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CHAPITRE 1 

% 

LES MACROPOLECULES DE LA MATRICE INTERCELLULAIRE 



Le tissu conjonctif estlune organisation formée essentiellement 

d e  cellules et d'une matrice extracellulaire. Cette matrice peut 

être définie comme la matière extracellulaire organisée localisée 

en surface des cellules et entre les cellules des organismes multi- 

cellulaires. Les molécules qui la composent sont imgliquées dans la 

protection, l'organisation, l'assemblage et les transferts inter- 

cellulaires d'information dans le tissu en voie de développement 

ou mature. 

Les principaux constituants macromoléculaires de la substance 

fondamentale conjonctive sont au nombre de quatre : protéoglycannes, 

collagène, glycoprotéines de structure, élaskine. Les proportions 

relatives de ces 4 familles de macromolécules, leur minéralisation 

éventuelle et leur organisation dans les espaces intercellulaires, 

vont déterminer les caractéristiques des différents types de tissus 

conjonctifs : lâche, fibreux, élastique, cartilagineux, osseux, etc. 

Une même catégorie cellulaire pourrait donc secréter tous les cons- 

tituants de la matrice fondamentale, mais en quantité variable selon 

le type de tissu, 

Les fibroblastes de la peau sécrètent du collagène et, en quantité 

moindre, de 1' élastine. ces cellules musculaires lisses de 1' aorte 

déposent également du collagène, mais beaucoup plua:d'élastine. 

Les kératocytes synthétisent une matrice dont l'organisation régulière 

va permettre la transparence de la cornée. Les chondrocytes forment 

la matrice du cartilage, particulièrement riche en protéoglycannes. 

Les ostéoblastes de l'os élaborent un coliagène qui sera fortement 

minéralisé. 



Les cellules des invertébrés synthétisent également une trame 

conjonctive qui reste encore souvent mal définie. Ce travail a 

pour but d'essayer de caractériser les macromolécules qui consti- 

tuent la matrice extracellulaire d'animaux pluricellulaires très 

primitifs, les Spongiaires, et de les comparer à celles qui ont 

été isolées à partir des tissus de vertébrés ou à partir d'autres 

invertébrés. 

Avant d'aborder l'essentiel de ce travail, les principales carac- 

téristiques structurales des 4 types de nacromolécules vont être 

brièvement rappelées. 



De nombreuses études ont été faites sur le collagène et nous ne 

saurions les citer toutes. Nous nous permettons donc de ne citer 

que quelques excellentes revues récentes (Vieillard et Borel, 1973 ; 

Grant et Jackson, 1976 ; Kivirikko et Risteli, 1976 ; Piez, 1976 ; 

Prockop et eoll., 1976)- 

Nous ne rappellerons ici que les notions essentielles. Certains 

points de détail seront repris et soulignés au cours de l'étude du 

Collagène des Eponges dans le Chapitre III. 
-. 

A - STRUCTURE 

Les fibres de collagène constituent le principal élément structural 

de la plupart des tissus conjonctifs de vertébrés. Ces fibres sont 

formées par l'alignement exact de monomètres ou molécules de tropo- 

collagène. Ces molécules sont constituées de trois chaînes poly- 

peptidiques élémentaires appelées chahes a qui s'enroulent en spi- 

rale formant une triple hélice. Le poids moléculaire d'me chaîne a 

est d'environ 95.800, aussi celui de Pa molécuie de procollagène 

est d'environ 300.000. 

Cinq chaînes a génétiquement différentes, ont été actuellement 

décrites a partir de tissus de vertébrés, Leur composition en acides 

aminés et leur arrangement dans la molécule a permis de distinguer 

plusieurs types de collagène, dont la composition et l'origine 

tissulaire sont données dans le Tableau 1. De plus, récemment 

Burgeson et coll. (1976) decrivent deux nouvelles chaînes a 



Tableau P : R é p a r t i t i o n  t i s s u l a i r e  des  d i f f é r e n t s  t y p e s  de  

col lagène  connus. 

TYPe Composition T i s su  d ' o r i g i n e  

1 lal(l) l 2  "2 0s 

derme 

tendon 

d e n t i n e  

II c a r t i l a g e  

III embryon 

derme jeune 

système carciiiovasculaire 

IV laP(lv) 13 membranes b a s a l e s  g lomérula i res  

V B 2 
alA lal 1 membranes b a s a l e s  p l a c e n t a i r e s  



qu'ils isolent à partir de Pa membrane collagénique du foetus 

humain et qu'ils appellent CO AI et af~], Dernièrement Brown et coll. 

(1978) décrivent dans la membrane synoviale, Pa gencive et la peau 

en plus des chaînes U ~ A ]  et a[~] une troisième chaîne a[~]. 

Les tissus mentionnés dans le Tableau 1 contiennent le type de 

collagène indiqué en quantité prédominante, mais de nombreux tissus 

contiennent plus d'un type de collagène. 

La structure primaire de tous les types de chaînes a possède des 

caractéristiques constantes. Les chaînes a, à l'exception des 

parties non hélicoïdales aminoterminales et carboxyterminales, 

sont constituées de la répétition d'unités tripeptidiques [gly-X-YI. 

Bans cette structure, les positions X et Y peuvent être occupées 

par une variété d'acides aminés, mais fréquemment l'acide aminé 

en position X est la proline et en oosition Y la 4-hydroxyproline. 

Par contre, la 3-hydroxyproline se retrouve en X. 

LWhydrbxyproli.ne et lqhydroxylysine ont été considérées comme 

spécifiques du collagène, mais de petites quantités d'hydroxyproline 

ont été trouvées dans lqélastine (Sandberg, 1976) et l'hydroxyproline 

et l'hydroxylysine sont toutes deux présentes dans le composant 

Clq du complément (Reid, 1976)- 

B - BIOSYNTHESE 
Les chaînes 9olypeptidLques du collagène sont synthétisées par 

les diverses cellules conjonctives et notamment les fibroblastes 

suivant le mode général de biosynthèse des protéines. Cependant, 



dans une deuxième phase post-transcriptionnelle, plusieurs réactions 

vont intervenir et modifier la chaîne initiale. 

a) Assemblage ribosomal des chaînes polypeptidiques (Figure 1) 

Comme les autres protéines, les chaînes polypeptidiques du collagène 

sont synthétisées dans les complexes du rqbmsome contenant les RNA 

messagers. Des polypeptide~~rlches en proline et lysine, sont formés. 

Dans ce précurseur du collagène, l'hydroxyproline et l'hydroxylysine 

libres ne sont pas incorporées. L'hydroxylation est un processus 

enzymatique qui a lieu sur les résidus proline et lysine incorporés 

dans le peptide en formation. Les chaînes peptidiques synthétisées - 
sont plus longues que les chaînes a définitives. Elles sont formées 

de 1250 résidus, c'est-à-dire 200 de plus. Comme bien d'autres 

protéines, le collagène est initialement synthétisé sous la forme 

d'un précurseur, le procollagène, plus grand qui sera ensuite 

raccourci par protéolyse (Figure 2). 

32s peptides supplémentaires se distinguent de la partie centrale 

de la molécule par leur composition en acides aminés. Ils contien- 

nent en particulier des quantités importantes de cystéine, trypto- 

phane et tyrosine. Le tryptophane est absent du collagène mature. 

La cystéine se retrouve en faible quantité dans le collagène de 
l 

type III et de type IV (Epstein, 1974 ; Kefalides, 1973). 1 

b) ,Hydroxylation de la proline et de la lysine 

Deux enzymes distinctes sont chargées de l'hydroxylation de 

certains résidus proline et lysine des chaînes polypeptidiques. Ce 



Figure 1 : D'après Prockop et coll. (1976) . Représentation 
schématique de 1'assemblage:et de la sécrétion du procollagène 

par un fibroblaste. Le schéma montre l'assemblage du procollagène 

en triple hélice dans le réticulum endoplasmique, le passage de 

la protéine dans les vacuoles de Golgi et sa sécrétion. 



I 
Enzyme 2 

Akkhyde famotton 

Fiqure 2 : D'après Grant et Jackson (1976). Résumé des événements 

survenant extracellulairement au cours de la formation d'une fibre 

de collagène de type 1, 



sont respectivement la prolyl-hydroxylase et la lysyl-hydroxylase. 

L'hydroxylation ne se produit pas au hasard. La prolyl-hydroxylase 

agit seulement sur les résidus proline précédant immédiatement un 

résidu glycine. De plus, l'enzyme nécessite pour son fonctionnement 

la présence d'oxygène moléculaire, d'ions ferreux, d'a-céto- 

glutarate et d'acide ascorbique. Les mêmes agents sont requis par 

la lysyl-hydroxylase pour lshydroxylation de certains résidus 

lysine, pour la plupart situés aussi en position 3 dans le 

tripeptide répétitif du collagène Gly-X-Y. 

