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R E S U M E  1 

Cette étude sur les glycoprotéines de la membrane plasmique d1hépato- 

cyte de Rat comprend deux parties qui se distinguent par la méthodologie employee. 

Dans la première partie, ce sont les glycoprotéines entières qui sont caractérisées 

après une solubilisation grâce à des solvants aqueux ou organiques. Cette technique 

permet de mettre en évidence trois types de glycoprotéines caractérisés par une âss 

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 mrqc 

ge des acides sialiques "in vitro1' a permis de repérer ces sialoglycoprotéines aprè 

électrophorSse en gel de polyacrylamide-SDS, dix de ces composés ont été ainsi car2 

térisés et leur masse moléculaire apparente a été mesurée. 

Dans la deuxième partie de ce travail, ce sont les glycopeptides 

obtenus après hydrolyse de la membrane qui sont étudiés. La séparation de ces pepti 

des par .tamisage moléculaire nous a permis d8i301er une première famille de sialo- 

glycopeptides dont la liaison entre le glycanne et la protéine est de type O-glycos 

dique, Les caractéristiques physicochimiqvles de ces molécules semblent montrer 

qu'elles sont de type "mucineW. Un deuxième groupe de sialoglycopeptides dont le 

point d'attache entre le glycanne et la protéine semble être de type N-glycosidique 

a été caractérisé. 

Des expériences de marquage par des molécules non perméctntes semble~t 

montrer qu'au moins une prtie de ces peptides est dirigé vers le côté extracelli* 

laire de la membrane. 

Ces différents types de travaux nous permettent de donner un schéw 

de l'intégration des glycoprotéines dans la membrane plasmique qui cadre bien avec 

les conceptions les plus modernes de la structure moléculaire de ces membranes, 
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I N T R O D U C T I O N  

h la notion 

4lectronique permirent de prouver la réalité matérielle de telles structures, non f 

seulement autour de la cellule elle-meme, mais aussi autour de ses organites 5%. , 
" s, 

(enveloppes nucléaires, cr&tes et membranes mi tochondriales) et à 1' intérieur de s d  

cytoplasme (réticulum endoplasmique et ergastoplasme), les physiologistes avaient : 1 
d4jà attribué aux membranes un &le biologique fondamental. .,;%'Y 

% .>n *;-*fi,;* 
. . .> X "  - -  

t.- ?.& - 1 

Longtemps, la chimie physique s'est bornée à étudier lfaspect 

statique des stmctures membranaires. Il apparat* aujourdlhui que leur r8le physio- 1 
logique tient davantage aux processus dynamiques de leurs constituants qu'à leur I 
seule architecture. Les travaux sur les membranes ont. depuis une dizaine dlannées 1 
éclaté dans toutes les directions. En effet, les biologistes, les p~siologistes, 

les biochimistes, les biophysiciens, les pathologistes poursuivent des recherches 

appmfondies ayant pour but la connaissance de ces structures qui interviennent dan 

un grand nombre de processua vitaux. 



C1esr; aans cette "mosaique Iluiaew de nature hydrophile que viennent 

sr intégrer  des composés hydrophiles longtemps considérés comme mineurs dans les  

membranes : l e s  glucides. Qu1 ils soient sous forme de glycolipides ou de ~lycoproti  

nes, l e s  glucides jouent en effet  un r81e capital  à l a  surface des cellules. Très 

t 8 t  on découvre leur r81e antigénique (antigbnes de groupes sanguins e t  de t ranspl~  

tation) ainsi que leurs rôles de récepteurs des virus e t  des phytoagglutinines , or 

rend responsable l 'acide sialique de la  charge négative de l a  surface cellulaire,  er 

f& un rôle capital leur e s t  .attribué dans l e  mécanisme de l a  cancérisation cellulai 

re. $?:>L4 -., W~ .' 
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Nos travaux sont une contribution à l 'étude de ces glycoprotéines-:.+,, 

membranaires. Un t e l  problhme ne saurait  s e  résoudre sans une mise au j o i n t  techni- - 
que Importante, c 'es t  pourquoi nous ferons pr6c6der nos résultats par l a  descriptim- 

des procédés employés, qui sont en général une miniaturisation de techniques biochi-1 

miques classiques. Lt étude des glycoprotéines de l a  membrane plasmique d 'hépatocyte 

de Rat nous permet de donner un schéma général de l ' intégration de ces glycoconju- 

gué#s dans l e s  membranes qui cadre bien avec l e s  modèles l e s  plus récents. I 
j .  

Nous ferons précéder l'exposé de nos travaux par une courte rem& 

&nérale consacr6e à l a  structure moléculaire des membranes biologiques e t  aux 

glycoprotéines membramlses . 



G E N E R A L I T E S  

b i )  

STRUCTURE MOLECULAIRF: DES MEMBWS BIOLOGIQUES 

I 

1 - NOTION DE MEMBRANE PIASMIQUE 

L'idée d'une frontière matérielle existant à la surface des cellules 

vivantes a été établie B la fin du 19ème siècle et au début du 20ème siècle à la 

suite d'un grand nombre d'expériences sur ies cellules végétales et les micro-orga- 

nismes, Car1 NAGELI, 1855 (1) arrive un des premiers $ cette concluaion aprbs avoir 

étudié la 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 r81e de cette mmbrane plasmique invisible dans les 

osmotiques a été repris par PFEFFER, 1897 (2) puis par OVERTûh:, 1899 (3)qi 

h partir des études de perméabilité a& non-électrolytes ont déduit la nature cbimi- 

que de cette barrière. 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 impliqu4s dam le contr8le de la pén6tration de substances dans le 

protoplasme. 

Le dé.Ve1oppement des techaaques de micro-manipulation permet B 

CHBMBERS, 1924 (4) de retirer le tlprotoplasmic surface film" de 1' oeuf d1 étoile de mea 

ne laissant aucun doute sur sa r6alit8. Janet PLOWE, 1931 (5) se réferant aux mhes 

expériences prouve que la couche de surface des cellules végétales est une structure 

élastique et fluide, 

Ces premikres membranes décrites par les biologistes B U I ~ G  wiquement 
2 des membranes plasmiques, c'est-à-dire les membranes peri~yto~lasmiques . Les 

auteurs distinguaient mal la membrane cellulaire de la paroi, cette dernière est 

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



extérieure que la membrane plasmique est de composition chimique trbs variée 

lipopolysaccharides bactériens, matibres pectocèllulosiques des cellules végétal 

elle est en outre d'épaisseur variée suivant les types cellulaires. Les membran 

plasmiques ont, par contre du moins en première analyse, une composition ohimi 

homogène : 1ipoprotéIique et une épaisseur constante : 90 II. 

.: 
Cette unit6 morphologique se ressent plus encore après le développe- ." 

ment des techniques de microscopie électronique.ROB~TSON, 1950 (6) pose le princi 

de la "unit membraneft clest-à-dire que toutes les membranes cellulaires donnent au 

microscope électronique une seule image en couw transversale : la structure trila- 

minée, deux feuillets sombres entourant un feuillet clair, comme le montre la figur 

1 (P. 1. B 

Le développement des idées sur ltorganisation moléculaire de la 

membrane plasmique commence avec l'idée dtOVERTON sur la participation du cholesté- 

rol et de molécules lipidiques dans la structure membranaire. , 

Lee membranes plasmiques contiennent environ 30 p. 100 d'eau 

(PERBICB et CARBRAI, 1970 (7)). La répartiion de leurs grandes classea de cansti- 

tuants est difficile à préciser, car elle varie avec le procédé dfisolement, l1esp& 

ce et le tissu. En général, elle est comprise dans les limites suivantes (en poids 

sec) : 60 à 80 p. 100 de protéines, 20 B 40 p. 100 de lipides et, 1 8 10 p. 100 de 

glucides (HERTZ~BERG et HEBTZENBERG, 1961 (8) ) ; ii34MEm - , 1964 (9) ; SKIPSKI 

1968 (13) ; BOSFIW et al., 1968 (14) ; CBAND- et 695m NJBAYBN, 1970 (15) ; 

ALhIN ... et C R ~ N ,  1970 (16) ; PERDUE et SNEiûER, 1970 (17) ; BARBER et JBMIESON, 

. C.8) '; mTGF3.F ,etal,, 191 (19) ; PRICE et al., 142 (20) ; FF,RBER . et al 09  

: .-*?@?2 (21 ) ; ALLAI? et CR-M, 1972 (22) ; BLQENÉNDAL et al., 19'72 (23) ; 



La "unit-membrane" 

E : Ergastoplasme, G : Golgi, L : Lysosomes- M 2 Mitochondrie - N t Noyau 

RE : Réticulwi endoplasmique. 



DOUGLAS e t  al., 1972 (24) ; VANBLITTERSWWH e t  al., 1973 (25) ; MdDEIRB e t  ANT 

M E I R A ,  1973 (2611, 

Un certain nombre de cellules semblent posséder également une pet i te  quantité de , 

RNA au niveau de leurs membranes plasmiques, il s'agit de cellules IJ (WEISS, 1969 

(a), des hépatocytes de Rat (EIMPIELOT e t  BENEDETTI, 1967 (28) ; TOUSTER e t  al., 

1970 (29) ; EWMELOT e t  BOS, 1972 (30) ; des cellules du muscle l i s s e  du Rat 

(KIDWAI e t  al., 1971 (31 ), des lymphocytes de Porc (ALLAI? e t  CRUIUiPPON, 1970 (32 

FERBER e t  a l  ' 1972 (33)),des thymocytes humains (ALLAN e t  CRUMPTON, 1972 (34)); 

ou dethymocytes de Veau (VAN. BLITTERSWIJK et al., 1973 (35), de c r i s t a l l i n  de TT 

(BLoE~BNDAL e t  a l , ,  1972 (36)' de muscle de Lapin (MADEIRA e t  ANTUNES-MADEIRA, 197 

(37). Cependant, ces résul ta ts  doivent &tre  considérés avec beaucoup de prudence, 

l e s  valeurs trouvées sont t rès  faibles (e l les  représentent généralement 0,5 B 2 p. 

100 du poids des prot4ines de la membrane). Certains auteurs prt5tendent que la men- 

brane de surface des Bépatocytes de Rat détenait aussi une trbs pet i te  quantite de 

DHA (MUSTER e t  al., 1970 (38), mais récemment EMMELOT e t  BOS, 1972 (39) montrent I 
qu ' i l  s ' ag i t  probablement d'un artefact. Enfin les  membranes contiennent des ions 

minéraux, en particulier du calcium e t  du magnésium (FORS= e t  MANNERY, 1971 (40 

&3XNAN e t  WALL, 1972, (41) ; SHLATZ e t  MARINETTI, 1972 (42). 

B - NBTORE: DES LIPIDES 
---.CI 

&a aeabrane plsm~%qae &a oallttlas aaSaakm contient ptmspkoklpi 

des, des lipi&es neutres e t  des glyeofipibe+ hien que La q W P t 6  relative des 

trois oa+x+gories de compo~és v€i.~&e avec lles&oe e t  l e t  tissu, @&let: rerspcte cm 

pénérql. ltOrdre suivant : phosphol ip ides  1 .  l ipides .-, i neutr* g lyco l ipkd~ .  POUF 

le@ mmb~we8 pladques des hégstoc~tae du Rat. des &throcgtes de diff&tsn*e 

w$ceét @ka-%, Va-, ChS-@a, Ch&-, Cobapc &.@ml, brc ,  LapQ,. &,OU~B~SL, Horn. 

tmuvent ~ e s p e o t i v e a a ~ t  l e s  t ro i s  series de va lms  au5vsntes : 59 p. 100 de phos- 

pholiptdes, 35 p. 100 de lipides neutres, 26 p. 100 de glyco-EZpides ( m m  - e t  

a l  1965 (47) : 50 '4~ 65 p. 100 de phespholipiaes, SI B 23 p. 100 de l ipides neutrc A' 

5 8. 2Stp. 100 de giycolipidss (VU DEXHEN e t  DE GLER, 1964 (44) ;   ROUS^ - e t  al., 



1968 (45) ; 62 p. 100 de phospholipides, 31 p. 100 de lipides neutres, 7 p. 100 de 
glycolipides (RESKOMEN et al., 1972 (46). En outre, le rapport molaire choleeirtérol/ 

phospholipides de cette zone a été détermin6 chez un grand nombre de tissw et de 1 

pes cellulaires, ses valèurs les plus significatives sont les suivantes : érythrocy- 

tes voisin de 1 (VAN DEENEN et DE GIER, 1964 (47) ; ROUZBR et al., 15/68 (48) ; hépatc 

cytes du Rat : 0,4 B 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,S à 1 

(CO- et FINEAN, 1966 (51 ) ; pancréas du Cobaye : 0,51 (MEIBOLESI et al., 1971 

.(52) ; membrane synaptosomale du Rat adulte : 0,436 (BRFICKERIDGE et al., 1972 (53). 

Bien qu'il y ait une grande variabilité dp la composition en lipides 

des membranes plasmiques, quelques lois g6nérales peuvent cependant être formulées : 

- ,les phoapholipidee & choline sont, sana contestation possible, les 

WpaK,lipiW I & E J ~ u T ~ ~  iEe ia aJttq&wt asss m b -  Z#B 0a11u5.88 

animales ou végétales, la. phosphatidyl-choline (FC ) est le constituant lipidique prk 

cipgl de ces membranes, la seule exception d m ~  le règne animal, eont les membranes 

des globules rouges des nunin8nts qui ne renferment que t&s peu de lécithine, elles 1 
possédent an au* composd conmie constituant rmjeur : la sphingornyéline (DAWLJON & 
al 1960 ( ~ 4 ) .  ' 9  I 

- hans la plupart des me~nbranes, la phosphatidyl-éthanolamine est 'un 
deuxième phospholipide trks important, 

- il apparaît ainsi que dans les menioranes en ti;én6sal, l'ensemble 
des phospholipides azot6srepr&santent plus de 70 p. 100 des phosphoff pides 4mh.1~. 

- ' s i  l'on s'attache enfin B la composition en acides gras des lipides 

polaires des membranes, la variabilité devient tds grande d'une esp%ce h l'autre. 

D'une façon @QrÉi.de, on a J~OUVW-t nbf6 que le8 phospholipides mambramires étaient 
I 

riches en acides poly-1218atufés (RWER et al., 1968 (55), SElneSKI et al., 1 
1965 (561, 

1 - PropriétGs générales er; cia~3siîication 
L ' étude des pro téines membranaires se heurte B une axr rrculté. maJeu- 

re : l'insolubilité dans les solvants aqueux classiques. Les poids moléculaires 



trouvés par des différents auteurs diffèrent selon l a  technique d'extraction e t  '. 

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

humain ont des poids moléculaires variant des auteurs entre : 100 000 e t  200 O 

(BERG, 1969 (57) ; 150 000 e t  200 000 ( G W Y N N E  e t  TAWFORD, 1970 (58) ; 26 000- 6 

(DEMUS e t  MEHL, 1970 (59) ; 6 000 (LAICO e t  al., 1970 (60) ; 27 000 e t  220 000 

(TRAYER e t  al., 1971 (6t ), ceux de 1' hépatocyte, de l a  bordure en brosse rénale e t  

1' érythrocyte du Rat sont compris entre 310 000 e t  10 000 (NEVILLE e t  GLûSSPIANN, 197 

(62), ceux de lymphocyte du Porc entre 40 000 e t  100 000 (ALLAN e t  CRUMPPON, 1971 

(63), ceux des membranes des cellules neuronales e t  gliales entre 44 000 e t  95 OCC 

(KABI$-;SON e t  al., 1973 (64), ceux isolés des membranes de cellules de BHK21 entre 

Que ces protéines soient c o n h é e s  ou non à des glucides, leur comp 

sitfon en acides aminés respecte l e s  tendances suivantes :ellesne renferment pas di 

tryptophane, détiennent une quantité d1 acides aminés soufrés souvent inférieure à 

1 p, 100, e t  contiennent 8 à 15 p, 100 d'acides aminés basiques, 15 à 20 p. 100 

d'acides aminés acides e t  50 à 60 p. 100 de restes hydrophobes (KONO e t  COIX)'6;ICK, 

1961 (66) ; COOK, 1962 (67) ; TAIBUCHI e t  TERAYAl-fA, 1965 (68) ; OHKUMA e t  IKEMOTO, 

1966 (69) ; PASSOW, 1969 (70) ; WEIS e t  MARAFIILRA, 1969 (71) ; WIYAJIMA. e t  al., 

1970 (72) ; WINZLER, 1970 (73) ; GABMBERG, 1971 (74) ; MARCEES1 e t  al., 1972 (75) ; 

TAKNER e t  BOXER, 1972 (76) : 

Deux types de protéines peuvent 8tre distinguéet dans des membranes i 

des protéines qui  entrent en relation avec des l ipides par des liaisons apalaires, 

ce sunt des pxottSines l l intr in&.~u~alr  VANDERKOOI, 1972 - (77) ou Hint&gralesll SD?GER i 

NICOISO1\T, 1972 (TB) ,  e l l e s  possèdent un fo r t  pourcentage dlmino-acides hydrophobe! 

et sont peu polaires3 (CAPALDI e t  VAWDERKOOI, 1972 (79) ; e t  des pot6ines qui nt- 

t rent  ps  en relation avec l e s  l ipides : ce sontlesprotéhes "ex-bues" 

V A N ' D ~ O O I ,  1972, (80) ou "péripli6riquess~~SINGER e t  NICOLSOR, 1972 (81 ). 

Ces dernières sont facilement dissociables des l ipides e t  solubles 

dans une solution physiologique de Nacl 0,15 N. EXNEXQT e t  al., 1964 (82) montrent 

qu'elles représentent 25 p. 100 des protéines de la membrane plasinique des hépatoc: 

t e s  du Rat, ' 



Quand l e s  membranes 6kythrocytaires sonttraitées avec des solutions 

aqueuses de basmforce ionique, une pmportion importante des protéines peut &tre  

solubiiisée MAZU e t  RUBY, 1968 (83) désignent ces protéines salubles par l e  terma 

de "tektines? Une de ces. protéines, la  "Spectrinen a ét& purifiée e t  étudiée par 

HARCHESI e t  al., 1970 (84)) etl CLARKE, 1971 (85) a étudié la Ittektine Af9dont la 

relation avec l a  spectrine n'est  pas encore précisée. On peut distinguer parmi l e s  
u Il 

protéine~uitrinséques : des protéines structurales, l e s  enzymes, les  protéines de 

transport. 

2 - Les pro-cemes structurales 

Le concept de "protéine structurale" dérive des observations de 

GREEN e t  al., 1961 (86) e t  CRIDDLE e t  al., 1962 (€37) qui montrent qu'une protéine ,; 

incolore, enzymatiquement inactive, intimement associée avec l a  chaîne de traaspor- 

tm d1 électrons, e s t  proisente dana l e s  membrane8 mitochondrisles. Ce type de pro- 

téine a é t é  extraite d'un grand nombre de matériels biologiques : mitochondries e t  

microsomes de 'foie de Boeuf, erythrocytes de Boeuf (:RICHARDSON e t  al., 1963 (88), 

chloroplastes de feui l les  dlEpinard ( R m u m 3 0 ~  e t  al., 1963 (89) ; CRTDDLE e t  

1964 (go), e t  mitochondries de Neuroapora (WOODWARD e t  bîüWRES, 1966 (91 ), de icenibra 

.s de globules rouges humains  SCE EN EIDER MAN^^ JUNGA, 1968 (92). ., . 

Ces pro téines structurales possèdent des carac t &ris tiques physiques, 

chimiques biologiques particulières : e l l e s  polp4risent facilement, se  l i e n t  aux 

phospholipides, sont d&pourvuei.s d ac t i v i  t é  en5y~na tique, sont insolublss en milieu - 

aqueux h piI piqwiologique, leur  solubilisation nécessite des pli ext&mes ou des 

dé terents ,  e l les  semblerit avoir La name configuration e t  l e s  mbes caractéristiques 

quelle que goit  lm origine biologique, , 

Une autre proteine structurale e s t  la pmtéine basique Al de la myéli. 

ae hmaine e t  bovine, EYW e t  al., 1969 (93). Lt injmtion produit chez l'animal une 

en&phalornyélite allergique exp4rbntale .  L a  séquence des amino-acides a été établW 

par EYZAR, 19'0 (N), la structure de cette séquence dlamino-acides senible $tre s t ab  

l iade  par l ' interaction avec l e s  lipides.. 



3 - Les e n m s  
, - 

Un grand nombre d'enzymes sont associés aux membranes, Les enzymes 

de la membrane plasmique ont été particulièrement bien étudiés chez lthdy>atocyte 

du Rat et de la Souris ainsi que le montre le tableau 1 p, 11, Pami ceux-ci, seuls 

1 ATPaSe (w? Nat K') 1lATPse (~a+- K') , la (K') pnitmphénylphosphatase alcal 

ne, la (K+) acétyl phosphatase, la 5' nucléotidase, la ~ADd~~ophos~hatase , la gly 
mphosphatase alcaline, la phosphod'ies terasealcaline, 1 IDPase et la leucyl-B-naph 

lamidase sont considérés comme étant caractéristiquesde ce type de membrane. Ces me 

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

insoluble dans la Nacl 0,lS PI et peuvent être ainsi considérés comme des protéines 
sr II 

intrulsficiueq des membranes. Les autres activités enzymatiques sont mises en éviden 
--7 

9 la fois dans les fractions insoluble et soluble, sauf celle de la triose-3-P-de6 

drogémse qui est exclusivement trouvée daas cette derniére. 

Un certain nombre d'autres enzymes de la membrane plasmique ont été 

egalemenr; caractérisés sur d'autres types cellulaires : à la surface du globule m 

ge ltaldolase et la glyceraldehyde-9-phosphate deshydrogénase qui sont fermement 

liées à la membrane ; la 3-phosphoglycerate kinase a une liaison intermédiaire ; la. 

glutathion-pemxydase et reductase, lac tate deshydrogémse, pyruvate kinase, triose 

phosphate isonérase sont faiblement liges à la membrane DUCHON et COLLIER, 1971 

(105) ; la I?-acétyl-D-galac tosamUiyl transf éxase dans les membranes g~~throcytaires 

(KIM et al., 19'71 (1061, ainsi que L*ATP""~ dépendant du GEL*, ROSE- et al,, 

19'70 (107) ; SHATZIUNH et ROSSI, 19'71 (108) ; WOU, 1972 (109)~ ltacéSrlcholinest~ 

rase BELZBORN ' et al,, 1970 (110) et la Z t ,  3' nucléotide-phosphate 3t-phosphohydroIz 

SUW et al,, 1972 (111). 

I*t P e f  rroter qw Ir&Un~mal %&pl! erma WWa 
~ Z B ~ Q W  sslo~ la spec~aliaatim iie c e ~ ~ b c i .  l~oMns  per em@e : ~a , 

phwmd;aae htij&fX5s let# Md-s en bmw tpm ~ ~ X l U l g e s  m%wlerrs (EX= g&,~&*, 

1969 (US) &x La tdklam est 3.a m;rlîaae ( 'et ilbcx TOR, 190 ( ~ 3 ) ~  ~ i s  

qus lae mabrrweo de - la bordum htn brosse des c;allu3,1s cSpitnhQliraba i;rri;etatenal%s da 

Rat poêirsàdent la IfJUq1-glycine hydrola.gie, la ].oaghelhse al&ine et ltinve~be 



ENmPlES DES MENEBDBS PLASMIQUES D'HEPATOCY'PES DE U T  ...................... --- 

Activité donnée enp moles 
Enzymes de substrat modifié par mg de pro- Références 

téines membranaires et par heure 
m 

(Mg++) - ATpase + - 44,2 . - 798 EMMELOT et al 1964 m' ' 
Na+ - K+ - Mgu - *TpaSe + 

1 6  - - 7 

51nucléotidase I 

Glycirophospha tase 

alcaline O 

+ 
acide 0,4 - 
p-nitrophenylphosphatase 

+ 
alcaline 195 - Op5 

+ + 
alcaline ectivée par le K 1,5 0 , s '  

+ 
acide 5,8 - 1 Il 

+ 
Acétglphosphatase 11,4 - 2,2 si 

Acé&lphosphatase activée + 10,8 - 199 n 
par le K+ 

.- , 

Phosphodies térase 
+ 

alcaline 3,6 - 094 ta 

+ 
097 - 091 

W 
acide 

~ibonucliase 
+ 

alcaline 1,l - 0,25 
11 

+ 
0,27 - 0,12 11 acide 

+ 
194 - 092 11 S . . ,  .I 

.Glucose-6-phosphatase ut;? 
, LILLE 

Es terase ' '- 3 
f 

0,75 - 0902 tl a-naphtyl laurate 
+ 

3 4 9 0  - 196 . 11 
a-naphtyl caprylate 

-- -. 



r:ADH -est. C . réductase 
-2 

I hino- pep t idase 

Leucyl-$-naphtylamide 

Le\ac-d9.. - \  

buogrlg1ycUe 

Leucyl-glycyl-glycine 

Triglycine 

Wono-Amine Omdase 

Phosphalipaae 
A, 

$haspho$ipase A 2 

1 Tableau 1 (suite) 1 - 

Activittl donnée e n p  moles 
de substrat modifié par m g  de pro- 
téines membranaires e t  par heure 

3191 

4919 

1,a 
11,4 . 

7,51 
+ 

0966 - O , 1  

0952 
- 

o.: 

EMMELOT e t  a l .  , 1964 (95) 

It 

ENMELOT et  VISSER, 1971 (96 

EMMELOT et  BOS, 1970 (100) 



4 - Les protéines de transport 

Un grand nombre de substances (electrolytes ou non) peuvent 8 t re  

transpor tées au travers des inembranes mhe contre un gradient électrique ou chimique. 

Un grand nombre de mécanismes ont é té  décrits, mais ils nécessitent tous la présefi- 

ce d'une protéine particulière appelée protéine# de transport ; ce sont généralenent' 

de petites protéines (MM ~ 3 . 1  oW4) dont la particularit6 essentielle e s t  de prése=- 

t e r  une haute spécificité pour un substrat:PARDEE, 1968 (115). 

D - LES GLYCOCOKJUGUES --------- 

Les glucides de l a  surface cellulaire représentent seulement une 
ky+ 

fraction mineure - souvent inférieure à 100 - de l a  membrane mais ils jouent I 
un rûle important dans la  croissance cellulsire,  l>anti&nicitk, la reconnaissance 1 
des cellules. 

Tous l e s  glucides sont conjugués s o i t  à des lipides, s o i t  à des 1 
protéines e t  c ' es t  sous l a  forme de glycolipides ou de glycoprotéines qu'i ls  zcquiè- 

rent cet te  importance capitale* 

Les ntemk;tlles plasmiques contiement quatre ~onosaccharides neutres : 

galactose, mannose, Pucose, glucose ; deux osmines N-acbtyléeer : gluoosamine e t  

&%lactomnine, de l'acide s i d i q u e  habituellement de l tacide N-acéStf. e t  M-gbcolyl- 

. new-que, On a parfois trouv4 des oses O-klfuryl~~s - &n&ralement du 1 
gahctose - e t  de l 'acide glucuronique, le tableau II fp, 14) r&s& let compositior 4 
saccharides neutres, en hexosamine, e t  en acide sialique de quelques nembranea iso- 1 

Ces g1ux:id~q s o ~ t  $8 ' Zw %mis oaG63~rge8 b wapoaick 
a * l i e ~ s ~  

1 - Les alycosamino- glycarines 

Leur présence a é té  détectée ay niveau de l a  membrane de quelques ty- 

pes cellulaires SUKURI e t  al., 1970 (128) ; ICRABBR, 19'71 (129) : YAMSHINA e t  aï,, 

' 1973 (1%). Un phosphonoglycanne a é t é  r6cemment isolé  des membranes plasmiques 

d'amibe par KORN e t  al., 1973 (133  Cephosphonoglyc-e forme un t ie rs  du poids de 





i. 

La membrane. 

2 - Les al~colipides 

* .  Tous les glycolipides de la membrane plasmique appartiennent B 1 

classe des sphingosidolipides, aucun ne possède de mannose, et la plupart contien- 
, < .. 

r - 
A ? .:* . 7.' nent du galactose comme composant majeur. Le tableau III p, 16 donne leur identité 

2% .- 
> <O .'i - " 

& . u L .' s-.< 
et leur structure, et indique leur distribution. Eh outre il faut remarquer que 

\f ;;q"$T& 
*; cf+ P@ . :. #+ f,tt%q 

certains fuco-glycolipides détiennent les structures glycanniques des antigènes 

: i %@ :.?, A. Bo H et Lewis de groupes sanguins (wATKINs, 1970 (133) et un tétrahexosyl cer 
. r XU rPra 

, 
f i e  est identifiable B l'antigène de FDRSSMAll (YOSIZAWA et al., 1966 (134). Il est 

iC-. .- 3&&,q,2=,* , 

%"%:@?**$?&% ,--GA + &-,,-,+x+, possible également que certains gangliosides soient responsables de 1' activité 
" t-ït 

antigénique Rh (D) mais ceci nt a m s  encore été  prouvé(^^^^^^, 1970 (135 

3 - Les ~rp:lyw~rotéines 

Les glycoprotéines membranaires contiennent du galaet;ose, du mannose 

,- .<* 
-i 

et du fucom, de la N-acétyl-glucosamine ou de la N-achtyl-galac.ffammine (pzuîois le: 

<-,?: deux), toutes semblent détenir de l'acide N-acétyl-neuraminique lIIYAJIMA et al., 
r, 

1970 (136)0 
, 

, *3gL 

I0.n tmuve &es & p m p m t B b ~  d a m  1 % ~  1wbs&t2es plermipea da tautes 

lee oe3i1ules. La plw wmw est Za glycupmtdine m$~ui-e de l*éry-thrr,cyte humain , 
' 
au glycaphoshe, La glyco~~n~tOjb bol& est solub3.e das l'eau, s m  poiàs rnoZ4cu- 

l&e de 55 Of30 a &té d4tamhB pts Qiec.tra#orZ?sre en gel 4s p3,gr&csryB&de :' 
( ~ W T  et @a., 1971 (i'3~3, elle oontiwf 60 p, L6N asi glucidm : 2% p, 100 d'acide 

~Jhslziqw, U3-12 po gaXae,&~, ta p* 1W bé h - a C t s ~ l ~ l t t o o s h ~ ~  12 p. 190 
. . 

I 

& 1972 ( ~ 1 .  
trie. Cette gly66p~t8ine najeare a été retrouv& dani la mmbme d'érythiocyte 

d'un gram3 nombre dt mpèces -z Veau, O h m a l ,  Porc, Nouton quoique avec des poids 

n01éCULaiLMs différents (I~AM&Gw:HI et CU$VE, 1972 (14.0). 



* Cer = &ramide 



Certerina auteurs ont dgalement mis en évidence des glycopeptides danslesmmbranes . ' 

&ythrocytaires en particulier un décapeptide contenant une triglucosylcys t6ine 

WEISS e t  al,, 1971 (141). Ces glycopeptides h l i d s o n s  S-glycosidiques seraient 

impliqués dans l e  transport de petites molécules - peut e tre  l e  glucose - O  

Des glycoprot6ines ont également étémisesen évidence dans l e s  membranes 

plasmiques du fo ie  de Souris (EVANS, 19"7' (142), du foie de Rat (GURD e t  al., 1972 

(143), dans l a  myéline de cerveau du R a t  ( Q U ~ S  e t  al., 1972 (144), dans l e s  mem- 

branes synaptosomalesWAE~IIDT e t  al., 1971 (145). Six glycoprotéines dont une m a  jeu- 

r e  de poids moléculaire de 66 000 a é té  également mise en évidence dans des membranes 

des globules du lait@o~YLA e t  CARRAWU, 19'72 (146)) qui d4rivent de l a  membrane plas- 

mique des cellules de l a  glande mamaire. 

E - CONCLUSIONS 
_Y__-- 

peut se  rendre compte de la diversitd des constituants ohimiques I 
des membranes plasmiques s en f a i t  la composition varie suivant l e  Qpe- de membrane, I 
le tyye c e l l ~ l a i r e ,  1' espèce. Nais si on no t e  des yariations de ddtaifs, la  composi- 1 
tion globale reste la mbe : la r~~Brnb$x%n@ e s t  un% association entm des l ipides et I 

A - CONCEPI! DE LA DOUBLE COUCBE MOU3CULAIRE 
- - L  -- -- 

La étude de la  structure moléculaire des membranes biologiques commence/ 

en 1925. Après avoir ex t ra i t  l es  l ipides des érythrocytes GORTER e t  GRE,WEL (1471, 1 
les étalent en monocouche sur une surface aqueuse, en comparant l a  surface occupée 

par le s  lipides, par rapport à l a  surface des globules muges ils s'aperçoivent que 

ceux-ci doivent se  disposer en double couche autour de 1a cellule, Bien que l'extrac 



t ion lipidique f u t  incompléte e t  que l e s  mesures de surface soient imprécises, l e s  -1 
rdcentes expériences de BAR e t  al , ,  1966 (148) montrent que l e s  erreurs se campe* 1 
aant, la conclusion B laquelle ils aboutissaient é t a i t  correcte. 

Dans l e  meme temps FRICKE,1925 (149) trouve que l a  capaoitance d'une 1 
membrane i$rythrocytaire e s t  de O,81 cm2, ce qui donne une épaisseur lipidique 

33 2. 
FI 

Les études de HARVEY, 1931 (150) e t  HARVEY e t  DANIELLI, 1938 (151 

su? l a  tension de surface des oeufs dtéchinodemes, indiquent des valeurs plus 

basses que celles d'un film lipidique pur. De pluq des expériences prouvent que de 

protéines solubles peuvent s'associer spontanément avec une monocouche de lipides. 

Ceci conduit DANELLI e t  HARVEY, 1935 (152) à envisager une structure composée de ;i 
protéines globulaires associéespar des forces ioniques aux l ipides de la  membrane ' 

des oeufs dt  échinodermes. DANELLI e t  DAVSON, 1935 (153) généralisent cet te  id6e à ' 1  
toutes l e s  membranes, La figure 2 p,19 représente leur modèle : l e s  chaînes pzraff 

niques des l ipides dirigées vers l ' intérieur,  l e s  protéines globulaires l iées  par 

des forces ioniques aux groupes polaires des l ipides disposés de part e t  d'autre d 

membranes. Bien que l'on essaye de mesurer l'épaisseur de la  membrane par des &th 

des optiques (SCHMITT e t  al., 1936 (154) e t  1938 (155), ~ e l l e - c i  e t  cel le  des diffc - ---- - 
I 

rentes couches restent , incertaines 

pr$c&ent en btroduisant lé1 notion &eapareebordés do? protéines corn l e  niontma 

l& figure 3 & l g  . Ceux-ci fac i l i ten t  le pwsferge de ttalles ,substmctao au travers 

des mmbranea. 

~re î@q~& s k t a n ~ e e n t  avsc la publication ds oa r rt~taes~çs, 

niigdlhique, fond4 rn des étudaa Lwbm pou$* de ltarii;enta4Aon desa p r q t d s  

nes e t  dea lipides. C e  modble f u t  prdaisé par des 6tudea da diffraction dea rayons 

X (EEBfm 1935 (158) e t  194f (159) et plus F m ,  1956 (160). Le 

l i en  entre l e s  6tu6.8~ au microscope 4lectronfque;GERlB, 1954 (161) et 1 'btesprdh 

%ion des profile de densité électronique obtenu par diffraction des r q o m  X: 

PII(EIiW, 1962 (162) ; FINBAYI e t ,  l3ll'%lB 1963 (163) ; W D Y y  1963 (164) r BUUROCK e t  



Structure de la membrane d'après DA,NIELLI et DAVSON (1935) 

Figure 

Prof i I de r y  



a permis de préciser la structure exacte de cet  empêchement rnembranaire (voir 

figure 4 P- 19 1. 

