCN, 0,3ml de la solution de ferricyanure, 0,2 ml de la solution de succinate, 2 ml
de tampon et au temps t = 0 0,2 ml d'une suspension membranaire. La lecture est
faite & 400 nm, toutes les minutes pendant 30 minutes contre un milieu identique
ou l'on a remplacé le ferricyanure par l'eau. On prend pour la détermination de la
quantité de ferricyanure réduit la pente initiale de la courbe. Cette détermination
se fait par rapport & une courbe d!étalonnage donnant la quantité de ferricyanure er

fonction de la densité optique (voir figure 63 (polfﬂﬂ réalisé dans le méme tampon,

On raméne ls valeur en}mw de succinate oxydé par mg de protéi-

nes et par heure,
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Figure 63
Courbe d'étalonnage du ferricyanure de potassium de 0,5 a B‘pM

pour la détermination de 1l'activité de la succino -deshydrogénase.
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IT - METHODE DE "DISC ELECTROPHORESE"
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1 - Principe

Les complexes protéines—SDS ont une mobilité électrophoréti—
que qui ne dépend pas de la charge de la protéine, cette charge est toujours anioni
que est dule aux fonctions sulfates du détergent. Nous avons employé pour séparer
ces complexes la méthode en gel de polyacrylamide de NEVILLE, 1971 (568) qui posse-
de un trés haut pouvoir de résolution dans une gamme étendue de ‘masses moléculaireg

entre 2 300 et 320 000 daltons. Cette méthode est caractérisée par un systeéme de

tampons discontinus(borate et sulfate)o

2 - Réactifs

Nous donnerons la composition du gel standard 11,1 x 0,9

Composition du gel inférieur : Acrylamide

Bisacrylamide

A jouter au dernier D

moment Persulfate d'ammonium

Tampon du gel inférieur pH 9,18 (pH pendant 1'électrophordse 9,5)

Hel 0,0308 N
Tris 0,4244 M

Composition du gel supérieur : Acrylamide

Bisacrylamide
Ajouter au dernier TEMED

moment Persulfate dltammonium

pH 6,1 (pendant

H,80, 0,027 M

Tris 0,0541M

Tampon du gel supérieur :

11 p. 100 )

) .
01 P 100 ) & dissoudre dans le

) e
0,15 p. 100 ) tampon du gel inférieur

0,05 p. 100 g

3 p. 100 )

)
0,2 p. 100 ) & dissoudre dans le
0,15 p. 100 ) tampon du gel supérieur
0,05 p. 100 3

1télectrophorése 8,64)
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Tampon du réservoir supérieur : pH 8,64

Acide borique 0,04 M
Tris 0,041 M
Sbs 0,1 p. 100

Tampon su réservoir inférieur : pH 9,18
Hel 0,0308 N
Tris 0,4244 M

3 - Mode opératoire

I1 est nécessaire d'avoir les ménisques des gels plans,
Ceci est assuré en ajoutant sur le gel avant la polymérisation 30 pl d'alcool
isobutylique, qui est retiré grice & une seringue aprés la polymérisation. Le
dépbt s'effectue toujours avec un marqueur de front : le bleu de bromo-phénol
(BBP). Les gels de 5 mm de diam®tre sont soumis & 1'é1ectrophorése a 1,5 mA
par tube & 252 C. Avec de grands échantillons (IOO/pl) le courant est réduit
4 0,1 mA par tube jusqu'id ce que tout le marqueur soit entré dans le gel supé-
rieur,

Le démoulage du gel s'opére en injectant de l'eau entre le
verre et le gel,

La coloration s'effectue par la méthode de WEBER et OSBORN
1969 (569) au bleu de coomassie brillant.

Composition du milieu de coloration :
- bleu de coomassie brillant : 1,25 gr
- méthanol & 50 p. 100 : 454 ml

- ©. acide acétique : 46 ml
Filtration sur papier Whatman n? 1
Le temps de coloration est de 2 heures.