Ces réactions se produisent sur les chaînes peptidkques au cours 
% 

de leur assemblage avant leur dégagement des ribosomes. 

c )  Glycosylation 

La glycosylation intervient aussitôt après lshydroxylation de la 

lysine sur les peptides naissants. Un mono- ou disaccharide, le 

galactose ou le glucosyl-galactose, va former une liaison covalente 

O-glucosidique avec un carbone de l'hydroxylysine. La réaction est 

catalysée par deux transglycosylases. 

d) Formation de la triGle héllce 

L'association des 3 chaînes polypeptides commence au niveau des 

peptides supplémentaires ou peptides de coordination, et la triple 

hélLce commence à s'établir lorsque les chaînes en formation sont 

encore attachées aux polyribosomes. Quand la molécule de procollagène 

est entièrement synthétisée, la formation de ponts disulfures, 

entre les résidus cystéine du peptide C-terminal, maintient l'assem- 



blage des t r o i s  chaînes,  dans l e s  p e p t i d e s  ext ra-hé l ico ïdaux 

(Schofield e t  c o l l .  1974 ; Byers e t  c o l l .  1974). 

L e s  r é s idus  hydroxyproline jouera ien t  un r ô l e  e s s e n t i e l  dans l a  

s t a b i l i s a t i o n  de  l a  t r i p l e  h é l i c e  comme l e  suggèrent c e r t a i n e s  

é tudes  f a i t e s  s u r  un col lagène non hydroxylé (Berg e t  Prockop, 

1973/a ; Sakakibara e t  c o l l .  1973).  

e) Sécré t ion  

Le t r a n s p o r t  i n t r a c e l l u l a i r e  du procol lagène e s t  encore peu connu. 

L e s  ex tens ions  pept id iques  des t r i p l e s  h é l i c e s  pour ra ien t  empêcher 

l e u r  aggrégat ion e t  f a c i l i t e r  l e u r  séc ré t ion .  

Le c l ivage  d e s  pep t ides  de coordina t ion  du procol lagène p a r  une 

pro téase  spéc i f ique ,  l a  procollagène-peptidase (Lapière  e t  c o l l .  

1971, 1975) a l i e u  ap rès  l a  s é c r é t i o n p h o r s  de l a  c e l l u l e , d e s  

molécules. 

La présence d e  procollagène dans les mi l ieux  de  d i v e r s e s  c u l t u r e s  

de c e l l u l e s  i n d i q u e r a i t  une a c t i o n  e x t r a c e l l u l a i r e  de c e t t e  enzyme 

(Church e t  c o l l .  1973).  Récemment, a é t é  d é c r i t e  l ' e x i s t e n c e  d ' a u  

morns deux p ro téases  spéc i f iques ,  l ' u n e  c l i v a n t  l e  pep t ide  N-terminal 

l ' a u t r e  l e  pep t ide  C-terminal (Davidson e t  c o l l .  1977). La d e s t i n é e  

des  pep t ides  d e  coordinatEon i s o l é s  e s t  encore imprécise .  Nous 

indiiquerons p l u s  l o i n  (p. 1 9 )  les hypothèses ac tue l lement  avancées. 

D è s  que l e  procol lagène est enzymatiquement transformé en tropo- 



I I ,  

col lagène,  l e s  molécules h é l i c o ï d a l e s  vont s ' o r g a n i s e r  e t  rapidement 

former les f i b r e s  s t r i é e s ,  s t a b i l i s é e s  p a r  des  l i a i s o n s  q u a t e r n a i r e s  

qu i  s ' é t a b l i s s e n t  e n t r e  les molécules. Ces l i a i s o n s  covalentes  se 

forment p a r  des  condensations à p a r t i r  de  r é s i d u s  l y s i n e  e t  

hydroxylysine oxydés sous l ' a c t i o n  d'une enzyme amino-dépendante, 

l a  lysyloxydase ayant  l e  c u i v r e  comme cofac teur .  Dans l e s  f i b r i l l e s ,  

l e s  molécules s e  p lacent  exactement en f i l e s  p a r a l l è l e s  avec un 

décalage d'un q u a r t  de l e u r  longueur. I l  e s t  p o s s i b l e  que l e s  

protéoglycannes et  l e s  g lycoproté ines ,  s e c r é t é s  pa r  les mêmes 

c e l l u l e s ,  p u i s s e n t  guider  e t  o r i e n t e r  l e s  molécules de  t ropocol lagène 

l o r s  de l e u r  polymérisat ion en f i b r i l l e s .  



Leur structure est formée d'une chaîne peptidique de type épine 

dorsale sur laquelle sont fixées perpendiculairement de part et 

d'autre des chaînes polysaccharidiques linéaires ou glycosamino- 

glycannes. La caractéristique fondamentale de ces glycosamino- 

glycannes est leur structure primaire : répétition d'unités 

saccharidiques élémentaires (acide uronique-osamine ou galactose- 

osamine)(Figure 3). L'enchaînement de ces unités répétitives est 

attaché au groupement hydroxyl d'un résidu séryl de la protéine 

porteuse par l'intermédiaire d'une séquence trisaccharide xylose- 
-. 

galactose-galactose. 

Certains glycosaminoglycannes sont porteurs de groupements sulfate 

diversement répartis dans la molécule, le critère de distinction 

étant la position du groupement sulfate sur l'hexosamine. 

A - ACIDE HYALURONIQUE 
Largement réparti dans les organismes, l'acide hyaluronique est 

présent dans toute la substance fondamentale conjonctive. 11 est 

généralement en étroite association avec les autres glycosamino- 

glycannes et les protéines. 

B - CHONDROITINE 
La chondroitine n'existe qu'en petite quantité dans la matrice 

extracellulaire de certains tissus conjonctifs (cornée). 



\ Acide hyaluronique 
OH NHCOCH, 

COOH CH,OH 

' O ~  Chondroiline-4- 50. (A) 
OH NHCOCH, 

COOH CH; O- S0,H 

Chondroi t ine-6-SO (Cl . - 

D e r m a l o n e  - SO. (81 
OH NHCOCH, 

CYOH CHrO-SqH > >  K..., an. - s, 
OH NHCOCH, 

F f g u r e  3 : Formule chimique des u n i t é s  r é p é t i t i v e s  ( d i s a c c h a r i d e s )  

d e s  c h a î n e s  g lycosaminoglycannes  des p r o t é o g l y c a n n e s .  



C - CHONDROITINE-SULFATES 
L'existence de groupements acides uronique et sulfurique fait 

des chondroïtine-sulfates des macromolécules porteuses de nombreuses 

charges négatives, aptes à fixer très fortement les cations. 

Le chondroïtine-4-sulfate ou chondroïtine sulfate A est particu- 

lièrement abondant dans le cartilage et dans l'os en voie de 

croissance. On le trouve dans la cornée et la sclère. 

Le chondroïtine-6-sulfate ou chondroftine-sulfate C est en quantité 

importante dans le cordon ombilical, les tendons, le cartilage. 

D - DERMATANE-SULFATE 
Ce glycosaminoglycanne a été découvert et extrait de la peau de 

porc par Meyer et ~haffée en 1941. Il a ensuite été détecté dans 

le tendon, l'aorte, le ligament large, le poumon, 

E - HEPARANE-SULFATE 
L'héparane-sulfate est une structure porteuse de nombreux groupe- 

ments sulfate, et existe dans l'aorte. 

F - KERATANE-SULFATES 
Contrairement aux autres glycosaminoglycannes, les kératane-sulfates 

ne contiennent pas d'acide uronique mais du galactose lié à la 

N-acétylglucosamine. La sulfatation, dans un degré très variable, 

Lntervient sur le résidu N-acétylglucosamine en position C-6 et 

aussi sur le résidu galactose en position C-6. Les molécules de 



k é r a t a n e - s u l f a t e s  con t i ennen t  en  o u t r e  un excès  de  g a l a c t o s e  e t  

d ' a u t r e s  monosaccharides comme l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  l a  N-acétyl- 

galactosamLne, d e s  s u c r e s  n e u t r e s  tels que l e  fucose e t  l e  mannose. 