L'empilement des disques des batonnets rétiniens, les  grana des 

chloroplastes ont'pemis, en leur appliquant l e s  techniques de l a  cristallographie, 

de donner des informations complémentaires sur ces sys tèmes lipopro téiques à or- 

tion lamellaire (GRAS e t  WORTHINGTON, 1969 (168) ; BWLUROCK e t  WILICINS, 1969 (169) ; 

KE@FI!Z, 1963 (170)) 

Cette conception de l a  structure bimoléculaire des membranes biologi- 

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

que, En 1959, ROBERTSON (171 ) propose l e  concept de la  "unit membranew c'est-&-dire 

que toute$ l e s  membrane~ d'me cellule, m 6 a b n t  au d c r o s c o p  &Iecfmx3.que un &&6 

aspect ; la structure trilamellaire drune épaisseur de 100 2 (voir figure 5.pe 21 ) 

ROBERTSON, 1964 (172). 

B - CONCEPT DE LA MENBRANE MICELUIRE ------------------ 

Las idées sur la structure moléculaire des membranes évoluèrent p a r ~ l -  

lelement aux techniques de microscopie électronique. L'augmentation du pouvoir sép7 

rateur a p e d s  de déceler des discontinuités dans la "unit membrane* sficietlemen 

dans l e  cas des cyto-meaibranesDg tel lee  observatioy indiquent La prdsence dais ces 

membranes dlunités structurales globulaires S&TRAHD, 1965 (173) e t  1968 (174), 

comme l e  mont& l a  figure 6 (p, 21 ). 
- - . .. A. . 1 .  , . 

& a b  t s m p  1' intsodue tS;on des - * M s " t \ e ~  de w;koratW n6gati,093, sn 

i 
px&faul%er p ~ t r  18Qîmb &ers tgabrme~ niit;o&ondr"fab C 

ture mice lh im des .membmaes biologiques (voir f-s 7 (P* 21 ), 



Structure de la membrane d'après ROBslRTSON (1964) 

' Ffi$lAm'? 

Structure micellaire des membranes biologiques dtapr&s LUCY 



En fait, l'interprétation en termes de structure en sandwich était 

soutenue par des études de diffraction des rayons X sur des structures lamellaires 

(chlor0~1a.s tes, myéline, bâtonnets rétiniens) , t,andis 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 mit 

chondriales par les détergents, les ultrasons qui leur a permis de concevoir le +- ; - 
modele représenté par la figure 8 (p. 23 ). &;< 

i - 4  
';?$ 

* - * , y  

C - LES MODELES MEMBMAIRES MIX'IES ,739.. 
--------------___I 

4 '*. ?: 

:y+$$ 

L'ensemble des travaux conduisent alors à l'idée de transitioil uw 

les structures membranaires. En particulier, LUZZACPI et HIJSS@, 1962 (179) et \ 

LUZZATI, 1968 (180) remarquent qu'il existe un très grand polymorphisme du système 

lipide-eau. Sous l'effet de certains paramètres : concentration en ions, tempéra-hu! 

nature des lipides ; les chafnes hydrocarbonées peuvent passer reversiblement de 

li état cristal-liquide) à 1' état "cristallisét1. KAVANAU en 1963 

(181) propose que les membranes biologiques peuvent passer reversiblement d'une conj 

guration fermée : couche bimoléculaire de lipides de 50 à 60 2 d'épaisseur, à une 

configuration ouverte , arrangement hexagonal de micelles cylindriques de ûû r 180 ! 
entre lesquelles se situent des pores hydrophiles permettant le passage de l'eau et 

des aubs.tances disisoutes (mir figure ?,p. 233, WZZkTI et ses collaborateurs ébn- 

dent actuellement leurs recherches criebllographlques h des dlangenil plus complexe$ 

pro téines-lipides-eau (voir GULIIC-KRZYWICIEI et al., 1969 (182)). 

D - INTERACTIONS PDLAIEZES ET NON FOUIRES -- - 
11 faut m31fsrquer que tow les-sch& pr6c-&in.&G-&e Pont h t e m e d r  

que des liaisons ioniques entre protéines et lipides. L'introduction récen'b de 

méthodes optiques et 'spectr~scopi~ues plus fines, a permis de mettre en dvidence de2 

intdractions non polaires entre protéines et lipides, en particulier par la r6aonan- 

ce magnétique nucléaire (CW et al., 1966 (183) pas la dispersion optique rota- - 
taire et le dichroTsme circulaire (LZNARD et SINGER, 1966 (184) sur la membrane &y- 

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



Figure 8 

Structure de l a  membrane mitochondriale d'après GREEN et PERDUE (1966) 

d'une a-cture mbranabe 



environnement non polaire, c'est-à-dire au contact des lipides. Ceci permit 8. 

BENSON, 1968 (185) e t  B LEBARD e t  SIXGER, 1966 (186) de publier l e s  modèïes 

reprdsentés par les  figures 10 e t  11 (pe 23 ), 

E - LE CONCEPT DE LA DOUBLE COUCHE INTERRONPUE 

* 
Les données de diffraction desmyons X sur un grand nombre de mem- 

branes continuent B montrer un arrangement des l ipides en feu i l le t s  ' bilamellaires , 
d'autre -part, 1' apparition des techniques de cryo-décapage montre après cassure de. 

l a  membrane des molécules globulaires qui semblent ê t re  des protéines: BRANTON, 1969 

(187) * 
I 

LI idée d'une double couche de lipides interrompue par des prgtéines 

globulaires a é t é  également suggérhpar l e s  études de diffraction des rayons X 

(WILKINS e t  al , ,  1W1 (lm) e t  également par 116tude des changementa des paramétres 

membranaires après modifications expérimentales de l a  composition lipidique membra- 

naire (COLEMAN e t  al., 1970 (189) ; FINEAM et al., 1971 (190). De t e l l e s  études 

indiquent que 30 p, 100 de la couche lipidique existant à l a  surface de ltérythmcy- 

tesont  interrompuepar du matériel non lipidique comme l e s  protéines. 1 

Les modéles r&\cents de VAN~ERKOOI e t  GREEN, 1970 (191) e t  de ZAHLER, 

1969 (192) t iement compte de ces observatiow (voir l e s  figures 12 e t  13 (p* 25 )o  

Li impo~tnçlfj s a s  caisse aocrue d ~ r ~  glycoconjugu4s membranaires e t  

l ~ u t f i i s a t i o n  dcssphytoh6maggluthine~ oome l a  concam~iali9eA pmt & NICOLXW e t  

SLNGER, 1971 (193) de localiser l e s  glycoprotéines B l a  surface de 1'8rythracyte 

humain, De - telles données permettent B ces m&ms auteurs d 'é tabl i r  en 1972 h e  

structure de la membrane en "mosaPqwe fluiden SINGER e t  NEOLSOE., 1W2 (194). 

Ces aut8urs a h e t t e n t  ltexistence d'me structure Ufluidel* fond& BRT wrs organisa- 

tion m0~8rique, àans laquelle des mus-unités ou des agrégats de sow-mités prot6ini- 
. - -. . - 

ques globulaires, ccmj@s ou non $ des glyoannes, se répartissent dt  une fapon non 1 
ordonnée dans une couche bimoldcul&ire de lipides B l ' é t a t  de cristal-liquide (é ta t  1 
mésomorphique), e t  sont animés dl un mouvement transla tibnnel dans l e s  deux directiorr, 

du plan de la membrane (f mre 14 p. 25 )* I 



Figure 12 

Structure de la membrane dt  aprés VANDERKOOI e t  G m  (1970) 



Dans ce schéma, l e s  unit6s protéiniques e t  pmt6idiques ont leurs 

groupamentshydro~lesdispo~s selon une symétrie pratiquement aphériqw dans 1 

C a s  des proteines extrinséques, ou quasi symdtrique. par r a p p r t  h un axe 

l e  (css des protéines intrinskques qui traversent la couche lipidique de part  en 

part) ou perpendiculaire Gas des protéines intrinsaques amphipatiques) au plan tan- 

gent B la  surface cellulaire. Elles contractent a ins i  avec l e s  lipides l e  maximum 

de liaisons hydrophobeset hydmphiles,et forment avec eux une organisation dont 

1' énergie l i b re  e s t  minimale. 

Comme l e  montre FïNMM, 1972 (195) l e s  recherches sur la s t m c t u n  

mol6culaire des membranes biologiquessont passeespar un certain nombre dt8tapes ( v q  

figure 15 p. 2'7 ). Ceci ne s ignif ie  pas que l e  dernier aadble en date permet d*srpu 

quer toutes l e s  propri6tés des membranes biologiques. En f a i t  , la éitmcture bimol&* 
3) 

culaire rend compte de l a  structure de l a  myéline, la  stnicture micellaire e s t  plp'$ 
i 3 

che de la structure mitochondriale, la  structure en double couche interrompue e x p l i .  

que parfaitement l'organisation des membranes des bâtonnets de l a  rétine, e t  la ; *. . . 
mosaEque fluide décrit  cel le  de l a  membrane érythrocytaire, Dans l e  chapitre A,-,: . + 

suivant, nous verrons rapidement quelles sont les  conceptions actuelles de la 

structure moléculaire de quelques membranes biologiques. . 

i 

IV - CONCEPTIONS ACTE&JJES DE LA STRUGTmZE EP0L;M:ULBIRE 

Ls royeline elst un enroulerient autour d'un axe (représenté par ltaxorte 

de la membrane plasmique de la cellule de SCHWANI?. Cette struchm "cristall inew pe 

met de l u i  appliquer des techniques de diffraction des rayons Xe hguias 30 ans, 

, structure en feui l le ta  bimolkculahs a ét6 dtabli  avec certitude. 





RQeement, CASPAR e t  KIRSCEWER, 1971 (1%) ont approfondi ce t te  étude avec une 

rQsohitionde 10 8.  sur s a h a  repr6senté par la figure 16(p. 29 ) confirme cette 

structure en feuille% m&s ils y a joutent une asyd t r i e ,  en effet ,  l e  cholestérol 

e s t  concentre uniquement sur l e  c6té externe de la double couche. Cette structure el 

feu i l le t s  e s t  retrouvée par, MATEXJ e t  al., 1973 (197) en mélangant la  protéine basiqi 

(A,) e t  des l ipides ex t ra i t s  de la myeline. Le schéma de DANIELLI e t  DAVSON semble 

toujours valable pour ce type de membrane. Une structure plus f ine sera sans doute 

donnée grbce B 1 f introduction de la diffraction des neutrons (PBRSONS et  A P B ,  196! 

(198) ) 

B - U S  MEDRANES DES CELLULES EN BATONNETS DE LA RETINE 

Le p-nt vfsue1,la rhodopsbe est localise dans des d i q u e s  membxa. 

laires empflés dans l e  bbtonnet rétinien. Cette structure quasi c r i s ta l l ine  a permit 

dtappliquer également des techniques biophysiques, diffraction des rayons X (VAM)IB 

KOOI e t  SüNDARALINGAM, 1970 (199) ; WORTHINGTON, 1971 (200) : BLAUROCK e t  FIILKINS, 

1969 (201 ). Ces expériences de fluorescence avec ltisothiocyanate de fluorssce&e: 

DRA!CZ e t  al., 1972 (202), les  résultats représentés par l a  figure 17 (p. 29 )montrer 

que dans tous les  cas, il s 'agi t  d'une double couche lipidique interrompue pm l e s  

molécules de rhodopsine . Des modèles rhodoposine-lipide-eau 6tudiés en microscopie 

électronique e t  grfice à la diffraction des rayons X CH- e t  al., 1972 (a31  Pmei 

tent  également 1 ' élaboration de t e l s  schémas. 

C - LA DES GWHJLES ROUGE3 -- 

des b % o m i ç i e m ,  Contr"&Amaerzt aux d m  rs de aembmmrr B % u ~ ~ B s s  &&&~mmt, 
. . - - -  

oe sont aurtc&dea &%&mdes bioch~nti~ues qui kt permis df4tudieli &a et&ckire , 



Figure 16 

La membrane myélique d'après CASPAR et 
KIRSCWiER 

La figure supérieure reprgsente les pr 
fils de densité électronique de la 
myéline du nerf optique (pointillé) et 
sciatique (trait plein) de Lapin. Une 
portion de la membrane myélinique est 
schématisée dans 18 figure inférieure. 
La composition (6 cholest6rols, 5 glyc 
rophospholipides, 4 sphingolipides) 
correspond au rapport molaire trouvd 
pour la myéline des nerfs de d f è r e  - - - 

I--.- fmmu pz$?ad.fmaat Un cristal de chlorure de sodium est 
---$- U Y O A ~  C A  RB> w - retpréerentd en bas .à droite à la m&me 

,che~e.  

Les diff &entes gtructure8' possibles des 

membranes des bâtannets rétiniens 

I : lrlodèle de VANDEW[OOI et SüdDARALîNGAM 

(1970) 

LI : Sroahle de W O m G T û N  (1971) 

III' : Modèle de DRATZ, GAW, SCHW- et CHING 

(1972) 

1 Disk 



- 18intraduct& du SE3 comme agent de eolubiliaation. Ce qui permet la 

stSparation des protéines sur des gels  de SDS-polyacsylamide S&APm e t  al*, 1967 

(204) e t  après étalonnage du gel, le calcul des poids mlé&laires WiBBR e t  OSP#>fEU, 

1969 (205). On peut aineJi mettre en évidence entre autre : une protéine : l e  compo- 

sautta de poids moléculaire 100 000, la glycoprotéine majeure de poids moléculaire 

55 000, la "tektine AH autre protéine ayant deux sous-unités a e t  dl  ayant respec- 

tivement 220 000 e t  240 000 de masse molkculaire. 

- lsintroduction de méthodes permettant de savoir s i  ces protéines sont loCq 

l i sées  à l lextérieur ou B l ' in tér ieur  de l a  membrane, Ces méthodes sont de deux type 

@WF=aq=% e t  &Lar % P I  (w) ~k!J,ke381).% h W .pslil B 1"- 
t6rieur de la cellule, FAfRaAWRg e t  al., 1971 (207) ; STECK et al., 19'71 (208) font 

agir la trypsine, l a  chymotsypsine ou la  pronase sur des vésicules membranaires nor- 

males (RO) ou inversées (IO) (STM;?K e t  al., 1970 (209) ; ou chiniques en u t i l i san t  

des molécules non peméantes qui se fixent par liais- covalen-tes awr p r o t é a s ,  il 

8 'Mt d Iun compost$ f luomsCent(s tilb~ne~4-ac~tamid0-4~-thio~é~n.odisulf onate ou SITS 

MADDY, 1964 (21 0) ou de composés radioactifs : l e  diaeobenzène sulfonate marqué au 

355 (BBBO, 1969 (21 1 ) , la fomyl-mdthionine -8ulfone-methyl-phosphate marquée au ''8 

(m) (BRIETSCHER, 1 9 1  (212) e-t pJ.us recemtltent l e  paoa&mte de ~~~aa=l ( P ~ D  

et  al., 1972 (213). 

Ce% techaiques .de protéolyse ou de mxquqp &&nique, couplbs awc le mp6raéya BUE 

gel de polyacrylanilde de SDSontpemis de' localiser b s  lea membrane@ dtaa oom]~os~~:  - > ,II) 

mxqu& par ~eei oomposds radioa~tifhs non p~mdwi;~ m i l ù ~ e  enti4&. s i  a 
pro~he eur mwquge sur h pimbrane,un peptide mpp~hentaire est -qua, =:213~m, 

1971 (214). Ceci permet de penaei que l e  oompo&r.rt-a. e s t  une protéine l~r@imemt 

pliée sur sll&m&mei qui traveme aartiéremmt la couche lip%dique, (voir figure 18 



Aminophospholipides 

. . 

CancepSon ackxelle de la s.t;nze*~ de la ambme: rPu globzzfe muge 

dtep&a les donn&tss de 3-HPJa ( l m )  
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- Za glycoprotAiae majeure ou glyeophopine dont l e  w a e t h r e  amphipathique 

a ét4 mis en chridence par SEGREST e t  al., 1973 (215) contient 80 réeidus d'amino- 

acides e t  100 r8sidw de monosaceharides KATHAH e t  WINZLER, 1963 (216), e t  chaque 

cellule contient 7 x 10 copies de ce t te  molécule BRETSCEER, 1971 (217) 83 P. 100 

des glucides e t  90 p. 100 des acides sialiques de la cellule sorlt détenus par cet te  

glycoprotéine, WINSLER, 1969 (21 8). Les glycannes sont concentrés dans l a  region 

N-terminale riche en'sérine e t  en thréonine. Cette région pouvantl &tre  attaquée 

par l a  trypsine, l a  région C-terminale riche en amino-acides hydrophobes (23 r6siduz 

e s t  touchée par des marqueurs radioactifs seulement s i  on u t i l i s e  des membranes e t  

non des cellules entières BRMILICHER, 1 9 1  (219). Ceci prouve (voir figure 17 p. ) 

que cet te  pmEBfae dgalement traverse la barribre Ifpidique mals que la  partie gly- 

oannique e s t  dd;rig& vera 1' extdrieur de la cellule. Ceci e s t  é@ement ~ontrdu par 

des ébdes de c x y a 4 4 a ~  PlEYER et w, 1972 (220). 

- la Ittektine AM qui se  pr4sente sous l a  fome d'une rnoléoule cylindrique 1 
de %port axial  de 45, ayant une longueur de 2 000 e t  une largeur de 3û 1 I 
CLARKE, 1 4 1  (221 ). C'erzt m e  prot6ine soluble dms 1' alcool à )"1 p, 100 donc de 

.earaet&re hydrophobe. l l l e  e s t  ineemible tswr prot4afses sur La cellule entière, 1 
e l l e  cloit donc se présenter sur le c6té interne de l a  membrane (voir figure 17 p. 

Il y a 2,2 105 molécules de "tektine Atl par cellu3e. Le marquage obtenu a p d s  l'ac- 

t ion du FMHF J5§ sur l e s  membranes érythrocytaires ressemble à celui obtenu avec la 

myosine du musele squelettique de Lapin. Cette prot$i.ne sera i t  une des prottSines 

" ~ o s i n e  likgtf cornnie cel le  i s o l b  de la membrane hépatocytaira du Rat par i@IFB,KH et 

pah% de X t c @ ~ f s a t i o n  lipidique l e  schéma de la double 

ea t  %am3ra W b l e ,  Eais l e  inodèle erg% plus fluide. Les phospholi- 

s de ér d ~ i ~ i o n  laté* ri-* ( X U ~  MX) 

et Hi0 C m t  IR1 (23)) et &a mvemmts  d r b m m i o n  ( f l lp - f l~p)  W a  

et  H C ~  2 9 1  (;2~43. t a  ZlfraspBc,lipides mt dirJpaaB tJ 
de f a ~ o n  trique, BREWHER, l g 2  (225), la ~ ~ W d $ l - c h o l f m r e  fomvmt la moi- 

t i 4  çasrtbrieum, e t  l e s  mino-pho~pholipidea l a  moitih intdrieure de l a  double w u ~ b  





4) Les protéines membranaires sont généraleinent associées avec l a  m i t i 6  

interne ( cy topl&smi que) de la  membrane. 

5) Il faut modifier ce schéma général en fonction de la  membrane à laquel- 

l e  on s ladresse : dans la myéline, l'asymétrie lipidique e s t  due aux mol6cules de 

cholestéroi, dans l e s  membranes rétiniennes, l e s  molécules de rhodopsine semblent 

se  disposer régulièrement sur l a  double couche lipidique. 

--. 
6)Pour compléter cette structure, il faut introduire la notion glycolemme 

*etcomprendre . . ses relations avec les  glycoprotéines membranaires, 

1 - NOTION DU GLYCOLEMME 

La membrane qui délimite la cellule e s t  appelée indiff6mmment par l e s  

aubur~ t membrane de surface, surface eellulafre, eoae &roiph.e!riqox.e ou rnenrb- 
I 

d4limit4eade fapan quelque peu arbi t rai= : mus %aie srteme hydisopkize p*L porte l a s  

n ~ m ~  de glycol-me, glyco@akp, T"ell CU&%*, wsu&aca mtw, Jr$atdm~ 

Isptt*, "f51mentm . .+ . ou fh f fy  ,cogs.t", *S iua~  
J.. 

wscntw ; e t  ~USB mae %nt@= pkw 8 

aanwm mkw afw mars retataiwbld aes amUaam 

(P. 35) d'a~de B W Q ~ ,  1973 (2%). 

La d8couver.t:e des ,ç1;1uoiclas au tdveiau drune wm lWi&& sur La p h +  

m l e a m  se oonfmd-amc calle de e e t b  X&@UP. La pr486nce dtos%&s $ tout d t a b ~ d  I 

n0; l'Amibe 

(~AX&P.~!I e t  LEIWiR, 1953, (231)). Plusieum au lieu^^ rémirent  tS&eazemP; des ~ o Y -  

mâtferns  mr la mtwe de: #la a'~~z?fez.w des mlfuleé3 de ~tssk&~6@,  - et. sir* 196O 

- 



Surface cellulaire 

col 

r 8 m (  

Faae interne 'du plasmalemme 

1 (Milieu intracellulaire) L 
Figure 19 

= 
structure' de l a  membrane de surface I 

a t i o n  ulIrastructurale entre l e  glycolemme et l e  plasmoleme , 

TRYPTlC PEPTIDES 

Moleoular topography of human erythrocyte glycophorin. The glycoprotein in 
represented as a single polypeptide chain. The general locations of cwbohydrate aide 
chaina are echematically illustrated. Efydrophilic regions of the polypeptide baekbone are 
represented by dashes and the hydrophobie domsin by a solid line. The linesr positions of 
peptide fragments (CNBr and tryptic) whieh hsve been determined are denoted by miid 
lin- above and below the polypeptide chain. Dotted lines indicata alignment uncertsinty. 

Figure X) 

Structure de la glYcophor& d'ap&@ SEGIlEST, m, JACKSON 



b 
&+, 

& ,.y ,,- - (82) par exemple montrérent que la dissociation trypsique des sel lules  mbrgonnai- 
i k.*')'iV 

res ou en culture éliminait une substance pdsentant l e s  propriétés d'une mucine, 
/ $#;.; 

# d'autre part, LANGUE e t  AIWROSE, 1964 (233)isol&rentun mucopeptide de la surface 

des cellules ascitiques de la tumeur d 'Ehrlich. 

Mais l e s  preuves directes de ltexistsnce d'un matériel polysaccharidique à, l a  sur- 

face des cellules dtanimétux supérieurs furent essentiellement obtenues par G A S E  

e t  BAYDAK, 1962 (234) ; SW7E'T e t  BAMS, 1962 (235) e t  GASIC e t  BEWICK, 1963 (236). 

Ces résultats incitèrent BENNE'ïT, 1963 (237) à accorder une existence générale au 

ttglycocalyx". Cet t e  présomption 4 t a i t  définitivement vérifiée par ROBERTSON, 1964 1 
prem obse électrc 

nique une fine couche de matériel amorphe sur la plupart des cellules, e t  surtout 1 
quand l e s  seconds colorèrent la périphérie d'une chquantaine de cellules de Rat de 

Les études sur l e  glycolemme se sont ensuite poursuivies avec l 'u t i l i -  

'sation de techniques plus fines : la. microscopie à balayage qui rnontre La surface 

rugueuse &es lymphocytes comparée à l ' a q e c t  l i s se  des cellules sanguines, C W  e t  

~ALSBURY, 1967 (240), 1' aspect des ntacrophages , CARR e t  al., 1968 (241 1, la  surface 

,des globules rouges, Mc DONALD e t  HAYES, 1969 (242) e t  celle des f ibrohlastes, BOME 

1969 (243) e t  l e s  aspects de la surface des éléments figurés du sang, SALSBURY e t  
( ;.,,.rL. 
CL v 
? .  ClXlKN, 1969 (244), l e s  techniques d t  ombrage m4tslllique, HILLIER e t  BOFFMaW, 1953 

(245), l a  cytochimie aciapt.de au microzcop kleetronique en perticulier l e  rouge de 

mthQnizmi, XtTIFlC, 1964 (2461, 1 h y d r q d e  dia fer collofLda1, BLANQUET e t  al., 1970 

(2471, la fe r r i t ine  directement con juguécs B un anticorpsl, SIJGER e t  LXHICK, 1961 

f (248) ou l e  &rquage par un anticorps hybride dont une valence e s t  dirigé4 vers 
r )  

ltanti&ne du glycolenme, l 'autre vers la f e r r i t h e ,  W I N G  s%,.aA., 1968 (249) 

ou l e  virus de la  mosaxque -du tabeo AWI e t  al , ,  1971 (150) ouencore dea a~1 t i ç to3pp~  

s n t i ~ l y ~ o l e m m e c o n j u ~ é e  B un hagtbne qui permet un sy~tBxe da double mrguage 

LlWM e t  BI.. , 197;- (251 ) , ou des techniques de cqm-d(4c - surtout emglcu~r8eer dans 

la étude dé l a  bordure en brosse de l ' in tes t in  de Souris, NiZBERJEE et STAEHGLIIB, 

1971 (252). i 



Les notions sur la structure moléculaire des membranes biologiques, 
,>, 

en particulier l'intégration dans ces membranes des glycoprotéines, ont permis de 
, %  

faire lianalogie entresle glycolemme et la partie de la glycoprotéine qui se trouve 1 
B llertérieur du plasmalemme, (PARSONS et SUBJM:K, 1972 (253)) comme le montre la 

fi4W-e 19 (P. 35 1. 

D1ap&s WINZLER, le glycolemme ou lfcarbok;ydrate coat" est essentielle 

Les glycolipides ont leur partie hydrophobe (le sphingolipide avec ses. 
deux chafnes d'acides pas) enfoncée dans la double couche lipidique, tandis que la , 

partie glycannique projette ses sucres B une distance de 25 11 environ de la surf*. 1 

On peut se représenter les glycopt6ines m e m b r ~ r e s  m i e s  dt 

forme p w  la partie pmté~que dont l a  Borie hyc~mmb plonge âena la aatkice 

gue, %mdit~ que les s a.tsttrrih4~ ds, mrt et dlsrut;m cErr w-t 

i?rl@alsimne oxax, fwfr 
.. 

, * 

Ces pmtdiaes prtat un naiabre de wl6nrlss dtaofdea sWqaet  

q~f, ga SB re an*, cod-t B la g1yooptki9e un. s t m m  B mpport adal 
e w ,  pi wlon =PB(, 1970 ( ~ 5 6 ) ~  f o - d t  uné de 1~ 8 a*oprrs& ii li 

d~iriat nimw de profo&- ch18 le giycalame ; 2) que lea acides riialiques les pl 

iwpeFficferls ap.partiem& dansr laur major$té h des glywpotéiri.es ; 3) sP; qw les 

plus profonds =nt dét;enus h la fois pas de8 glycoptditle~ et des g1gcc)ligides. 



uet te  tecnnlque permit également de déceler e t  de localiser certains glycosaxtino- 

glycannes chez plusieurs types cellulaires ; c'est a ins i  que SüKüZI e t  al., 1970 

(258) prouvèrent l'existence de chonchbrtine sulfate A e t  C e t  de dermatane sulfate 

à la surface électrocinétique des fibroblastes L-929, 

Le potentiel négatif de l a  surface électrocinétique avai t  é té  m i s  en 

évidence en étudiant la mobilité électrophorétique de cellules normales e t  cancém- 1 
ses. AWBROSE e t  al., 1956 (259), PWDOM e t  al., 1958 (260), FORRESTER e t  al., 1964 - 
(261 ) e t  cette charge négative fu t  attribuée aux acides sialiques du plasmalemme. C e  

études ont é té  reprises avec des métholes différentes : l e s  systèmes aqueux biphasi- 

s (dextran-polyéthylène glycol) qui séparent les  pmticules suivant leur  potentib 

lectrociné tique, (BROOKS e t  al .  , 1971 (2621, On peut a insi  séparer t ro i s  classes 

'érythrocytes de Boeuf de coefficient de répartition différents e t  cédant des qusn- 

I 
tités différentes d'acide sialique quand an l e s  b a i t e  à la  rieur-daae ou à l a  

trypsine (WALTER e t  al.,  1972 (263)) ; l~électrofocal isat ion permet également de dé- 

terminer l e s  groi*pes ionogéniques de surface, SBLBET e t  al., 1972 (264). On met 

a ins i  en évidence des groupements phosphorylks,des acides sialiques e t  des groupemen 

aminés. 

Mais ia charge électrique principale du glycolemnte e s t  duet aux groupe1 

ments carboxyliques de l 'acide s id ique;  Cette teneur du glycolenme en acide s ial i -  

que prmet dtaillsruls de sQparer de@ cellules t3 .è~ rs'mblttbles c m  des lpplmcytes 

--ddpmlen% des lyn@oqtes thm-FnàfEmxlwt. m3b6NG ~t a&.# 192 (265) 

alam qtze ces deur 1igrrcSeiol c e l h h i r e s  ont la mbUf td QLe~*opà~~Btiqae a p d s  ' 

action de ;La new~minjdase, I 

A - METRODES D'ETUDES 
-U-----i--- l 

S. 
Laétude des glycoproteines de la membrane de surface a é t6  abordée de 

, % ' eux façons : directement en réalisant une extraction en général suivié d'une f i l t r a -  

F i o n  g&+ sur gel  ; ou indirectement en t ra i tan t  deo cellules isol&ea ou des membranes par 

.certains enzymes protéolytiques de manière B obtenir des fragments glycopeptidiques 
I 



de faible poids moléculaire facilement isolables, Pious envisagerons tour à tour ces 

deux solutions, 

1 - Isolement des plycoprotéines 

a - Solubilisation 

Un grand nombre de méthodes ont é té  employées pour solubiliser l e s  

pro.téines membranaires : des solvants hydrophiles : l e  K CO O,O5 Mpour l e s  membr=es 
2 3 

plasmiques dthépatocyte du R&t (~~EVILLE, 1967 (266), l e  chlohdrate de guanidine 6 

GWYNNE e t  TARFORD, 1970 (267), l e  chlo*drate de guanidine 6 M après réduction e t  

alkylation des ponts disulfures S!TECK, 1972 (268), ltHcl dilué SCEIECEL, 1973 (269) 

pour l e s  membranes érythrocytaires ; des solvants à caractère plus ou moins hydropho. 

b8 : le 2-*r06%(;ul~l pour les m m b r w s  4ts c@kkd.@gr MG&%&~WB dl&wi& 

(ZAELEZ e t  WAWiIIC1H, l96ï (DO)), l e s  solutions aqueuses de pyri8ine pour l e s  stsona 

Qrythrocytaires (BLTJME%Q%~;D, 1968 (271)) e t  B L ~ L D  e t  al., 1970 (272) ou pur fc 

membranes d3hépatocytes du Rat, GURD e t  al,,  1972 (273), lt extraction par l e  n-buta- 

nol, MADDY, 1964 (274) e t  1966 (275) ainsi  que par l e  n-pentanol, ZWAAL e t  VM DEE- 
1 

. - - - --..- - 1  NEN, 1968 (276)sont également employéea. Les détergents ont é t é  -trés u t i l i sés ,  qu*îl. 

soient anioniques corne l e  SDS sowent associe au et 1 
NERILLE, 1971 (277), l e  doxycholate de sodium, PBILIPPOT, 1971 (&8) ; ALLAN e t  

C m N ,  ( ~ 9 )  ounautmfi comme le t r i ton  X 100 (MXLLER, 190 C2m)) ; HEIJBJm3" 

e t  1913 (281 ) ; y m T  e t  al., 1 9 1  (2821. le m-@ ( ~ P ~ T X G ~ T  g% ai., 

1973 (283) ou le  Tween 20 (B- e t  JOHAWSsOE, 1972 (2%). Des mekqps l e  

eystbe phQnol-acide adtique-u~t% (WYM et al., 1966 (285) swt a w s i  efficace 

Deg solubiX%satiorm puveat; ale? fectuer p p  modificlpkLon &Wqu.e3. f la succinybtion 

gOI90~ Ue, 1912 (2%), par aoeion de ltar&ydJ.f& cf $ x a m i q w ,  $lasTLN f?t- f i  

XYR  IR). mie soiubiximtion dee glyc~gmteines de i e ~ u *  peut ao fhire per 

xe a ~ a a o d i w 3 ~ a t s  a@ 1i.t;~i.m 6,9 H x 1973. (a). , les ~,wsf- 

il ne s 'agi t  pras daas ce c m  d'me ~ ~ Z u b i l i ~ a t i ~ b n  ik @gmment pa'ler, effet ,  11 . , 

n'y a pia de sdparation des composants lipidiquee et pt8 ipuee ,  le# auteurs obtien- 1 
ncant d+uis ce cas des lipopro-t-t%ines de clensité élevée. C 



b - Séparation 

Buand les p t é i n e s  e t  le8 glycoprotdines meabranau'ss sont solubili- . - 

des ,  il se  pose l e  p r o b l b  de leur  séparation, Cette s8pra t ion  peut s e  fa i re  par 

,6lectrophorgse en gel de polyacrylamide, par chromatographie de tamisage moléculai- 

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

- 
, s  

Le problème de l a  séparation de ces protéines e s t  leur tendance B , 
l '#agrégation dès que l a  concentration en agent dissolvant diminue, en effet ,  l a  " , i 

reconstitution de structure , "membrane like" par réagréga t ion  des composés solubi4-$ 
,mes e 'A?: 

l i s é s  par des détergents après une dialyse qui enlève l'excès de SDS a trés  t8taG:'-*,q!4i 
r 1 ,i 

a t t i r e r  l 'at tention (KITSEBER, 1969 (290)) ou IQUUNE e t  RAZm, 1971 (291 ) sur  le^^:^? 
+-. -- 

membranes dlAcholeplasma laidlawii. Le mbme phénomène peut se  produire mur les  
+2 

membranes de Bacill& ~ u b t i l i s  (JOYEUX e t  JOUIET, 1970 (292)) pour l e s  membranes *p 

excitables CHANGEUX e t  al.,  1972 (293) e t  pour toutes l e s  biomembranes (voir à ce 
&a". 

sujet  l a  revue générale de RAZIN, 1972 (294). Il faut donc pratiquement toujours . 
t rava i l le r  au dessus de cette concentration critique en agent dissolvant. 