Ia décoloration des gels s'effectue pendant 15 heures

sous agitation magnétique dans le mélange suivent :

- acide acétique : 75 ml
- méthanol : 50 ml
- eau :875 ml
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4 ~ Btalonnage du gel

Dans le but de calculer les masses moléculaires apparentes
des protéines membranaires, nous avons étalonné le gel avec des protéines et des

glycoprotéines de masses moléculaires connues,

Les protéines sont solubilisées dans le mélange suivant :

Na, Cos 0,05 I

SDS 5 p. 100
B-mercapto~éthanol 10 p. 100 (v : v)

ce qui donne des soug-unités,

Pour obtenir des diméres deb/globulines, ou les G’M, la solu-
tion de dissolution est du SDS & 0,1 p. 100. On dépose lO/pg de protéines dans
10/pl de milieu,

Aprés électrophordse, le gel est coupé au niveau du front de
bleu de bromo phénol apres la coloration et la décoloration qui s'opérent

de facon classique, on calcule la migration relative ou RF,

RF = Migration du bleu de bromo phénol (nmﬂ

Migration de la protéine (mm)

Le tableau XVIII (p°179) donne la liste des protéines utilisés
et le RF obtenu.

La courbe d'étalonnage est obtenue en reportant chaque valeur
du RF le lcgarithme du poids moléculaire. Cette relation introduite par

SHAPIRO et al., 1967 (571) est valable pour un grand nombre de complexes protéi-

La figure 64 (p.180) montre la relation existant entre ces
deux valeurs : la partie supérieure de la courbe est hyperbolique, la partie
inférieure présente une dispersion maximale des points (20 p. 100). La détermina-
tion des masses moléculaires se fera donc avec le minimum d'erreurs dans la

partie centrale de la courbe entre RF 0,3 et 0,75,
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PROTEINES UTILISEES POUR L'ETALONNAGE DES GELS DE POLYACRYLAMIDE

(%)VALEURS OBTENUES D'APRES WEBER et OSBORN, 1969 (570)

Nom Origine Masses Moléculaires@*a RF
_ - |Résultats personnels
XM numaine 1 000 000 0,075

J,G < dﬁm‘ere I .320.00'0' 0,120

’ monomere ' 160 000 0,210
Transferrine humaine 78 000 0,324
Serum Albumine bovine 68 000 0,353
Catalase foie de Boeuf 60 000 0,370
Pyruvate Kinase muscle de Lapin 57 000 0,4
X'G (chatne H) humaine 50 000 0,468
Drosomucoide humainé 44 100 0,521
Ovalbumine Poule 4% 000 0,55
Carboxypeptidase A pancréas de Boeuf 34 600 0,61
OvomucoIde (variant 1 b) Poule 27 000 0,72
XG (chaine L) humaine 23 500 0,75
Inhibiteur trypsique Soja 21 600 0,795
B-Lactoglobuline muscle de Lapin 18 400 0,840
Lactalbumine Vache 15 000 0,830
a~chymotrypsique (chal- pancréas de Boeuf 13 000 0,865

ne C
RNase pancféas de Boeuf 12 640 0,850
Cytoéhrome-C coeur de Cheval 11 700
a-chymotrypsine (chai- pancréas de Boeuf 11 000
ne B

Glucagon pancréas de Boeuf et de 3 500 0,9

Pore
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Figure 64
Courpe d'étalonnage des poids moléculaires en fonction de 1a migration

relative (RF) des complexes protéines-SDS dans le gel de polyacrylamide .

: 3’ M (pentamére), 2 : XG (dimére), 3 : XG, 4 : Transferrine humainé,
: Sérum albumine bovine, 6 : catalase, 7 : Pyruvate kinase, 8 : XG
(chaine H), 9 : Orosomucoide, 10 : Ovalbumine, 11 : Carboxypeptidase A,
12 : Ovomucoide (variant 1 b), 13 :Xg (chaine L), 14 : Inhibiteur
trypsique, 15 : 1lactoglobuline, 16 : Lactalbumine, 17 : A chymotrypsine
(chaine C), 18 : RNase, 19 : cytochrome C, 20 : o chymotrypsine (chaine B),

[Ur

21 : glucagon.
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