L ' e x i s t e n c e  d e  deux k é r a t a n e - s u l f a t e s  d i s t i n c t s ,  i s o l é s  r e s p e c t i -  

vement de  l a  cornée de  boeuf e t  du c a r t i l a g e ,  a é t é  montrée p a r  

Meyer e t  c o l l .  (1953 e t  1958) -  Les deux p r é p a r a t i o n s  possèden t  l a  

m&me u n i t é  d i s a c c h a r i d i q u e  r é p é t i t i v e  m a i s  montrent  p a r  a i l l e u r s  

d e  telles d i f f é r e n c e s  que les  a u t e u r s  o n t  d i s t i n g u é  l e  k é r a t a n e  1 

de  l a  cornée e t  l e  k é r a t a n e  II du c a r t i l a g e  (Seno e t  c o l l .  1965 ; 

Kathews e t  C i p o n e l l i ,  1965 ; Hopwood e t  Robinson, 1974) .  

Les  chaznes  glycosaminoglycannes a t t a c h é e s  p a r  l e u r s  r é s i d u s  

çaccha r td fques  terminaux à une p ro t ékne  p o r t e u s e  c o n s t i t u e n t  d e s  

macromolécules : les pro téoglycannes  ( ~ a t h e w s  e t  L o z a i t y t e ,  1958) .  

Les complexes protéaglycanne-acide hya luorn ique  du c a r t i l a g e  o n t  

été les  p l u s  ébud ié s  r il a é t é  e n  e f f e t  montré que l ' i n t e r a c t i o n  

d e s  pro téoglycannes  avec l ' a c i d e  hya luronique  (Harüingham e t  Muir, 

1972, 1973, 1974 ; C h r r s t n e r  e t  e o l l .  1977) e t  sans  d o u t e  deux 

p r o t é f n e s  d e  l f a f s o n  (Baker e t  Cate rson ,  1977, 1978 ; Bonnet e t  

c o l l .  1978) p rovoquen to l a  formateon d ' a g r é g a t s  volumineux s t a b l e s .  

L ' o r g a n i s a t i o n  d e  c e s  a g r é g a t s  a pu être déf inLe (Hascall e t  

HeAnegard, 1974/a, P974tb ; HardAngham e t  Yui r ,  1975) e t  une 

s t r u c t u r e  a été proposée (F igu re  4 )  . 



HYALÜRONATE 

Figure 4 : D'après Muir (1977). Structure et organisation 

d'agrégats protéoglycanniques formés par l'interaction des 

protéoglycannes avec l'acide hyaluronique et les protéines de 

liaison p protein-link") , 



Même si elles ne sont pas encore parfaitement définies, l'existence 

des glycoprotéines non collagéniques comme macromolécules de la 

trame conjonctive est actuellement admise par tous. Elles ont été 

décrites sous différents noms et les deux principaux sont : 

glycoprotéines de structure (Robert et coll., 1966) et protéines 

de structure acides (Timpl et coll. 1969). 

Fortement liées au collagène, elles ont souvent été obtenues après 

solubilisation de celui-ci dans l'acide trichloracétique à chaud, 

ou après digestion enzymatique par la collagénase. De nombreux 

auteurs ont isolé ces glycoprotéines à partir de tissus et d'espèces 

très variés, en utilisant différentes méthodes. Le Tableau 2 

rapporte quelques exemples. 

Leur séparation difficile du collagène insoluble, la facilité avec 

laquelle elles s'associent in vitro pour former des complexes 

macromoléculaires rendent leur purification malaisée et bien peu 

de glycoprotéines de structure ont été isolées dans un état de 

pureté Satisfaisant. 

Toutefois, quelles que soient leur origine, leurs compositions en 

acides aminés sont très voisines et caractérisées par une forte 

proportion d'acides aminés dicarboxyliques et hydrophobes et par la 

présence de cystéine. L'analyse des acides aminés est indubitable- 



TABLEAU 2 --------- 

ISOLEMENTS DE QUELQUES GLYCOPROTEINES DE LA MATRICE 

INTERCELLULAIRE RAPPORTES DANS LA LITTERATURE. 

I SOURCE 

Os de boeuf et de lapin 

Cornée 

Aorte de boeuf 

1 Aorte thoracique humaine 
Peau de lapin, articulation 
du genou de veau 

Ligament large de veau fétal 

1 Granulome de la peau de rat 
Tendon d'Achille de boeuf 

Glycoprotéine A 
Glycoprotéine B 

Muscle d'Ascaris Lumbricoides 

Metridium dianthus (anémone 
de mer) 

1 Membrane basale glomérulaire 
Capsule cristalline de poulet 

Peau de lapin 

ME'I'HODE 

Extraction à 1'EDTA 

Urée 8M après TCA à 90°C 

Extraction au NaCl 0,15M, 
fractionnement (NH4) 2S04 

Extraction dans alcali froid 
et purification sur DEAE 
cellulose 

Urée 8M et NaOH 0,2M aprés 
TCA 

Extraction guanidine 6M, 
digestion collagénase 

Digestion collagénase et 
chromatographie sur colonne 

~xtraction NaCl 0,2M 
Extraction MgC12 3M 

Digestion collagénase ou 
traitement au TCA chaud 

Extraction acide acétique 
2 % 

Digestion collagénase 

Extraction avec solution 
saline pH 7,O 

Digestion collagénase et 
colonne Biogel P200 

AUTEURS I 
HERRING et KENT (1963) 

ROBERT et DISCHE (1963) 

RADHKROSHNAMURTHY et ~011. 
(1964) 

BARNES et PARTRIDGE (1968) 

TIMPL etcou (1968) 

ROSS et BORNSTEIN (1969) 

RAJAMAKI et KULONEN (1971) 

ANDERSON et JACKSON (1971) 

FUJIMOTO et ITSOKA (1972) 

KATZMAN (1972) 

KEFALIDES (1972) 

BIAISEL et PERNY (1972) 

STOUPY et col1 (1972) 



SOURCE 

Intima d'aorte de porc 

Capsule cristalline de boeuf 

Col utérin humain 

Capsule cristalline, cornée 
et sclérotique 

Cortex osseux de lapin 

Tissus pulmonaires de boeuf 

Cartilage costal de chiot 

Peau de rat 

Peau Sepia Officinalis 

Extraction dans tampon à pH 
neutre, fractionnement 
(NH I2soq et chromatographie 
DEA& 

Digestion collagénase 

Extraction TCA chaud et 
solubilisation urée 8M 

Extraction urée 811 après 
traitement TCA 

Extraction EDTA et digestion 
collagénase 

Urée 8M + urée 8M-NaBH 0,lM 
urée BM-mer~a~toéthanof 0,lM- 
NaOH 0,lPI 

Digestion collagénase 

Extraction solution saline 
neutre, précipitation aciue 
acide acétique, solubilisa- 
tion Triton X 100 

Extraction avec NaCl 0,8 % et 
CaCIZ 1M 

AUTEURS ( 
b7AGH et ROBERTS (1972) 

DISCHE et MUKTY (1973) 

GROSCHEL-STEWART et eoiï. 
(1973) 

VAN DER EERDEN et BROEKHUYSE 
(1973a) 

TRIFITT et OWENS (1973) 

FRANCIS et THOMAS (1975) 

SHIPP et BOWNESS (1975) 

CHANDRARAJAN et KLEIN (1975) 
4. 

MOCZAR et MOCZAR (1976) 



ment un critère de pureté valable pour une préparation de collagène 

ou d'élastine, car ces protéines sont caractérisées par des profils 

d'acides aminés très typiques. Par contre, de nombreuses protéines 

ont un profil d'acides aminés similaire à celui des glycoprotéines 

de structure; ainsi certaines enzymes des tissus conjonctifs comme 

la lysyloxydase ,et, certaines glycoprotéines sériques (Boenish 

et Alper, 1970a, 1970b) ont une composition en acides aminés 

comparable à celle des glycoprotéines de la matrice conjonctive. 

Toutefois, si une étude des macromolécules extracellulaires est 

envisagée, une extraction préliminaire des tissus est généralement 

effectuée avec une solution physiologique qui doit éliminer la 

plupart des protéines sériques, 

Comme nous l'avons vu, le collagène est synthétisé sous la forme 

d'un précurseur plus grand et plus soluble : le procollagène qui 

possède des extensions peptidiques dans les régions carboxy et 

amino-terminales (Fessler et coll, 1975 ; Byers et coll, 1975 ; 

Davidson et coll, 1975). Ces parties non collagène seraient excisées 

en bloc plutôt qu'en fragments multiples par des endopeptidases 

spécifiques (Kohn et coll, 1974). La question de leur devenir se 

pose. Il a été montré que l'extension peptidique du procollagène, 

un glycopeptide qui contient 2,3 % d'hexoses, moins de 0,2 % 

d'acides sialiques et d'hexosamines (Furthmayer et coll, 1972) se 

trouve dans les extensions peptidiques du procollagène. Ces 

peptides ont-ils un rapport avec les glycoprotéines de structure et 

peuvent-ils participer à l'organisation de la trame conjonctive ? 