Le premier système de séparation électrophorétique acrylamide-SDS ut$ 

l i s é  pour séparer l e s  protéines membranaires e s t  dû à SIUPIRO e t  al., 1967 (295) - '  

cette technique s ' e s t  développee par sui te  grâce à de nombreux auteurs : WEBER e t  

MIZILE, 1971 (299). Ce systkme posséde un pouvoir séparateur tr&s élévt5, puvoi r  

séparateur qui d 'ail leurs peut encore Qtre  augmenté en travaillant en éleotrofocal 

sation sur gel de polyacrylamide après dissolution des membranes dam un mélange 

d'urée 8 M, GDTA 0,02 M. 2-mercapto-éthsnol B 0,2 p. 100 (MlBZ e t  al., 1972 (300)) 

Eilais ce t te  méthode est purement analytique e t  rie permet que Za prdparatiorr de q w  

t i t d  réduite de prot6i.m. Pour une préparation en quantité plus bpor-te pesmet- 

tant  une étude structurale plus poussée, l e s  auteurs emploient &n&saleaient la c h  

matographie de tamisage mol6culaQe. 



un aes premiers gels employes a ete le Sephadex LE 2û avec comme 

solvant le mélange 2-chloro-éthanol-eau. ZAKU3R et WALLNE, 1967 (301 )a La séparatii 

lipides-protéines est excellente, mais il n'y a aucune séparation des protéines en 

tre elles, Actuellement, l'emploi de gels comme le Sephadex G X X )  en présence de 

désoxycholate à lp100, le Sepharoae 6 B en présence de SDS, le Sepharose 4 B élué 

avec une solution de SDS à 1 p:100, permettent un fractionnement plus ou moins 

grossier des protéines et des glycoprotéines membranaires. En fait, cette méthode 

a permis à EVRNS et 0, 1913 (302) d'isoler la 5 '  nucléotidase des membranes plzi 

miques d'hépatocytes de Souris , La prdparation de cette glycoprotéine s'est effecti 
grâce B l'emploi du Sephadex G 100 équilibré avec le détergent qui a servi à dissoi 

dre les membranes : le ~-dod6c~l-sarcosinate 0,2S p. 100. 

L'emploi de la chromatographie d'échange d'ions permet une séparatioi 

qui est généralement meilleure, bien que cette méthode soit peu répandue. Un des 

premiers essais estla chromatographie sur résine anionique lipophile obtenxe en 

fixant sur une résine polyacrylique acide des amines aliphatiques (butyl, capryï, 

lauryl, palmityl-amine) , ce type de résine a permis B WEISS et BUCHER, 1970 (307) 

de séparer les protéines mitochondriales (solubilisées dans du cholate et du 

chromatogzaphie sur phosphocellulose, WCIIESI et ANDREWS, 1971 (304) . Pl us récemmc 

1s D W  cellulose é été employée pour sdprer les protéines du réticulum sarcoplasn 

que WELBACE et MIGALA, 1912 (305). La chromat~~rqhie s'effectue en présence de 

Triton X-1CK3 0,2 p, 100. 

]Ca e t o g r a p U e  

. a d m 4  des rbu3.%7nol &aucoup p1ui.r 

196909 (50606) -sur l a  22éFmptcur de Lf bsulfne des 8em-a des - 

firation bm-dwg*ur ntest paa -di* r n ~ ~ b - 4 2  

est fixée de façon aovaItznts sur des graisl.~ d l a v g n .  fimat ~ h x l .  alm, eff"ecIkeu 

&a la.prot4be B isoler mr des suppar.és iasolwblgs, p1wiew-s proL6he-8 9at pu et2 
7. 

iaoL&@%a proléw liant La pd,nieilline bris des m m b r m ~ s  Be kcillus subtul ig  



(s6paration effectuée en présence d'un détergent : le Nonidet P-40) (BLUNBEBG et 

S W I N G E R ,  1972 (307) ; le récepteur de 11ac6~lcholine dans 1' électroplaque de poj 

sons électriques (HBRLSSON et al., 1972 (308) : OLSEN et aï., 1972 (309) ; SCHMIDT 

et WTERY, 1972 (310) ; SCHMIDT et RAFTERY, 143 (31 1 ). ; RAFiXRY, 1972 (31 2) en 

prBsence de hlton X-100 ; llacétylcholinesterase des membranes de l'organe électri 

que de Gymnote DUDAI et al., 1972 (31 3) : le récepteur adrénergique béta du myocard 

de Chien IIEPKOWITZ et al., 1972 (31 4). L1utilisation des lectines dans l'étude des 

glycoprotéines membranaires en particulier de concanavaline A, permet après fixatl 

de celle-ci sur la Sepharose. 4 B d'isoler les glycoprotéines des membranes plasmi- 

ques de lymphocytes de Porc, la chromatographie s ' effectuant en présence de d6soxy&€ 
late de sodium. AUAN - et al., 1971 (31 5), ALLAN et al., 1972 (31 6). Des glycopro%6i 

nes de membrane virale sont isolées après fixation sur Sepharose 4 B de la &to- 

hemagglutinine de Lens culinaria ,EAlMANN et al., 1973 (31 7). 
- A>- A.-- 

2 - Isolement de ~lscopeptides 
a - Protéolyse 

De nombreux  agent^ protéolytiques ont' été employés dans le but de 

détacher des' glycopeptides de la surface cellulaire. 

La trypt3ine fut d'abord eatplay& sur 3 . e ~  cellules ascitîques - 

li%re Ebinei un s i a l o g i . d e  de La surface du globule muge, le Crai+enf!nt dt, 

éqtbeytes EnunaLns à la trgpsin~ libbre en effet des sialog1yco~gtBBd.ea3 poss&mt 

des spe50f f &cite Bf OU Pf de la cellule àlor%gina WTMZlXB et 4. y 1967 -(f 233) ; THfBW3 

e t  l?IRZXIER, 1969 (321 ). La trypeim nit &aAement earphy&e pw et; JBEPîE5mt, 

1971 .(722) pour isoler des glyaopptides de la swzfme dgs plaquettes saniphes, et 

par Gm=I*<POhf et al., 1972 (323) pour isoler le@ peptide. du glycoleomie des cellules 

Taj. la trypsine donne dgaleaent de bans resultets sur l es  nieames isolees de foie 

' de Rat, ElfMEMT et B03, 1972 (324). Lkcticrn de l~ .t;r*yp&se pnat &tre suivie d'une 

hy6mlyse par la pr&ase comme,par eremgle,pour Btudier les glyçopeptides de surfacs 

des &llules BEK~~/ C 13 (BUCK et al., 1970 (~25)~ BUCg et al*, 1971 626). W M l R E N  

et al., 1912 (321). W w  W., 1973 (32%). 
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La pronase e s t  ufiilisée pour l ibérer  des glycopeptides de fractions 

membranaires de fibroblastes de Souris 3'23, MEEZAN e t  d o ,  1969 (329) ou de foie  

de Ra t ,  MNAJDU e t  al., 1970 (330), ou de cerveau de Rat, GOMBOS e t  d o ,  1972 (331 ) 

bes auteurs font d 'ail leurs suivre son action par celle d'une carboxypeptidase e t  

d'une leucine aminopeptidase. 

La papaïne e s t  ut i l isée par la  libération des alloantigènes d'histocolr 

patibilité-2 (H - 2) chez l a  Souris par MmUMATSU e t  NATHENSON, 1970 (3321, e t  1971 

(333), ou par SMm7H e t  WALBORG, 1972 (334) pour l ibérer des sialoglycopeptides de 1 
llhépatome ascitique AS - 30 D. 

La f icine a é té  employée par EBERT e t  al., 1971 (335) pour les  

F@@ brlp.~wb&~8 b e-f; .7\%4~ (3%) 
pour 1ibt4mr un macroglycopeptide des me~branes de ~laaue%tesr ~sangllines. 

b -Séparation des ,qlgcopeptides, 

Les  glycopeptides étant des composés solubles,leur isolement pose ba 

coup moins de problèmes que celui. des glycoprotéines. La séparation p u t  s l effectuer 

de différentes manières, par électrophorése, chromatogrsphie de tamisage moldculair 

ou d l  échange d'ions ou enfin par chromatcxgraphie d l d f  init6.  
I 

, L~~lec&ophorèse sur papier a été  employee par MIYUDM n t  a l ,  ï3'?0 

(337) e t  l e s  méthodes de disc&lectrophorèse en gel de polyacrylaniide peuvent &tre 

employées corne cr i tbre de purete, 
1 

La f i l t r a t ion  sur gel e s t  tau jours employh dans un premier t m p ~  que 

ce s o i t  l e s  Sephadex, l e s  Biopls ,  l e s  gels dlagamse. e s t  revenu avec ces 
\ 

techniques au fractionnement classique des glycopeptides, came dl a i l leurs  avec la  

chromatographie d'.échange d'ions, qui s'effectue en géneral, sur une colonne de DEN3 

cellulose, 

I 



, stu: lseir unit& ~~srccharidiquea des gIgcopmt8ings de szcrfetce 4e n m b m  dner cellules, 

Oomme dam ce cas le  problbe de solubilité e t  de concentratkn 8n dçjtergmt ne se 

pose plus, les chromatographie rs 'avhre beaucoup plw facile. La plupéuct dea ghyco- 

peptides isol&s de membranes possèdent en effet une forte activité de dcepteur 

de ces lectinea. Un des glycopeptides trypsiques d'érythrocytes humaine est un 

puissant inhibiteur hapténique de l a  phytohémagglutidine de . -- Aiaseolus &@ris 

(KORNFELD e t  ICORNFELD, 1970 (338) e t  de Lens cu l inam KORNFELD e t  al., 197% (339) 

e t  de Robinia risaudoaccacia IESENEY e t  al., 1972 (340), tandis 9)un autre glywpep- 

%ide txypsique es t  l e  récepteur de la lectine de Agaricus bi8pow. L88 e%Uul&s 

IwcWquea de Souris une glycoprot&ne want une actzviké de récepteur 

aa I ' W Z ~ ~ U B  du da bZsFi Cm) [ 
tfdes de &a surface de cellules hdpatomateuses de Rat abte- par d-tiosz h 1 

pe.pa!Sne poss6dent les deux activités de rtkepteur pour la concanblvaWA e t  ll& 

tinine du germe de blé (WRAY e t  WALEûRG, 1971 (342) ; SM1TB e t  al., 1973 (343) ; 

&RI e t  al., 1973 (34461). Ifut i l isat ion de ces pmduita a perpds B GOMBû8 et al., 

1972 (345) &!isoler les glyrupeptides fixant leconcanavsline des membranes de oer 1 
veau de Rat  ceci 'en d 1 m t  ceux- ci,^ l'a-rnéthy~-amnbsih~. 

. - 
a ?  . I .  _ 

. 
- 

1 - La glycoprotéine majeure du globule rouge 
l 

L1étude de l a  structure a étB fa i te  a p r b  isolement de cette &CO- ~ 
protéine par MbftCHESI e t  al., 1971 1346). Les coupures aubromurede cyanogène ont 

permis de sdparer 5 fragments. SEGKEST e t  al, 1973 (347). On peut diviser la mol& 

Qule hroh p'itieas du pelint & mm $9 leur cmpaeitioso prn acides e e t  sn 

gluoidee, at smt : .le a o w n t  @-te&l riche an suorse (tous Ir>@ gXycames sont- 1 

e t  r iche en prol&e, Ces d0=&503 80nt 
-~ -- - ------- E t a n s l a f  2Q (P. BI* ILB mis 

. 19-te*'a ght '6atdbr la sbc.kulii, de b partis (g1utAdâ.q~. 



Une partie des glucides (33 B 40 p. 100) associée au sialoglycopeptide est détach6 

par traitement au borohydrure alcalin KATHAN et AD-, 1967 (y@) et m R  

et al., 1967 (349). Toute la galactosamine est détruite durant ce traitement et 

une quantité 6quimoléculaire de sérine et de thréonine disparaitt également, Un 

t8trasacharride a été isolé, et sa structure déterminée (THOMAS et WINZLER, 1969 
¶? 

(340) ; ADAMâNY et KATHAN, 1969 (3413, elle est représentée par la figure 21 (p. 4( 

glycopeptide A). Le étude de la structure des glycannes attachés par des liaisons 

alcali-stablesà la protéine a été plus longue, L'étude d'un de ces glycopeptides 

effectuée grâce à des glycogidases a permis d'établir la structure représentée pax 

la figure 21 (p. 46 ': glycopeptide B) (KORNFELTI et KORNFELD, 1970 (342 7 , YINZLER, 

1972 (%Y)* propose un autre schéma : voir figure 21 (p. 46) : glycopeptide C) 

. . 
Donc la glycophorine présente cette double particularité, eile a une 

structure ~mphipathique (asymétrie du point de vue de ll~rophilie) et poss46e 

des glycannes ayant des liaisons O-glycosidiques, et des glycannes ayant des liai- 

sons N- glycosidiques sur la même chaîne protéique. 

* * 

2 - Les alycoprotéines membranairecs d'autres cellules 

Aucune structure de glycoprotéine n'est connue aussi bien que celle 

ine. CODINGTQN et al., 1912 (3443 ont isolé récemment par action 

du mélange trypsine-TPCK sur les cellules Q$ des glycopeptides de masse moléculej 

6levée(88 OOOet 180 000) dont 65 P a  100 des résidus dyamino acides sont de Pa sérj 

et de la thréonine. Ce glycopeptide est composd de 70 p. 100 de glucides et 30 p. 

100 de pmtciuies et les quatre mono-saccharides : galactose, kcétyl galactosh 

~r-9cé$yl-glucosamine et acide sialique, %ont dans les rapports molaires suivant : 

4 : 2 : 1 : 1. Ce fragpient de glycoprot8ine formant le glyco1enmie des celluleis TB, 
w b l e  de type moine et .lEANiOZ, 1972 (résultats &on publiés) donne pour la par1 

glycannique La atm- hypothétique illustrée p r  la figure 22 (p. 46 ). 
La glyc~pro*éins totale aurait une taille de 2 000 1 et une configuration 
avec un rapport aiLa1 élevé à cause de la répulsion des acides sialiques* 

Des glycoprotélnes de type mucine ont aussi été trouvé à la surface de cellule hé] 

"t tomateuse ascitique AH 66 par YAKASHINA et al., 193 (745 . 
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IV - r4EEABULfSME Dm OLYcOPRO'1iEINES 

glycoprotéines membranaires sont des composés B métabolisme . 
S n  

6th démonM par GASIC e t  GASIC, 1962 (3467 qui)en enlevant l e s  

glucides de l a  surface des cellules tumorales Tlf avec l a  trypsin/lnotent que la 
- 

rd@;énération (mesurée par l a  réapparition de la, coloration de HALE) s'effectue en 

1 h 2 heures. Le remplacement de l 'acide siaiique de la membrane après un traite- 

ment à la neuraminidase a une demi-vie de 4 h e t  s~6ffec tue  complètement en 12 à 

20 h (MARCUS et SCHWAJITZ, 1968 (34'7f0 la densité de surface des groupements siaio- 

syls  des cellules de Eamter chinois e s t  fortement réduiteaprès traitement à la  

neuraminidase, e t  récupère son taux primitif en 12 à 16 heures même quand l a  divi- 

sion cellulaire e s t  inhibée par la thymidwe oul'actinomycine D,Une perb continu 

le de matériel mwbmwiqe s te f fec lmat  c ~ m é l a t i v e m n t  une incorporat-i?n impur- 

taat. de ~ I U G O - ~ ~  14e àana 1- g ~ y c o p r n t é i n ~  a BM ~ t b = * a e ~  1966 

(3485 e t  MOLNAR e t  al., '1965 (349f Ces observations indiquent que les membranes 

plasmiques des cellules sont métaboliquement. actives avec un %wn-overfi rapide, 

WdRRBsl e% CLICK, 1968 ('350) ont ~brtld rie, p ~ b l b r n  àu * W - o m r H  d 

membranes plasmiques en incubait des ciallules ii a m  de h gkueo-ier rasrqtt&, 

Quand l e s  cellules en croissance ~ o n k  s o W ~  &i des 81pibrifcEbné:w tb e Iâo WpI 

que, l ' ac t iv i té  ~*cif%+m de la nrsmbrane diminue au tsur th8oriquai da B ki cmia 

sance e t  B la multiplioationcellulaires - il n'y a pas ds tmn-over au se= de per 

fsatop-ique B partir de la meaébme -. Cependant tîes o e l l u l e ~  en phasse stationnaire 

soumises aux m h s  e.périences ont leur  exttivité s&cifique qui diaame à l a  m b e  

riiasee que celle des aellwles en pleine orniesance, Ca& rèv%ent A que des 

ae11u3,wt : qulallea soient en de oroissano8 oax. noxa,syntM 

4x5 de flcapmtdinss m b m s .  Cette iateqr6tation re jo-t dl(, de 



LE étude du m6tabolisnte dés membranes pkmiqzl(ta d h6pritocytere du 

Rat a &alement abouti au mbe rdsultat. KAWAWU e t  YAEiULSHïBA, 1971 (3%) """"'i put aprbs injection de gl~cosamine l e s  membranes plasmiques atteignent une radio- 

act ivi td  spdcifique maximale en J heures, la période de demi-vie étant de 37 heures,l 

résul ta t  coafimt5. par EVANS e t  GURD, 1971 (355). Ces &mes auteurs ont montré récecl- 

ment que 'chez la Souris l e s  glycoprotéines de haut poids moléculaire de la membrane 

I hépatocytaire étaient plus kapidement marquées que des pro téines de poids moléculai- 

re .plus faible (GURD e t  EVANS, 1973 (356) ) . 
. . 

Le problème de la biosynthèse des glycoprotéines e s t  encore loin I 
I - 

dt8 t re  r6solu. On pense généralement que l e s  glycoprotéines membranaires sont une 

classe spéciale de glycoprotéines secré tées, c ' es t-&-dire qu'elles sont synthétisée 4 
p~ss Bgs pol.yeontars li& aux me~~brmes + g ~ 7 ~ a r s ~ f ~ ~  3ïa 

réticulum endoplasmique e t  l e  Golgi. En effet,lescinétiques de marquage par la  gluc 

w i n e  'b 'montrent que l e s  microsornes sont marqués de façon maximale au bout-de 1, 8 
heure, alors que l e s  membranes plasmiques ont uns radioactivitd maximale au bout de 

3 heures KAWASAICI e t  Y A U X I N A ,  1971 (357). D'après BRETSCBER, 1973 ("a), il n'en 

e s t  r ien,  l e s  protéines mernbranaires seraient une classe sp4ciale de protéines cyb-  

plasmiques, synthétisées J par des polysomes l ibres  Ceél pro téines traverseraient l a  

membrane par diffusion B par t i r  du cytoplasme, la protéine se ra i t  maintenue dans 

@ette situation par glycoaylp&Lon du cdt4 I-tenina de la  mol4cu.i~. auteur ae 

fonde sur deux axempI@s : la %ac.t;a~se pemBase synth&tis&e par lto@zxm Zactose de 

Ehrcherichia Coli avec dea ribosones cytaplaadques, e t  l e s  anticorps 7 S & la surfa- 

CS dee, Lympkttocytea B qui psbentent B&ement ls nt8m sft~&isn asu3a la me~bmne. 



Les ~lycoprotQines ont une Smporbce capitale à la surface de 1 

cellule: un grand nombre $8 fonctions leur  sont attribuées 1 antigènes de la ' 

ce cellulaire, r&cepteursde virus, r81e dans la transformation cellulaire, d l e  

la reconnaissance cellulaire, r61e dans la  liaison des glycoprotéines plasmat%quea" 

récepteur dt hormone, r8le catalytique. 

On a t r è s  t 8 t  trouvé ltac-clvité M.etN de la g~ycoprotéine majeure 

du globule rouge, La distribution des antigbnes érythrocytaires entre l e s  régions ' 

hydrophile e t  hydrophobe de la membrane a été bien résumée par PARDOE, 1971 (359) 

(voir l e  tableau IV p. 50 ). 

Iss d6terminants anti&nipues de la rdgion hydrophile des W r a n e , ,  

4rythmcytaires humaines dependent de la  structure des glycoprotéines de la membran4 

éryUirocgtaire comme l e  montre la figure 23 (p. 51 ) dg aprhs PARDOE, 1971 (361 ) . 
Récemnt,  GAFmAS e t  KOSCfELAK, 1973 (362) ont tmme? des substances de g ro~pss  

sanguixis BBB portes par des glycopr~t6ines mambmires dtéqthrocyt& humains 1 
Dratms  ne^ sont &@lalement important~,en p â ~ t i q u L i a ~  l e s  ant$g&nes de tri 

plantation, antigène H chez la Souris s o l u b i l i s 6 ~  par autolyse de cellule Cte ra te  
2 

ou de lymphome de Souris e t  qui contiennent 10 à 15 p. 100 de sucres NATHElJSON e t  

DAVIES, 1966 (363), antigène HI& chez l'homme prépare? B partir de membrane de pla- 

antre que des érythrocytes de poule t sont agglutinés par l e  vinis  

lWfiizen'&aa, L8 ~URW semble s e  f ixer  aux acidea sialiques des rdcepteus9 de de 







L1orrganisation structurale e t  l l ac t iv f t é  métabolique de la aiembsane 
1 

oLidac8 sont &@ment 8iqBifiQes au cswl~s de la  formation csl1ulai.m parr der 

, vi.rus oncc&nes. Le f a i t  l e  plus frappant a Qt4 la  découperte de L*sgglutinatfom dei 

cellules transform&s pa? la concanavaliine A, ïNBAi3 et; WIBB, 1969 (367) snontrent 

. en e f fe t  que celle-ci, A une concentration de 2 W p  per m i  de milieu de niltuFe 
\ 

agglutine des cellules leucémiques e t  des cellules en culture transfomuées par l e  

virus du polyome, l e  SV des carcinogènes chimiques e t  l ' i rradiation par l e s  
40' 

rayons X. Dans l e s  mêmes conditions , la concanavaline A nt agglutine pas le s  cellules 

normales sauf après action de l a  trypsine. LI agglutination reversible sous lt action 

de l~~méthyl-glucopyranoside montre une réorganisation des glycoprotéines de la 

membrane de surface (BURGER; 1969 (368) DJBAR e t  al., 1972 (369). La figuire 24 (p. 51 

montre Lee possibilités de réorganisation structurale de l a  membrane. Cette décou- 

verte a é t é  suivie par toute une sér ie  de travaux sur la  comparaiso~ des glycoprotéi 

nes des cellulee nommles e t  tnuurfmmées par des v i w ,  cellules de Hainster 

avant e t  après transformation par l e  virus de ROUS :(BUCK e t  kl . ,  1970 (370) : 

fibroblastes de poulet normaux e t  infectés par des virus oncogènes 8. RNA: PEFfDUE 

e t  a l  1971 (371 ), PERDUE e t  al,, 1971 (372) ; cellules 3T3 transformées F r  l e  -* 9 

v i m  SV SHEmIN e t  al., 1972 (373), fibroblastes de poulet résistants e t  non résis  
40' 

tants au virus de l a  leucose sarcamteuse aviaire (virus L - S) :SMI!FH e t  CRIT!E%l%l? 

1973 (374). Toutes ces études ont permis de mettre en évidence des différences 

la  t a i l l e  des glycoprot&ines e t  des glycopeptides membramires, associés à des vari  

tio& des glycosyl-transiéraaes (,ialY$-transférase : W A R R W  e t  al., 1972 (375). sur 

des oellules BEK21 où l t ac t iv i t6  augmente après transformation par l e  virus de ROUS 

et GRIMES e t  ROBBïRS, 1972 (376) sur des oellules W/C ou celle-ci diminue après 

traasfonnation par l e  SV d o u  à des taux a n o m ~ ~ ~  de glycosidasea (BOSUN, 1972 (37 
4 

La mem1Essrulce des cellules le8 unes par l a s  autres implique b 

maorniaisaance de sitos memblimtkires, lesbases & U q w s  de ce pmwaauo de m o n -  ' 

n€ti.=ce matent dJ,ucid@s, maias 19 aerable que ce ami; l ea  gLgopscrtéSaw qui sa 

soluble r e  jet6 par lea cellules dt6p"onigea e t  qui stimuZe leur rQ&p.t;ioin e s t  wz 

glycoprotdine. COX e t  , 1968 (379) montrent qm l a  morphologie, e t  la misssa 
, 

ce de ceL1ui.e~ de marranif%res en cultum soal a~d i f f&sen  pr6sence de =riair@ sucre 



Le L-fucose affecte la morphologie et inhibe la croissance de cellules de Souris 

normales et transformQes, tandis que le D-mannose affecte de la mhe façon les 

cellules de rein de Singe en culh@u. Récemment ROTH et al., 1971 (380) font inter 

venir un complexe glycosyl- transférase-accepteur glycopro téidique pour expliquer 

l* agrégation des cellules de rétine d'embryon de poulet, 
. , .- 

1 semble que les glycoprotéines des membranes plasmiques soient le 

majeur des glycoprotéines plasma tiques PRICER et ASHFJELL, 1971 

- (381 ) et VaSi LEXTEN et ASEWFLL, 1972 (382), ce ph';inomène implique un double rdle 
de l'acide sialique : celui-ci doit etre présent sur le site membranaires, mais 

absent de la glycoprotéine. 

$autres &les sont dgalement attribu6a aux glycopmtéinea membnuÿi 

ras EVAES et GüRD, 1973 {w) ont réussi B isoler la 5'-nucléotidase, cet enzyme 

isolé' des membranes plasmiques dlhépatocyte de Souris est formé de deux so~-~itéi 

glycoprotéiniquea ayant chacune une passe moléculaire de 70 000, Un rble de récep 

.teus hormonal a é-lement été attribué aux glycoprotéines membraaaires, en effet, 

a p & ~  action de la trypsine sur les adipoytes, ceux-ci perdent toute semibilité 

h ltiMuline. Ils dmlpèr?ent cependant cette esnsibAlit4 une heure aprha I1ection 

Z % m p e t  EL-&LAW et CL-, 1972 (%)p 



T R A V A U X  P E R S O N N E L S  

ISOLEMENT ET CARACTERISATION DE LA MEMBRANE PLASMIQUE DES KEPATOCYTES DE RAT 

1 - CEOIX DU PROCEDE D'ISOLEPENT 

La première méthode dtisolement des membranes plasniiques dthépatocy- 

tes de Rat a é t é  publiée en 1960 par NEVILLE (385), Ce procédé fu t  r ep r i s  e t  améli( 

r é  dès 1964 par EMMELOT e t  al. ,  1964 (386). Depuis 1964, un grand nombre de procédc 

originaux furent décr i ts ,  en pzr t icul ier  par TAKECCHI e t  TERAYAMA, 1965 (387) ; 

COLEMAN e t  a l . ,  1967 (388) ; BERMAN e t  a l .  , 1969 (389) ; SOKG e t  al . ,  1969 (390) ; 

RAY, 1970 (391 ) e t  par NIGAM e t  a l . ,  1971 (392). 

D'autre part ,  depuis 1968 un grand nombre de procédés u t i l i s a n t  l e  

ro to r  zona1 ont é té  décr i t s  (ANDERSON - e t  al . ,  1968 (393) ; WEAVER e t  BOYLE, 1969 

(394) ; HINTON e t  al. ,  1970 (395) ; EVANS, 1970 (396). Ces procédés u t i l i s e n t  tous 

l a  centrifugation en gradient de saccharose, récemment, une méthode u t i l i s a n t  l e s  

systèmes de polymères biphasiques, a é t é  publiée LESKO e t  al,., 1973 (397). 

Deux c r i t è r e s  ont guidé notre choix de l a  méthode : il f a l l a i t  q u ~  

l e  rendement en fraction membranaire s o i t  élevé e t  que l e s  nem5ranes soient  pures 

t an t  du point de vue des c r i t è res  morphologiques que du point de vue des  c r i t è res  

enzymatiques, 



Les trois méthodes généralement utilisées pour la préparation sont : 

- la méthode de NEVILW dans laquelle une solution hypotonique de 

NaHCO est utilisée pour l'homogénéisation des membranes. 
3 

- la méthode de RAY caractérisée par l'incorporation de CaCl 0,5 ml' 2 
dans la solution de bicarbonate et par l'utilisation de grands volumes pour 

llhomogénéisation. 

- la méthode utilisant une solution de saccharose 250 mM, CaCl 2 
0,5 mi' et Tris 5 mM pour llhomogénéisetion. 

Les résultats résumés dans le tableau V (P. 56) d'après HAWKINS et 

JACQUEZ, 1972 (398) montrent que toutes les méthodes donnent une activité seablable 

de l'enzyme "marqueur" : la 5'-nucléotidase, mais la méthode de RAY fournit le ren- 

dement le plus élevé. C 'est cette méthode que nous avons choisie pour pr6parer la 

fraction membranaire. 

II - PROTOCOLE EXPERIMENTAL 

A -. METHODE DE M Y  

1 - Principe 

La méthode d'isolement des membranes plasmiques est semblable à 

celle utilisée par NEVILM, mises à part deux modifications introduites pour augmen 

ter le rendement. La préparation comprend deux parties : d'abord la préparation de 

la fraction nucléaire grossière, 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 r81e du calcium est de 

maintenir la structure et l'intégrité fonctionnelle de la membrane . D'autrepart, 
après homogénéisation, l'homogénat est dilué 100 fois par rapport au volume de foie 

de départ, l'intérêt de cette dilution est d'abaisser la viscosité de la suspension 

par conséquent, les membranes sédimentent plus facilement aux basses forces centri- 

fuges utilisées pendant la première partie de leur isolement. 
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2 - Réactifs 

Le milieu d'honiogénéisation a jus té  à pH 7,5 e s t  composé d'une solu- 

t ion de m*Oj 1 mM e t  de Cacl 0,5 mM. 
l 

- 2 i 

On u t i l i s e  pour l e  gradient quatre solutions de saccharose : 1 
- solution à 70 p. 100 (poids-poids) 

- solution à 45 p, 100 (poids-poids) 

- solution à' 41 p. 100 (poids-poids) 

- solution à 37 p. 100 (poids-poids) 

3 - Mode opératoire l 
a - Préparation de l a  f ract ion nucléaire grossière 

On u t i l i s e  des r a t s  mâles Wistar âgés de t r o i s  mois qui sont sacri- 

f i é s  après un jeCne de 12 heures. Les fo ies  sont prélevés rapidercent e t  placés dans 

l e  milieu d'homogénéisation maintenu à 09 C grâce à un bain de glace. Toutes l e s  

opérations ult6rieures se  font à + 4" . Le dé ta i l  des opérations e s t  rEsumé dans l e  1 
1 

tableau V I  (p. 58) .  Les foies  (en général au nombre de 3) sont débarrassés du t i s su  1 
conjonctif pâr passage dans l 'apparei l  de Fischer. Lthomogénéisation se f a i t  dans l 
150 m i  de tampon e t  par 20 a l l e r s  e t  retours du piston de l fapp8re i l  de Potter- 1 
Elvejehm. L'homogénat e s t  amené à 2,5 1 avec l o  tampon e t  on l a i s s e  reposer pendant 1 
5 minutes. La f i l t r a t i o n  s 'effectue sur  quatre couches de gaze e t  l e  f i l t r a t  r èpar t i  

dans 4 pots en métal de la  centrifugeuse Martin-Christ e t  centrifugé à 3.200 rpm. 

(2.200 g) pendant 30 minutes. L'augmentation de l a  v i tesse  permet une meilleure 

adhésivité des culots su r  l e  fond des tubes à centrifuger e t  évi te  l a  remise en 

suspension du matériel au moment de ltévacuation du surnageant. Les culots  (PI) sont 

repr i s  par 50 m l  de tampon, horogénéisés par 4 à 5 a l l e r s  e t  retours du piston e t  1 
amenés à 1,25 1. avec l e  tampon. Ce volume e s t  répar t i  entre deux pots en métal de 1 
650 icl e t  centrifugé à 2.800 rpm. (2.000 g) pendant 15 minutes. Les culots P II 1 
homogénéisés de l a  même faaçon que précédemment e t  amenés à un volume de 650 d, sont / 
centrifugés à 2.800 rpm (2.000 g) pendant 15 minutes pour donner l e  culot  P III. 1 
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1 

b - Préparation du gradient discontinu e t  centrifup;ation 1 
i 

Le culot  P III e s t  suspendu dans 1 m l  de tampon e t  mélangé à 16 ml 

de saccharose 70 p. 100, La suspension e s t  ensuite répart ie dans l e s  t r o i s  tubes 

du rotor  SW-25-2 (Beckman), On place sur 'La suspension 16 m l  de saccharose 45 p. 100 I 
puis 20 m l  de saccharose 41 p. 100, enfin 8 ml de saccharose 37 p. 100. Les tubes soi 

ensuite centrifugés deux heures à 25 000 rpm (90 000 g) dans l a  centrifugeuse L 2  

65 B (~eckman). On prélève l a  fraction membranaire entre l e s  couches de saccharose 

41 p. 100 e t  37 p. 100 (voir figure 25 p. 60). 

4 - Conclusions 1 
l 

La méthode originale a é té  légèrement modifiée en augmentant l e s  1 
quantités de matériel t r a i t é  . Le rendement e s t  de 1 mg de iiiembranes lyophilisées 

pour 1 g de fo ie  de Rat f ra i s .  Ce rendement e s t  supérieur à ce lu i  obtenu par 

EDiMELOT e t  al .  1964 (400) qui obtiennent un renderrent de 0,63 mg de ~embranes pour 

1 g de foie, mais il e s t  infér ieur  à celui  de RAY, 1970 (401 ) , Cet auteur indique d.es 

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

B - ADAPTATION DE ÏA METHODE DE RAY AU ROTOR ZONAL 

1 - Principe 

Dans l e  but d'augmenter l e s  quant i tés t ra i tées  en une seule manipu- 

lat ion,  nous avons adapté l a  méthode de RAY aurotor  zocal. Nous avons u t i l i s é  dms  

ce but l e  rotor  T i  X I V  (Bec-) adapté sur  une centrifugeuse L-50. Cette méthode 

permet d t i so le r  en une fo i s  des quantités de membranes permettant une préparatioL 

des glycopeptides suffisante pour l'étude biochimique, 

2 - Mode opératoire 

a - Préparation de l a  f ract ion nucléaire grossière l 
On u t i l i s e  dans ce but 12 foies  de Rat (ce nombre peut-être porté à 

18 en modifiant légèrement l a  méthode), l a  préparation s 'effectue exactement de l a  

même façon que précédemment jusqutà l 'obtention de l a  f ract ion P III, 
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l 
l 

Cette f ract ion P III, resuspendue dans l e  tampon e s t  amenée à un 

volume de 125 m l  avec du saccharose 70 p. 100, de manière à obtenir une solution de i 
saccharose à 48 p. 100. - 

b - Remplissage du rotor zona1 e t  centrifugation 
i I 

Le remplissage s 'effectue dans l e  rotor  lancé à 5 000 rpm. Les solu- / 
I 

t ions de saccharose sont maintenues à + 49 C durant tout l e  temps de charge e t  de i 

décharge du rotor. Le remplissage s 'effectue grâce à une pompebranchée à l a  périphérd 

du rotor  jusqut à ce que l a  première couche injectée ressorte par l e  centre, 1 
1 

l On injecte  d'abord 120 m l  de l a  solution de saccharose à 37 p, 100, 
i 

puis 155 m l  de l a  solution à 41 p. 100, 175 m l  de l a  solution à 45 p. 100, enfin 1 

1 

l e s  125 ml de l a  fraction nucléaire grossière en suspension dans l e  saccharose à 48 

p. 100 précédemment préparée, La charge du rotor e s t  achevée en in jectant  100 m l  de 

saccharose 2,2 M qui forment LUI coussin ralentissant  l a  sédimentation des noyaux, 

L'injection de saccharose 2,2 M s 'effectue jusqu'à ce que l a  première couche ressor t  

au centre du rotor. &uandX) à 30 m i  de l a  solution de saccharose sont ressor t is ,  l a  

centrifugation s'effectue pendant deux heures à 40 000 rpm (90 000 g) .  S i  on par t  de 

18 fo ies  de R a t ,  l e  volume de l a  fraction nucléaire grossière à déposer dans l e  ! 
ro tor  e s t  150 rd, dans ce cas, l e  volume du coussin n t e s t  que de 75 ml, 1 

c - Frac tiomement du gradient - 1 
Après l a  centrifugation, on proc$de au fractionnement du gradient. C 4 

fractionnement s 'effectue en poussant l e  gradient vers l e  centre avec du saccharose 

2,2 M. Pour ceci, on r a l e n t i t  l e  rotor à une vitesse de 5 CO0 rpm, e t  on kjecte l e  

saccharose 2,2 M à l a  périphérie, Le centre du rotor e s t  branché à un collecteur de 
I fractions. La suspension membranaire se  trouvant près de l ' axe  du rotor  va - l 

s o r t i r  en t ê t e  du gradient (130 ml), puis sortent  l e s  deux couches mitochondriales 1 
(270 m l  e t  480 ml), l e s  noyaux adhérents au rotor ne sont pas entraînés par l e  1 
saccharose 2,2 M (voir  f igure 26 p. 62 1. La fraction membranaire se  trouve en généra 4 
dans un volume de 50 m l ,  Les membranes sont lavées t r o i s  f o i s  avec du tampon, 
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III - ETUDE DE LA PlJl?ETE: DE LA FRACTION MEMBFUlJAIFE ISOLEE 
--- - --------- -- -- 

Pour l 'étude biochimique des glycoprotéines membranaires, il e s t  

capi ta l  de p a r t i r  d'un matériel auss i  pur que possible. Il e s t  bien entendu que 

toute fraction membranaire obtenue au cours d'une préparation e s t  toujours souil lée 

par d'autres organites cel lu la i res  e t  que l a  préparation e s t  simplement enrichie 

en membranes plasniques. Cet enrichissement varie suivant la  technique employée, e t  

suivant l e s  prgparations, il e s t  docc indispensable de procéder avant d ' u t i l i s e r  

l a  préparation à des contrôles préalables, Ces c r i t è res  de pureté sont de divers 

ordres : étude en microscopie électronique, étude du gradient de densité, étude de 

l'équipement enzymatique, Nous envisagerons tour à tour ces différents contrôles. 

A - ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE* ......................... 

1 ' -  Procédé de f ixation 

La suspension de membranes e s t  f ixée avec une solution de glutaral-  

déhyde à 6,25 p, 100 dans du tampon phosphate de sodium 0,4 M de pH 7,25 pendant 1 E 

2 heures. Cette f ixation e s t  suivie par un lavage dans l e  meme tampon, On effectue 

une post-fixation à l ' ac ide  osmique, Les é c h a ~ t i l l o n s  sont ensuite inclus  d m s  de 

llépon e t  l e s  coupes sont effectuées juste avant llobservation, 

2 - Résultats 

Une vue générale de l a  fraction membranaire (voir f igure  27 p. 64 ) 

montre l e s  membranes ce l lu la i res  qui adhèrent encore l e s  unes aux autres par des 

desmosomes, des barres teminales  e t  par des canalicules b i l i a i r e s  possédant encore 

l eurs  microvillosités (EMMELOT e t  al., 1964 (402). On trouve également des vésicule: - 
l i s s e s  près des grands f ragments membranaires, L1 origine de ces s tmctures peut-être 

--------------P.---------- --- ------ ------------------ - ---- --- 
. * Nous remercions Monsieur E. PWION de l ' I n s t i t u t  de Recherches sur l e  Cuncer de 

Li l le ,  pour l e s  observations en microscopie électronique qu ' i l  a bien voulu effec- 

t u e r s u r  nos p rspara t io~s .  



Membranes plasmiques isolies du foie de Rat. Obseriation au microscope 

électronique ( X 45 000)~ 



t r è s  vhriée : microvillosités vues en coupe transversale, invaginations de l a  membranl 
C 

plasmique, vésiculesrésultant de l a  cassure puis de l a  reconstitution de l a  membrane 

plasmique,vésicules du réticulum endoplasmique. 

La présence de noyaux, de mitochondries, d'appareils de Golgi, de 

f i b r e s  de collagène n'a pas é t é  décelée, Une préparation a montré des t races  d'ergas 

toplasme. 

La barre terminale "t ight  jmction" se présente en coupe transversal 

corne une structure à cinq couches (BEI~EDETTI e t  EMMELOT, 1968 (403)), ce t t e  structu 

r e  caractérist ique de la  membrane plasmique, e s t  signalée par tous l e s  auteurs comme 

fa i san t  par t ie  de l a  fractior, membranaire. La figure 28 (p. 66 ) montre une t e l l e  

j o ~ c t i o n  que l 'on  trouve fréquemment dans nos préparations. 

Le desmosome se présente comme un épaississement des membranes. 

A l 'endroit  de l~accolement, cette zone e s t  riche du côté in t race l lu la i re  en tonofi- 

b r i l l e s  dont on ne peut pas évi ter  l a  présence dans l e s  préperations membranaires 

(.voir f igure 29 (p. 67 ). 

3 - Conclusions 

Le microscope électronique a donc un double rô l e  : il permet d'obser- 

ver l a  prksence de containants  éventuels, dans ce cas, aucun organite c e l l a a i r e  nt ;  

pu ê t r e  décelé . Il permet également de comparer l e s  structures isolées âvec cel les  

obtenues par divers auteurs. Cette comparaison ne nous a pas permis de déceler 

de différences morphologiques entre l e s  différentes fractions niembranaires* 

B - ETUDE EN GRADIENT DE DEnTSITE .......................... 

1 - Centrifugation en gradient continu de saccharose 

a - Choix de l a  composition du gradient 

La centrifugation en gradient continu de saccharose peut-être envi- 

sagée comme c r i t è r e  de pureté, en e f fe t ,  l a  prksence de contminants ayant une densi 



Figure 28 

Membrane plasmique isolée du'foie de Rat, Détail d'une barre terminale (X 240 000). 





l détecté sur  gradient par l 'appari t ion d'un ou de plusieurs pics supplémentaires, l 
La position du pic fournira des indications sur l a  densité des membranes. 

Nous avons donc é tab l i  un gradient suffisamment é ta lé  pour que des 

contaminants t r è s  d i f férents  : mitochondries, microsomes, lysosomes, soient  détecta- 

bles,  Le gradient e s t  é t ab l i  dans un appareil à deux chambres de type classique, La 

solution l a  plus dense a une densité de 1,26, l a  solution l a  plus légère a une densi- 

té de 1 , l O .  

Pour év i te r  l e s  dégradations, toutes l e s  opérations sont effectuees 

à + 4 U C .  On place au dessus du gradient 1 m l  d'une suspension de membranes homogé- 

néisée par une dizaines d1 a l l e r s  e t  retours du pis  ton de l 'apparei l  de Pot t e r  Jacentr: 

fugation s'effectue dans l e  rotor SW-25-1 (~eclanan) à 25 000 rpm pendant 16 heures. 

b - Résultats 

Après l e  fractionnement du tube, l a  lecture s 'effectue à une 10- 1 
gueur d'onde d.e 280 nm. Le diagramme (voir  figure 30 69) ne montre qu'un s e d  

pic  de £'orne s~métrique.  La légère traînée vers des fa ibles  densités e s t  vraisenbla- 

blement due à une déformation lo rs  du fractionnement, Le f a i t  que l a  densité o p t i q ~ ~ e  

remonte légèrement au fond e t  au début du tube, montre l a  présence de dégradatiors I 
inévitables durant un temps aussi  long. Les membranes sont à l ' équ i l ib re  dans l a  

zone de densité 1,18, 

c - Conclusions 

Comme l 'ont  signalé di f férents  auteurs, l a  densité calculée après 

avoir  a t t e i n t  l ' équi l ibre  de densité ne représente pas une valeur absolue, car l e s  

valeurs dépendent des milieux u t i l i s é s  ( f i co l l ,  glycérol, saccharose) ., La densité 

moyenne e s t  plus basse dans l e s  gradients ficoll-eau que dans l e s  gradients glycé- 

rol-eau. El le  e s t  augmentée en remplaçant 1 'eau par de 1' eau lourde (BENEDETTI e t  

EMMELOT, 1968 ( 4 0 4 ) ) ~  Mais l a  valeur de 1,18 e s t  proche de ce l l e  trouvée par HI!JTOX 



Figure 30 

Centrifugation de l a  f ract ion membranaire en gradient l inéa i re  de saccharose 

de d = 1,10 à d = 1,26. 



e t  al., 1970 (405) qui e s t  comprise entre 1,177 e t  1,172. - 
D'autre part,  la prisence d'un pic unique, ne préentant pas- 

d'épaulement. e s t  un argument de plus en faveur de l a  pureté de notre f ract ion 

membranaire . 

2 - Cent r i fu~a t ion  en gradient de chlorure de cdsium 

a - Ckoix du gradient 

De manière à éliminer l a  viscosité qui pourrait empêcher l a  sépara- 

t ion des membrûnes e t  des contaminants, nous avons effectué une centrifugation iso- 

pycnique en u t i l i s a n t  l e  chlorure de césium. L'ultracentrifugation en gradient de 

saccharose nous ayant donné une densité de 1,18 pour nos membranes, nous avons 

u t i l i s é  une solution de Cscl de densité 1,18, Le calcul  n0u.s permet de prévoir que 

l e  gradient s ' é ta le ra  de l a  densité 1,246 à l a  densité 1,114. La suspension de 

membranes e s t  homogénéisée dans l a  solution de chlorure de césium, l e  gradient se  

formant durant l a  centrifugation. Celle-ci s 'effectue dans l e  rotor SW-39 (~eckman) 

pendant 62 heures à 33 000 rpm e t  à 200 C e  

Résultats b--- 

Le dépouillement du tube s 'effectue comme précédemment, l e s  membrane: 

s e  concentrent à peu près au centre du tube, e t  se présentent sous l 'aspect  d'une 1 
bande t r è s  ramassée. Le diagramme (voir  f igure 31 (p. 71 ) montre ce t te  bande sous 

l 'aspect  d'un pic t r è s  aigu, qui e s t  à l ' équi l ibre  dans l a  zone de densité d = 1,175 

% - Conclusions 

L'extrême concentration des membranes dans l e  gradient de chlorure 

de césium confirme l'homogénéité de l a  fraction,  Mais l e s  contaminations peuvent ss 

présenter sous fome de membranes détachées des organites cellulaires, se  trouvant 

absorbées sur  l e s  membrane~~plasniques, l e s  gradients de densité ne peuvent pas dxtj 

ce cas séparer l e s  deux types de membranes car l e s  contaminants sont entrzînés par 

f rac t ion  membranaire principale. Pour une étude plus approfondie, il convient donc 



Figure 31 

Centrifugation de 12 fraction membranaire en gradient de Cscl. 



d'étudier l'activité enzymatique de la fraction obtenue, 

C - ETlTDE DE L'EQUIPEMENT ENZYMATIQUE 

Les membrsnes plasmiques isolées des tissus de -ifères sont 

caractérisées habituellement par leur morphologie et par ].es analyses biochimiques. 

La compositior, lipidique est eri général caractéristique, mais habituellement on 

s'adresse aux eilzpespour la carzctérisation des préparations. On distingue habituel. 

lement des enzymes llmarqueurs" caractéristiques de la membrane plasmique qui ont une 

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

1971 (407)) et des enzymes ltmarqueurstl des autres organites cellulaires qui pou- 

raient contaminer la fraction étudiée. Nous étudierons successivement ces deux types 

dlenzymes. Ces dosages enzymatiques étant du domaine de l'analyse de routine, les 

protocoles expérimentaux seront décrits dans l'annexe technique (p. 158).Seul le 

procédé de dosage de l'activité adényl-cyclasique sera décrit dans ce chapitre. 

Etude des enzymes "marqueurs" des membranes plasmiqces 

al - Principe 

La 5'-nucléotidase a très tôt été considérée comme 

1' enzyme caractéristique des membranes plasmiques dt hépatocytes (EMMELOT et al., 

1964 (408)). Elle a m e  &partition cellulaire très étroite, et semble même locali- 

sée dans la sous-fraction légère et vésiculaire des membranes plasmiques isolée par 

EVANS, 1969 (409) et 1970 (41 0) qui correspond aux microvillosités de la membrane. 

Le substrat de lteiizyme est llAMP qui,, après hydrolyse,donne de l'adénosine et du 

phosphate. C'est celui-ci qui est dosé, après avoir incubé à 3 7 9  la fractior, 

membranaire en présence du substrat. L'activité spécifique est exprimée enp moles 

de substrat transformé par heure et par mg de protéines membranaires. Le dosage des 

protéines s'effectue par la méthode de LOFW - et al., 1951 (41 1 ) avec le sérum albu~i 

ne bovine comme témoin, 



a - Résultats 
2 

Le dosage donne une activité spécifique'de 37,4 

moles dlAMPhydrolyséespar mg de protéine et par heure, alors que pour llhonogénat, 

elle n'est que de l , 9 ~  moles.Ce résultat est comparable à celui obtenu par d'autres 

auteurs utilisant des méthodes de préparation différentes comme le montre le tablezu 

VI1 74 ), 

L'enrichissement par rapport à llhomogénat est de 20. Cet enrichisse 

ment varie légèrement drune préparation à une avltre (10 p, 100) mais il est supérie- i/ 
à l'enrichissenerit ou taux de purification de 14 à 16,$rouvé par LAUTER gt al., 1972 

(&a? . , 
- 1 

b - Nucléotide pyrophosphatase (di-nucléotide nucléotidoh-ydro~ 
lase, EC 3. 6. 1. 9.) 

bl - Principe 

La distribution identique de la 5'-nucléotidase 

et de la nucléotide pyrophosphatase lors du fractiornement cellulaire a fait considé 1 
ré celle-ci comme un véritable enzyme "marqueurn des menbranes plasmiques (SKIDI\~ORE 1 
et TRAMS, 1970 (41 9) et TOUSTER et al., 1970 (420)). Le substrat est le NADH2 ou l 
le NAD. L'enzyme hydrolyse la liaison phosphodiester. Les deux nucléotides monophos- 1 
phates libérés, sont à leur tour déphosphorylés par la 5'-nucléotidase, on mesure 

donc la quantité de phosphate libéré. Il est également possible de suivre la disparl 

tion du NAD au spectrophotomètre mais la méthode est moins précise car on dose en 