Cette possibilité a été mentionnée par Timpl et coll (1973) et 

von der March et Bornstein (1973)- 



Pourtant, une absence de corrélation entre la biosynthèse du 

collagène et celle des protéines non collagène semble se dégager 

des résultats suivants : 

Le tissu de la cornée d'embryon de poulet est nettement plus riche 

en glycoprotéines de structure qu'en collagène. Au cours du vieil- 

lissement, le rapport s'inverse et les glycoprotéines de structure 

ne représentent plus que 11 % des protéines de la cornée de la 

poule (Robert et coll, 1969). 

En culture organotypique (Reyss-Brion et Salaün, 1971), en présence 

de proline radioactive, des différences très nettes apparaissent 

entre.la radioactivité des extraits à l'acide trichloracétique qui 

contiennent le collagène et les extraits de l'urée qui solubiliseni 

les glycoprotéines de structure (Tableau 3)(Résultats non publiés). 

Les act3vités spécifiques très différentes,dlune part des imino- 

acides de la fraction collagène soluble,et,d'autre part de la 

proline des protéines non collagène suggèrent/ pour ces deux types 

de macromolécules,des processus de biosynthèse indépendants. 

L'augmentation linéaire de Pa radioactivité dans l'hydroxyproline 

et la proline du collagène polymérique souligne l'incorporation 

lente mais régulière du collagène nouvellement synthétisé dans 

le stroma, 

Pour éviter les méthodes d'extraction sévères qui donnent souvent 

des- prSLparations hétérogènes de glycoprotéines dénaturées et 

partjellement degradées, certains auteurs (Sear et coll, 1975, 1976, 

1977, 1978 ; Muir et coll, P976), choisissant une approche diffé- 
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r e n t e ,  o n t  é t u d i é  les g l y c o p r o t é i n e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  d e s  c e l l u l e s  

du  t i s s u  c o n j o n c t i f  e n  c u l t u r e .  D e s  g l y c o p r o t é i n e s  s i m i l a i r e s  d e  

h a u t  po ids  m o l é c u l a i r e  o n t  é t é  t r o u v é e s  respec t ivement  dans  les 

mi l i eux  de c u l t u r e  d e s  f i b r o b l a s t e s  de  l a  peau humaine (Sear  e t  

c o l l ,  1975, 1976) e t  d e s  c e l l u l e s  muscu la i r e s  lisses d e  l ' a o r t e  

.(Muir e t  c o l l ,  1976) .  C e s  d e r n i e r s  a u t e u r s  suggèren t  que ces 

g lycopro tS ines  p o u r r a i e n t  ê t r e  une s u b u n i t é  des  p r o t é i n e s  micro- 

f i b r i l l a i r e s  t r o u v é e s  dans  les t i s s u s  é l a s t i q u e s .  

Cependant, d e  nombreux p o i n t s  communs a p p a r a i s s e n t  e n t r e  ces 

g l y c o p r o t é i n e s  p r é s e n t e s  dans  les m i l i e u x  de  c u l t u r e  e t  une glyco- 

p r o t é i n e  q u i  a é t é  l o c a l i s é e  à l a  s u r f a c e  d e s  c e l l u l e s  f i b r o b l a s -  

t i q u e s  e t  q u i  a é t é  d é c r i t e  sous d e s  ternes d i v e r s  : "LETS" 

g lycopro té ine  (Hynes, 1973) ,  CSP (Yamada e t  Weston, 1974) ,  ou 

f i b r o n e c t i n e  ( V a h e r i  e t  c o l l ,  1976) .  En 1973, une g l y c o p r o t é i n e  d e  

h a u t  po ids  m o l é c u l a i r e  a é t é  t r o u v é e  s u r  l a  s u r f a c e  d e s  f i b r o b l a s t e s  

normaux en c u l t u r e  (Hynes, 1973 ; Gahmberg e t  Hakornori, 1973 ; 

Ruos lah t i  e t  c o l l ,  1973) .  C e t t e  f i b r o n e c t i n e  manque à l a  s u r f a c e  

d e s  f i b r o b l a s t e s  mal ins  t r ans fo rmés  (Hynes, 1973 ; Vaheri  e t  

Ruoslahti ,  1974) .  La f i b r o n e c t i n e  est s é c r é t é e  à p a r t i r  du f i b r o -  

b l a s t e  dans  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  e t  une p r o t é i n e  i~nmunologiquement 

i d e n t i q u e  a  été t r o u v é e  dans  l e  plasma (Ruos l ah t i  e t  c o l l ,  1973 ; 

Ruos lah t i  e t  Vaher i ,  1974 ; Vaheri  e t  R u o s l a h t i ,  1975) .  O r ,  c e t t e  

forme p lasmat ique  d e  l a  f i b r o n e c t i n e  s ' e s t  t rouvée  (Ruos l ah t i  e t  

Vaher î ,  1975) ê t re  i d e n t i q u e  à l a  p r o t é i n e  p lasmat ique  connue 

depu i s  1948 (Morrison e t  c o l l )  sous  l e  nom d e  "Cold I n s o l u b l e  

Globul in"  ( C I G )  à cause  d e  s a  tendance à c o p r é c i p i t e r  avec  l e  



fibrinogène. Le CIG est une glycoprotéine constituée de deux chaPnes 

polypeptidiques liées par des ponts disulfure d'un poids moléculaire 

apparent situé entre 200.000 et 250.000 (Mossesson et coll, 1975 ; 

Mosher, 1975 ; Ruoslahti et Vaheri, 1974). Cette structure 

polypeptidique est commune à la fibronectine de forme cellulaire 

(Keski-Oja et coll, 1977) et à la fibronectine du plasma. 

La fonction de la fibronectine est encore peu connue, mais il a 

été suggéré qu'une protéine apparemment identique à la fibronectine 

favorise l'attachement des fibroblastes normaux au collagène dans 

une culture tissulaire (Klebe, 1974 ; Pearlstein, 1976). La fibro- - 
nectine du plasma présente une affinité pour le fibrinogène 

(Ruoslahti et Vaheri, 1975 ; Stemberger et Hôrmann, 1976). La 

fibronectine de la surface des fibroblastes se lie réversiblement 

au collagène et à la gélatine (Engwall et Ruoslahti, 1977). La 

fibronectine est très sensible aux actions protéasiques (Hynes, 3976) 

Se basant sur leur composition en acides aminés d'après le test de 

Marchalonrs et Weltman (1971) , Robert et coll. (1972) suggère une 

analogie entre les glycoprotéines de structure, les antigènes de 

transplantation, les glycoprotéines de la paroi cellulaire et la 

membrane du Streptocoque A. De la constatation que les glycoprotéines 

de structure sont srmilaires aux protéines membranaires, découle 

l'idée que les glycoprotéines de structure sont sécrétées par les 

frbrohlastes comme une sorte de membrane extracellulaire qui pourrait 

gufder et mouler les fkbres de la matrice intercellulaire (Robert 

et Robert, 1970, 1973). Les observations faites sur l'aorte 



supportent cette hypothèse. La microscopie électronique souligne 

l'identité probable des glycoprotéines de structure et des micro- 

fibrilles de l'aorte et montre que ces dernières vont servir de 

base aux dépôts de l'élastine (Kadar et coll., 1973). 



Dès 1836, l'élastine a été identifiée et purifiée par Hokenberg. 

Mais il faudra attendre ces dernières années pour que cette protéine 

fibreuse fasse l'objet d'études biochimiques systématiques. 

L'élastine se trouve sous forme de fibres et de membranes dans les 

ligaments et les vaisseaux sanguins et, en petites quantités, dans 

différents tissus tels que la peau et le poumon. 

Comme d'autres élastomères biologiques, La résiline (Weis-Fogh, 

1961) et l'adductine (Thornhill, 1971), l'élastine est insoluble 

dans les solvants habituellement utilisés pour extraire et purifier 

les protéines fibreuses et globulaires. Le préalable à toute 

purification de l'élastine implique donc une complète élimination 

du collagène, des protéoglycannes et des glycoprotéines de structure 

auxquelles celle-ci est toujours associée dans les tissus élastiques 

Dans ce but, les alcalis chauds (Lansing et coll, 1952) et l'au- 

toclavage (Partridge, 1968) ont été généralement adoptés. Récem- 

ment, pour isoler la protéine dans une conformation aussi voisine 

que possible de l'état natif, un traitement avec une collagénase, 

sans traces d'élastase, suivie d'une extraction avec de la guani- 

dine en présence de dithiothréitol a été choisie (Serafini- 

Fracassini et coll, 1975) . 

L'élastine purifiée est une protéine de type hydrophobe riche en 

acides aminés non polaires et contenant seulement quelques résidus 



p o l a i r e s .  E l l e  c o n t i e n t  un t i e r s  de  g lyc ine  e t  un peu d'hydroxy- 

p r o l i n e .  Les l i a i s o n s  e n t r e  4 cha înes  polypept idiques s ' é t a b l i s s e n t  

p a r  l a  condensation de  4 r é s i d u s  l y s i n e  formant l e s  a c i d e s  aminés 

c a r a c t é r i s t i q u e s  de l ' é l a s t i n e ,  Pa desrnosine e t  l ' i sodesmosine  

(Pa r t r idge ,  1970 ; Thomas e t  c o l l ,  1973) . 

Au microscope é lec t ron ique ,  1 ' é l a s t i n e  a p p a r a î t  comme une substance 

amorphe, t r a n s p a r e n t e  aux é l e c t r o n s ,  à l a q u e l l e  est p l u s  ou moins 

fortement a s soc iée  une substance m i c r o f i b r i l l a i r e  (Ross e t  Bornstein,  

1969 ; Kadar e t  c o l l ,  1973) de n a t u r e  g lycoproté in ique  e t  q u i  semble 

augmenter au cours  du  v i e i l l i s s e m e n t .  
- 

La s t r u c t u r e  pr imaire  de  l ' é l a s t i n e  i n s o l u b l e  e s t  encore mal d é f i n i e  

e t  l e s r e l a t i o n s  e n t r e  s a  s t r u c t u r e  e t  ses p r o p r i é t é s  mécaniques 

s o n t  diversement é t a b l i e s .  Suivant  l e s  méthodes physicochimiques 

d ' é t u d e  employées, l ' a r c h i t e c t u r e  molécula i re  e t  submicroscopique 

est f n t e r p r é t é e  différemment ( P a r t r i d g e ,  1968 ; Gotte  e t  c o l l ,  1 9 7 4 ) .  

A p a r t i r  d ' a o r t e s  d e  porcs  carencés en c u i v r e  (Carnes, i 9 6 8 ) ,  une 

p r o t é i n e  s o l u b l e  a  pu ê t r e  i s o l é e  e t  c a r a c t é r i s é e  comme un précur- 

s e u r  de l ' é l a s t f n e  p a r  'sa composition en ac ides  aminés (Smith e t  

c o l l ,  1968, 1972) e t  son incorpora t ion  i n  vitro dans l ' é l a s t i n e  

a o r t i q u e  i n s o l u b l e  (Smith e t  c o l l ,  1975) . 

En se basant  uniquement s u r  des  obse rva t ions  h i s t o l o g i q u e s ,  l a  

présence de l ' é l a s t i n e  a  é t é  rappor tée  chez des I n v e r t é b r é s  comme 

les vers de  terre, les ar thropodes,  les échinodermes e t  l e s  



mollusques (Anderson, 1954). Pourtant Sage et Gray en 1977 se 

basant sur des caractéristiques histologiques et sur différents 

critères biochimiques, comprenant la composition en acides aminés, 

la présence des desmosines, n'ont pas trouvé d'élastine dans les 

principaux groupes d'invertébrés. Par contre, tous les groupes 

représentatifs des vertébrés contiennent de l'élastine, excepté 

les poissons les plus primitifs sans mâchoire, comme la lamproie. 

Il semble donc à peu près certain que l'élastine, sous la forme 

insoluble et pontée, qui a été décrite chez les vertébrés, n'existe 

pas chez les invertébrés. Toutefois, l'hypothèse d'une forme soluble, 

moins fortement pontée, n'est actuellement pas totalement infirmée. 

Aucune protéine élastique n'a été mise en évidence dans le phylum 

Ponifera (Garrone, 1978/a) 



CHAPITRE I I  

LES SPONG 1 A 1 RES 



A - CARACTERES GENERAUX 

Les Eponges ou Spongiaires  ou P o r i f è r e s ,  son t  l e s  p l u s  simples des  

Métazoaires,  s o n t  aquat iques e t  e x i s t e n t  depuis  l ' è r e  pré-cambrienne 

( v o i r  B R I E N ,  L E V I ,  SARA, TUZET, VACELET, 1 9 7 3 ) .  Ils se s i t u e n t  

à l a  base du règne animal (Figure 5 ) .  

L'Eponge est l i m i t é e  p a r  des  épi thé l iums de  revêtement c o n s t i t u é s  

de  c e l l u l e s  que l ' o n  nomme p m t e s .  On d i s t i n g u e  l ' é p i t h é l i u m  - 
externe  appelé  I.'exopinacoderme, formé d'exopinacocytes (Figure 6 ) .  

La base de l ' an imal  repose s u r  un épi thé l ium ( l e  basopinacoderme) 

composé de c e l l u l e s  a p l a t i e s  ( l e s  basopinacocytes) q u i  s e c r è t e n t  

l a  spongine d ' a t t a c h e  au substratum. Les endopynacocytes t a p i s s e n t  

les pa ro i s  du système aqu i fè re  c o n s t i t u é  de chambres e t  de canaux 

dans l e s q u e l s  c i r c u l e  l ' e a u .  Cel le -c i  pénè t re  pa r  l e s  pores  inha lan t s  

e t  r e j o i n t  les chambres choanocytaires  formées de c e l l u . l e s  f l a g e l l é e s  

c a r a c t é r i s t i q u e s  des  Eponges, les choanocytes. Le courant  d 'eau  

c i r c u l e  dans des  canaux e t  r e s s o r t  de  1'Eponge pa r  un o r i f i c e  

exhalant ,  l ' oscule .  

C e s  épithéliums d é l i m i t e n t  un espace c l o s ,  l e  mésohyle q u i  renferme 

une substance de n a t u r e  conjonct ive  au s e i n  de l a q u e l l e  s e  déplacent  

d e  nombreuses c e l l u l e s  : 

- Les archéocytes  capables  de donner na issance  à t ous  

les a u t r e s  types  c e l l u l a P r e s ,  



F i q u r e  5 : Arbre généa log ique  s i m p l i f i é  d e s  g r a n d s  g roupes  du 

r è g n e  animal  

Mammifères 

Oi - - I - 

Arachnider Cruetrc6s ( P e n a w )  
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C T ~ N A I R E S  (~eroel 
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SPONGIAIRES 

Les Embranchements f i g u r e n t  e n  m a j u s c u l e s ,  e t  les  C l a s s e s  en  

m i n u s c u l e s  s o u l i g n é e s .  L e s  noms d e  g e n r e  s o n t  e n t r e  p a r e n t h è s e s .  



F i g u r e  6 : S t r u c t u r e  s c h é m a t i q u e  d ' u n e  éponqe  d ' a p r è s  G a r r o n e  ( 1 9 7 8 ) .  

Exp. E x o p i n a c o c y t e s ,  EnP. E n d o p i n a c o c y t e ç ,  BsP. B a s o p i n a c o c y t e s ,  

Ch. Choanocy te s ,  A.  A r c h e o c y t e s ,  S c l .  S e l e r o c y t e ,  Sp. Spongocy te ,  

Co. C o l l e n c y t e ,  L. Lophocyte ,  CC. C e l l u l e s  C o n t r a c t i l e s ,  C i .  C e l l u l e s  

avec d e s  I n c l u s i o n s ,  Sph. C e l l u l e s  s p h é r u l e u s e s ,  S .  S p o n g i n e ,  

S.  S p i c u l e .  L e s  f l è c h e s  i n d i q u e n t  l e  c o u r a n t  d ' e a u .  



- Les c e l l u l e s  à i n c l u s i o n s  renfermant des  enclaves  

d i v e r s e s .  

- Les s c l é r o c y t e s  q u i  s é c r è t e n t  l e  s q u e l e t t e  minéral  

( s p i c u l e s  de n a t u r e  c a l c a i r e  ou s i l i c e u s e  se lon  l e s  e spèces ) .  

- Les spongocytes q u i  é l a b o r e n t  l a  spongine 

- Les c o l l a n c y t e s  a s s i m i l é e s  à des  f i b r o b l a s t e s .  

E l l e s  pour ra ien t  s é c r é t e r  l a  mat r ice  i n t e r c e l l u l a i r e .  

C e s  s t r u c t u r e s  ne son t  pas  f i g é e s  c a r  chez l e s  Spongiaires  l a  

p l a s t i c i t é  et l a  mobi l i t é  de tous  l e s  t y p e s  c e l l u l a i r e s  sont  

t o t a l e s  : chaque type es t  capable de se d i f f é i e n c i e r  en l ' u n  

quelconque des  a u t r e s  t y p e s  su ivan t  l e s  besoins  des  indiv idus .  