meme temps l'activité NAD nucléosidasique (cette activité est 9 p. 100 de celle de 1 

~~~-~~ro~hos~hatase). L1ac tivité spécifique s établit comme précédenment en noies 

de substrathydrolyséespar heure et par mg de protéines membranaires. 

Notre fraction possède une activité nucléotide 

pyrophosghatasiquede 4 , 0 2 ~  moles par heure et par mg de protéines. Cette activité . - I 
est identique à celle trouvée par d'autres chercheurs comme le montre le tableau l 
VI1 (p. 74 ) . L1homogénat n'a qu'une activité de 0,4/i moles par heure et par mg de 
protéines, ce qui donne un enrichissement de 10, celui-ci est supérieur aux résultats 
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de LAUTER et al,, 1970 (421) qui pour les membranes préparées par la méthode de - 
RBY trouve un enrichissement de 5 pour cet enzyme. 

c - pnitrophénylphosphatase (orthop? osphorique monoes ter p 
phohsrdrolase, EC 3. 1 , 3, 1 . ) 

hOs-i 
c - Principe 
1 

EMMELOT * et al 1964 (422) ont signalé la 

présence dans les membranes plasmiques dlhépatocytec de Rat d'une pkosphomonoes 

térase qui hydrolyse à pH alcalin (9,4) le glycérophosphat~Cette activité a i 
dtailleurs été mise en évidence au niveau des canalicules biliaires avec des / 
méthodes his tochimiques par NOVIKOFF, 1960 (423). L enzyme peut utiliser comme 

substrat le P- glycérophosphate à pH 9,5 ou le p-nitrophénylphosphate à pH 8,6, 

La première activité dépend dtailleurs du sexe de l'animal: elle est plus élevée 

chez les mâles que chez les femelles (EIWELOT et BOS, 1971 (424)). OL peut dis- 

tinguer également pour 11 activité p-nitrophénylphosphatase une activité phosphe- 1 
+ 

tasique totale et une activité phosphatasique dépendant du K sensible à 

l'ouabsrïne (inhibée par l'ouabaïne 10- $). Nous avons pris conme substrat le 

p-nitrophénylphospha te sans ouabaïne pour mesurer l1 activité totale, et le 1 - 4 
pnitrophenylphosphate en présence df ouabaïne 10 M pour obtenir l'activité in- 

sensible à l'ouabalne . La différence entre les deux, noxs a donné l'activité 1 + 
p-nitrophénylphosphatase dépendant du K . (HELLER et HANAKAN, 1972 (425)) , 

Lfactivit6 est mesurée en dosant la quantité de p-nitrophénol libéré. 

c - Résultats 
2 

L'activité de 1,003 p moles psr hexre et par 

mg de protéines trouvee pour la p-nitroph'enylphosphatase avec un enrichissement 

de'9 par rapport à llhomogénat est plus basse que celles données par  le tableau 

V I 1  (p. 74). Elle est uniquement comparable à celle obtefiue par EMMELQT et al,, 

1964 (426), qui de 0,92p moles par heure et par mg de protéines. L'activité 

dépendante du potassium 0 , 1 1 5 ~  moles par heure et par mg de protéines et 

également très faible ainsi que son taux d'enrichissement de 4,6. D3ELOT et 

BOS, 1971 (427) en travaillant sur des rats mâles de la souche R-Amsterdam 



obtiennent des ac t iv i t és  de 3,31 ).I moles e t  1 , 6 p  moles par heure e t  par 

mg de protéines pour l e s  deux act iv i tés .  Le taux de purification généralement 

trouvé e s t  de 16 (LAUTER e t  a l  1972 (428)). 0' 

dl - Principe 

La présence d'une ac t i v i t é  d'hydrolyse de l a  leucy 

B-napthylumide a é t é  mise erl évidence par EI!LMF,LOT e t  a i , ,  1968 (429), Cette t c t  

v i t é  e s t  associée à d.e p e t i t s  granules de 50 à 60 2 - globulnr knobs- qui sont 

détachés de l a  membrane par l a  papaïne e t  qui ont é té  cüractSrisés de manièr 

h i s  tochimique l e  long des canalicules bi l ia i res .  Cette a c t i v i t é  peptidasique es 

active sur  plusieurs sus t r a t s  : l a  leiicine-P-ilaphtylamide , l a  leucinamide, l a  

leucyl-glycine , l a  leücyl-glycylgly c9.ne e t  l a  glycylglycylglycine ( E ~ E L O T  e t  

VISSER, 1971 (430)). Le substrat  u t i l i s é  i c i  e s t  l a  leucine F! naphtylmide, 

l'hydrolyse l ibère  l a  leucine e t  l a  B-naphtylanide dosée par l a  méthode de 

C4LDBNIG e t  RUTENBURG , 1958 (431 ) 

ci, - Résultats 

L'activité spécifique de 4, 1 oles de leucine P 
B-napthylamidehydrolyséespar m g  de protéine e t  par heure e s t  proche de cel le  

donnée par tous l e s  auteurs comme lë montre l e  tableau T I î  (P, '14), Xais l r e n r i .  

chissement par rapport à llhooiogénat e s t  de 4,6. LAUTER e t  al., 1972 (432) bier, 

que t r o u ~ a n t  une valeur identique pour l ' a c t i v i t é  spécifique, indique un 

taux de ' purif ication de 14, 

e - ATPases (~ddnosine triphosphate phospho-hydrolase, 

EC 3. 6, 1 3,1 

e - Principe 
1 

On a t r è s  t ô t  é tab l i  que dans l e  f o i e  l a  membrane 

l imi tant  des canalicules b i l i a i r e s  présentent une fo r te  ac t i v i t é  A W a s i q ~ ~  

(WACHSTEDJ e t  MEISEL, 1957 (433)), e t  l a  cytochirnie électronique a niontré que 

ce t te  a c t i v i t é  dépend de l a  menbrane plasmique de l a  ce l lu le  hépatique qui 



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 distingu 
* + + 

une activité ATPasique totale mesurée en présence de Mg , Na et K , cette activit 
t - + + +  
'ATPasique dépendante du Mg , Na K peut-être divisée en deuxSrne ATPase stimulée p 

+ + - 
les ions Na et K et idhibée par l'ouabaïne appelse encore ATPase de transport 

ou :Pompe à sodium-potassium, SKOU, 1957 (436) dont l'activité disparaît dès que 

l'on touche à l'intégrité des pliospholipides des membranes par des phospholipases, 

SCHATZMAN, 1962 (437) ou par extraction lipidique, J%RNEFELT, 1972 ( 4 ~ 8 ) ~  et une 
* 

activité ATPasique insensible à ltouabaïne et activée par le Ng . Le transport 
+ 

actif dépend de deux étapes : une phosphorylationdépendante du Na du côté interne 

de la membrane, puis une déphosphoqrlation dépendant du K+& l'extérieur. BLAT 

et W L ,  1969 (439) et 1970 (440) mettent en évidence dans les membranes plasmiques 

isolées du foie de Rat des phosphoprotéines à liaison acylphosphate dont la phospho 
+ + 

rylation dépend du Na et du K et est inhibée par l'ouabaïne. Il sercble donc bi 

que l'activité ATPasique soit intégrée à la membrane, bien que l'enzyme ne soit pa 

considéré comme enzpe marqueur par certains auteurs. Récemment, EVANS, 1970 (441 ) 
+ + 

montre que llATPase (Na , K ) est associée à la sous-fraction lourde des membranes 

plasmiques qui représentent les zones riches en jonctions membrana,ires, 

* + +  
L1 activité ATPase (Mg , Na , K ) sera mesurée en prenant 

++ + 
comme substrat 1'ATP (forme   ris) en présence de Mg , Na , K+. LI activité ATPzse 

-t-+ ++ " 

(Mg ) sera mesurée en prenant le meme substrat en présence de Mg , et dl ou-a- 
baïne 10- 4 ~ ,  La différence entre les deux valeurs donnera l'activité clue à llATPas 

(~a+, K+) . 
e - Résultatg 
2 

L'activité de 3 6 ~  moles par mg de protéines et 
++ + 

par heure pour llATPase ( M ~  , Na , K') est comp~rable à celle obtenue par oe nom- 

breux auteurs, voir tableau VI1 (p. 74). Elle se distingue nettement de celle trou- 

vée par EVANS, 1970 (442) pour la fraction légère. En fait, le sous-fractionnement 

des membranes représente dans ce cas m enrichissement supplémentaire, Il se passe 
+ + 

la même chose avec llATPase (Na , K ) , où notre valeur de 3,5p moles par mg de 

protéines et par heure cadre avec tous les résultats szuf avec celui trouvédsnsla 

fraction lourde d'EVANS, mais ici encore, il s'agit d'un enrichissement supplémen- 



t a i r e ,  ce t t e  fraction contenant un grand nombre de jonctions membranaires, 

Le taux de purification de 4,8 e t  4,1 trouvé pour l e s  

deux enzymes e s t  semblable au taux 1;rouvé précédenirrient pour l a  leucyl-6-naphtyl-mi 1 
dase, Il semble que ceci  s o i t  dû au f a i t  que ces enzymes ont une répar t i t ion cellu- 

l a i r e  plus large que la 5t-nucléotidase ou l a  nucléotidepyrophosphatase. l 
f - Adényl-cyclase (procédé original)* 

f, - Principe 

Dès 1957, SUTHERLMTD et RALL (443) puis en 1962, 

SUTHERLAND e t  al . ,  (444) ont découvert une ac t i v i t é  adénylcyclasique localisée dans 

une fraction part iculaire,  insoluble du foie  de Rat. Une ac t i v i t é  adénylcyclasique 

stimuIéé par l e  glucagon a é té  localisée dans l e s  membranes plasmiques de fo ie  

de Rat par POHL - e t  a l  * 1969 (445). Cette notion de localisat ion e t  de stimulation 

hormonale de l'adényl-cyclase dans l e s  membranes plesmiques d8hépatocytes de Rat 

a été  confirmé par de nombreux auteurs : MARINETTI e t  al., 1969 (446) ; M Y  e t  al , ,  

1970 (447) ; EPIfGLOT e t  BOS, 1971 (448) ; CHRISTOFFERSEN e t  al,, , 1972 (449). Les 

propriétés de l'enzyme ont ensuite é té  étudiées en dé ta i l  en par t icul ier  par POFL 

e t  a l  1971 (450) ; BIRNBALmR e t  al,, 1971 (451 ) ; RODBEU e t  al , ,  1971 (452) ; 
-O ? 

RODBELL e t  a l , ,  1971 (453) ; RODBELL e t  al., 1971 (454) ; POEL e t  al., 1971 (455) ; 

BIRNBAUMER e t  al, ,  1972 (456) ; BIRNBAUMER e t  POILL, 1973 (457). L 'act iv i té  adényl- 

cyclasique e s t  stimulée par l e  glucagon e t  d'une façon moindre par l 'adrénaline, 

E l le  e s t  augmentée par l e s  fluorures ,La stimulation par l e  glucagon nécessite d'a- 

bord l a  f ixation de lthoirrione sur un récepteur, e t  l a  présence de nucléotides à g u i  

nine (GTP, GDM ou GMP), L'activité de base a in s i  que l a  réponse aux homories e t  aux 

f luomres  nécessitent l ' i n t ég r i t é  des l ip ides  : l e  phospha-tidylinositol etlaphosphat 

d-ylsérinesémblent jouer des rôles importants (RETEY e t  a l , ,  1971 (458)) e t  RETHY et; 

Ge, 1972 (459). On pense actuellement que 1' adényl-cyclase des membranes plasmique 

.................................. 

* VEmERT A.,  CACAN R., Biochimie, 1972, a, 1491-14-92. 



La figure 32 (p.80 ) montre que ltAMPc ne pe 

former de complexes boratés contrairement B ltadénosine et aux dérivés phos 

de celle-ci. 11 devient alors possible en ajustant le pB B une valeur corre 

réduire 1' ionisation des groupements boratés (pK = 9 ) de 1' adénosine tout en maint 

nant célle du groupement phosphorylé de ltAMPc (pK = 1) et d'obtenir ainsi la sépa 

tion électrophorétique des deux compos6s. Quant aux nucléosides 5'-phosphates, la 

formation de complexes boratés ne gène en rien leur résolution puisque l'influence. 

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



Ado AMPc AMP, ADP, ATP 

Figure 32 

Structure des complexes boratés formés avec l'adénosine et 
ses corcposds phosphorylés . 

Figure 33 

Séparûtion entre llAMPc, l'addnosine et 1'AMP en fonction du PH de l'électropk.orèse, 
La sgparation relative (s.R. ) eût égale pocr la séparâtion de 1'AMFc et de 1'AMP au rapport 
Mimation de llAMP-Nigratior, de 2.' MIPc (%-X) et pour la séparation de 1'AMPc et de 

Migration de 1'ATP 
1' adénosine au rapport Migratior, de llAMPc-Mi~rztion de 1' adéngsine (O-- - --O) 

Migration de L ' ATP 



migration relative de l8A.MP, de 1'AMPc et de l'adénosine à différents pH (entre 

9 et 6,5) on s'apexçoit que la meilleure séparation s'effectue à pH 1,5 comme le 

montre le figure 33 80 ), Le pH est réalisé par un tampon borate de sodium à 1 p. 

100 ajusté à pH 7,5 par addition d'acide citrique 1Mo La figure 34 82 ) montre lc: 
qualité des séparations obtenues avec les dérivés métaboliques de 1'ATP dôns les 

conditions suivantes : papier d'Arches 304 (56 x 17 cm ; dépôt à 18 cm du bord cathc 

dique de la feuille) ; appareil d'électrophorèse à haut voltage Technik avec rgfrig4 

ration à 40 C ; 90  cm pendant 1 h avec tampon décrit précédemment, 

f3 
- Mode Opératoire 

Les membranes sont incubées à 37" pendant 15 

sous agitation à raison de 20 g de protéines pour 1 0 0 ~ 1  du milieu suivant : solu- Y 
tion ajustée à pH 7,s de Tris-Hcl 20 mM, Mgcl 4 mM, ATP 10 rnM (dont 20pCi dlATP 

2 
[ 3 H ~  contenant du phospho-énol-pynivate 50 mM et de la pyruvate kinase (sigrne) 

( 2 0 ~ ~  pour 100 1) comme générateur d'énergie, de la caféine 6,7 mM et de llAMPc Y 
5 dl pour atténuer l'action de la phosphodistérase cycliqu-e, RAY, 1970 (466). Lc 

rbaction est arrêtée en ajoutant pour LOO 1 de nilieu d'incubation 20,pg de chzicm Y 
-des métabolites de l1ATP0 Les membranes sont ensuite éliminées par centrifugation à 

2000 g pendant 5 minutes et le surnageant est soumis directement à l'analyse électro 

phorétique dans les conditions décritesprécédemment. L'électrophorfgramme est découd 

~6 en bandes de 1 x 8 cm et la radioactivité déterminde par comptage en scintilla - 
tion liquide. 

Dôns une seconde séries d'expériences, nous avons vgrifié 

valeur de notre méthode et l'intégrité de nos membranes en déterminant les variatio- -i 
de la concentration en AMPc du milieu sous l'action dlactivateurs classiques de 

1 'adénylcyclase, 1' adrénaline 1 0  'M, le glucagon 10- 6~ et le fluomre de sodiua 

20 mM, 

f4 
- Résultats et Ccnclusions 

L'activité de base de l'adényl-cyclase que nous avons 

déterminée est de 2,6 nM par heure et par mg de protéines membranaires (voir figure 

35 A 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 à llhomogénat est de 13 I 
et est plus élevé que celui trouvé par POEL et al., 1971 (468) avec des membranes 



Figure 34 

03 0,OS 

Caf Ade 

- 

Séparation des dérivés métaboliques de llATP par électrcphorèse à haut voltage dans le tampon 
borate de sodium à 1 p. 100 ajusté à pH 7,5 avec de llacide citrique. 

OJ5 0,40 1 1J5 m c  o "D 
Ado AM Pc AMP ADP AT P Pi 

+ 

Caf Ade Ado AM Pc AMP ADP ATP 

cprn 1 0 ~  
-3 -5 

cpm 10 cpm 10 

1 

O 
O i RATP 

Figure 35 - 1  
Séparation de la radioactivité liée à chaque métabolite de ltATP après une incubation des 
membranes plasmiques avec llATP tri tié en 1' absence (A) d' effecteurs exogènes et en présence 
(B) d'un activateur de l'adénylcyclase (N~F 20 m~). 



isolées par la méthode de NEVILLE. 

L'activité de base de ltadényl-cyclase est stimulée environ 

25 fois par le glucagon 10- 'M, 8 fois par l'adrénaline 10- 4~ et 11 fois par le 

fluorurede sodium 20 mM (voir figure 35 B (p. 82), Ces valeurs sont en bon accord 

avec les résultats dlEMMELOT et BOS, 1971 (469). En effet, selon ces auteurs, 

l'enzyme est activé 20,5, et 10 fois respectivement par ces trois erfecteurs 

Ceci montre également que l'intégrité des membranes est respectée durant la prépara 

tion car les propriétés de , 1' enzyme sont conservées après isolement des membranes , 

2 - Etude des enzymes "marqueurs" d'autres fractions cellu- 
laires 

Notre fraction membrânaire peut être contaminée par d'autre 

membranes provenant de divers organites cellulaires. Les diverses membranes peuvent 

être mises en évidence par l'activité 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 être 

absorbées et entraînées par les membranes plasaiques lors du fractionnemento 

a - Enzymes des microsomes 

a - Glucose-6-phosphatase (D-glucose-6-pho2- 
1 

phate phosphoFgdrolase, EC 3. 1,  3. 9 2  

a - Principe 
Les membranes plasmiques isolées de 

l'hépatocyte du Rat présentent une légère activité glucose-6-phosphatasique : 

EKMEXOT et al 1964 (470). La plupart des auteurs considèrent cet enzyme comme un 
O '  

enzyme "marqueur" des microsomes (membranes du réticulum endoplasmique), Ce qui ser- 

ble prouver que les préparations de membranes plasmiques sont légèrement contami- 

nées par des membranes microsomales. Mais  LOT et BOS, 1970 (471 ) en comparant 

les propriétés des activités glucose-6-phosphatasiquesdes microsomes et des membra- 

nes plasmiques montrent que les deux enzymes sont différentse 



Le substrat  e s t  l e  glucose-6-phosphate e t  l ' a c t i v i t é  e s t  déter-/ 

minée par la méthode de ShTANSON, 1955 (472) après incubation à 37" des membranes 1 
e t  du substrat  e t  dosage du phosphate l ibéré.  L'activité spécifique exprimée comme 

dans l es  cas précédents e s t  mesurée pour l'homogénat de départ e t  l a  fraction rnex- 

branaire , 

fj - Résultats I 
L'activité de 0,465 y. moles par heure e t  1 

par mg de protéines membranaires e s t  proche de ce l l e  trouvée par EMMELOT e t  BOS, j 
1970 (473) qui  e s t  de 1 ,p mol-es par heure e t  par mg de protéines. Lthoaogénat a unel 

a c t i v i t é  20 f o i s  plus fo r te ,  il contient e n e f f e t  l ' a c t i v i t é  enzymatique due aux 1 
microsomes en plus de ce l le  des membranes plasmiques, 

a - NADP Ha cj~tochrorre c reductase, (EC 1 . 6. 2.. 
2 - 

a - - Principe 

La N D X 2  - cytochrome-c-&duc tase  semble 

plus spécifique des rnicroso~es que la  glucose-6-phosphatase, OîfURA e t  al., 1967 

(474). Mais l a  présence de cet  enejme a é t é  signalée dans l e s  membranes plasmiques 

COLBEAU e t  a l , ,  1971 (475), Ces auteurs concluent d 'a i l leurs  que l e s  donnees 

fournies par l a  mesure de l ' a c t i v i t é  de l a  NADPH -cytochrome-c-rGductase, l a  glucos 
2 

6-phosphase e t  l e  ' cytochrome P dans une f ract ion cel lu la i re  aboutissent exacte- 
450 

ment au même pourcentage de contaminants par l e s  microsomes, 

La mesure de ce t te  a c t i v i t é  e s t  effectuée par l a  rnétlode de MAKLZ 

1955 (476), consistant à mesurer l a  réduction du cytochro~e oxydé par la  NADPH p z  2 
lec ture  au spectrophotomètre à 550 nm, L'activité spécifique e s t  calculée comme 

préc6demment sur  llhomogénat e t  l a  f ract ion membranaire, 



6 - Résultats 

La valeur obtenue de 0 , 1 1 4 ~  moles de cyto- 

chrome-c r édu i t  par mg de protéines e t  par  heure e s  t i n f  é r ieure  à c e l l e  obtenue par 1 
COLBEAU e t  a l . ,  1971 (477) qui  obt ient  une valeur de 0,48 pour des membraires non pu i 
r i f i é e s  e t  0,60 pour des membranes pur i f iées  par passage s u r  gradient  de sacch.arose/ 

L1hon;ogénat a dans ce cas, une a c t i v i t é  environ 6 f o i s  plus f o r t e G  l 
b - - Enzyme des lysosomes : l a  phosphatase acide(phosphomono-- 

\ 

es té rase  acide EC 3. 1 . 3. 2, ) 

I 

a - Principe 

La phosphatase acide f u t  t r è s  t ô t  considérée corrme enzy 

me carac tér i s t ique  des lysosomes (APPELMANS e t  al. ,  1955 (478) mais l a  présence de 

c e t  enzyme dans l e s  membranes plasmiques a é t é  observée par ENMELOT e t  al. ,  1964 

(479) qui trouvent d q a i l l e u r s  une a c t i v i t é  d i f férente  avec l e  susbs t r a t  : B-glycero 

phosphate ou p-nitrophényl-phos=hate, Une a c t i v i t é  phosphatase acide a é t é  auss i  

trouvée par COLBEAU e t  a l , ,  1971 (480) en u t i l i s a n t  l e  p- n i t r o ~ h é n ~ l  -phosphate - 
Nous avons u t i l i s é  ces deux subs t r a t s  pour étudier  l ' a c t i v i t é  phosphatasique acide 

de not re  f r ac t ion  membranaire. L'incubation a é t é  effectuée dans l e s  deux cas à 

pH 5 e t  l ' a c t i v i t é  estdéterminée par dosage du phosphate ou du p-:nitrophénol l i b é r é  

b - Résultats  l 
L ' ac t iv i t é  B-glycéro-phosphatasique e s t  de 0,223 nio- 

l e s  par  mg de protéines membranaires e t  par heure, e l l e  e s t  3 f o i s  p lus  rCduite que 

dans llhomogénat. EMMELOT e t  a l O ,  1964 (481 ) trouvent dans l e s  mêmes conditions, 

une ac t i - r i té  de 0,4 )I moles, L ' a c t i v i t é  p-initrophényl -phosphatasique e s t  plus fort1 

2,36 moles de p- nitrophénol l i b é r é  par mg de protéines e t  par heure, c e t t e  va le4  

e s t  proche de c e l l e  trouvée par COLBEAU e t  a l , ,  1971 (482) qu i  e s t  de 3~ moles. - 
Cet te  a c t i v i t é  e s t  plus f o r t e  dans notre f r ac t ion  membranaire que dans llhomogénat. 

Il semble en f a i t ,  que ce s o i t  l ' a c t i v i t é  P-- glyc6rophosphatasique ac ide  qui r e f l è t e  P l 
l a  contamination par l e s  lysosomes. Les membranes plasmiques doivent: posséder par / 



ellesmêmesune activité phosphatasique acide dont lsimportance dépend du substrat 

utilisé. 

c - 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 ul enzyme marqueur de la membrane 

mitochondriale externe : la mono-amine oxydase, un enzyme marqueur de la membrane 

,mitochondriale interne : la succinodeshydrogénase. 

a - Principe 

La mono-amine- oxydase (MAO) a longtemps été 

considérée comme l'enzyme "marqueur" des merribranes mitochondriales externes; SCHXAI 

MAN et a1.,1967 (483). Récemment, GORKIN, 1971 (4a) a montré que dans llhépetocyte 

du Rat, cette activité était très forte dans les membranes plasmiques (envlron 

10 fois plus forte que dans lthomogénat)est encore plus forte dans les membranes 

de l'enveloppe nuclé-' aire O 

Le dosage est effectué par la méthode de TABOR et al,, 1955 (485 

en mesurant en 250 nm la différence de densité optique due à la transformation de 1 

benzylamine en benzaldéhyde. 

B - Résultats 

Nos résultats confirment les travaux de GORI<IN 

1971 (486), 1 ' activité de 0,795 )i moles de benzaldéhyde formée par mg de protéines e 

par heure est proche de celle trouvée par cet auteur (0, 66/1 moles) ainsi que le ta 

d'enrichissement qui est de 10. Il semble donc que cet enzyme ne puisse pas être 

considéré comme un enzyme marqueur des membranes mitochondriales e~terne~mais il eL 

ati contraire présent dans un grand type de membranes, membranes plasmique, 

nucléairese t mi tochondriales 



a - Principe 

La succinodeshydrogénase e s t  avec l a  cytochro{ 

me oxydase un des principaux enzymes marqueurs des membranes mitochondriales in ter-  1 
1 

nes (voir  par exemple ALIMANN e t  al. ,  1968 (487& Cet enzyme e s t  intégré dans l e s  1 
chaînes d'oxydation ce l lu la i res  des crêtes mitochondriales internes, 1 

1 
1 

Le dosage e s t  effectué par l a  méthode de BONNER, 1955 (488) 

en suivant au spectrophotomètre à 400 nm l a  réduction du ferricyanure en ferrocyanu- 1 
l 

r e  de potassium, i 

i 
I B - Résultats 1 

L'activité trouvée pour notre f ract ion e s t  de 

2 , 3 p  moles de succinate consommé par mg de protéines e t  par heure, Cette a c t i v i t é  

e s t  assez élevée, mais pour l e s  mêmes membranes, COBEAU e t  a l . ,  1971 (489) trouvent - 
une ac t i v i t é  cytochrome oxydasique de 9~ moles de cytochrome-c oxydé par mg de pro- 

téines e t  par heure. En f a i t ,  il semble que c ' e s t  l a  membrane mitochondriale interne 

qui s o i t  l e  contaminant principal de notre f ract ion menbranaire, 

3 - GonclusL 1 ons 1 

L'étude de l ' a c t i v i t é  enzymatique de notre f ract ion membranaire 

confirme dans l'ensemble l e s  résu l ta t s  obtenus par microscopie électronique e t  par 

gradient de densité. 

L'étude des enzymes "marqueurs" classiques des membranes plasmi 

ques, résumée dans l e  tableau VI11 88)  montre que l'enzyme qui a l e  taux d 'enri-  

chissenient l e  plus élevé e s t  l a  5'-nucléotidase, c e t  enzyme e s t  considéré comme étan 

strictement localisé sur  l e s  membranes plasmiques, Les autres enzymes ayant des enr i  i 
chissements de l t  ordre de 10 ou de 4,5 sont des enzymes qui doivent avoir  une répar- I 
t i t i o n  topographique plus large dans l a  cellule,en prticulierlesATPases qui sont l 

- également présentes dans l e s  cyto-membranes du réticulum endoplasmique, Les enzymes 

dont l ' a c t i v i t é  ou l e s  modifications d 'ac t iv i té  dépendent de l a  structure molécu la i r~  



1 Tableau V I 1 1  ( 

CkRAC TERISATION ENZYMATIQUE DE LA FRAC TION MEMBRAhTAIRE ( * ) 

Membranes L7 

5 '  Nucleotidase Nucleotide pyrophos- p-nitrophenylphos- (K+) p-nitrophényl- Leucyl fi naphtylami- 

Enrichissement : phatase phatase (Alc) phosphatase (Alc) dase ' 
2 O Enrichissement : 10 Enrichissement : 9 (sensible à l'oua- Enrichissement : 4,6 

baIne) 
Enrichissement : 4,6 

A T P ~ ~ ~  (Na+, K+, hlg++) A T P ~ ~ ~  (Na+., K+) Adenyl cyclase* 
(sensible à l'oua- 

Enrichissement : 4 , 8  baine) Enrichissement : 1 2 , 7  * exprimé en n moles par 
Enrichissement : mg en protéine et par heure 

4 > 1  

(*) Valeurs exprimées e n r  moles de subs t r a t  trznsformé par  mg de protéines e t  par heure. 



de la  membrane comme l e s  ATPases ou ltadényl-cyclase, ont une a c t i v i t é  normale, 

La s t ruc tu re  moléculaire ne semble donc pas d é t r u i t e  durant l t i so lement ,  La membr; 

conserve son a c t i v i t é  de récepteur d'hormone e t  la f ixa t ion  de ce l le -c i  conduit à 

une stimulation de lladényl-cyclase, c'est-à-dire que l e s  r e l a t ions  protéines-pro. 

nes ou protéines-lipides sont  conservées, Il peut évidemment s e  produire des remai 

ments moléculaires de l a  membrane n ' a l t é ran t  pas l ' a c t i v i t é  enzymatique, 

La d i s t r ibu t ion  d'enzymes carac tér i s t iques  des contaminants ci 

l u l a i r e s  e s t  résumée dans l e  tableau IX (p. go), Cette  d i s t r ibu t ion  e s t  en faveur 

d'une contamination assez f a i b l e  des membranes plasmiques par l e s  cyto-membranes, 

mais les enzymes "marqueurs" présentent une d i s t r ibu t ion  plus large que c e l l e  déc: 

t e  en général pour ce type de contrôle. Par exemple, l a  mono-amine oxydase senble 

en f a i t  plus abondante dans l a  membrane plasmique que dans l e s  membranes mitochoric 

l e s  externes, d 'autre  pa r t ,  ces membranes ont  également une a c t i v i t é  glucose-6-ph( 

phatasique, phosphatasique acide, l ' i n t e r p r é t a t i o n  e s t  donc dél icate .  Il semble 

quand même que l e  contaminant principal  s o i t  l e s  membranes mitochondriales internt 

Pour compléter l a  ca rac té r i sa t ion  de notre f r ac t ion ,  une etildt 

biochimique sommaire s e r a  décr i te ,  c e t t e  étude nous permettra de comparer l a  conp 

t i o n  globale des membranes avec ce l l e  déc r i t e  par l e s  auteurs e t  de compléter a k ~  

notre  étude s u r  l e s  c r i t è r e s  de pureté. 

D - ETUDE BIOCHIMIQITE ----------------- 

L'étude de l a  composition chimique des membranes permet de 

rapprocher l e s  valeurs  obtenues de c e l l e s  publiées par l e s  d i f f é ren t s  auteurs.  

Envisagée sous c e t  aspect,  l ' é tude  de l a  composition chimique peut ê t r e  considérét 

comme un c r i t è r e  de pureté. 

1 - Dosaffe des p r o t é i n n  

a - Principe 

Les protéines peuvent ê t r e  dosées par deux méthodes 

s o i t  par l a  méthode de LOhRY e t  al., 1951 (490) . Il f a u t  employer pour ce la  l a  

méthode modifiée pour l e s  protéines insolubles. Les membranes lyophi l i sées  sont  



DISTRIBUTION D'ENZYMES CARACTERISTIQUIES DES CORTAP/[iNANTS ................................................. 

CELLULAIRES DAhTS LA FRACTIOK MEZQRANAIIiF: (*) .............................. 

Homogénat Membranes 1-j 

MITOCHONDRIES: -1 MICROSOMES m 
EC 3.1.3.9 EC 1 .6 .2 .2  EC 1.4.3.4 

Mono Amine Oxydase 

Reductase 

Succinodehydrogenase 

(*) Valeurs exprimées en moles de substrat  transformé pzr mg de protéines e t  par heure. 



dissoutes  dans une so lu t ion  de soude 1 N. On peut également e f f ec tue r  un dosage 

à l a  sérum-albumine bovine q u i  cont ien t  15 p. 100 d f  azote. 

l d 'azote  par la  micro-riiéthode de KJEHLDALo Les deux dosages son t  e f f ec tués  par  rappor,  

b - Résul ta t s  

La méthode de LOhRY nous donne un taux de protéines de 

65 p, 100. Les membranes t o t a l e s  possèdent 8,8 pi 100 d 'azote  , l e  pourcentage de la 

f r a c t i o n  protéique mraurée après  ex t rac t ion  des l i p i d e s  avec l e  mélange chloroforme- 

méthanol 2 : 1 (v : v)  e s t  de 13,8 p, 100. S i  on admet que l a  p a r t i e  l i p id ique  ne 

possède pratiquement pas d 'azo te  ( l e s  amnoniums quaternaires  de la  phosphatidyl-cho- 

l i n e  ne sont  pas transformés en s u l f a t e  d'ammonium par  l e  mélange des t ruc teur )  on 

peut conclure que l a  f r a c t i o n  protéique représente  65 p. 100 du poids des membranes. 

Ce pourcentage confirmé par l e s  deux méthodes, e s t  proche de c e l u i  donné par  dkffé- 

r e n t s  au teurs  en p a r t i c u l i e r  EMNELOT e t  al., 1964 (491 ) ( v o i r  tableau X (P. 92 ) ) . 
2 - Dosage du phosphore 

a - Principe 

Le dosage du phosphore a é t é  e f f ec tué  en mesurant l a  

quan t i t é  de phosphore l i b é r é  ap rè s  des t ruc t ion  par l ' a c i d e  perchlorique des f r a c t i o n  

l ip id ique ,  protéinique e t  des membranes t o t a l e s  par  l a  méthode de FISKE-SUBBAIIObl. 

Les membranes t o t a l e s  présentent  un pourcentage de 1 
Protéine (mg) 

phosphore de 0,7. Dans ce cas, l e  rapport  ------------- = 2,9. Ce rappor t  
Phosphore (pg) 

1 à 10  g de phosphore par  mg de protéine. P I 
La f r a c t i o n  l ip id ique  r en feme  une quan t i t é  de phosph 4 

r e  de 6,7 g par  mg de membranes. S i  on considère que l a  masse moldculaire moyerne Y- 
d'un phospholipide e s t  de 770, on a 16  ~g de phospholipides pour 100 mg de membrane 

ce q u i  correspond à 25 mg de phospholipides pour 100 mg de pro té ines  membranaires. I 
tableau X (p. 92 ) permet de v é r i f i e r  que ces  d i f f é r en te s  va leurs  a i n s i  que l e  rapgoll 



COMPOSITION CHIMIQUE COWAREE DES MEMBRANES PLASMIQUES DE FOIX ........................................................ 
DE RAT 

p, 100 de protéines 

m g  de protéine 
)1M de phosphore 

ng de phospholipides pour 
100 uig de protéines mem- 
branaire  s 

,pM de phosphore phospholi- 
pide 

de phosphore membranai- 
r e  t o t a l  

pM de cholesteroi. 

)IN de phosphore pk-ospho- 
l i p id ique  

& 

7 

Résul ta t s  
personnels 

65 

239 

25 

O, 95 

EMMELOT e t  al . ,  RAY, 1970 (493) 

0938 

- .l"i 

1964 (492) 

65 

2,2 à 2,9 

27 

- 

192 

60 

O, 93 



molaire du phosphore phospholipidique sur le phosphore total lié aux membranes est 

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

. phosphore provient d'une part des phosphoprotéines qui sont présentes dans les mem- 

branes (BUT et HAREL, 1969 (495) ) , et dl autre-part, vraisemblablement aux RNA asso- 
6 

ciés aux protéines comme semblent le démontrer DAVIDOVA et SHAPOT, 1970 (496), 

3 - Dosage' du cholestérol 

a - Principe 
l 

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

tion de LIEBERMANN-BURO d'après la méthode de STADTMPJ, 1955 (497). 

b - Résultats 

Le dosage donne 3,7 mg de cholestérol pour 100 mg de membra 1 
nes. Le rapport molaire : ~holestérnl/~hos~hore phospholipidique est de 0,39. Dans 1 
les mêmes conditions, EPJMELOT et al,, 1964 (498) trouvent des valeurs de 0,4 à 0,39. 

I 4 - Conclusions l 
Notre préparation membranaire a des caractéristiques proches 

de celle isolée par EPIMELOT et al,, 1964 (499) mais elle semble plus pauvre en phos- - 
pholipides que celle isolée par RAY, 1970 (500)~ La similitude de la composition I 
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 
mole de cholestérol 

les membranes plasmiques, et le rapport ------- pour les membraries 
mole de phospholipides 

d'hépatocyte du Rat est de 0,11 à 0,27 pour les microsomes, O,11 à 0,18 pour la meir,- 

brane mitochondiale externe et 0,02 pour la me~brane mitochondriale interne, Le rap- 

port de 0,39 que nous obtenons prouve que le type de membrane obtenu est une membran4 

plasmique et que le taux de contamination par d'autres membranes est faible, 



ETUDE SUR U S  GLYCOPROTEINES MEMBRANAIRES 

Les membranes plasmiques isolées dans un état de pureté sufC' L ~sax. 

nous permettent donc d'aborder l'étude des glycoprotéines membranaires avec mité- 

rie1 suffisamment pur. Ceci nous permet d'employer des méthodes d'analyse très fines 

en général fondées sur l'utilisation des molécules radioactives. 

Notre étude se divisera en deux parties : une étude sur les 

glycoprotéines totales solubilisées grâce à l'emploi des détergents, une étude sur 

les glycopeptides isolés après action d'un agent protéol.ytique, 

. 1 - ETUDE SUR LF23 GLYCOPROTEINES TOTALES 
A - CARACTERISATION CHIMIQUE DES GLYCOPROTEINES ~~BKANAIRES ........................................................ 

1 - Principe 

Nous appliquerons pour caractériser chimiquement les glycoprotéi- 

nes membranaires la métho?e employée par GURD et al,, 1972 (501) qui consiste en mi 

fractionnement des membranes par 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 

Sepharose 6 B. Cette méthode permet d'avoir une idée de la répartition et du ~oids 

moléculaires des glycoprotéines dans les trois fractions. La caractérisation chhi~ur 

s'effectue par dosage des protéines,glucides et phospholipides dans chaque fraction. 

Les étapes de la solubilisation sont schématisées dans le tablez~ 

XI (p. 95 ). 50 mg de membranes sont lavées avec une solution de Nacl 0,9 p. 100 dms 

du tampon Tris-Hcl 5 mM pH 7,6. La fraction alchli- soluble est obtenue par action 

du tampon Na Co - NaHCo 50 mM pH 10,2 - EDTA iO ml4 à 37" pendant 60 nir~tes. 
2 ;  3 



FRAC TIOXJ!EPENT DES PRO'EINES DES MEMBRANES PLASMIQUES D ' HEPATOCYTES DE RAT (* ) ....................................................................... 

,Membranes lavees avec une solut ion de Nacl O,  9 p. 100 
Tris-Hcl 5 mM pH 7,6 

pon : Na Co < 2 3 
- NslICog 50 mM 

10,2, EDTA 10 mM 370  C ,  60 minutes 

< Centrifugation 100 000 g, 30 minutes 

Surnagean cul0 t 

.1 
Fract ion 

alcal i-soluble i! Alcali-insoluble 

Solut ion aqueuse de pyridine 
à 33 p. 100 

+Centrifugation 170 000 g, 60 

t. 

urnagean t 

1 
Fract ion Pyridine 1 soluble 

Pyridine-insoluble 

d ia lyse  contre 
tampon. 
SDS 5 pe 100, 
urée 0 , 5  14, 
mercapto-6 thanol 

30 

Solubi l i sa t ion  
Fract ion pyridine-insoluble 

(*) Méthode de GURD e t  a l , ,  1972 (502). 



Après cent r i fuga t ion  à 100 000 g pendant 30 minutes dans l e  r o t o r  40 (Beckaan), on 

o b t i e n t  un surnageant appelé f r a c t i o n  alcal i -soluble ,-  qui,après d i a lyse  cont re  de 

l ' e a u  d i s t i l l ée , e s t  lyophi l i sée  -, e t  un cu lo t  ou f r a c t i o n  a lca l i - lnso lu5le .  Cet te  

dern ière  e s t  resuspendue dans 10 m l  d'une so lu t ion  aqueuse de pyridine à 33 p. 100 

( v  : v)  à OQ C e t  homogénéisée par  20 a l l e r s  e t  r e tou r s  du p is ton  de l s a p p z r e i l  de 

P o t t e r  e t  Elvejehm, Après cent r i fuga t ion  à 100 OOC g pendant 1 heure dans l e  ro to r  