B - CLASSIFICATION 

Les Spongiaires  sont  d i v i s é s  en t r o i s  c l a s s e s  : l e s  Eponges Cal- 

c a i r e s ,  les Dérnosponqes e t  les Hexact ine l l ides .  

L e s  Epongeç C a l c a i r e s  : 

E l l e s  son t  c a r a c t é r i s é e s  par  l a  présence cons tan te  de  s p i c u l e s  

c a l c a i r e s ,  e t  d i v i s é e s  en t r o i s  sous-classes : 

Les homocoeles possèdent une c a v i t é  i n t e r n e  s imple -------------- 
ent ièrement  t a p i s s é e  de  choanocytes, 



Les Hétérocoeles.  La c a v i t é  i n t e r n e  n ' e s t  p l u s  ---------------- 
t a p i s s é e  que p a r  des  pinacocytes .  L e s  choanocytes s o n t  concent rés  

dans des  tubes  ou dans des  chambres, 

Les Pharétrones forment un groupe à p a r t .  Leur --------------- 
s q u e l e t t e  e s t  souvent renforcé  pa r  l a  soudure des s p i c u l e s .  

Les Démosponges : 

Ces Eponges comportent s o i t  des  s p i c u l e s  s i l i c e u x ,  s o i t  des  f i b r e s  

de  spongine, s o i t  l e s  deux. Quelques genres  ( o s c a r e l l a ,  C h o n d r o s i a .  .. 
ne comportent aucun élément s q u e l e t t i q u e .  Les Démosponges sont  

actuel lement  subdiv isées  en qua t re  sous-c lasses  : 

-. 
Les -,,,---,,,-,-- Homosclérophorides - - - , - - - r  ex. o s c a r e l l a .  

Les ,-,,-,,,--------- Tét rac t inomor~hes  - - - ,  dont les o rd res  pr inc ipaux 

s o n t  : 

A s t r o p h o r i d a : l e  genre C h o n d r o s i a  e s t  r a t t a c h é  à c e t  o r d r e  

Hadromerida, ex. T e t h y a ,  S u b e r i t e s  

Axinel l ida ,  ex.  A x i n e l l a ,  A c a n t h e l l a .  

Les -Cm------------- Céract inomor~hes  --- s o n t  subdiv isés  en c inq  o r d r e s  : 

Poec i losc le r ida ,  ex. M i c r o c i o n a .  

Halichondrida,  ex.. H a l i c h o n d r i a .  

Haplosclér ida,  ex.  H a l i c l o n a ,  P e t r o s i a .  Dans c e t  o r d r e  s o n t  

c l a s s é e s  les Eponges d ' eau  douce. Famil le  des  Spongi l l idae ,  ex.  

S p o n g i l l a .  

Les deux o r d r e s  s u i v a n t s  correspondent aux Eponges 

Cornées q u i  ne cont iennent  que des  f i b r e s  de  Spongine : 

Dictyocera t ida ,  ex. S p o n g i a ,  C a c o s p o n g i a ,  I r c i n i a ,  H i p p o s p o n g i a ,  



Verongia. 

Dendroceratida, ex. Aplysilla. 

Les Hexactinellides : 

Ces éponges de grandes profondeurs qui possèdent un squelette 

constitué de spicules siliceux de formes variées proviennent d'une 

symétrie d'ordre 3. 

C - ESPECES ETUDIEES 
Les espèces marines ont toutes été récoltées en plongée sous-marine 

dans diverses stations méditerranéennes (Station Zoologique de 

Villefranche-sur-Mer, Station Marine dlEndoume, Station de Biologie 

Marine de Sète). 

Démosponges Tétractinomorphes : 

Chondrosia reniformis (NARDO) 

Tethya 1 yncurium (LAIARCK) 

Démosponges Céractinomorphes : 

Haliclona rosea (SCHMIDT) 

Halicona e5egans (BOWERBANK) 

Verongia aerophoba (SCHMIDT) 

Ircinia variabilis (SCHMIDT) 

Zrcinia oros (SCHMIDT) 

Hipposongia communis (LAMARCK) 

Spongia officinalis (LWARCK) 

Cacospongia scalaris (SCHMIDT) 



CHAPITRE I I  1 

LES FORFATTONS COLLAGENES DE L'EPONGE 



Chez les s p o n g i a i r e s  les molécules  d e  c o l l a g è n e  peuvent  former des  

s t r u c t u r e s  morphologLquement t r è s  d t f f é r e n t e s .  A i n s i ,  Gross e t  c o l l .  

(1956)  o n t  i s o l é  d e  S p o n g i a  g r a m i n e a  deux formes d i s t i n c t e s  de 

c o l l a g è n e  q u ' i l s  o n t  a p p e l é e s  l a  spongine A e t  l a  spongine B. La  

p remière  correspond aux  f i b r i l l e s  de  c o l l a g è n e  i n t e r c e l l u l a i r e s  

v i s i b l e s  seulement e n  microscopie  é l e c t r o n i q u e  ; l a  seconde est  

r e p r é s e n t é e  p a r  les g r o s s e s  f i b r e s  r a m i f i é e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  

Eponges Cornées. A c e  d e r n i e r  groupe, il f a u t  encore  r a t t a c h e r  l a  

subs t ance  q u i  u n i t  les s p i c u l e s  chez c e r t a i n e s  éponges s i l i c e u s e s  

(Garrone,  1969) a i n s i  que les  coques d e s  g e m u l e s  d e s  énonges 

d ' e a u  douce (Huc e t  D e  Vos, 1972) .  Garrone (1969) e t  Vace le t  (1971/a) 

o n t  f a i t  remarquer que l e  terme de  seongine ne  s ' impose guère  pour 

l e s  f i b r t l l e s  de  c o l l a g è n e  de l a  trams i n t e r c e l l u l a i r e  d e s  éponges.  

Celles-cl s o n t  en  e f f e t  t r è s  comparables à c e l l e s  q u i  se r e n c o n t r e n t  

d i s p e r s é e s  dans  l a  s u b s t a n c e  fondamentale d e s  a u t r e s  me tazoa i r e s .  

P a r  c o n t r e ,  l e s  a u t r e s  fo rmat ions ,  p l u s  o r i g i n a l e s  e t  p l u s  s p é c i -  

f fques ,  mérz ten t  l a  dénomination p a r t i c u l i è r e  d e  spongine.  

Dans l e  gen re  I r c i n i a  é t r o i t e m e n t  mêlée a u  s q u e l e t t e  c o n s t i t u é  p a r  

d e  g r o s s e s  f i b r e s  d e  spongine ,  c o e x i s t e  une a u t r e  s t r u c t u r e  qui 

se p r é s e n t e  sous l a  foyme d e  longs  f i l a m e n t s  comportant  un 

renf lement  ovoïde à chaque extrém3té .  C e s  é léments  o n t  é t é  l ' o b j e t  

d e  nombreuses r eche rches  e t  o n t  donné l l e u  à d ' a r d e n t e s  c o n t r o v e r s e s  

a u  s f è c l e  d e r n i e r  pour é t a b l f r  s'al s ' a g i s s a i t  de  p a r a s i t e s  o u  

d ' é l émen t s  s q u e l e t t i q u e s  p r o p r e s  à l ' éponge  (Lendenfeld,  1889) , 

La  q u e s t i o n  n ' a  pu être clarifiée, P l u s  récemment, Marks e t  c o l l .  

(1949) ,  à l a  suAte d ' u n e  é t u d e  par d i f f r a c t i o n  d e s  rayons X ,  o n t  



r a t t a c h 5 ' : c e s  f i l ament s  à l a  f a m i l l e  des  col lagènes.  

Lévi (1965), grâce  au microscope é lec t ron ique ,  a montré que l e s  

f i l ament s ,  comme l a  spongine, é t a i e n t  formés de f i n e s  f i b r i l l e s ,  

mais que c e l l e s - c i  E t a i e n t  disposées p l u s  régul ièrement  dans les 

f i l ament s  que dans l a  spongine. 

I l  nous a paru i n t é r e s s a n t  de t e n t e r  de compléter c e s  quelques 

é tudes  fragmentaires  pa r  une comparaison biochimique systématique 

de  c e s  d i f f é r e n t e s  formes de  col lagène  rencont rées  chez p l u s i e u r s  

espèces de  Desmosponges. 



A - PAR DIGESTION ENZYMATIQUE 

L ~ S  éponges décongelées ,  coupées en  morceaux s o n t  soigneusement 

l a v é e s  à l ' e a u  cou ran te  e t  soumises à une d i g e s t i o n  enzymatique 

r e p r e n a n t  l a  méthode de Gross e t  c o l 1  (1956) (F igu re  7 ) .  L ' i ncuba t ion  

est  e f f e c t u é e  à 37OC pendant 2 4  h  avec 0 , l  % de t r y p s i n e  dans  un 

tampon phosphate  0,lM à pH 7,8 en présence  de  t o l u è n e  e t  d e  ch loro-  

forme. L e  l i q u i d e  surnageant  es t  décan té  e t  l a  m a s s e  s o l i d e  r e sus -  

pendue p l u s i e u r s  f o i s  pendant  p l u s i e u r s  heures  dans  d e  l ' e a u  

d i s t i l l é e  j u squ ' à  ce que celle-ci reste c l a i r e .  

Ayant a i n s i  d i s p e r s é  l a  subs t ance  i n t e r c e l l u l a i r e ,  s e u l e s  subs i s -  

t e n t  i n t a c t e s  e t  b i e n  n e t t o y é e s  les  f i b r e s  de  Spongine chez les 

éponges co rnées  e t  dans l e  gen re  ï r c i n i a ,  a s s o c i é e s  à c e l l e s - c i  

les f i l a m e n t s  (F igu re  1 0 / A ) .  Ces d e r n i e r s  s o n t  s é p a r é s  d e s  f i b r e s  

de  Spongine en u t i l i s a n t  l e u r  d i f f é r e n c e  de  s éd imen ta t ion ,  p a r  

a g i t a t i o n  dans  de  grands  volumes d ' eau  e t  d é c a n t a t i o n .  L e s  f i l a m e n t s  

q u i  r e s t e n t  encore  accrochés  s o n t  dégagés,  avec de  f i n e s  p i n c e s ,  

sous  loupe b i n o c u l a i r e , d d s  f i b r e s  d e  Spongine, Chez les Haposcleridez 

s u b s f s t e  i n t a c t e  l a  spongine p é r i s p i c u l a i r e  en roban t  les  s p i c u l e s  

s i l i c e u x  q u i  s e r o n t  d i s s o u s  dans  l ' a c i d e  f l u o r h y d r i q u e  à 10 %. 

Après t r a i t e m e n t  à l a  t r y p s f n e ,  les su rnagean t s  s o n t  p u r i f i é s  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n  à 5000 g et r é u n i s .  Le c o l l a g è n e  i n t e r c e l l u l a i r e  

est i s o l é  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 50.000 g .  11 est p u r i f i é  p a r  

remise e n  suspens ion  dans l ' e a u  e t  c e n t r i f u g a t i o n s  r é p é t é e s .  I l  

est  e n s u i t e  l y o p h i l i s é .  



Figure  7 

Epnge coupée en nûrceaux, 
lavée à l 'eau courante, 
dans tampon phosphate 0,lM pH 7,8, 37OC, 24 h 
+ trypsine 0 , l  % 

I 
Décantation, 
Extraction avec Hz0 à 4OC, pendant 24 h 
Ré&tée jusqu'à obtention d'un liquide limpide 

I 
I 

Résidi solide 

Purification par centrifugation 
à 5000 g répétée jusqu'à ce qu ' i l  
n'y ait plus ds sédiment f o h  

Centrifugation à 50.000 g 

1 
Surnageant 
substance mrphe 

I Fibres 
pour Ircinia, séparation 
des f i d t s  e t  de grosses 
fibres par resuspasion dans 
un g r a d  volume d'eau 

I 
Collagène 
purifié en rssuspenàant dans H20 
et  recentrifugeant plusieurs fo is  

I 



B - PAR DISPERSION DANS LE SDS (Dodécyl s u l f a t e )  

Les morceaux d'éponge s o n t  broyés 1 0  minutes à 4OC dans un tampon 

EDTA 0,lM pH 8,O. L e s  f i b r e s  de Spongine s o n t  séparées  p a r  

f i l t r a t i o n  s u r  une f i n e  gaze. E l l e s  s e ron t  e n s u i t e  l avées  à plu- 

s i e u r s  r e p r i s e s  dans un tampon EDTA e t  dans d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  

pour é l iminer  tou tes  t r a c e s  de substance i n t e r c e l l u l a i r e .  E l l e s  

s o n t  f inalement  séchées dans une é tuve  à 5 0 ' ~ .  

A l a  suspension obtenue a p r è s  f i l t r a t i o n  des  formations macrosco- 

p iques  est a j o u t é  du dodécyl -su l fa te  (SDS)  à l a  concent ra t ion  de 

1 %, comme agen t  d i s s o c i a n t  e t  de l ' a z i d e  de sodium (0,02 % )  pour 

é v i t e r  l e s  développements b a c t é r i e n s  p o s t é r i e u r s .  Une c e n t r i f u g a t i o n  

à f a i b l e  v i t e s s e  (3000 g) é l imine  l e s  d é b r i s  de  spongine e t  l e s  

corps  é t r a n g e r s ,  par  exemple l e  s a b l e ,  s e  t rouvan t  mêlgs au t i s s u  

de  l 'éponge. 

Comme dans l a  méthode précédente,  l e  col lagène  e s t  séparé  pa r  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  à 50.000 g. I l  e s t  p u r i f i é  p l u s i e u r s  f o i s  

p a r  remise en  suspension dans 1.e tampon EDTA contenant  du SDS e t  

u l t r a c e n t r i f u g é .  Le co l l agène  obtenu est  longuement d i a l y s é  c o n t r e  

de 1 'eau d i s t i l l é e  e t  l y o p h i l i s é .  

L'avantage e s s e n t i e l  de  l a  méthode au SDS s u r  l a  méthode enzyma- 

t i q u e  est l a  p rése rva t ion ,  dans un é t a t  a u s s i  peu dénaturé  que 

p o s s i b l e ,  des  p r o t é i n e s  non col lagène  q u i  pourront  a i n s i  ê t r e  

u l té r feurement  étudAées, 



L'inconvénient majeur est l'utilisation d'un détergent ionique, 

le SDS, pour dissocier les macromolécules de la matrice inter- 

cellulaire, qu'il faut ensuite éliminer. Sans prétendre supprimer 

toutes traces de SDÇ dans nos préparations, son élimination par 

passage sur un échangeur anionique a été satisfaisante (voir 

Chapitre IV). 



Au c o u r s  d ' une  é t u d e  u l t r a s t r u c t u r a l e  d e s  format ions  de co l l agène  

chez les  Spong ia i r e s ,  Garrone (1978/a) d i s t i n g u e  e s s e n t i e l l e m e n t  

deux t y p e s  de  s t r u c t u r e  : les  f i b r i l l e s  e t  les m i c r o f i b r i l l e s  

é l a b o r é e s  respec t ivement  p a r  d e s  c e l l u l e s  s p é c i a l i s é e s ,  les 

lophocytes  e t  les  spongiocytes .  

A - Les f i b r i l l e s  s o n t  p r é s e n t e s  dans  l a  trame i n t e r c e l l u l a i r e  de  

t o u s  les i n d i v i d u s  du groupe. E l l e s  s e  r e t r o u v e n t  i s o l é e s  ou 

groupées m a i s  t o u j o u r s  b i e n  i n d i v i d u a l i s é e s  avec un d iamèt re  -. 

d ' e n v i r o n  2 0  nm (F igu res  8/A e t  9 ) .  Une s t r i a t i o n  t r a n s v e r s a l e  t r è s  

n e t t e  es t  v i s i b l e  s u r  les  f i b r i l l e s  i s o l é e s  in vitro (F igu res  8 /B  

e t  C ) .  D e s  bandes p l u s  c i a i r e s  d é l i m i t e n t  une p é r i o d e  d ' env i ron  

66 nm. C e s  f i b r i l l e s  c o n s t i t u e n t  l e  co l l agène  i n t e r c e l l u l a i r e  ou 

f i b r i l l a i r e  de  l ' éponge .  

B - L e s  m i c r o f i b r i l l e s  o n t  un d iamèt re  i n f é r i e u r  à une d i z a i n e  

d e  nm e t  s o n t  t o u j o u r s  groupées  pour  donner d e s  fo rma t ions  macro- 

scopiques  d e  Spongine d ' une  grande v a r i é t é .  