40 (Beckman) on ob t i en t  un surnageant ou f r a c t i o n  pyridine soluble ,  qui ,  d ia lysé  ?e 

l a  meme manière' que précédemment, e s t  lyophi l i sé ,  Le cu lo t  ou f r a c t i o n  pyridine inso- 

l u b l e  e s t  d i a lysé  18 heures à 200 C contre  500 m l  de tampon suivant  : SDS 8 p, 100, 

urée  0,5 M, mercapto-éthanol 30 mM, ce q u i  permet s a  so lub i l i s a t ion  e t  s a  chromato- 

graphie u l t é r i eu re s .  

3 - Incorporation de précurseurs r ad ioac t i f s  dans l e s  menibranes 

En vue du repérage des glycoprotéines e t  phospholipides d a n s - l t é f -  

f l u e n t  de l a  colonne de chromatographie, il e s t  i n t é r e s san t  d 'ob ten i r  des  glycopro- 

t é i n e s  e t  des g lycol ip ides  marqués. En e f f e t ,  c e t t e  chromztographie s ' e f f ec tuan t  en 

présence de détergent ,  l e s  dosages c lass iques  des glucides e t  des  phospholipides son 

imprécis e t  dé l i ca t s .  Un simple comptage des f r a c t i o n s  de l a  chromatographie permet- 

tra un repérage immédiat des  glycoprotéines e t  des  phospholipides. Le marquage ?es , 

glycoprotéines s ' e f f e c t u e r a  grâce à l a  glucosamine 14c 7 e t  c e l u i  des phospholipides 

grâce  à l ' i n j e c t i o n  de phosphate (32-P), 

a - Glucosamine ( 1 4 x 1  

Pour ob ten i r  un marquage maximum, il e s t  ndcessaire  

d1  é tud ie r  1 ' incorporat ion du précurseur en fonct ion du temps, Cet te  expérience a 

é té  menée en i n j e c t a n t  à des  r a t s  10 C i  de D-glucosamine 14-Cl ( a c t i v i t é  spécif ique Y 
51 m C i  par  m ~ ) ,  après  s a c r i f i c e  des rats au temps 30° ,  1 hi 2 h, 3 h e t  6 h, l e s  

membranes sont  préparées de façon classique e t  la r ad ioac t iv i t é  des membranes t o t a l e  

des  protéines membranaires après  ex t r ac t ion  des l i p i d e s  avec l e  mélange chlorofome- 

méthanol (2 : 1) (v  : v )  e s t  mesurée a i n s i  que c e l l e  de l a  f r a c t i o n  l i p id ique ,  L2 

r ad ioac t iv i t é  spécif ique par  mg de protéines e s t  calculée après  dosage des protéines 

pa r  l a  méthode de LOWRY avec l a  serwn albumine bovine corne térnoino 



La cinét ique d ' incorporat ion donne l a  courbe représentée p2.r l a  

f i g u r e  36 ). La r ad ioac t iv i t é  maximum e s t  obtenue pour l a  membruie t o t a l e  e t  

l e s  pro té ines  membranaires après  un temps de contact  de 2,5 heures, ce  qui  e s t  pro- 

che de l a  valeur  trouvée par  MIYAJIMA e t  al, ,  1970 (503) q u i  e s t  de 3 heures, e t  de 

c e l l e  de EVANS e t  GURD, 1971 (504) qu i  e s t  de 2 heures. Lf incorpora t ion  au niveau 

des  g lycol ip ides  e s t  maximum au bout de 2 heures,, Nous choisirons donc pour l e  r e s t e  

de l 'expérimentation un temps d ' incorporat ion de 2,5 heures. La r a d i o a c t i v i t j  spScif 

que avec comptage dans l e  BRAY* (10 m l  de BRAY + 1 m l  de l a  suspension membranaire) 

e s t  de 4 000 cpm par  mg de protéines membranaires, Cet te  r a d i o a c t i v i t é  f a ib l e ,  e s t  

s u f f i s a n t e  pour un repérage des glycoprotéines après  chromatographie, 1 

b - Phosphate (32-P) l 
Le repérage des phospholipides s e  f a i t  pa r  i n j ec t ion  

in t r apé r i t onéa l e  de 50 C I  de H 3 2 ~ 0  par 100 g de poids ( a c t i v i t é  spéc i f ique  0,65 Y 3 4 
C i  par  mM). L' in jec t ion  s e  f a i t  18 heures avant l a  s a c r i f i c e  e t  l e s  niembranes sont  

préparées par  l a  méthode classique.  Le comptage de la  r ad ioac t iv i t é  l i é e  au phosflio- 

re-32 s ' e f f ec tue  grâce à l a  s c i n t i l l a t i o n  l iqu ide  dans l e s  mêmes condit ions que prs- 

cédemrnent, 

4 - Chrometographie 

La chromatographie s l e f f ec '~ue  suivant  l a  méthode de GURD e t  a l . ,  

1972 (505) s u r  une colonne de Sdpharose 6 B équi l ibrée  avec l e  tampon su ivant  : 

SDS 0 , 5  p. 100, urée 0 ,5  M dans un t a p o n  Tris-Hcl 30 mM pH 8. La colonrle e s t  de 

1 x 100 cm e t  l e  déb i t  de 6 ml/heure, Des f r a c t i o n s  de 3,5 m l  sont r ecue i l l i e s .  

La dens i t é  optique à 280 nm e s t  mesurée pour connaî t re  l a  r é p a r t i t i o n  des  pro ts ines  

* Composition du BMY u t i l i s é e  pour l e s  c o ~ p t a g e s  en s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  : 6C g 
de napihtalène,  4 g de PPO, 0 ,2  g de POPOP, 20 ~1 d'éthyléneglycol  , 100 m l  de 
méthanol, qsp . 1 1 avec riri dioxanne. 



totales 

Cinétique d'incorporation de la Glucosmine 144 dans les membranes 
plasmiques dthépatocyte de Rat. 



et les comptages pour la glucosamine 14c ou le 3 2 ~  sont effectués sur des aliquots 

de chaque fraction. 

Le marquage des glycoprotéines et des phospholipides est réalisé! 

sur des préparations différentes, mais, analysés dans les mêmes conditions chromato- 

graphiques. En effet, les méthodes de double marquage sont impossibles avec ces deux 

isotopes, l 
5 - Résultats 

a - Composition des fractions 

La composition de chaque fraction est étudiée en dosant 

la quantité de protéines, dloses neutres, d'acides sialiques et d'osamines. Le dosa: 

des protéines est effectué par la méthode de LOWRY avec la sérum albumine bovine 

comme témoin. Les oses sont dosées après précipitation à llASCA à 10 p. 100 des 

protéines, centrifugation et dosage à l'orcinol su-r 0,l ml (micro-méthode) par la 

méthode de T I L W S  et PHILIPPI, 1929 (506) modifiée par RIMINGSON, 1940 (507). Les 

acides sialiques sont dosés également après précipitation à ltATCA à 10 p. 100 
!> ,!? 

centrifugatior,, hydrolyse par 1'AEA à 5 p. 100, 1 h à PO2 par la méthode de :,:;; O 
WARREN, 1959 (508) modifiée par SAPER et GERSTENFED, 1962 (509). Les oëamines son- 

dosées après hydrolyse par l'Hel 4 N, 4 heures à lOOc C par la méthode dtELSON 

MORGAN, 1933 (510) modifiée F r  BLIX, 1948 (51 1 ). Le dosage du pkosphore a été 

éffectué après destruction par l'acide perchlorique des différentes fractions par 

la méthode de FISm et SUBBAROW. 

La répartition de ces différents composés est résumée dans le 

tableau XII (P.lOO). La fraction alcali-soluble représente 35 p. 100 des protéines 

totales, elle est pauvre en acide sialique et en osamines et comprend très peu de 

phospholipides. L'immunoélectrophorèse de cette fraction a été effectuée avec du 

sérum de Lapin immunisé avec des membranes totales. La fraction est dialysée contre 

un tampon Tris-Hcl 0,l M pH 8,7, urée 2 M, Triton X 100 2 p. 100 et l~immunoélectro- 

phorèse est réalisée suivant la méthode de D m S  et MEHL, 1970 (51 2). La figure 37 

(p, 10l)montre l ' imrfiuno~lectrophorèse 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 immusérwû membranaire, et que l'on retrouve lls^ 

de précipitation dans la fraction membranaire totale. Ces résultats suggèrent que 



CONPOSITIOK CHEIQUE DES DIFFEFXKTES FMC TIONS DES ME:MDRA?ES PLASMIQIJES ...................................................................... 
D HEPATOCYTHS DE RAT (*) .................... 

(*) à p a r t i r  de 25 g de f o i e  frais, 

)I moles 

g Prot  g de Protéines 

m g  PL m g  de Phospholipides 
O - *  

g Prot  g de Protéines 



Figure 37 

Immunoélectrophorèse des merilbraes plasniiq~es to ta les  e t  de l a  f ract ion 
a lcal i -  soluble. 

A : Membranes to ta les  ; B : Fraction alcali-soluble. 



c e t t e  f r ac t ion  do i t  contenir  l ' an t igène  de membrane organo-spécifique du f o i e  l 
1 

de Rat i s o l é  par NEVILLE, 1968 (513) par ext rac t ion  dans un tampon K CO 50 ml4 ou 
2 3 

lrEDTA 1 mM. Ceci confirme également l e s  r é s u l t a t s  de GURD e t  a l , ,  1972 (514) chez l a  

Souris. I 

! 

La f r ac t ion  pyridine soluble représente également 30 p. 100 des 

protéines to t a l e s ,  e l l e  e s t  t r è s  r iche  enacides s i a l i q u e s C e t t e  f r ac t ion  s i a l o g l y ~ ~ -  

protéique r e s t e  d ' a i l l e u r s  associée à des phospholipides même après ext rac t ion  à l a  

pyridine. Cette  f r ac t ion  ne donne aucun a r c  après immunoélectrophorése dans l e s  con- 

d i t ions  déc r i t e s  prdcédemment. Ce manque de r é a c t i v i t é  peut-être dfi à un man - ; 
1 

que d'antigène, ou à une dénaturisat ion de ceux-ci après so lub i l i sa t ion  par  l a  pyri- 1 
1 

dine. En e f f e t ,  d 'après S m I E L D  e t  EMMELUT, 1971 (515) l e s  antigènes membranaires ' 
sont  de nature protéique e t  dépendent donc de l a  c o n f o m t i o n  deces molécules à lasu-  

face  de la membrane, . 
La f rac t ion  pyridine insoluble e s t  l a  plus r iche en 'phospholipides 

e l l e  contient  beaucoup d'osamines e t  d'oses neutres  mais relztivement peu d'acides I 
sial iques.  Cette f r ac t ion  non plus ne donne aucun a r c  en immunoélectrophor~se 1 
avec un immunsérum contre l e s  membranes. 

Ce fractior~nement p a r a î t  donc so lub i l i se r  t r o i s  types de co~plexe:  

lipoglycoprotéïques d i f férents .  Un premier complexe pauvre en phospholipides mais 

fortement antigénique, un second plus r iche en phospholipides que l e  préc6dent e t  

t r è s  r iche  en acides s ia l iques ,  l e  troisième t r è s  r iche  en plr_ospholipides c o ~ t i e n t  

essentiellement des osamines e t  des oses neutres  mais peu d 'acides s ia l iques ,  L'étude 

s e  poursuit  par l a  chromatographie de chacune de ces f r ac t io rx  sur  Sépharose 6 B. 

b - Etude chromatographique 

Chaque f r ac t ion  marquée s o i t  à l a  glucosaniine 14c 

s o i t  au 3 2 ~  e s t  chromatographiée s u r  Sépharose 6 B. La f igure  38 montre l e  

r é s u l t a t  des t r o i s  chromatographies. 

La f r ac t ion  alcal i-soluble présente une r é p a r t i t i o n  t r è s  l a rge  

des glycoconjugués., de f a i b l e  masse moléculaire. Les phospholipides son t  élevés en 

deux pics ,  un p ic  e s t  associé à des protéines, l ' a u t r e  correspond à des a i c e l l e s  

SDS-pkospholipides. 
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Figure 38 

Chromatogrhphie sur sépharose 6 B des trois fractions : alcali-soluble, pyridine soluble, 
pyridine insolukle, des mercbranes plûsmiques. Les protéines sont localis6es par lecture de 
la densité optique à 280 rm, la position des phospholipides et des glycoprotéines est déter- 
minée par 1z mesure de la radiosctivité du 3 2 ~  et du 1 4 ~  après injection de phosphate et de 
glucosmine radioactifs. 



1 
La f rac t ion  pyridine soluble a une r épa r t i t i on  moins large 

e t  on observe un déplacement vers  l e s  hauts poids moléculaires. Dans c e t t e  f r z c t i o ~ ,  

tous l e s  phospholipides sont  associés à des protéines. 

I Dans l a  f r ac t ion  pyridine insoluble, l e s  glycoprotéines sont  , 
encore déplacées vers  l lexc lus ion  de la colonne, c'est-à-dire vers  lashauts  poids 

moléculaires, e t  comme dans l ' a u t r e  f rac t ion ,  tous l e s  phospholipides sont  associés 

à des protéines. 

6 - Conclusions 

Les glycoprotéines membranaires sont  en é t r o i t e  r e l a t i o n  avec l e  Ei 
phospholipides. En e f f e t ,  l ' a c t ion  d'un agent a l c a l i n  léger  (tampon CO Na - CO FXa 

3 2 3 - 
pH 9,7) so lub i l i se  seulement peu de glycoprotéines. Ces pro t é ines  sont antigéniques 

e t  ne possèdent que peu de r e l a t i o n  avec l e s  phospholipides en e f f e t ,  e l l e s  n1eiitrz?{ 

nent  dans l e u r  so lub i l i sa t ion  que peu de phospholipides (10 p. 100). Ceux-ci sont  

d ' a i l l e u r s  pour moitié l i b é r é s  par ac t ion  des détergents. Ces glycoprotéines doivent 

ê t r e  vraisercblablementexternesà l a  membrane ca r  e l l e s  d a g i s s e n t  avec un imnunsSrm 

contre l e s  membranes to t a l e s ,  e t  doivent avoi r  un poids moléculaire r e l a t i v e w n t  

f a i b l e  ca r  e l l e s  sont  retenus s u r  l a  colonne de sépharose 6 B. 

L 'act ion d'une solut ion de pyridine à 33 p. 100, so lub i l i se  des 

glycoprotéines en r e l a t i o n  plus é t r o i t e  avec l e s  phospholipides. Ces glycoprotéiqes 

e n t r a b e n t  l o r s  de l e u r  so lub i l i sa t ion  une grande quanti té  de phospholipides (40 p. 

100), e l l e s  sont  de m s s e  moléculaire plusélevée que précédemment e t  r i ches  en 

ac ides  s ia l iques ,  c e c i l e s t  en accord avec l e s  r é s u l t a t s  de BLUMENFELD,' 1968 (516) 

q u i  so lub i l i se  a i n s i  sélectivement l e s  sialoglycoprotéines de l a  menbrane erythro- 

cytaire .  

La f r a c t i o n  l a  plus importante 2es glycoprotéines r e s t e  associée 

aux l ip ides  membranaires, l e u r  so lub i l i sa t ion  nécessi te  l 'emploi de détergent corne 

l e  SDS.'ces lipoglycoprotéines sont  de poids moléculaire élevé, r iches en oses neutre 

e t  osmines,  plus Pauvresque l e s  précédentes en acides s ial iques.  



La figure 39 (p.106) résume ces données et montre comment à partir de ces 

résultats, on peut reprksenter l'intégration de ces trois types de glycoprotéines 

dâns la membrane. Comme il y a une association étroite lipides-protéines qui n'est 

détruite qu'un présence de déterge~ts, une étude plus approfondie de ces glycopro- 

téines nécessite une solubilisation totale de ces molécüles, c'est-à-dire une 

séparation des glycoprotéines et des lipides associés. Ceci a été rgalisé grâce à 

l'emploi de SDS plus concentré et de mercapto-éthanol qui en plus de son actiorr 

réductrice sur les ponts disulfures enipêche la réagrégation des protéines me~bra- 

naires entre elles, GURD D et al 9 1972 (517). 

B - SPARATION DES GLYCOPROTELNES NEPBRANAIRES .......................................... 

Cette étude s'effectuera par électrophorèse en gel de polyacryl 

amide des glycoprotéines solubilisées grâce à un détergent. 

1 - Solubilisation de la fraction menbranâire 

Nous avons choisi come agent de solubilisation le SDS, le 

milieu de solubilisation est celui utilisé per GLOSPXîW et NEVILLE, 1971 (518), il 

contient du Na CO 0,05 M, du SDS 5 p. 100 et du P-mercapto-éthanol à 10 p. 100 
2 3 

(v : v), La dissolution s'effectue à la température de la pièce en ajoutant 5 mg 

de protéines membranaires pour 1 ml de solution, 1 
Avant ltélectropl~or~se, les membranes peuvent être dialysées 

pendant 15 heures à 49  C contre un tampon contenant de l1ur6e 2 M, dudithiothreito 4 
0,05 p. 100 et du SDS 0,l p. 100, de manière à équilibrer les compositions ioniques 1 
de l'échantillon et du gel supérieur. i 

2 - Séparation des proté-bes en p.el de polya~ryl~ide 

a - Principe 

Le choix du SDS (détergent anionique) connu comxe 

de solu.bilisation ne permet pas de séparer les protéines suivant leurs charges corn- 

me dans une électrophorkse classique, En effet, les complexes SDS protéines migre~t 1 
tous come des aniocs, et la presque totalité de la charge négative de tels corn- 

* 



Figure 39 
l 
I Intégration des glycoprotéines dans la membrane plasmique d'aprâs les résultats obtenus par 

solubilisation séquentielle des glycoproléines membranaires. 



plexes provient du groupement ,anionique du détergent. Il ne s'agit donc plus d'm 

électrophor&se mais d'un tamisage moléculaire entre les mailles du gel de polyacr 

mide. 

La méthode que nous avons choisie est celle de NEVILLE, 1971 

(519) en employant le gel standard : T = 11,l 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'électrophor&e proprement dite , sont décrits dans l'annexe 
technique (p.176 ) 

La figure 40 (p. 108) montre le résultat d'une telle él  

trophorèse obtenue avec des dépôts de 25, 50, 75, 100, 125 )g de protéines mexbra 

res et une coloration au bleu de Coomassie brillant par la méthode de WEBER et 

OSEORK, 1969 (521 ). Ces électrophor&ies montrent une quarataine de b- andes corres 

pondantes à des protéines de poids moléculaires très différents s'étalant de 4 3 0  

daltons à 1000 000 daltons, c'est-à-dire toute la gamme des poids molSculaires 

susceptible dl être déteminée par cette méthode. C 'est cette technique que nous 

avons donc choisie à cause de son pouvoir séparzteur pour mettre en évidence 

les glycoprotéines membranaires, 

3 - Mise en évidence des glycoprctéines venibranaires 

a - Principe général 

Le repérage des glycoprotéines sur gel de polyacrylm-: 

de est délicat lorsqulil s'agit de complexe glycoprotéines-SDS, en effet, le déte: 
k gent interfere avec les glucides lors de la coloration de Schiff. L'eaploi d'un 

marquage spécifique des ~ialo~lycoprotéines membranaires en utilisant des molécu.lc 

marquées nous a semblé une méthode plus prgcise et mieux adaptee à notre étude, 

Nous avons employé pour cela une dégradation de Smith modific 

suivant la méthode de VAN LENTEN et ASIWELL, 1971 (522) qui consiste en une coarte 

oxydation périodique des résidus d'acj.de sialique,suivie par une réduction au 

borohydrure de sodium tritié des groupements obtenus apr5s action de 



4 - 
BBP- c -, - 

12Qg loQ~g 75.~3 5 0 j g  

Figure 40 

Electrophorèse en g e l  de polyacrylamide des protéines membranaires 

Gel 11,l x 0,9 

DhpBts de 25, 50, 75, 100, 125 pg de Proteines 

Colorat ion : Bleu s e  Coomassie B r i l l a t .  

BBP : Bleu de Bromo-Phénol. 



l ' a c i d e  pgriodique. Cet te  méthode a é t é  employée par  BLUMENFEIJ) e t  a l , ,  1972 (523) 

pour l ' é tude  des s ialoglycoprotéines de l a  membrane de l 'hématie .  La s u i t e  des i 
opérat ions e s t  schématisée dans l a  f igu re  41 ( 1 1 0 )  on ob t i en t  finalement l e  dérivi 

de l ' a c i d e  Pl-acétyl-neuraminique q u i  possède 7 carbones (NAN ) marqué grâce au 

t r i t i u m  sur la  fonct ion a l coo l  primaire du carbone 7 ,  
A7 

b - Marqua- des s i a l o ~ l y c o p r o t é i n e s  membranaiz. 

b, - Principe 

Le aarquage des s ialoglycoprotéines e s t  r é a l i s :  

s u r  l e s  membranes t o t a l e s  après  isolement, ' c ec i  présexïte 1 avantage de marquer toute: 

l e s  glycoprotéines de manière ident ique,  ce qu i  permet de nesurer  l l impcrtance r e l e -  

t i v e  de chaque glycoprotéine, d ' au t r e  par t ,  l e s  membranes é t a n t  inso lubles  c e c i  

s imp l i f i e  l e s  problèmes de lavage e t  de récupgration des membranes marquées p2r 

rappor t  à une glycoprotéine soluble ,  La f r a c t i o n  membranaire n?arquée e s t  a l o r s  
5 s o l u b i l i s é e  e t  l e s  glycoprotéines sont  séparées par  é lectrophorese en g e l  de polyz- 

crylamide comme précédemment. 

b2 - Mode opéra to i re  

Le marquage s ' e f f ec tue  en tube de centrifuga- 

t i o n  conique (centrifugeuse   ou an) s u r  5 mg de protéines me~branai res .  L1oq-dztion 

e s t  r é a l i s é e  eri ajoutarît  1 m l  d'une so lu t ion  de N a I O  (métapériodate de sodium) 
4 

2 rnM daEs un tampon phosphate 0 , l  M à pH 7,4c Lf.oqrdation t r è s  courte  (10 minutes 

à l a  température de l a  pièce)  e s t  a r r ê t é e  par  sédimentation des  membranes à 5 000 g 

pendznt 15 minutes. L I  excès de NaIO e s t  l e s  produitsde dégradation sont  éliminés 
4 

pe r  d e m  lavages des membranes avec 20 m l  du même tampon phosphate 0 , l  M pH 7,4, 

Les groupements aldéhydiques membranaires sont  a l o r s  r édu i t s  pendant 20 minutes à l a  

température de l a  pièce avec 1,25 mC de borohydrure de sodilm (3-H) ( a c t i v i t é  spéci- 

f ique : 15 C i  par  m ~ )  , c e t t e  réduct ion e s t  achevée en a joutant 10 mg de borohydmre 
b 

de sodium f r o i d  e t  en l a i s s a n t  a g i r  20 minutes. L'exces de borohydrure e s t  éliminé 

ensu i t e  pa r  t r o i s  lavages avec 20 m l  du tampon phosphate e t  un lavage à l ' e a u  d i s t i l .  

l é e  . 
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Figure 44 

Principe du marquage des sialoglycoprotéines me~branaires par oxydation 

périodique comte suivie par une réduction avec l e  borohydrure de sod.iwn t r i t i é .  



Un témoin e s t  r é a l i s é  en omettant l 'oxydat ion pa r  l ' a c ide  

périodique. La réduct ion e s t  r é a l i s é e  directement en mélangeant l e s  5 mg de 

pro té ines  membranaires e t  l e  borohydrure de s o d i m  t r i t i é  (3-H) dans l e s  mêmes 

condit ions que précédemment. On l ave  de la  même façon t r o i s  f o i s  avec 20 m l  de tam- 

phon phosphate puis  avec 20 m l  d 'eau d i s t i l l é e ,  

b - Résul ta t s  
3 

a - Act iv i té  spécif ique 

Cet te  méthode donne une r a d i o a c t i v i t é  

spéc i f ique  des sialo-glycoconjuguées t r è s  élevée. Le tableau~111(~.112) montre que 

l e  t ra i tement  par  l e  borohydrure s eu l  d o k e  une a c t i v i t é  spécif ique de 115 000 cpm 

par  mg de protéine (ccmptage dans l a  so lu t ion  de BRAY), c e t t e  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p r ~  

cipalenent  due à l a  réduction des doubles l i a i s o n s  des ec ides  gras  des  l i p i d e s  mem- 

brana i res  suivant  l a  réac t ion  : 

La r a d i o a c t i v i t é  spécif ique des mexibranes r édu i t e s  après oxyda- 

t i o n  par  l ' a c i d e  périodique e s t  de 2 750 000 cpm par  mg de p ro t é ine (dms  l e s  rcêmes 

c o n d i t i o ~ s  de comptage), l a  d i f fé rence  de 1 600 000 cpm per  mg de p ro t é ine  e s t  due 

au  marquage des clcides s i a l i ques ,  qi;i contrit-de pour 58 p. 10C au marquage t o t a l .  Cc 

niarquage spécif ique s u r  l ' a c i d e  N-acétyl-nevraminique e s t  d ' a i l l e u r s  prouvé par  l e s  

expériences de mise en évidence du NAN 

8 - Mise en évidence du NANA 7 

La mise en éviderice du NANA7 r ad ioac t i f  

néces s i t e  l a  synthèse de ce dé r ivé  à p a r t i r  de l ' a c i d e  N-acétyl-neuraminique. 

- Synthèse du NANA7 témoin 

La  synthèse e s t  e f fec tuée  par  l a  

méthode de Y 3  eV L'EDEEN, 1969 (524),  e l l e  e s t  e f fec tuée  en quatre  é t apes  : synthèse 

du méthyl oside de l ' a c i d e  N-stcéQl-neuraminiqu-e, oxydation du méthyl oside par  

1 ' acide périodique, réduction de 1 ' ald6hyde f orné par  l e  borcbydrure de  sodi-m, 

hydrolyse de la  l i a i s o n  m é t h y l ~ s i d i q ~ e ,  
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Le méthyl-oside de l ' a c i d e  N-acétyl-neuraminique e s t  préparé 

en f a i s a n t  a g i r  s u r  50 mg de ce conposé 8 m l  de méthanol absolu préparé en préserice 

de 0 , l  g de Dowex 50 (H'), à r e f lux  pendant 48 heures. Le f i l t r a t  e t  l e s  levages de 

l a  rés ine  sont  évaporés e t  donnent un s i r o p  jaune dissous dans 0 ,5  m l  du mélange 
1 

é t h e r  éthylique-méthanol J : 1, (v : v). A 4" il y a c r i s t a l l i s a t i o n  du @ cetosidf  

du N-acétyl-neuraminique-méthyl e s t e r .  La fonct ion e s t e r  méthylique e s t  saponif iée 

par  act ion de la soude 0,06 N 2,5 heures à la teupérature de l a  pièce. Après 1 
déionisa t ion  par  passage s u r  colonne de Dowex 50 x 2 (H') e t  l yoph i l i s a t ion  , or, I 
ob t i en t  une poudre blanche d 'ac ide  K-acétyl-neuraminique méthyl osidé. I 

L'oxydatiori s ' e f f e c t u e  en a joutan t  à 17 mg du méthyl oside obte?. 1 
0 , 5  m l  d 'eau e t  1,25 m l  de rnétapériodate de sodium 0,2 M pendant 1 heure à 1' obscm] 

t é .  On p réc ip i t e  ensui te  l e  périodate en exces en a joutan t  1 , 5  m l  d ' a c é t a t e  de 
b 

barium 0,l My  apres  f i l t r a t i o n  l a  so lu t ion  e s t  s a tu rée  en CO pour é l iminer  l ' e x c r s  
2 

de  baryum, après  p réc ip i t a t i on  du carbonate de baryum, l e  f i l t r a t  e s t  r é d u i t  à l 'Sv:  

porateur  r o t a t i f  à 1,25 m l .  

l 

La rsduct ion s 'opère en a joutan t  10 mg de borohydrure de sc2im 

à l a  température de l a  pièce. Après 1 heure de réduction le so lu t ion  e s t  d é i o r i ~ 2 e  1 
+ 

s u r  Dowex 50 x 2 (H ), 1' é l u a t  de 300 m l  e s t  évaporé à sec  e t  l e  r é s idu  jaune e s t  

r e p r i s  5 f o i s  par  5 m l  de méthanol, l e  dern ier  rés idu  e s t  r e p r i s  par 0 , 5  m l  du m a l  4 
ge é the r  é thyl iq~~e-méthanol  (4 : 1 (v : v), on ob t i en t  a i n s i  des  c r i s t a u x  blancs de 

- -- - l 

N T  méthyl osidé. 

Après hydrolyse, 1 h à 809 C par  1 m l  dtH SO 0 , l  N de manière 
L 

2 4 
à hydrolyser 'la l i a i s o n  méthyl osidique, on élimine 1 ' exces d '  acide sulfuriqu-e per  

de  l ' a c é t a t e  de baryum 0 , l  M, puis  on élimine l t exc$s  de baryum par l e  CO l e  
2' 

de rn i e r  f i l t r a t  cont ien t  l e  NANA7 que l ' o n  prendra comme témoin pour l e  repérage 

du N m 5  r ad ioac t i f  obtenu par hydrolyse des sialo-glycoprotéines marquées meubruiar 

I res . 
- Mise en évidence du N P J q  

, 
dans l e s  s ia loglycoprotéines membranaires 

La mise en  6vidence s ' e s t  

tuée par CO-chromatographie du N T  témoin e t  du NNA% l i b é r é  par  hydrolyse 

que à p a r t i r  des membranes marquées. 



L'hydrolyse s ' ef fec tue  s u r  1 mg de pro t é i n e s  membranaires marquée 

par  0 ,5  m l  dlH SO 0 , l  N, 800 C ,  1 heure. Les ionssu l f a t e s  s o n t  élimb-6s en a joutan t  
2 4 

0 ,5  m l  d 'acé ta te  de baryum 0 , l  M, aprks cent r i fuga t ion  l e  surnageant e s t  s a tu ré  en 

CO pour él iminer  l l e x c & s  de baryum. Après une deuxième cent r i fuga t ion ,  l e  surnagesi 
2 

e s t  déposé s u r  une f e u i l l e  de chromatographie Whatman nQ 3 en présence de NAN 
A 

47 
comme entraineur .  Des témoins la té raux  acide N-acétyl-neuraminique, g lycéro l ,  e ry th r  

t o l  sont é g a l e m t  ajoutes .  

La chromatographie a l i e u  tans  l e  système-solvant -pyridine/acétât 

dléthyle/acide acétique/eau (5  : 5 : 1 : 3) (FISCHER e t  NEEEL, 1955 (525) pendmt 10 

heures.  Après chromatographie, l e  chronatogramme e s t  découpé en bandes de 1 x 5 cm 

de p a r t  e t  d ' au t r e  du t r a i t  de départ  e t  la  r ad ioac t iv i t é  de chaque f r a c t i o n  e s t  1 
C 

mesurée par  comptage en s c i n t i l l a t i o n  l i qu ide  dans 10 m l  du mélmge toluene- 

POPOP-PPO*. Les témoins la té raux  sont  rdvélés  par l e  r é a c t i f  au  n i t r a t e  d 'argent  de 

TREVELYAN e t  a l . ,  1950 (526). l 
La f igu re  42 (p.115) montre l a  migration des témoins la téraux 1 

e t  l e  diagramme obtenu en mesurant l z  r ~ d i o a c t i v i t é .  On o'atient un p i c  de rhdioact id 

v i t é é l e v é e a u  niveau du N A N 5 ,  aucun p i c  n ' e s t  décelé  au niveau du g lycé ro l  e t  de 

l ' é r y t h r i t o l ,  cec i  indique q u ' i l  n ' y  a. eu aucune dégradation importante des glycui- / 
nes par  l ' a c i d e  périodique. En e f f e t  une oxydation t rop  importante des  glycannes 

a u r a i t  conduit  à des coupures dans l a  chaîne polysaccharidique e t  à l a  fornat ion 

après  r6duction d ' é r y t h r i t o l  e t  de g lycéro l  marqu4, Le pic  de r a d i o a c t i v i t é  n ' e s t  

PCLS symétrique, l a  l égè re  t r a c é e  correspond au NANA produit  intermédiaire  C'ans 
8) 

l 'oxydat ion qu i  s e  forrre toujours en p e t i t e  quant i té  en même temps que l e  NAN . 
A7 

- ------- - 

* Composition du l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  : POPOP 1 g, PPO 10 g ,  qsp 2 1 avec du 

toluène. 



Figure 42 

Mise en évidence du NANA7 radioactif dans les glycoprotéines membranaires marquées 

par 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 9c et 7c : Acide N-acétyl-neuraminique à 9 et 7 atonies de 

carbones révélés à, l'orcinol-AXA. 



La présence du NAN radioactif et l'absence &e produits A7 
de dégradation des glycannes semblent indiquer que cette méthode de marquage des 

sialoglycoprotéines est sélective et respecte la partie glycannique des glycoconju- 

gués 0 

c - Séparation des sialo-glycoprotéines marquées et comptage ?es 
~ e l s  

La séparation s'effectue par la méthode classiqi~e. Les menbraner 

marquées sont solubilisées dans le mélange Na Co 0,05 M, SDS 5 p. 100, @ mercapto- 
2 3 

éthanol 10 p. 100 (v : v). Apr&s dissolution, l'électrophor~se s'effectue par la 

méthode de NEVILLE comme précédemment. Immédiatement apr&s les avoirretirésdes tube 

à électrophor&e, les gels sont congelés à - 709 C pour éviter une diffusion des 

bandes de pro téines, 

Les gels congelés sont alors découp& en tranches regulières de 

1 mm d'épaisseur. CLaque tranche de gel est placée dans des piluliers de comptage 

en verre et dissoute dans 1 ml d'H O à 30 p. 100 (v : v) à SlOe C pendant 1 he2re. 
2 2 

Le comptage s'effectue en scintillation liquide en ajoutant 10 ml de BRAY. Oo effec . 
tue en général 3 comptages de 10 minutes, l 

d - Résultats 

La figure 43 (p. 117) représente le diagramme obtenu avec cette 

méthode. Dans le témoin, les membranes réduites au borohydrure tritié sans être 

pr6alablementoxydéesmoctrent uniquement de la radioactivité juste avant le front 

de bleu de bromo-phénol (BBP), Cette radioactivité correspond à la riduetion des 

doubles liaisons lipidiques. Les membranes oxydées puis réduites montrcnt en plus d 

ce pic, des co~posés marqués de haut poids moléculaire. Ces composés correspondent 

aux glycoprotéines. On observe m e  dizaine de ces glycoprotéines d'hiportance et de 

poids molécu.l.aire variables. 

Pour prouver que les pics de radioactivité observés correspon- 

dent à des glycoprotéines, nous avons voulu les comparer avec ceux obtecus grâce à 

un marquage "in vivo1'. Le marquage est réalisé grâce à l'injection de 1 mCi de glu- 

cosamine 3~ à un rat qui est sacrifié au bout de 2,5 heures. Les membranes sont pr6 

parées, dissoutes et llélectrophor&se est réalisée de la même manière. L& figure 



Marquagelfin vitrol'des glycoprotéines merabranaires 

A : Membranes témoins rgduites au bor~hydrure tritié sans être préalablenent oxydées 
par l'acide périodique. 

B : Membranes réduites après avoir été oxydées par le métapériodate 

BBP : Bleu de Bromo phénol,? fin du gel de concentration. 



44 (P. 119) montre l a  comparaison du marquage " in  v i t ro"  e t  du marquage "in vivo? 

Le marquage " in  vivo" a une radioact iv i té  spécifique t r è s  f a i b l e  (environ 200 f o i s  

plus f a i b l e  que l a  radioact iv i té  spécifique obtenue " in  v i t ro" ) ,  On remarque que l e s  

l i p i d e s  ne sont  pas marqués, l e s  p ics  obter~us correspondent exactement aux pics  

obtenus par marquage " in  v i t ro"  mais l 'amplitude de ces p ics  varie.  En e f fe t ,  l e  

marquage " in  vivo" dépend du métabolisme membranaire, o r  toutes  l e s  glycoprotéines 

membranaires peuvent ne pas avoi r  toutes l e  même "turn over", plus celui-ci  s e r a  

élevé, plus l e  marquage obtenu s e r a  important. Le marquâge obtenu " i n  v i t ro"  ne 

dépend l u i  uniquement que du taux d t a c i d e s s i a l i q u e s q u i  s e  trouve s u r  l a  glycoprotéi 

ne O 

4 - Conclusions 

Le marquage des glycoprotéines membranaires "-in v i t r o "  nous a 

permis de mettee en évidence 10 glycoprotéines séparées suivant  l eu r  masse  oléc cul ai l 
re .  Ce marquage correspond exactement à c e l u i  obtenu par mrquage "in vivo" à l ' a i d e  

de l a  glucosamine (3-H). 

Le ca lcul  des masses mol6cu.laires e s t  effectué en étalornant  l e  

g e l  de polyacrylamide avec des protéines e t  des glycoprotéines de masse molécclaire 

connue (voi r  a nnexe technique) . Ceci permet de connaître l e s  masses mol.6culaires a? 

parentes des glycoprotéines en reportant  s u r  l e  graphique obtenu l a  mobil i té  r e l a t i -  

ve (ou R.) des bandes r a d i o i c t i w s .  Il f a u t  remarquer d 'après l a  forme de l a  courbe 

que l ' i n c e r t i t u d e  e s t  grande pour l e s  t r è s  hauts poids mol6culaires ( 200 000 dal- 

tons)  l a  courbe é t an t  hyperbolique, e t  également pour l e s  p e t i t s  poids moléculeires 

( 100 000 dal tons)  où l e s  points  sont dans c e t t e  zone t r è s  dispers&. Les masses 

moléculaires trouvées sont  reportées dans l e  tableau XTV (p. 120)~ E l l e s  sont en bo: 

accord avec c e l l e s  trouvées par GLOSSMANN e t  NEVILLl3, 1971 (528), mais l a  méthode de 

marquage " in  v i t ro"  pemet  de déceler  quatre glycoprotéines supplémentaires. Ceci 

peut-être dfi au manque de s e n s i b i l i t é  de l a  révélat ion au r é a c t i f  de Schiff .  Il f a ~ l  

remarquer que l e s  poids moléculaires calculCs par c e t t e  méthode sont exzcts seule- ~ 
l 

ment s i  l a  molécule possède nains de 5 p, 100 de glucides, l a  dévicttiori par r&ppor t l  

à l a  courbe d'étalonnage e s t  d 'autant  plus importante que l e  taux de glucides l i é s  

augmente (GLOSSMAN e t  NEVILU, 1971 (529)). Lz masse moléculaire e s t  donc obtenue 



Figure 44. 

Comparaison du marquage d e s  glycopro teines rnembranaires rdal isé  "in v i t ro"  (A) 
e t  "in vivo" (B) . 

4 '*. 
BBP : Bleu de Bromo-phénol, 9 fin du ge l  de concentration. = k > 

i 1: L[ O 
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MASSES MOLECULAIREX APPARENTES DES GLYCOPROTEmS MEMBRANAIRES ............................................................. 
OBTENUES PAR ELECTROPHORESE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE-SDS . .................................................... 

Masses Moléculaires 

( ~ é s u l  t a t s  personnels) (a) 

( a )  Résul ta ts  obtenus par marquage " in  v i t ro"  e t  "in vivo" 

(b) Résultats  obtenus par révéla t ion  avec l a  méthode au ?AS, 



avec une e r reu r  plus ou moins grande suivant l a  r ichesse en glucides de l a  

glycopro té ine  , 

Les d ix  glycoprotéines mises a i n s i  en évidence sont des sous-unités, 

en e f f e t ,  en présence d'un exc&s de détergent (SDS à 5 .  p. 100) e t  de P-mercapto- 

éthanol, l e s  glycoprotéines qui  se ra i en t  formées de sous-unités, comme par e x e ~ p l e  

l a  5'-nucléotidase qui  possède deux sous un i t é s  glycoprotéiniques de 90 000 dal- 

tons chacune (EVANS e t  GURD, 1973 ( 5 3 0 ) ) ~  sont  dissociées, e t  l e s  soils-unités peu- 

vent, s i  e l l e s  ont une masse moleculaire différente, '  migrer différemment dans l e  

gel ,  

II -. ETUI>E DES GLYCOPEPTIDES 

-- 

L'étude des glycoprotéines t o t a l e s  nous a permis de mettre  en évi- 

dence l e u r  l i a i s o n  avec l e s  phospholipides menbranaires, e t  de ca lcu le r  l eu r  poids 

moléculaire apparent. La carac tér i sa t ion  chimiqv-a, l e  type de glycanne, l e  mo?e 

de l i a i s o n  en t re  l e  glycanne e t  l a  protéine ne peuvent ê t r e  en t rep r i s  pzr  c e t t e  

méthode, En e f f e t ,  l e s  méthodes de détermination de s t ruc ture  ngcess i ten t  un matirie 

de départ soluble. Cette  étude va donc ê t r e  ent repr ise  sur  l e s  glycopeptides obte- 

nus par hydrolyse grâce à un agent protéolytique des glycoprotéines t o t a l e s  inté-  

grées dans l e s  membranes, 

A - CHOIX DE L'AGENT PHOTEOLYTIQLTE .............................. 

1 - Principe 

Deux Qpes  d'agents p r o t é o l y t i q ~ e s  peuvent ê t r e  chois i  : des enzymes 

corrme l a  papauie, l a  pronase qui dégradent fortement l e s  glycoprotéines e t  donnent 

des glycanmes l i é s  5 quelques amino-acides, pzr fo is  à un seu l ,  e t  des enzymes qui  

hydroljrsent sélectivement un seul  type de l i a i s o n  e t  produisent a i n s i  des glyco- 

peptides plus longs qui  ont p a r t i e l l e ~ e n t  conservé l a  s t ruc tu re  de l a  glycoprotéi 

~ ne originale,  e t  qui  permettent par l e u r  étu?e d'avoir une idée  sur  la. s t ruc ture  
1 de l a  molécule ent ière.  Nous avons cho i s i  ce deuxième type d'enzyme eii pa r t i cu l i e r  



l a  t rypsine (M: 3, 4, 4, 4,) qui  coupe sélectivement l e s  l i a i s o n s  a r g i n y l 4 0  

i 

2 - Mode opératoire  

Nous avons employé c e t t e  méthode s u r  l e s  membranes i so lées  avec 14 

protocole expérimental d é c r i t  par EMMELOT e t  BOS, 1972 (531 ) . L'hydrolyse e s t  con4 
I 

du i t e  à 37" pendant 2 heures dans un tampon de Krebs-Ringer phosphaté* pH 7,4 1 
contenant 250 g de t rypsine ( t ryps ine  CHOAY 2 f o i s  c r i s t a l l i s é e )  par  m l ,  On Y 
effec tue  l 'hydrolyse su r  4 mg de protéines par m l  de milieu, Après l 'hydrolyse, O 

sépare l e s  membranes du surnageant contenant l e s  glycoprotéines par centrifuga- 
" 

t i on  à 5 000 g pendant 10 minutes, Cette  étude peut s e  f a i r e  s o i t  s u r  des membranei 

préalablement marquées " i n  v i t ro"  pzr l a  méthode déc r i t e  préalablement, s o i t  de 

manière préparative s u r  des membranes prépzrées en ro to r  zonal. 

Après avoi r  e f fec tué  une hydrolyse su r  des nerrbranes marquées 

"in vitro-;' cel les-ci  sont  étudiées après l t ac t io r i  de l a  t rypsine par l a  methode 

d'électrophorèse en g e l  de polyacrylanide préc6dente. La f igu re  45 (p. 123) présen- 

t e  l a  comparaison en t re  ut1 é l ec t rophorégrme  de me~branesent ières  e t  c e l u i  obtenu 

avec des membranes hydrolysées avec l a  t rypsine (culo t  de c e ~ t r i f u ~ a t i o n ) ,  c1es t -à  1 
diremontrant l a  p a r t i e  des glycoprotéines membranaires encore intégrées dans l a  

membrane. On s 'aperçoit  q u ' i l  ne r e s t e  plus de glycoprotéines de haut poids molé- 

cu la i r e  ( i l  ne r e s t e  qu'un peu de radioact iv i té  ju s t e  après l e  ge l  de concentratio: 

pa r  contre il y a appar i t ion  de glycoprotéines de masse moléculaire p lus  f a i b l e  qu 

représentent  l a  p a r t i e  de l a  molécule encore en r e l a t i o n  avec l a  membrane, La 

f igu re  46 124) montre comment on peut concevoir l e  mécanisme de la hydrolyse. 

Donc l a  trypsine a l i b é r é ,  à p a r t i r  des membrane~~des glycopeptides solubles,  l a i s ,  

sant en place su r  l a  matrice l ip id ique  une f a i b l e  p a r t i e  de l a  molécule. 

- - --- ----- ----------------------------- 

* Composition du tampon de Krebs-Ringer phosphaté : Solutions Stock : 1 : Nacl 

9 p. 100 ; 2 : Kcl 1,15 p. 100 } 3 : Mg So4 7H20 3,82 p. 100 1 4 : tampori phosphzt 

de sodium 0 , l  M pH 7,4 

Le tampon e s t  const i tué en mélangeant : 100 volumes de 1, 4 volumes de 2, 1 volme 

de 3, 20 volumes de 4, 
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H104- BH4Na (344) 

TRYPSINE 

BBP 
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Figure 45 

Compraison eritre l e s  glycoprotéines menbranaires avant (A) ,  e t  après (B) 
1 ' hydrolyse trypsique . 

BBP : Bleu de Bromo-phénol f : gel  de conceritration. 



I. Centrifugation 

Fraction membranaire insoluble Fraction glycopeptidique 

* 
000 Glycoprotéine marquée sur 

l'acide sialique 

Figure 46 

Mécanisme de l'hydrolyse try-psique des glycoprotéines membranaires. 



B - SEPAMTION DES GLYCOPEPTIDES 

1 - Principe 

Les glycopeptides a ins i  obtenus doivent ê t r e  séparés pour ê t r e  

étudiés. Plusieurs types de séparations peuvent ê t r e  envisagés : échange d'ions, 
L 

électrophorzse, chromatographie de tamisage moléculaire, Nous avons employé cet te  

dernière méthode en u t i l i s an t  une colonne de séphadex G 75 (EMN~LoT e t  BOS, 1972 

632) ). 

2 - Mode opératoire 

Après la  centrifugation, l e  surnageant e s t  concentré à 1 m l  e t  dép 

sé  sur  l a  colonne de séphadex G 75. Deux types de colonnes soct  u t i l i s é s ,  pour l e  

membranes marquées (micro-métho~e) une pe t i t e  colonne de 1 x 30 cm e t  pour l a  

préparation des glycopeptides une colonne de 2 x 70 cm. L1éluant u t i l i s é  e s t  l ' e s  

d i s t i l l é e  e t  des fractions de 2 m l  sont collectées, On mesure ltabsorbance à 280 

nm de chaque fraction ou on en mesure l a  radioactivité en s c in t i l l a t i on  liquide e 

mélangeant une aliquot à 10 x l  de BRAY, 

3 - Résultats 

La figure 47 (p.126) représente l e  résu l ta t  obtenu en micro méthode 

avec l e s  membranes marquées sur l ' ac ide  sialique, On obtient deux pics de radioac 

t i v i t é ,  l ' u n  passant à llexclusion avec l e  Bleu Dextran, l ' au t r e  é tan t  retardé. 

Pour vé r i f i e r  qu' i l  s ' a g i t  bien de sialoglycopeptides,nous avons f a i t  ag i r  l a  neu 

raminidase sur  chaque pic a f in  de mettre en évidence l e  NAN%. L'hydrolyse par la 

neuraminidase a é t é  conduite suivant l a  méthode de WARREN e t  a l ,  1972 (533) : 

1' incubation s effectue à 2 h à 37" dans un tampon acétate de sodium-acide acét 

que 100 mM pH 5,2 C d 1 2  20 mM, l'hydrolyse s 'effectue dans 1 m l  avec 20 uni tés  de 

neuraminidase de Vibrio ctolerae(neuraminidase Koch-Light à 500 uni tés  par ml). 

Après a r r ê t  de llinc.l;bation par chauffage à 1009 C pendant 5 ' ,  l thydrolysatestpur 
+ 

f i é  sur  Dowex 50 x 8 (H ) e t  1 ' effluent e s t  déposé après réduction de volume 

sur une f eu i l l e  de ckromatographie Whatman nQ 3. Après chromatographie dans l e s  

conditions décr i tes  précédemment, l a  radioactivité e s t  repérée e t  l e s  témoins 
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cqrndo2 

1 
21 J 

Figure 47 

Mise en éviderice de l ' ac ide  s i c t l i q ~ e  marqué dans l e s  glycopeptides 

trypsiques obtenus par hydrolyse desmembranes, 

Les témoins latéraux NANA7 e t  NANA correspondent à l ' ac ide  s i a l i q u e à  7 e t  à 
9 

9 carboces ont é t é  rsvélgs à l'orcinol-AXA. 

B.D. : Bleu dextran, SN : Sels  Minéraux. 



latéraux révélés. On s aperçoit: (figure 47 (p.126 )) que les d-eux pics contiennent 
du NANA7. 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 préparat ' i 
ve. La préparation contenait 78 mg de protéines membranaires totales, on retrouve 

les deux pics T et T maintenant visibles en densité optique à 280 nm. Le 
1 2 

XV (p.129) montre que le pic T représente 4,5 p. 100 des protéines de départ 
1 

alors que le pic T en rep~ésente 43 p, 100. 
2 

C - ETUDE DE LA TAILLE DES GLYCOPEPTIDES OBTENUS .......................................... 

1 - Principe 

Les deux groupes de glycopeptides obtenus sont séparés par tamisag 

moléculaire, ils doivent donc différer par leur poids moléculaire. Pour étudier 1 

répartition de ces sialoglycopeptides en fonction de leur taille, nous avons étu- i 
dié leur migration dans le système dlélectrophor$se en gel de polyacrylaide-SDS 

employé pour les glycoprotéines totales, Les d e u  pics T et T sont dissous dans 
1 2 

le milieu NaCo 0,05 M, SDS 5 p. 100, P-mercapto-éthanol 10 p. 100. L'électropho- 
3 

&se et le comptage s1 effectuent de la même manière que 

2 - Résultats 

La figure 49 (p. 130) montre la répartition obtenue avec les deux 

groupes de glycopeptides, Les deux familles de glycopeptides ont une large répart 4 
tion, elles contiennent toutes deux des sialoglycopeptides dont le poids molécu- 1 
laire apparent est conpris entre 50 000 daltons et 10 OC0 daltons, 

3.  - Conclusions 

Il apparaît donc une contradiction : les deux familles des glycope: 

tides T et T isolés par tamisage moléculaire sur séphadex G 75 ont la même mass 
1 2 

moléculaire apparente en milieu dénaturant, En fait, la chromatographie sur sépha i 
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 1 





PREPARATIOK DES SIALOGLYCOPEPTDES MEMBRANAIRES ET RENDEMENT PAR RAPPORT .................................................................... 

AUX PROTEINES DE DEPfaT .................... 
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Figure 49 

Etude de l a  t a i l l e  des decx fami l les  de g iyco~ep t ides  Tl e t  T2 

obtenues pzr hydrolyse trypsique des membranes. 
(-) 
\2-5 

A : p i c  Tl ; 

B : p i c  T2 

BBP : Bleu de Bromo-phénol. 



toujours  sous forme de "chaîne s t a t i s t i que" .  Il semble que l e s  s ia loglycopept ides  

du premier p i c  T a i e n t  dans l ' e a u  une configurat ion t e l l e  q u ' i l s  ne peuvent pas 
1 

e n t r e r  dans l e s  gra ins  de séphadex (par  exemple à cause d'un rapport  a x i a l  élevé), 

a l o r s  qv.e ceux du p i c  T ont déjà  une configurat ion moins r i g i d e  q u i  l e u r  permet 
2 

d ' ê t r e  retenus s v r  l a  colonne de chromatographie bien q u ' i l s  a i e n t  l a  mêmetail 

l e ,  

Ce t t e  d i f fé rence  de conformation e s t  confirmée par  l ' a s p e c t  des 

D - ETUDE DE LA STRUCT(TPJ3 DES GLYCOPEPTIDES 

deux p ics  en so lu t ion ,  l e  premier T e s t  opalescent,  une so lu t ion  de 200 ,pg par  

Les glycopeptides du p i c  T sont r i ches  en acides s i a l i q u e s  e t  
1 

semblent posséder un rapport  a x i a l  important, 11 nous a semblé que ceç sialoglyco- 

peptides d4r iva ien t  de glycoprotéine de type "mucinett q u i  s e r a i e n t  présentes  

d m s  l e s  membranes, Nous avons donc conçu l 'expérimentation u l t é r i e u r e  de manière 

à essayer d 'apporter  des arguments en faveur de c e t t e  hypothèse. Nous étudierons 

successivement l a  p a r t i e  peptidique, l a  p a r t i e  glycannique e t  erLfin l a  l i a i s o n  

e n t r e  l e  glycanne e t  la  protéine, 

1 
m l  a t t e i n t  une dens i t é  optique de 1 à 280 nm, a l o r s  que pour l e  p i c  T à l a  même 

2 
concentration, e l l e  e s t  de 0,25. C 'es t  c e t t e  d i f fé rence  dans l a  s t r u c t u r e  molécu- 

l a i r e  des deux fami l les  de glycopeptides que nous nous s o m e s  e f forcés  de mettre 

en évidence par  des  méthodes chimiques, 

1 - Etude de l a  p a r t i e  peptidiaue 

I 

a - Principe l 

Les glycoprotéines de type "mucine" sont  r i c h e s  en amino 

acides hydroxylgs ( s é r i n e  e t  thréonine) s u r  lesquels  s e  f i x e n t  l e s  glycannes, Une . 
étude de l a  composition molaire en mino-acides des deux p i c s  T e t  T permet de 

1 2 
connaître l a  quan t i t é  en mino-acides hydroxylés des glycopeptides. D 'au t re  par t ,  

l e  ca lcu l  de l ' i n d i c e  de p o l a r i t é  ( d é f i n i  coinme l a  somme des pourcentages molai- 

r e s  des ac ides  aminés pola i res  : Arg, Asn, Asp, Gln,  Glu, H i s ,  Lys, Ser, Thr, 

d 'après  CAPALDI e t  VANDERKOOI, 1972 (534) permettra d 'avoi r  une idée de l a  posi- l 



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

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

l 
b - Mode opératoire 

La composition des glycopeptides est comparée aux protéi 

nes membranaires totales, celles-ci sont obtenues après extraction des lipides 1 
avec le mélange chloroforme-méthanol 2 : 1 (v : v). L'hydrolyse est effectuée en 1 
'tube scellé par Hcl 5,6 N à 105Q C . On effectue une cinétique de libération des 

/ 
amino-acides après des temps d'hydrolyse de 24, 48, 72 et 96 heures, L'analyse es 

effectuée sur l'auto-analyseur Multichrom (~eckman). Après correctior, des rapport 

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

de résidus pour 1008. 

c - Résultats 

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

comparés des protéines membranaires totales et des glycopeptides T et T p .  On voit/ 
1 

que les rapports molaires des peptides T et T sont très semblzbles en particulie 
1 2 

en ce qui concerne la richesse en sérine et en thréonine. La composition est égale. 

ment très senblable à celle des protéines membranaires totales, sauf en ce qui con 1 
cerne la cystéine qui n'est pas présente dans les deux groupes de glycopeptides. 1 

Les indices de polarité sont également très proches en 

particulier celui des protéines membranaires (45,2) et celui du pic T (45,4). Le 
1 

pic T a un indice plus bas (44,6) ce qui perme$ de penser que ce type de glyco- 
2 

peptides est plus étroitement en relation avec les lipides membranaires, 

2 - Etude de la partie glgcmnique 

a - Principe 

Comme aucune différence marquante nPa pu être déterminse 

au niveau des amino-acides, l'étude de la composition en glucides fournira peut- 1 
être des renseignements plus importants. En effet, les glycoprotéines de type 

"mucine" possédent la plupart du temps de la N-acétyl-gal-actosamine qui se trouve 

au point d'attache. La N-acéS.1-galactosamine est rare dans les autres types de 
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b - Mode opéra to i re  

Nous avons u t i l i s é  l a  chromatographie en phase gazeuse 

pour déterminer l e s  rapports  molaires des  mono-saccharides l i b é r é s  ap rè s  méthano- 

l y s e  d 'après  l a  technique de CLAMP e t  a le  1972 (535). Le poids de glycopeptide de 

départ  e s t  de 1 mg désséché une n u i t  sous ex ica teur  en présence de P O La 
2 5" 

méthanolyse s ' e f fec tue  en tube s c e l l é  20 h à 800 C en présence de 1 m l  dlHcl 1 , 5  11 

dans du méthanol anhydre; Après évaporation sous courant d t azo te  on e f fec tue  l a  1 
t r d t h y l s i l y l a t i o n  des méthylglycosides formés. Au rési6u obtenu a p r è s  méthanoly 

se ,  on a jou te  200 1 de pyridine anhydre, 40 1 de t r iméthylchlorosi lane e t  00,ul r r 
dlhexaméthyl-disilazane (HMDS). Après une a g i t a t i o n  de 1 minute e t  un contact de 

1 
15 minutes, on cent r i fuge  à 2 000 g pendant 15 minutes. Le surnageant e s t  séché 

sous courant d'azote e t  r e p r i s  par  100 1 dlheptane. On soumet à l ' ana lyse  c h r o z -  Y 
tographique des quan t i t é s  va r i an t  e n t r e  0 ,5  e t  2 1. Le témoin employé e s t  l ' é ry -  Y 
t h r i t o l .  La colonne u t i l i s é e  e s t  de type OV à 3 p, 

17 
100 de s i l icone .  Le chromato- 

graphe Perkin Elmer modèle F e s t  équipé d'un dé tec teur  à i on i sa t ion  de flamme 
11 

e t  la  température du dé tec teur  e s t  de 2250 C. La chr~~matographie s ' e f f ec tue  er, 

progranmation de température de 1100 C à 2200 C avec une augmentation de 1 0  C .  par 

minute, Le courant d 'azo te  e s t  de 15  ml/minute, 

c - Résul ta t s  

Le tableau X V I I  (p. 135) montre l e s  r é s u l t a t s  obtenus avec 
L 

c e t t e  méthode. On v o i t  nettement que l e s  deux p i c s  d i f f e r e n t  par l e n r  compositior. 

en mono-saccharides. Le p i c  T cont ien t  de l a  N-acétyl-galactosamine a l o r s  que l e  
1 

p i c  T n 'en  liosséde pas, ce q u i  e s t  en faveur de l 'hypothèse de départ .  Le p i c  
2 

T cont ien t  un peu de fucose a l o r s  que l e  p ic  T n 'en posséde pas, il contient  
2 1 

également beaucoup moins dtacides s i a l i ques  u a n t i t é  non dé tec tab le  e n  chromatogra- '6 
phie en phase gazeuse). Il semble donc que l e s  deux types de glycannes so ien t  dif-  

f érents ,  



COMPOSITIOn' (a) EN MONOSACCFLWIDES DES FRAC TIORS GLYCOPEPTID IQUES --------------------------------------.--------------------------- 

MEMBRfSNAIRES Tl ET T (POUR 10 RESDUS DE GALACTOSE) (a) ------------- -----2 ................................ 

(a) ~éterminée par chromatographie en phase gazeuse 

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

periodique et non dosé. 



I 

Il f a u t  également remarquer qGe l e s  deux p i c s  contiennent des i 
I 

aides  uroniques, Ces r é s u l t a t s  confirment ceux de YAMASHINA e t  a l .  1973 (536) 

qu i  dé tec tent  au niveau de l a  membrane plasmique de l a  c e l l u l e  hépatique de 

p e t i t e s  quanti tés  de glycosamino-glycannes. 

3. - Etude de l a  l i a i s o n  glycanne-protéine 

a - Principe 

0 n . s a i t  q u P i l  peut e x i s t e r  d i f f é r e n t s  types de point  

d 'at tache ent re  l e  glycanne e t  l a  protéine dans l e s  glycoprotéines. En pâ r t i cu l i e  

l e s  glycoprotéines de type ltmucinell des l i a i sons  O-glycosidiques où l a  

fonction réductr ice de 1 ose terminal (souvent l a  N-acétyl-galactosamine) e s t  con j i 
guée avec l a  fonction alcoolique d'un hydroxy-mino-acide de l a  c h a h e  peptidique 

(sérine,  thréonine). Les l i a i sons  glycosylaminiques formées ps r  l a  conjugaison du. 

groupement réducteur de l a  N-acétyl-glucosamine avec l a  fonct ion amid-e de l l a s p a r â  

I gine sontprésentes dans un grand nombre d 'autres  glycoprotéines. Ces deux types del 

I l i a i sons  s e  carac tér i sent  par  l e u r  s e n s i b i l i t é  aux agents a l c a l i n s  : l e s  l i a i sons  

I O-glycosidiques sont  t r è s  sensibles  aux agents a l ca l ins  qui  provoquent une P-élimi 

I t and i s  que l e s  l i a i sons  glycosylaminiques sont  s t ab les  en mil ieu a l ca l in .  1 
I L'étude compzroe de l a  s t a b i l i t é  des deux formules de glycopeptides T e t  T 

1 2 l 
permettra de confirmer not re  hypothèse de départ e t  de montrer que ces deux groupe; 

sialoglycopeptides ont une s t ruc tu re  d i f férente ,  

b - Sens ib i l i t é  aux agents a l c a l i n s  

b, - E d e  de 1' absorbance à 241 nm 

ol - Principe 

Un f a i t  carac tér i s t ique  des glycoprotéi- 

nes ayant des glycannes l i é s  O-glycosidiquement à l a  chaîne peptidique e s t  l a  f ac i -  

l i t é  de r é a l i s e r  une P-élimination dans l e s  conditions a lca l ines .  La f igure  50 

(p. 137) montre l e  mécanisme d'une t e l l e  réaction, Quand e l l e  e s t  r éa l i sée  en 

mil ieu non réducteur, e l l e  donne naissance aux dérivés de l ' a c i d e  2-amino-acryliqu-c 

dans l a  chaîne peptidique. Ces résidus peuvent ê t r e  dé tec tés  parabsorpt ion dans 

l ' u l t r a - v i o l e t  à 241 nm.1 



- 
l 1 - Niilieu alcalin Milieu alcalin + BH4Na (3 H )  l i 

HOH CH 

'b 
CH+ 

O 1 %  ~v NHAc ) I 

O 
I l  

~ N H - C - C -  W N H - C -  

Il II 
- CH-R 

+H20 C H-R 
+H20 

H20H Absorption 241nm 

G C-H 

NHAc NHAc 

C +G ( si la liaison est 1+3) 'NHAC radioactifs 1 
Figure 50 

MÉcanisme de l a  B élimination en milieü a l ca l i n  avec ou. sans bomhydrure de sodium 

t r i t i é  
G : reste  du glycanne ; R : H pour l a  sérine ; CE3 pou- l a  thréonine. 

IR* i / 



B - Mode operatoire ! 

La mesure de ltabsorbance à 241 nm 

s'effectue en fonction du temps. La réaction est suivie au spectrophotom&tre pendan 

30 minute 00 g du pic 'T ou T sont dissous dans O,5 m l  d'eau distillée, p~is 100 S1 r 1 2  
de soude 3 M sontajoutés au temps O de manière à ce que la réaction se déroule dans 

rée toutes les 5 minutes, 

-! 
NaOIi 0,5 N (NEUBERGER, GOTTSCHALK et PILARSWL, 1966 (537)). Lr absorbance est mesu- / 

l 
I 

Là figure 51 (p.13$]représente la gra- 

phique obtenu dans ces conditions pour le pic T L'augmentation dlabsorbance se 
1 ' 

poursuit jusqulà 20 minutes, elle est linéaire seulement dans les pre~ières minute! 

de la réaction, Ceci est donc un argument en faveur de la fornâtion de dérivés de 

l'acide acrylique dans le pic T La densité optique à 241 nm mesurée dms les 
1 ' 

mêmes conditions pour le pic T reste constanteo 
2 

bp - Expérience de @-6limination en milieu rédu-cte- 

a - Principe 1 

Quand les expsriences de $-éliminatiori 

sont réalisées en milieu réducteur (en présence de borohydnire de sodium), le grou-( 

pement aldéhyde de la N-acétyl-galactosamine est transformé en. alcool primaire, I 
l'osaminitol formé est alors stable en milieu alcalin, d'autre pst, les dérivés d 9 
1 ' acide acrylique sont rdduits et transformés an alanine et en acide a-amino-buty- 1 
rique (CARLSON, 1966 (538)) ; CARLSON, 1968 (539) ; CIiXLSON, 1973 (540)). Si la 

réduction s'effectue en présence de borohydrure hydrure tritié, on obtiendra f m -  

ce acide lement le glycanne marqué sur le N-acétyl-galactosaminol qui après hydroly, 
I 

donnera le galactosaminitol. La chaîne Feptidiii;e sera marqiiée sur l'alanine et 

l'acide a-amino-butyrique qui seront libérés lors de l'hydrolyse de la chaîne pepi 

dique. Ceci est schématisé dans la figurs 50 ( p , ~ 7  ), 





B - Mode opératoire 

Nous avons employé l e s  conditions de 1 
CARLSON -O e t  a l  9 1970 ( 5 4 1 ) ~  La $-élimination s'effectue sur 500 g de glycopepti- r 
de T dissout dans 100 1 de KOE 0,05 N, BH Na 1 M en présence de 5 m C i  de boro- 

1 4 
hydrure de sodium spécifique 10 C i  par m~). La réaction e s t  réalisGe 

en tube scel lé  à 450 c pendant 15 heures. L'arrêt de l a  réaction s 'effectue en 

acidi f iant  légerement l e  milieu ( p ~  5) avec de l 'acide acétique, 

~ ' e x c &  de borohydrure peut ê t r e  éliminé de différentes manières : 

en t r a i t an t  par 3 f o i s  l e  résidu sec par l e  mélange méthanol-acide acétique 5 : l 
(v  : v) puis par l e  méthanol pur e t  en éliminant à chaque étape l e  méthyl-borate 

formé sous vide, ou en purif iant  l e  mélange réactionnel par chromatographie de 

tamisage moléculaire sur  une colonne de G 15 (80 cm x 2 cm) en éluant par de 1'ez.i 

Le meilleur résu l ta t  e s t  donné en couplant l e s  deux méthodes d'abord élimination 

sous forme de méthyl borate, puis passage sirr séphadex G 15. La f igure  52 ( ~ ~ 1 4 1 )  

montre l e  résu l ta t  d'une t e l l e  chromatographie. Deux pics $ e t  $ passent en t ê t e  
1 2 

de l a  chromatographie, tandis que l e  borohydrure résiduel e s t  n e t t e ~ e n t  séparé e t  

passe en f i n  de chromatographie, 

4 -  Mise en évidence de l ' o se  réduit  

Le pic $ chromatographié sur une col@ 
2' 

ne de G 15 préalablement étalonnée avec des oligosaccharides de divers poids mol& 

culairesdonne un Kd de 0,2, ce qui correspond à un poids moléculaire apparent de 

650 daltons (voir f igure 53 142), Le pic  hydrolysé p2.r Hcl 1,5 N à l O O c  C peri- 

dant 1,5 heure, e s t  déposé après purif ication sur  du papier Whataan nQ 3 e t  sotlss 

à une chromatographie dans l e s  conditions séparant l e s  principaux oses réduits  : 

pyridine - acétate d 'éthyle - acide acétique - eau 5 : 5 : 1 : 3 ( v : v : TT : v! 

pendant 16 heures. La figure 54 (P.14/) montre l e  résul ta t  obtenu : l e s  timoins 

latéraux (déposés également comme entraîneur avec lfhydrolysat  radioact i f )  sont r i  

vélés au n i i r a t e  dtargente La radioactivité e s t  déterminée par sc int i l la t iorr  

liquide après avoir découpé des bandes de papier de 1 x 5 cm de par t  e t  d 'autre 

du t r a i t  de départ, On observe un maximum de radioactivité au niveau du galacto- 

saminola Le pic p l  t r a i t é  dans les a&mes corditions ne donne aucune radioacti1it8. 



Figure 52 

Chromatographie sur Séphadex G 15 des produits formés au cours d'une 

expérience p élimination des glycopeptides du pic  T 1 ' 

B.D. : Bleu dextran. , 





IL! HYDROLYSE Hcl J5N 1,5H 
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Figure 54 

Mise en évidence de l 'osamini to l  s u r  l e  p i c  Ps 

Les témoins la té raux  : glucosaminitol ( ~ l c i ~ ~ i t o l ) ,  galactosamini tol  ( ~ a ~ I 2 i t o l )  

Hexitols  e t  P e n t i t o l s  or,t é t é  révé lés  au  n i t r a t e  d'argent.  



Il semble donc que l e  pic $ représente un glycanne de f a ib l e  poids l 
2 1 

moléculaire, l i é  à l a  chaîne peptidique par l ' intermédiaire de l a  N-acétyl-galacto i 
samine, e t  détaché au cours de l a  P-élimination, 

5 - Mise en évidence des aminoacides marqugs 1 
Le pic  $ passant à l 'exclusion sur l a  co1orm.e 

1 
de G e s t  hydrolysé dans les conditions de l ibéra t ion des mino acides : Hcl 5.6 1 

15 
N, à l l O e  C pendant 48 heures en tube scel lé .  Après purif icat ion de l 'hydmlysat ,  1 
celui-ci e s t  d6posé sur  une f eu i l l e  de papier Whatman ne 3 e t  chromatographié dans 

l e  solvant de PARTRIDGE, 1948 (542) : butanol - acide acétique - eau 4 : 1 : 5 1 
(v : v : v)  pendant 20 heures, Les témoins de tous l e s  amino-acides sont  déposés 

comme témoins latéraux e t  comme entraîneurset  révélés au réact i f  à l a  ninhydrine. 

La radioactivi té e s t  déterminée comme précédemment. La f igure 55 (p.145) montre un 1 
maximum de radioactivi té au niveau de l 'a lanine,  l a  radioactivi té au niveau de 1 
l ' ac ide  a-amine-butyrique e s t  beaucoup plus faible.  

Il semble donc que l e  pic P représente l a  chaîne peptidique sur  
1 

laquelle sont attachés l e s  glycannes e t  dont l a  sérine ( e t  l a  thréonine) ont é té  1 
transformées en dérivés de l ' ac ide  acrylique qui ont é té  réduits  en alanine e t  acid 

a-amino-butyrique par l e  borohydrure de sodium t r i t i é ,  

4 - Etude électrophorétique du pic T 1 

a - Principe 

Il semble donc que l e s  sialoglycopeptides du p i c  T con- 
1 

tiennent des s t ructures  moléculaires de type 'fmucine". Ces composés doivent donc 

& t r e  acides e t  l eur  migration électrophorétique do i t  ê t r e  dépendante de l a  quantité, 

dtacidessialiques présentsdans l a  molécule, Nous avons étudié l e s  propriétés é lec t ro  

phorétiques de ces sialoglycopeptides avant e t  après act ion de l a  nearaminidase 

su r  acéta te  de cellulose, 



\ 
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Figure 55 

Mise en évidence des amino-acides radioactifs dans le pic pl. 

Les témoins latéraux d'acides aminés ont été révélés à la nulhydrine. 



b - Mode opératoire  

L'électrophorése en acé ta t e  de ce l lu lose  a é t é  conduite av 

l a  technique de Y W H I N A  e t  al. ,  1973 (543)- Le tampon pyridine 1 M - acide acé- 

t ique  e s t  à pH 3,5, L'électrophorèse e s t  effectuée pendant 30 minutes avec un 

courant de 6 mA (0,5 mA par cm), Les bandes sont  colorées pzr  une so lu t ion  de b le  

Alcian dans l ' a c i d e  acét ique à 3 p. 100 pendant 10 minutes, 

Le dépôt de 10 1 c o ~ t i e n t  10 g du p i c  T La f igu re  56 /-Z T 1 ' 
(p.147j montre une t e l l e  électrophorèse, La mobil i té  prouve que l e s  glycopeptides 

sont  encore chargés négativement à ce pH. Après avoir  ajouté 5 uni tés  de neuramin 

dase de Vibrio - cholerae (Neuraminidase Koch-Light à 500 ur+ités  par ml) e t  une hyd 

lyse  de 30 riîinutes à 370 C ,  l a  bande glycopeptidique r e s t e  pratiquement à l t o r i g i i  

Ce sont  donc l e s  acides s i a l iques  qui  sont  responsables de l a  charge du glycopept 

de. 

E - CONC LUSIOES 

L'étude de l a  s t ruc ture  des glycopeptides obtenus par hydrolyse 

trypsique des membranes plasmiques dthépatocyte du Rat a p e m i s  de mettre  en évi- 

dence une f m i l l e  de s i a log lyco~ep t ides  ,riches en acides siaiiques,coirportant de : 
C 

N-acétyl-galac tosmine, e t  dont 12 l i a i s o n  ent re  l e  glycanne e t  l a  p a r t i e  peptique 

e s t  s e ~ s i b l e  aux agents a lca l ins .  Cette  l ia isor ,  seriîble ê t r e  de type O-glycosidiquc 

en t re  l a  N-acétyl-galactosmine e t  l a  sér ine  ou l a  thréonine. ( l e  f a i t  que l ' o n  ne 

retrouve pes un rapport molaire élevé pour l a  sé r ine  e t  l a  thréonine comme pour 

toutes  l e s  glycoprotéines de type "mucine" semble indiquer que l a  sur i f ica t ior ,  

s o i t  insuff i sante  sur  séphadex G-75, d 'au t res  peptides peuvent ê t r e  absorbés sur  ce 

type de molécule. Ceci e s t  en pa r t i e  prouvé par l e  comportement de l a  t ryps ine  qui  

s e r v i  à hydrolyser l e s  membranes qui  r e s t e  absorbée à ce niveau a lo r s  qu ' e l l e  devra 

& t r e  retenue s u r  l a  colonne. Une pur i f ica t ion  u l t é r i e u r e  avec une force ionique plu 

élevée do i t  Gtre envisagée). Ce type de sialoglycopeptides sexble donc & t r e  de type 

"mucine". 



Electrophorèse sur  acéta te  de cellulose du pic T, . pH 3,5 

A : Pic T na t i f  1 

B : Pic T2 après action de l a  neurminidase de V. cholerae. 

Coloratior?. au Bleu Alcian 



L'aut re  fami l le  desialoglycopept ides  beaucoup moins r i che  que l a  

I première enac ides s i a l iquesne  cont ient  pas de N-acétyl-galactosamine, mais con- 

I t i e n t  du fucose. Son indice de p o l a r i t é  plus bas i nd ique ra i t  une pos i t ion  proche 

1 du plasmolernme . La l i a i s o n  e s t  alcali-insensible,  e l l e  pour ra i t  ê t r e  de type 

glycosylaminique. Il f a u t  remarquer é g a l e ~ e n t  l a  présence dans l e s  f r a c t i o n s  

peptidiques d 'acides uroniques qui  proviendraient de nono-polysaccharides ac ides  

dont l a  présence a dé j à  é t é  s ignalée dans ces  membranes. Le f a i t  que ces  g lycopep  

t i d e s  so i en t  détachés de l a  membrme par  hydrolyse t rypsique indique q u ' i l s  sont  

acces ib les  à 1 ' enzyme. Enréa l i té tp~isque  1 ' on s ' adresse  à des  membranes i so lées ,  i l  

peuvent ê t r e  détachés a u s s i  bien de lafaceexterne : ex t r a -ce l lu l a i r e )  que de l a  fecc 

in t e rne  ( in t r a - ce l lu l a i r e )  de l a  membrane. Nous nous sommes donc a t t achés  à dénioc- 

t r e r  que ces  glycopeptides formaient l e  glycolenme de la  c e l l u l e  hépatiqueet 'étaie:  

doncdi r igés  ve r s  l ' e x t é r i e u r ,  Ceci é t a n t  d ' a i l l e u r s  en accord avec l e s  conceptiors 

a c t u e l l e s  de 1z s t ruc tu re  de  l a  membrane, 

I V  - ORIENTATIOK DES GLYCOPROTEINES DANS LA MEMtiRAnTE PLASNIQUE 
---- --- ---- 

D'HEPATOCYTES DE RAT 

A - PRINCIPE ------- 

On connaît  un  grand nombre de techniques à l ' h e u r e  a c t u e l l e  pour 

o r i e n t e r  l e s  protéines dans l e s  membranes plasmiques des c e l l u l e s  animales 

(WALLACE;, 1972 (544)),  Ces techniques sont  fondées s o i t  s u r  l thydro lyse  des p r c i j i  

n e s  membranaires s u r  l a  c e l l u l e  vivante,  s o i t  s u r  l e  marquage des pro té ines  grsûe 

à des  molécules non perméantes en généra l  radioact ives  qu i  s e  f i xen t  pzr  l i a i s o n  

covalente s u r  l e s  protéines membranaires " in  s i tu" .  BERG, 1969 (545) a l e  premier 

employé ces  molécules non pem4antes dont l a  r é p a r t i t i o n  e s t  ensui te  é tudiée  en  

électrophorése en g e l  de polyacrylamide - SDS. Il a u t i l i s é  pour ce l a  l e  s e l  de 

d i azon im de l ' a c i d e  s u l f m i l i q u e  marqué au soufre  35 : 35 S-DABS (EE~VER e t  al . ,  



1971 (546)), le fait que cette molécule soit non perméante est attesté pax son 1 
manque de réactivité vis à vis de l'hémoglobine intra-cellulaire qui est 10- 

i 
fois plus faible vis à vis de l'hémoglobine libre à même concentration. Nous avons 

essayé d'adapter cette méthole mise au point pour le globule muge 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 à vis des protéines et non 

perméante, puis après lavage pour éliminer llexcés de produit, de manière à ce 

qu'il ne réagisse pas avec les proteines intra-cellulaires, le marquage doit s1ef- 

fectuer uniquement sur la partie externe des membranes. La préparation des niembra-1 

nes et des glycopeptides de la manière habituelle doit nous permettre de localiser i 
le marqueur des sialoglycopeptides qui sont à lgextérieur, c'est-à-dire formant le, 

glycolemme. 

/ 
La diazo tation de 1 ' acide p-amino-benzenesulfonique (35-S) (acide i 

sulfanilique) est effectuée selot la méthode de HOYER et TREEOLD, 1970 (549). On 1 
1 

emploie de 1' acidesulfanilique35-S ayant une radioactivité spécifique le 61 ,4 aCi ~ 
l 

par mM que l'on ajoute à 162 mg dlacidesulfaniliquefroid d.e manière à avoir une 

radioactivité spécifique de 2,7 mCi par mM. L'acide sulfm-ilique est dissous 

dans 4 ml de Kcl 0,37 M et refroidi à O? C, or, y ajoute 4 ml d'Hcl 1 N froid et 1 

79 mg de NaNo dans 2 ml d'eau distillée. Après agitation, or laisse reposer 20 mi-~ 
2 

nutes à 09 C. On ajoute alors 5 mg d'acide sulfarnique (NH SO OE) pour neutraliser ' 
2 2 

l'excés de NaNo , puis 6,7 ml de K KPO 0,15 M et l'on ajuste à pH 7,5. Oncomplètel 
2 2 4 

alors à 50 ml pour avoir une concentration de 0,02 M en DABS. l 

Conme le sel de diazoniwn réagit fortement avec les groupements 

ammoniums des tampons (comme le   ris) on travaille en tampon phosphate 0,05 M à 

pH 7,8 dans Nacl O,? M, 

Le réactif est essayé sur 1 ml d'une solution de sérum albmine à 

3 0 0 ~  par ml, à laquelle on ajoute 1 0 0 ~ 1  du riactif, la sérum albumine est préci- 

pitée par 1'ATCA à 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). 



C - MODE OPERATOIRE --------------- 

Le f o i e  e s t  perfusé par  l a  veine porte* à l ' a i d e  d'une pompe 

pé r i s t a l t i que .  Le f o i e  e s t  d'abord lavé  par la  so lu t ion  physiologique sc ivante  : 

tampon phosphate 0,05 M pH 7,8 Kacl O,3 M I  Quand celui-ci  e s t  débarrassé du s m g ,  

l a  perfusion e s t  poursuivie avec 20 u1 de la  so lu t ion  de DAES (35-S) , e n f i n  

l t exc>s  de r é a c t i f  e s t  évacué avec 200 m l  du premier tampon jusqulà ce que l a  

r ad ioac t iv i t é  de 1' e f f l u e n t  s o i t  nu l le ,  

Les membranes sont  ensui te  prsparkes de l a  manière hab i tue l l e  

e t  l ' a c t i o n  de l a  t ryps ine  permet d 'ob ten i r  la f r a c t i o n  glycopeptifique. Celle- 

c i  e s t  chromatographiée s u r  une colonne deséphadex G-75et l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  

comptée en s c i n t i l l a t i o n  l i qu ide  dans du BRAY ( f r ac t ions  de 1 m l  comptées avec 

10 n c l  de BRAY). 

I D - RESULTATS -------- 

La r ad ioac t iv i t éob tenuees t  i e  400 cpm par  mg de protdines 

mersbranaires (comptées dans l e  BRAY) s o i t  10 f o i s  plus f a i b l e  que c e l l e  o b t e x e  

avec l a  serum albumine en so lu t ion ,  en e f f e t , i c i  seulenient une f a i b l e  pzr-tie ?es 

prot6ines - c e l l e s  q u i  sont  en contact  avec l e  mil ieu e x t r a  c e l l u l a i r e  - a é t S  
' 

marquée. La  r ad ioac t iv i t é  spécif ique des organi tes  i n t r a  c e l l u l a i r e s  : noyaux, z 

tochondries, microsomes, mesarde l o r s  du fractionrement e s t  négligeable,  c e c i  

montre que l e  marqueur n ' a  pas pénétré à l ' i n t é r i e u r  de 1z ce l lu l e ,  

La f i g u r e  57 (p. 151) montre l e  r d s u l t a t  de l a  chromatograpkieàc 

glycopeptides,  oc s ' a p e r ç o i t  que l e s  deux p i c s  T e t  T sont  marqués, l e  pic T 
1 2 2 

l ~ e s t d ' a i l l e u r s b e a u c o u p  moins que l e  p i c  T ce qui  montrerai t  s a  pos i t ion  UG 
1 

peu plus i n t e rne  dans l e  glycoleme,  

(*) Nous remercions Monsieur Henri DEBRAY d'avoir  e f fec tué  pour nous l e s  

opérat ions de perfusion s u r  nos préparations.  
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Figure 57 

Ck~romatographie des glycopeptides obtenus par hydrolyse trypsique 

des membranes. 

A : Après marquage "in vitro," des acides s ia l iques  

B : Après marquzge "in vivo" pâr l e  DABS (35-3). 



C - CONCLUSIONS -------- 

Il semble donc que les deux familles de sialoglycopeptides 

obtenues par hydrolyse trypsique de la membrane soient disposées à l'extérieur de 

celle-ci. Celle du type "mucine" de rapport axial élevé s'étend très loin du 

plasmolemme et est marquée fortement. Celle pauvre en acides sialiques doit être 

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. 



Notre travail sur les glycoprotéines de la membrane plasmique 

comprend deux parties qui se distinguent par la méthodologie employée. Dans la 

première partie ce sont les glycoprotéines totales qui sont caractérisées après une 

solubilisation grâce à des solvants aqueux ou organiques. La deuxième partie corres- / 
pond à une étude des glycopeptides obtenus après hydrolyse trypsique de la menbrsne 

totale. Ces deux Spes d'expérimentation ont été pour la première fois employés 

conjointement et nous ont permis d'établir un schéma de l'intégration de ces moléc-der 

dans le membrane pl~srnique, Ce schéma repr4senté dans la figure 58 (P. 154) est en kor 

accord avec les conceptions les plus modernes de la structure molicu.laire des mexbre- 

nes plasmiques en particulier svec le concept de la do~zble couche interrompue. Nous 

pouvons comparer les points suivants avec les résultats obtenus par divers ~uteurs : 

19 - Les glycoprotéines sont en relation avec les phospholipiCes 
membranaires, mais.& des degrés variables. On peut distinguer des glycoprot6hes clcz i 
li-solubles qui entraî~erit lors de leur solubilisation un peu de phospholipides I 
(10 p. 100) (la présence dtEDTA nécessaire à la solubilisation semble indiquer le 

tt 
rôle du Ca dans la stabilisation de la membrane). Ces glycoprotéines "peu inl;égr&es 

sont relativement pauvres en acides sialiques mais sont antigéniques. Elles rgagisser 

en effet avec un immunsérum dirigé contre la membrme totale (figure 58 (~~154) : X )  

Les glycoprotéines pyridines-solubles sont, elles, beaucoup plus 

intégrées à la membrane, c'est-à-dire en relation plus étroite avec les phospholipi-e 

(figure 58 (p.154) : B)) lors de leur solubilisation~ Elles entraînent 40 p. 100 de 

phospholipides, elles sont riches en acides sialiques et de nasse moléculaire plus 

élevée que les précédentes . 
Les glycoprotéines pyridinesinsolubles de trèshaute masse r-014- 

culaire (figure 58 154) : C) font partie de la matrice lipoprotéique du plasr OIE:.. 

me, elles sont riches en oses neutres et en osamines mais relativement pauvres en 

acides sialiques, elles sont associées à 50 p. 100 des phospholipides meri~branaires. 
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spholipides., :Chaîne peptidique"libre. 

dant des acides sialiques (O). 

3 dans l a  menzbrane plasmique 

ae u t  



Ces r é s u l t a t s  sont  en bon accord avec ceux de GURD e t  al., 1972 (550). Ces au teurs  

n 'avaient  d ' a i l l e u r s  pes é tudié  en d é t a i l  t ou t e s  l e s  f r ac t ions ,  Nos expériences de 1 
i 

marquage à l a  glucosamine e t  au phosphate 3 2 ~  a i n s i  que la  chromatographie s u r  1 
I Sépharose 6 B des  t r o i s  f r a c t i o n s  indiquées nous ont  permis d ' é tud ie r  l a  

des glycoprctéines e t  des phospholipides dans ces f r ac t ions ,  1 
20 - Cet te  d i f fé rence  de t a i l l e  déjà  s ignalée a é t é  mise . 

en évidence par  é lectrophorèse en g e l  de polyacrylamide-SDS e t  dix glyccprotéines 

dont la  masse moléculaire v a r i e  en t r e  500 000 dal tons e t  38 000 da l tons  ont é t é  

czrac tér isées ,  I 

La méthode eraployée e s t  c e l l e  de GLOSSVLANN e t  h'EVILLE, 1971 

(551 ). Ces au teurs  ne mettent en évidence que s i x  glycoprotéines,  l laugr .entat ion 

de s e n s i b i l i t é  senble ê t r e  due à l e  métho2e de r6vélation. En e f f e t ,  l a  méthode que 

nous avons employée cons is tan t  en une oxydation courte  des ac ides  s ial iqu-es  par  1 
l ' a c i d e  périodique su iv i e  d'une réduction ai; bo~ohydrure de sodium t r i t i é  n ' a v a i t  

jamais é t s  u t i l i s é e  pour ce type de meiribrane, 

3" L'action de l a  t ryps ine  sur leu membranes t o t a l e s  a p e m i s  

d ' i s o l e r  deux types de s ia loglyco~e-ç t ides  q u i  tous deux sont marqués avec des agent 

non perméants comme l e  s e l  de diazonium de l ' a c ide  su l f an i l i que  ( f igu re  58 ( ~ ~ 1 . 5 4 )  

ils sont  donc dirigds,du moins en partie,vers l e  cô té  ex t r a -ce l lu l a i r e  de l a  membra- 

ne, Ce mrqueur  a é t é  u t i l i s é  par de nombreux auteurs  s u r  des c e l l u l e s  l i b r e s  ou des 

organi tes  ~ c k l ~ r o ~ l a s t e î ) ,  mais jarrais s u r  des  c e l l u l e s  in tégrées  dans un t i s s u .  Ce 

marqmge des glycopeptides membranaires par  un agent non perméant a donc é t é  appliqu.: 

pour l a  prexière f o i s  à ce m t é r i e l  biologiqiie, 

4" Le prenier  glycopeptide passant à l l exc lus ior ,  s u r  G 
75 

semble ê t r e  de type "mucine". C 'es tune  nolécule  r i che  en aci6es s i a l i ques ,  for tenent  

1 électro-négztive, d l i n d i c e  de p o l a r i t é  proche de c e l u i  de l a  membrane. La l i a i s o n  1 
glycanne-protéine a lca l i - sens ib le  semble ê t r e  du type O-glycosidique(entre l a  se r ine  

ou l a  thréonine e t  l a  Le f a i b l e  poids moléculaire apparent 

1 des glycmnes 650 s e r a i t  en  faveur d'un chaînon : Nacgal -ose neutre-acide siali- 

que O 



La préserice de glycopeptides de type mucine a é t é  démontrée 

uniquement à l iheure  ac tue l l e  su r  des c e l l u l e s  l i b r e s  : CODINGTON e t  a l , ,  1972 (552) 

s u r  des c e l l u l e s  TA e t  par  YWHINA e t  a l . ,  1973 (553) su r  l e s  c e l l u l e s  de l 'hépa- 
3 

tome asc i t ique  AH66 bien qu'aucun de ces deux auteurs n ' a i t  m i s  en évidence l a  

N-acétyl galactosaniine l i é e  à l a  sé r ine  ou à l a  thréonine, 

5" Le deuxième glycopeptide retenu s u r  G a une composition 
75 

en mono-saccharides t r è s  d i f férente  carac tér i sée  par l 'absence de N-acétyl galacto- 

samine e t  l a  présence de fucose, L'indice de po la r i t é  plus bas que c e l u i  des protgi- 

nes membranaires t o t a l e s  e t  l e  plus f a i b l e  maquage par l e  s e l  de diazoniwn de l ' a c i -  

de su l fani l ique  semblent indiquer que ce type de glycopeptide e s t  plus proche de l a  

matrice phospholipidique, c'est-à-dire du plasmoleme, 

Les deux types de l i a i s o n  glycme-proJ&ine : N e t  O glycosidi- 

ques semblent donc e x i s t e r  dans l c s  glycoprotéines menbranaires, Notre étude ne per- 

met pas de savoi r  s i  e l l e s  sont  ou non portéespar l a  même chaîne peptidique. Il ser- 

b l e  que cec i  s o i t  l e  cas pour l a  glycophorine ou l a  mê~îe protéine porte d e s g l y c m e s  

l i é s  O-glycosidiquement e t  des glycannes l i é s  N-glycosidiquernent. 

60 - La prssence constante d'acides uroniques dans toutes l e s  

f r ac t ions  peptidiques semble indiquer que des mucopolysaccharides acides s e  trouver~t 

au niveau du glycolerrime. 

Bien que ces m~~copol~saccharidesn'aientpas é té  m i s  en évidence 

directeaent ,  l e u r  préserice e s t  confirmée par de nombreux auteurs  en p a r t i c u l i e r  par 

KRMPlER, 1971 (554) e t  YAMASEINA e t  a l , ,  1973 (555) 

7" Cette étude t endra i t  à prouver que l e s  coriceptions actuel- 

l e s  su r  l a  s t ruc tu re  de l a  membrane plasmique appuyées en général par des  travaux 

s u r  l e s  c e l l u l e s  l i b r e s  (érythrocytes, ce l lu l e s  en cul ture)  sont  également vzlables 

pour des c e l l u l e s  intégrées dans un t i s su ,  du moins pour l e s  portions menbranaires 

non impliquées dans l e s  jonctions inter-cel lulaires ,  



80-  Toute l'expérimentation a ét6 effectuée sur des menbrenes 

isolées, sur lesquelles ont été appliqués les critéres de pureté classigues.11 est 

en effet nécessaire pour ce genre d'études d'avoir un :matériel de départ non conta. 

miné par des cyto-membranes. La microscopie électronique, les études en @adient de 

densité et l'étude des "marqueurst1 enzymatiques systématiquement employées sur nos 

préparations nous ont permis de rdaliser ce travail, 



I - METHODE DE DOSAGE DES ENZYMES MARQUEURS 
--- ----- --------------- 

Comme l a  plupart  des enzymes marqueurs sont  des ph.osphatases, 

nous décrirons d'abord l e  procédé u t i l i s é  pour l e  dosage du phosphate l i b é r é  après  

a c t i o n  enzymatique. 

1 - Pr inc ipe  

Le procédé e s t  dér ivé de c e l u i  de BONTINGet al., 1961 (556) en re- 

p laçant  l e  s u l f a t e  fe r reux  par  l 'amidol de manière à augmenter l a  s e n s i b i l i t é .  

La so lu t ion  e s t  f a i t e  extemporanément e t  f i l t r é e  s u r  du papier  

Whatman ne 3 : 

Amidol 1 p. 100 ) 

S u l f i t e  de sodium 20 p. 100 ) dans SO H 1,15 N 
. - 1 4 2 

Molybdate 'd'ammonium 1 p. 100 ) 

3 - m e  opératoire  

A 1 m l  de l a  so lu t ion  à doser, on a jou te  2 m l  de r é a c t i f  (quant i tés  

pouvant ê t r e  d iv isées  par  deux), la colorat ion e s t  développée à l ' o b s c u r i t é  pendal; 

1 heure e t  l a  dens i t é  opt ique e s t  l u e  à 700 m. La l ec tu re  e s t  r e a l i s é e  contre  un 

témoin blanc dans lequel  l a  so lu t ion  à doser e s t  remplacée par  l e  mi l ieu  d t incubat io  

( n e  jamais e f f ec tue r  l e s  études enzymatiques des phos~ha ta ses  dans un tûmpon pk~osphatl 



Tous l e s  dosages son t  e f fec tués  en t r i p l e  exenplaire. On emploie comme so lu t ions  

témoins du Po HK dissous dans de l ' e au  d i s t i l l d e ,  
4 

4 - Résultats  

La f igu re  59 160) montre l a l i n é a r i t é d e  l a  courbe en t re  7 pg 

e t  8 0 p g  de phosphate l i b r e  par  m l .  Ce t te  méthode a é t é  employée pour l e  dosage ! 
du phosphate l i b é r é  par  l e s  enzymes su ivsn ts  : 5 nucléo t i dase ,  nucléot ide pyrophos 

phatase, ATPases, , glucose 6 phosphatase, phosphatase acide, 

1 - Principe 

La réac t ion  catalysée par  l'enzyme e s t  l a  suivante  : 

Adénosi.ne 5 ! P 6-2 Adénosine + P i  

Nous avons employé l a  méthode de EMMELOT e t  al . ,  1964 (557) 

2 - Réac t i f s  

Milieu A 
1 

T r i s  - Hcl 50 mM pH 7 ,2  

Mgcl 50 mM 
2 

Kcl 100 mM 

Milieu A 
2 

T r i s  - Hcl 50 mM pH 7,2 

Mgc12 5 mivl 

Kcl 100 mM 

AMP(se1 de sodium) 20 mM 

3 - Mode opéra to i re  

Les membranes son t  mises en suspension dans l e  mi l i eu  A par  1 

5 a l l e r s  e t  r e tou r s  du p is ton  de 11homog6néiseur Po t t e r  e t  Eljelm. La r6action 

se déroule sous l égè re  ag i t a t i on ,  EU bain-marie â 37" dans des tubes à hémolyse eri 





pyrex. A 0,5 m l  de l a  suspension membranaire, on a joute  au teuips t = O 0,S m l  

du mil ieu A (concentration f i n a l e  en AJTP 10 m~). Au bout de 10 minutes, on a r r ê t e  
2 

l a  &action par  1 m l  dtATCA à 20 p, 100. Après centr ifugat ion à 5 000 g pendant 10 

minutes, l e  phosphate l ibéré ,  e s t  dosé s u r  1 m l .  Le dosage e s t  f a i t  en t r i p l e  exez- 

p l a i r e  par rapport à un témoin blanc dans lequel  d'AXA e s t  a jouté  a v m t  l e  ni l iec,  

A2, Après dosage des protéines par 12 méthode de LOYTRY, l ' a c t i v i t é  spécif ique e s t  

ramenée en moles de subs t r z t  t ransfomé par mg de protéines e t  par heureo P 

1 - Principe 

L'enzyme catalyse l a  réact ion suivante : 

NADH .-- AMI' + m~nor~ucléotide de l a  nicotinamide 
2 

Les deux produits  de l 'hydrolyse sont  à l e u r  tour  hydrclyszs 

par  1s 5' nucldotidase e t  l ' on  mesure l e  phosphate l iba ré ,  

2 - Réactifs  

Le milieu dtincubatior,  e s t  c e l u i  d é c r i t  par LAUTER &al., 

1972 (558) légkrement modifié : 

Milieu A 
1 

T r i s  - Hcl 100 n;M pH 9 

Kcl 10 KM 

Cocl 0,05 mM 
2 

Milieu A 
2 

T r i s  - Hcl 100 mM pH 9 

Kcl 10 m .  

Gocl 0,05 dl 
2 

NADH2 5 mM 



3 - Mode opératoire 

Les membranes sont resuspendues dans le milieu A par une 
1 

légére homogénéisation, A 0,3 ml de la suspension on ajoute au temps t = O 0,2 nil 

de la solution A (concentration finale en substrat 2 m ~ ) ,  La réaction est arrêtée 
2 

par 0,5 ml d'HclO 0,6 N après une incubation de 30 minutes à 37" sous légére 4 
agitation. Un témoin blanc est soumis aux mêmes conditions d'incubation mais llHclC 

est ajouté avant le milieu A 
2 O 

Après centrifugation à 5 000 g 10 minutes on dose le phos~hate 

libéré sur 0,5 ml, on ramène le résultat en moles de NADH hydrolysé par heure r 2 
et par mg de protéines, 

1 - Principe 

La réaction catalysée par l'enzyme est la suivante : 

1 
p-ni tropher~ylphosphate pnitro-phénol 

\ 

L'activité est mesurée en dosant au spectrophotome tre le 

p-nitrophénol libéré à 420 nm. 

+ 
Il existe une p-nitrophénylphosphatase activge per le K q ~ i  

est inhibée par l'ouabaïne 10- 4 ~ .  On effectuera deux incubations en présence ou E r  

l'absence d'ouabauie, la différence donilera l'activité de la p-nitrophénylphosph~t~ 

se (K'). 



modifiée : 

Nous avons employé l a  méthode de LAUTER e t  a l . ,  1972 (559) 

Milieu A 
1 

T r i s  - Hcl 100 mM pH 9 

Kcl 55mM 

Mgcl 
2 

11 mM 

Milieu A 
2 

T r i s  - Hcl 100 mM pH 9 

Kcl 55 di 

Mgcl 
2 

11 mM 
I 

pnitrophenylphosphate 2,5 rd 

Milieu A 9  (avec ouabaïne) 
2 

T r i s  - Hcl 100 d pH 9 

Kcl 55mM 

Mgcl2 , 1.1 mM 

p-ni troph6nylphosphate 2 ,5  di 

ouabalne 10- 4~ 

I 3 - m e  opéra to i re  i 
Les membranes sont  resuspendues dans l e  milieu A par  uns 

1 L 
1 

l egere  homogénéisation, La réac t ion  s ' e f f e c t u e  en mélangeant 0 ,5  m l  de  membranes 

resuspendues 0,4 m l  du milieu A ou A g  Après incubation 10' à 37: C l a  réac t ion  
2 2" 

e s t  a r r ê t é e  per  0 , l  m l  de NaOH 1,8 M puis cent r i fuga t ion  à 5 000 g pendant 10 minu- 

t e s .  i 
Le p-nitrophénol absorbe en milieu a l c a l i n  à 420 nm, l a  densité1 

optique du surnageant e s t  determinée, e t  la  quant i té  de p-nitrophénol calculée pzr  

rapport  à une courbe d'étalonnage t rac6e grâce à une gamme de concentration de 1 
p-nitrophénol de 0,01 à O, l/lM par  m l  d issous dans l e  même tan-pon ( v o i r  f i gu re  60 

( P O  164) 1. 



Figure 60 

Courbe d'étalonnage du p-nitro-phénol e n t r e  0,01 e t  0 , l  TM 
dans l e  milieu d' incubation A 1 1 \;<; \ P~ 3 LILLE 



La valeur obtenue avec le milieu A  d.onne l'activité de la 
2 

i 

p-nitrophénylpho tase alcaline totale. 
1 
I 
i 

La différence entre les deux valeurs A A t 2  donne l'activité 1 
+ l 

de la p-nitrophénylphostase activée par le K . 
1 

Ces deux valeurs sont ramenées par dosage des protéines avecl~ 1 
l 
l 

méthode de LOWRY en moles de p-nitrophénylphosphate hydrolysé par mg de protéines i /" l 

et par heure, ~ 
i 

La réactior, enzjmatique est la suivante : l 

dose ensuite la napthtylamine par 

CH 
PH3 

CH 
'cE13- l-?- COOH - y+- CH2 - CE 3 

'CE 
MLjcl 3 $ naphtylamine leucine 

la méthode de GOLDBARG et RUTENBERG, 1958 (560) 

2 - Réactifs 

Le milieu d'incubation est celui err,ployé par LAUTER et al., 

1972 (561) : 

Milieu A Tampon phosphate 0,l M pH 7,4 
1 

Milieu A Tampon phosphate 0,l M pH 7,4 
2 

L-leucyl-P-naphtylamide 0,2 mM 

Les réactifs nécessaires au dosage sont les suivants : 

ATCA : 40 p, 100 1 
1 

nitrite de sodium : 0,l p. 100 I 

sulfamate d'ammonium : 0,5 p, 100 

~ ( 1  nâph~l-éthylènediamine di chlorhydrate) 0,5 mg par ml (dans 1' éthanol à 95 p. 10 



3 - Mode opéra to i re  

A 0,5 m l  de membranes resuspendues dans l e  mil ieu A or, a joute  au  
1 

temps t = O 0 ,5  m l  de mil ieu A La r éac t ion  e s t  a r r ê t é e  après  une incubation de 
2' 

10' à 370 C sous a g i t a t i o n  par  1 m l  d'ATCA 40 p. 100. 

Le dosage de l a  naphtylamine s ' e f fec tue  après  cent r i fuga t ion  à 

5 000 g pendant 10 n inutes  s u r  1 m l  du surnageant auquel on a joute  successivement 

1 m l  de l a  so lu t ion  de n i t r i t e  de sodium (temps de contact  3 minutes), 1 m l  de 

sulfamate pour él iminer  l f e x c é s  de n i t r i t e  (temps de contact  2 minutes), 2 n l  de 12 

so lu t ion  de N ( 1  nctphQl éthyléne diamine dichlorhydrate,  temps de contac t  10 r inu-  

t e s ) ,  l a  f i gu re  61 (p.  167) montre l e  mécanisme de l a  réact ion.  La l e c t u r e  s e  f a i t  

à 560 nm par rapport  à un témoin blanc dans lequel  1 'ATCA a é t é  a jouté  avant l e  

mi l ieu  A 
2' 

La quan t i t é  de naphtylamine e s t  déterminée grâce à une courbe 

d'étalonnage r é a l i s é e  en e f fec tuant  l e  dosage su r  des concentrations a l l u i t  de 0,OS 

à 0 , 5 p  moles par  m l  par  naphtylamine d issoute  dans l e  même tampon ( v o i r  f i gu re  

61 (P. 167) 1. 

L ' a c t i v i t é  e s t  exprimée e n p  moles de leucyl-P-naphtylmide hydroly- 

s ée  par  mg de protéines e t  par heure. 

1 - Principe 

La réac t ion  enzymatique e s t  l a  suivante : 

ATP a->ADP + P i  

On dose l ' a c t i v i t é  de l'enzyme en dosant l e  phosphate l i bé ré .  
++ 

On dis t ingue  une a c t i v i t é  ATPasique t o t a l e  ac t ivée  per  l e  !%g 
+ + + + 

l e  N a  e t  l e  K ( A T P ~ S ~  ( M ~  , Na , K'), e t  une a c t i v i t é  ATPasique ac t ivge  Far l a  
+ + + + 

N a  e t  l e  K ( ~ ~ ~ a s e ,  N a  , K ) q u i  e s t  inhi-bée par  1' ouabaïne. Deux e s s a i s  serorit 

e f f ec tués  en présence e t  en  l ' absence  d'ouabaïne, l a  d i f fé rence  donnera l ' a c t i v i t é  

de 1' ATPase ( ~ a + ,  K') . 



Figure 61 

Dosage de 1 ' activité leucyl-P-naphtylanidasique . 

A : principe du dosage 

B : courbe dl étalonnage de la @ naphtylamide de 0,05 à 0,4 par ml. 



2 - Réactifs 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode déc r i t e  par  EMMELOT e t  a l , ,  1964 

(562). Le tris employé e s t  l e  s e l  de T r i s ,  celui-ci  e s t  produit à p a r t i r  de ltATP 

sous s a  forme sodique, on échange l e s  ions sodium s u r  une colonne de Dowex 50 x 4 
+ 

(H ). Lteff luent  acide e s t  neu t ra l i sé  avec une solut ion de T r i s ,  

Milieu A T r i s  - Hcl 40 mM pH 7 ,4  Milieu A T r i s  - Hcl 40 dl pH 7,4 
1 2 

Mgc12 2 mM Mgcl 2 ira 
2 

Kcl 5 mM Kcl 5 mM 

Nacl 100 mM Nacl 100 mM 

Pour 1'ATPase (M~*, ~a ' ,  K') ( t r i s )  4 mM 

Milieu B T r i s  - Hcl 40 mM pH 7 ,4  Milieu B T r i s  - Hcl 40 mM pH 7,4 
1 2 

Mgc12 2 ii1M Mgcl* 2 mM 

Pour 1'ATPase (M') ouabaïne 21 0- 4# 

3 - Mode opératoire  

Les membranes sont resuspendues dans l e  milieu A ou B . 
1 1 

A 0,5 m l  de chacune de ces suspensions, on ajoute a u  temps t = C 

0,5 ni1 de milieu A (avec A ) e t  B (avec B ). Les deux réac t ions  sont  a r r ê t ées  apr i  
2 1 2 1 

10 minutes dl incubztion à 37" sous ag i t a t ion  par 1 m l  dl ATCA à 20 p, 100, après 

cent r i fugat ion  à 5 000 g pendant 10 minutes, l e  phosphate e s t  dosé s u r  0,5 m l  de 

surnageant , 

Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e s  milieux A donnent ' l l .actirité de 

ltATPase ( M ~ + + ,  Na', K'), 

Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e s  milieux B donnent l ' a c t i v i t é  de 

1 >ATPase (~g*) , 

La différence des a c t i v i t é s  A - B donne l ' a c t i v i t é  de 19ATPase 

(Na+, K+). 

Tous ces rés i i l ta t s  sont  exprimés e n r  nioles dlATP hydolysées pîr 

mg de protéines et; par heure après dosage des protéines nrembranaires par  l a  méthode 

de LOWRY, 



G - GLUCOSE 6 PHOSPHA.TASE EC 3. 1 , 3 , ( --------- -------------- 

1 - Principe 

La réaction catalysée par l'enzyme e s t  l a  suivante : 

Glucose 6 phosphate .-> glucose + P i  

On dose après incubation de l'enzyme e t  du subst ra t  l e  phcs- 

phate l ibéré.  

2 - Réactifs 

Nous avons employé l a  méthode de Sb/ANSON, 1955 (563). 

Milieu A Acide maléique 100 di ajus té  à pH 6,5 avec de l a  soude 
1 

Milieu A Glucose 6 phosphate 100 mM pH 6,5 
2 

3 - M0d.e opératoire 

A 0,3 m l  de tampon A on a joute 0 , l  m l  de l a  suspension de 
1 

membrane dans l 'eau, puis au temps t = O 0 , l  m l  du milieu A après une inccbaticr 
2' 

de 30  inu ut es à 37" sous agitat ion,  on a r rê te  l a  réaction par 1 m l  dlATCA à 10 p. 

100. Après centrifugation à 5 000 g 10' on effectue l e  dosage du phosphate su r  1 K-1 

du surnageant per rapport à un témoin blanc dans lequel 1 ' A E A  a é té  ajouté avant 

l e  milieu A 
2' 

L'act iv i té  e s t  ramenée en moles de glucose 6 phosphate Iiy6lc 

lysé  par mg de protéines e t  par heure. 
r 

1 - Principe 

La réaction e s t  l a  suivante : 

NADP réduit + cytochrome- C oxydé + cytochrome- C réduit  + NADP oxgdi 

Le cytochrome C oxydé e t  rédui t  a une différence de coefficient  d'extinction 

molaire à 51 0nr.1, ce qui  permet de calculer  après lec ture  au s p e c t r ~ ~ h o t o m ~ t r e  l a  

quanti té  de substrat  u t i l i s é .  



2 - Réactifs  

Nous avons employé l a  méthode de MAHLER, 1955 (564). 

Les milieux sont  l e s  suivants  : tampon phosphate de sodium 

0 , l  M pH 7,  5, KCJX 0,003 M ; cytoclimme C : 1 p. 100 ; NADPH2 : 10 mg pour 2 m l .  

3 - M0d.e opératoire  

La réac t ion  s ' e f f ec tue  à l a  température du labora to i re  en cuve d 
L 

spectrophotometre. On a jou te  successivement dans l a  c w e  de verre : 0 , 2  m l  de tam- 

pon phosphate, 0 , l  m l  de cytochmme C ,  0 , l  m l  de NADPH2, 2,5 m l  d'eau puis  au 

temps t = O on ajoute 0 , l  m l  de l a  s u s p e n s i o ~  membranaire dzns l 'eau. La lec ture  se 

f a i t  à 51 0 nm toutes l e s  15 secondes contre un milieu identique où  lf on a remplacg 

l e s  0 , l  m l  de l a  suspension membranaire par 0 , l  m l  d'eau, 

Une cinét ique e s t  effectuée de O à 5 minutes e t  l ' o n  prend l a  

pente i n i t i a l e  de l a  courbe. La différence de coeff ic ient  d 'ext inct ion molaire entr 

l e  cytochrome C &duit  e t  oxydé à 510 rim e s t  de 18 500, 

Le r é s u l t a t  e s t  exprimé e n p  moles de cytochrome C r édu i t  par 

.heure e t  p s r  mg de protéines. 

1 - Principe 

L ' ac t iv i t é  phosphatasique acide peut ê t r e  mesurée grâce à deux 

subs t r a t s  : 
1 

19) Le P-glycerophosphate 

H c -O-PO- H C-OH 
3 

+ P i  

I I 

On dose d o r s  l e  phosphate l i b é r é  



20) Le p-nitrophénylphosphate 

On dose alors le pnitrophénol. 

2 -Réactifs 

Nous avons utilisé le milieu de EMMELOT et al., 1964 (565) 

Milieu A 
1 

Tampon acétate de sodiwn 0,l M pH 5 

/ 
Milieu A 

2 
B-glycerophosphate de.sodiwn 25 mM 

pour l'activité B-g1ycerophosphatasiqu.e acide 

Milieu A 
3 

pnitrophénylphosphate 25 d l  

pour l'activité p-nitrophénylphosphatasique acide 

3 - Mode opératoire 

Les membranes sont resuSpendues par homogénéisation dans le milieii 

A , '  A 0,9 ml de la suspension membranaire on ajoute au temps t = O soit 0,l ml 

du milieu A soit 0,l ml du milieu A 
2 3 O 

L'incubation se déroule à 370 C sous agitation, l'activité $-glycero- 

phosphatasique est mesurée &près arrêt de la réaction au bout de 20  inu ut es en a jou  

tant 1 ml dlATCA à 10 p. 100, l'activité p-nitrophénylphosphatasique est mesurée 

après arrêt de la réaction au bout de 10 minutes en ajoutant 1 ml de NaOH 1,8 N, 

Après centrifugation à 5 000 g pendant 10 minutes, on mesure d m s  le surnageant 

soit la quantité de phosphate libéré sur 1 ml, ou. à 400 nm la quantité de p-nitro- 

phénol par rapport à une courbe d'étalonnage réalisée dans le même tenips, 

Les deux activités sont ramenées moles de substrat consom6es 

par mg de protéines et par heure. 



1 - Principe 

L'enzyme ca ta lyse  l a  réac t ion  suivante : 

benzylamine / 
, benzaldehyde 

On détermine à 250 nm la  quant i té  de benzaldéhyde formée. 

2 - Réact i f s  

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de TABOR e t  a l , ,  1955 (566) : 

Mil i euA phosphate de po ta s s iwn0 ,2m p H 7 , 5  
1 

Milieu A benzylamine s u l f a t e  0 , l  M 
2 

3 - Mode opéra to i re  

A 1 m l  de tampon A on a jou te  0 , l  m l  de milieu A puis  au 
1 2 

temps t = O 0 ,9  m l  de l a  suspension membranaire dans de l ' e a u ,  Après 30 minutes 

d ' incubat ion à 37" sous ag i t a t i on ,  l a  réac t ion  e s t  a r r ê t é e  dans un ba in  de glace 

e t  l e  n i l i e u  centr i fugé à 5 000 g pendant 10 minutes, La dens i t é  optique e s t  l ue  à, 

250 nm s u r  l e  surnageant e t  l a  quan t i t é  de benzald<hyde formée e t  ca lcu lée  d 'après  

une courbe témoin déterminée en mesurant à la  même l o ~ g u e u r  d'onde la  dens i t é  op t i -  

que de so lu t ions  de benzalddhyde de concentration a l l a n t  de 0,02 à 0 ,2  . moles pour 

2 m l  dans l e  même temps (vo i r  f i gu re  62 (p,173). 
P 

Le r é s u l t a t  e s t  ramené e n y  moles de beznylamine hydrolysées pal 

mg de p ro t é inme t  par  heure par  rapport  à un témoin blaric dans lequel  l a  susper~sion 

membranaire a é t é  remplacée par  de l 'eau.  



Figure 62 

Courbe d'étalonnage de la benzaldehyde de 0,02 à 0,2)$!4 pour 2 ml 

dans les conditions du dosage de la mono amine oxydase. 



1 - Principe 

Succinate + ferr icyanure de potassiwn+fumarate + ferrocyanure de pc 
tassi1 

Ceci en bloquant l a  chaîne des oxydations c e l l u l a i r e s  au niveau des cytochromes-a 

pa r  l e  cyanure de potassium.' 

On mesure par  méthode spectrophotom~trique l a  cpant i té  de ferrocyanure formé. 

2 - Réactifs  

Nous avons employé l a  méthode de BOhTNER, 1955 (567). 

Les r é a c t i f s  sont  l e s  suivants  : Tampon phosphate de sodium 

0 , l  M pH 7 ,2  ; KCN 0 , l  M ; K Fe (cN)~ 0,01 M : succinate de sodium 0 , 2  M. 
3 

3 - Mode opératoire  

La réact ion e s t  effectuée à l a  température de l a  pièce dans c 

cuve en verre  de spectrophotom~tre. Orï a joute  successivement 0 ,3  m l  de l a  solutior: 

KCN, 0 ,3mlde  l a  so lu t ion  de ferricyanure, 0 ,2  m l  de l a  solirtion de succinate,  2 rr 

de tampon e t  au temps t = O 0 ,2  m l  d'une suspension membranaire. La l e c t u r e  e s t  

f a i t e  à 400 m, toutes l e s  minutes pendant 30 ninutes contre un milieu identique 

ou l ' o n  a remplacé l e  ferr icyanure par  l 'eau.  On prend pour l a  détermination de l a  

quant i té  de ferricyanure r édu i t  l a  pente i n i t i a l e  de l a  courbe. Cette déterminatic 

s e  f a i t  par rapport à une courbe d'étalonnage donnant l a  quant i té  de ferr icyanure 

fonct ion de l a  densi té  optique (vo i r  f igure  67, (p. 175) r é a l i s é  dans l e  même tampon 

On raméne l a  valeur  en de succinate oxydé per m g  de protéi  

nes e t  par heure. 
r" 
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II - METHODE DE "DISC ELECTROPHORESE" 

-- 

1 - Principe 

t 
Les complexes protéines-SDS ont une mobilité électrophoret i-  1 

que qui ne dépend pas de l a  charge de l a  protéine, c e t t e  charge e s t  toujours anion' 

que e s t  due aux fonct ions su l f a t e s  du détergent.  Nous avons employé pour séparer  Y 
I 

ces complexes l a  méthode en g e l  de polyacrylamide de NEVILLE, 1971 (568) qui  possè- 

de un t r è s  haut pouvoir de résolut ion dans une gamme étendue de masses moléculaire: 

e n t r e  2 300 e t  320 000 daltons, Cette méthode e s t  carac tér i sée  par un systèrce de 

tampons d iscontbus(bora te  e t  su l f a t e ) ,  

2 - Réactifs 

Nous donnerons l a  composition du g e l  standard 1 1 , l  x 0 ,9  

Composition du ge l  in fé r i eu r  : Acrylamide 11 p. 100 ) 
\ 

Bisacrylamide 0 , l  p, 100 j dissoudre dans l e '  
\ 

) tampon du g e l  in fe r i eu r  
Ajouter au dernier  

TEMED 0,15 p. 100 ) 

moment Persul fa te  d'ammonium 0,05 p. 100 ] 
Tampon du g e l  in fé r i eu r  pH 9,18 ( p ~  pendant l 'électrophor&se 9,5) 

Hcl 0,0308 N 

T r i s  0,4244 M 

Composition du g e l  supérieur : Acrylamide 3 p. 100 ) 
1 

Biszcrylamide O,  2 P. 100 ) & dissoudre le 

Ajouter au dernier  
TEMD 0,15 p. 100 j tampon du g e l  supérieur 

Persul fa te  dlammonium 0,05 p. 100 1 
Tampon du g e l  supérieur : pH 6 , l  (pendmt l lé lec t rophorèse  8,64) 

H2S04 0,027 P I  

Tr i s  0,054l.M 



Tampon du réservoir supérieur : pH 8,64 

Acide borique 0,04 M 

T r i s  0,041 M 

SDS 0 , l  p, 100 

Tampon su réservoir inférieur : pH 9,18 

Hcl 0,0308 N 

T r i s  0,4244 M 

Il e s t  nécessaire d'avoir l e s  ménisques des gels  plans, 

Ceci e s t  assuré en ajoutant sur l e  ge l  avant l a  polymérisation 30 y1 
isobutylique, qui e s t  r e t i r s  grâce à une seringue après l a  polymérisation. Le 

dépôt s 'effectue toujours avec un marqueur de f ront  : l e  bleu de bromo-phénol 

(BBP), Les gels de 5 mm de diamètre sont soumis à l ' é l e ~ t r o ~ h o r ~ s e  à 1 ,5  mA 

par tube à 250 C o  Avec de grands échantillons (100 1)  l e  courant e s t  réduit Y 
à 0 , l  mA par tube jusqu'à ce que tout l e  marqueur s o i t  entré  dans l e  ge l  supé- 

rieur. 

Le démoulage du gel  s'opère en in jectant  de l ' e a u  entre l e  

verre e t  l e  gel. 

La coloration s 'effectue par l a  méthode de WEBER e t  OSBOFJ 

1969 (569) au bleu de coomassie b r i l l an t ,  

Composition du milieu de coloration : 

- bleu de coo~as s i e  b r i l l an t  : 1,25 gr  

- méthanol à 50 p. 100 : 454 ml 

- acide acétique : 46 m l  

F i l t r a t i on  sur papier Whatman nQ 1 

Le temps de coloration e s t  de 2 heures, 

La décoloration des gels  s ' effectue pendant 15 heures 

sous agi ta t ion magnétique dans l e  mélange suivant : 

- acide acétique : 75 m l  

- méthanol : 50 m l  

- eau :875 ml 



4 - Etalonnage 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 suivmt : 

SDS 5 p, 100 

B-mercapto-éthanol 10 p, 100 (v : v) 

ce qui donne des sous-unités. 

Pour obtenir des dimères de globulines, ou les (( M, la solu- ir 
tion de dissolution est du SDS à 0,l p. 100. On dépose 10 g de protéines dans 

10 1 de milieu. 
Y 

r 
Aprss électrophorése, le gel est coupé au niveau du front de 

bleu de bromo phénol après la coloration et la décoloration qui stopérent 

de façon classique, on calcule la migration relative ou RF. 

Migration du bleu de bromo phénol (mm) 
RF = 

Migration de la protéine (mm) 

Le tableau XVIII (Po 179) donne la liste des protéines utilisés 

et le RF obtenu. 

La courbe d'étalonnage est obtenue en reportant chaq~e valeur 

du RF le lcgarithme du poids moléculaire. Cette relation introduite par 

SKAPIRO et al., 1967 ( ~ 7 ~ )  est valable pour un grand nombre de conplexes protéi- 

nes-SDS , 

La figure 64 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 mol6culaires se fera donc avec le minimum d'erreurs dans la 

partie centrale de la courbe entre $ 0,3 et 0,75. 



PROTEINES UTJLISEES POUR L'ETALOhXAGE DES GELS DE POLYACRYLAMIDE ............................................................... 



Figure 64 

Courbe d'étalonnage des poids moléculaires en fonctiori de la  migration 

r e l a t i v e  (RF) des corcplexes protéines-SDS d q s  l e  g e l  de polyacrylanide . 
.C - - 11L9- - 

1 : M (pentamère) , 2 : # G  (dimère), 3 : rG, 4 : ~ransferrine humaine, - - 
5 : Sérum albumine bovine, 6 : catalase, 7 : Pyruvate kinase, 8 : YG - - - - 
(chaîne H), - 9 : Orosomucoïde, 10 : Ovalbumine, 11 : Carboxypeptidase A, - - 
12 : Ovomucoide (variant 1 b) , : f g  (chaîne L) , 14 : Inhibiteur - - 
trypsique, 15 : lactoglobuline, 1 6  : Lactalbumine, 17 : dchymotrypsine - - 
(chaîne C), 2 : RNase, - 19 : cytochrome C f  20 : o(chymotrypsine (chaîne B I ,  - 
21 : glucagon. - 
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