L ' a s s o c i a t i o n  p l u s  ou moins l â c h e ,  s ans  o r g a n i s a t i o n  p a r t i c u l i è r e ,  

d e  ces m i c r o f i b r l l l e s ,  donne des  f l b r e s  q u i  forment l e  s q u e l e t t e  

des  Eponges Cornées (F igure  9/A). C e  s q u e l e t t e  es t  formé de f i b r e s  

p r i n c i p a l e s  quT peuvent a t t e i n d r e  p l u s i e u r s  d i z a i n e s  de  microns 

e t  se d r e s s e n t  jusqu 'à  l a  s u r f a c e  d e  l ' éponge ,  e t , d e  f i b r e s  

s e c o n d a i r e s  généralement p l u s  f i n e s  (F igu re  1 0 ) .  



f i9ur .e  8 : F i b r i l  lr.: de coll;?gcnf:: 5 f2017<1 :  W: i ù  -- - 
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F i g u r e  9 - 
A,! F i b r e  de sponainc (SPI e t  f 

( f r )  de C ~ c o s j o n g ~ ~ ? ,  x 1 5 0 .  

B/ A p a r t i r  de v e r o ~ y i a ,  ianies 

sécrétion, deux sponqocytcs 

( f r i ,  x 25 .120 .  

~ b r i  Iles de coilaynnc interfibrillaire 

000. 

de spongjne (SPI en cours  d e  

( S I  et S T T )  et f i b r i l . : r s  de collagène 



Figure 10 : Fibres de spongine isolées (x 200) 

A/ I r c i n i a  v a r i a b i l i s  : 1) Filaments 

2) Spongine 

B/ H i p p o s p o n g i a  c o m m u n i s  - spongine 
C /  C a c o s p o n g i a  s c a l a r i s  - spongine : dans la fibre principale 

horizontale, corps étrangers (en noir) 



Dans le genre r r c i n i a  viennent s'ajouter à cette structure des 

filaments d'un type particulier (Figure 10/A). Ils se présentent 

sous la forme de minces fils, longs de plusieurs millimètres pour 

une dizaine de microns d'épaisseur, et terminés à chaque extrémité 

par un renflement ovoïde. Au microscope électronique, les filaments 

se révèlent formés par un ensemble de microfibrilles de 50 à 70 fi . 

de diamètre (Figure ~ll/A et B), torsadées de facon hélicoïdale 

(Garrone et coll, 1973) et entourées d'une cuticule amorphe 

(Figure 11/B) . 

La charpente squelettique des Haploscérides est formée de l'asso- 

ciation de spongine et de spicule siliceux. Le réseau formé. par 

les spicules est renforcé en particulier au niveau des noeuds par 

la spongine (Figure 12/A). Cette spongine périspiculaire est 

constituée de microfibrilles bien individualisées, dispersées 

sans ordre particulier (Figure 12/B) . 



m f r  

_Ilaaure 1 1  -- 
f i /  Sc:tion t r a n s v c r s a ?  c (!il  filament d ' T r . c l l i i , i  (x 4 0 , 5 0 0 )  e r ~ l o u r é  de 
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F i q u r e  1 2  

A/ Eponge R e n i e r i d e  (Demosponge K a p l o s c l e r i d e ) .  Microscopie  é l e c t r o -  

n i q u e  à b a l a y a g e  (x 200 e n v i r o n )  ; s q u e l e t t e  s é c h é ,  m 5 t a l l i s é  1 

l ' o r ,  c o n s t i t u é  d e  s p i c u l e s  (1) u n i s  p a r  l a  spong ine  p é r i s p i c u -  

l a i r e  ( 2 ) .  

B/ M i c r o f i b r i l l e s  c o n s t i t u a n t  l a  sponq ine  p é r i s p i c u l a i r e  d ' u n e  

~ a l i c h o n d r i a  (X 50.200) . 
Dans l ' a n g l e  i n f é r i e u r  d r o i t ,  un morceau d e  s p i c u l e  c a s s é .  



Avant d'aborder l'étude de la composition des collagènes d'Eponge, 

il nous a paru important de connaître leur résistance à divers 

agents hydrolysants. 

Une cuticule amorphe entoure les microfibrilles du filament d'~rcinia 

(Garrone et coll, 1973) et lui assure une certaine protection contre 

les attaques bactériennes ou chimiques. Les fibres de Sponyine, 

comme Verongia, ne montrent pas de cuticule mais une écorce formée 

de microfibrilles très serrées (Vacelet, 1971). 

Pour homogénéiser les substances, les filaments et les fibres 

utilisées sont réduits en poudre et passés à tra.vers un tamis de 

250 microns. 

A - HYDROLYSE ENZYMATIQUE 

Gross et coll. (1956) ont soul2gné l'impossibilité de solubiliser 

les Sponyines "A" et "B" par les enzymes spécifiques des collagènes 

de Manmifères, la collagénase bactérienne et la pepsine. Nordwig 

et coll. (1970) ont souligné l'action très limitée des enzymes 

protéolytiques sur les collagènes d'Invertébrés. Nous avons incubé, 

sans plus de succès, nos préparations avec ces mêmes protéases. 

L'essai systématique de plusieurs autres enzymes a été entrepris. 

La papaxne, l'élastase, le lysosyme, l'alpha-amylase, la cellulase, 

suivies ou non de pepsine et de collagénase bactérienne, ne provoquen 



aucune hydro lyse  n o t a b l e  d e s  format ions  c o l l a g è n e s  dans  l e s  condi-  

t i o n s  d é c r i t e s  dans l e  Chap i t r e  V I ,  N o  7 /A  ; un p r é t r a i t e m e n t  dans  

l ' u r é e  8 M  con tenant  du 2-mercaptoéthanol ( 0 , l M )  a  é t é  e s sayé ,  mais  

s a n s  succès .  

B - HYDROLYSE A C I D E  

Il est  b i e n  connu que l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  chaud (TCA) " so lu-  

b i l i s e "  l e  co l l agène  ( F i t c h  e t  Harkness, 1955) .  L e  c o l l a g è n e  

f i b r i l l a i r e  a  é t é  en t i è r emen t  hydrolysé  dans  du TCA 3 % à 90°C 

en 30 minutes .  P a r  c o n t r e ,  à 5 % e t  même à 1 0  %, l e  TCA es t  r e s t é  

à peu p r è s  s a n s  e f f e t  s u r  les f i l a m e n t s  e t  l a  Spongine, même en 

pro longeant  l e  temps de chauf fage .  

C - HYDROLYSE ALCALINE 

C e s  f i b r e s  s o n t  p a r  c o n t r e  net tement  p l u s  s e n s i b l e s  aux a l c a l i n s .  

Les F igu res  13/24 e t  B montrent  l e s  c i n é t i q u e s  d ' hyd ro lyse  dans l a  

soude 0,2N à 80' d e s  f i b r e s  de Spongine d l ~ i p p o s p o n ç i a  e t  d e s  

f i l a m e n t s  d ' l r c i n i a .  Sur  c e s  deux g raph icpes ,  nous voyons que la 

l i b é r a t i o n  d e s  hexoses s u i t  exactement l a  même courbe que c e l l e  

d e s  p e p t i d e s .  Pa r  c o n t r e ,  l a  v i t e s s e  d ' h y d r o l y s e  d e s  deux types  

de  f i b r e s  es t  net tement  d i f f é r e n t e .  En e f f e t ,  pour un degré  

d'avancement de l a  r é a c t i o n  de  50 % ,  l e s  v i t e s s e s  abso lues  

p r o p o r t i o n n e l l e s  à l ' i n v e r s e  du temps s o n t  dans  un r a p p o r t  de 3 .  

L 'hydro lyse  du f i l a m e n t  es t  l a  p l u s  r a p i d e .  

L 'hydro lyse  a l c a l i n e  des  f i b r e s  e t  du f i l a m e n t  p r o d u i t  une popula- 

t i o n  hétcrogene de p e p t i d e s  q u i  o n t  pu ê t r e  sépar6ç  s u r  une colonne 



t e m p s  en mn 

I 
Figure  13  : Cinet ique  d 'hydro lyse  dans  l a  soude 0,2N à 80°C 

des  f i l a m e n t s  d ' r r c i n i a  (A) e t  de l a  spongine d l ~ i p p o s p o n g i a  (B)  . 
o p r o t é i n e s  

O o s e s  n e u t r e s  



50 100 1.50 200 f r a c t i o n s  

5 O 100 150 200 f r a c t i o n s  

Figure 1 4  : Filtration sur Biogel P 2 0 0  des hydrolysats alcalins 

dans un tampon tris-HC1 0,1M, pH 7,6. 

A/ Des filaments 

B/ Des fibres de spongine 



de Biogel  P200 en deux f r a c t i o n s  p r i n c i p a l e s  (F igure  1 4 ) .  La 

première  se s i t u e  dans le  volume exc lu  de l a  colonne e t  c o n t i e n t  

des  p e p t i d e s  ou d e s  agglomérats d ' un  po ids  molécu la i r e  dépassant  

200.000 ; l a  seconde c o n t i e n t  d e s  p e p t i d e s  de poids  molécula i re  

p l u s  f a i b l e  q u i  s o n t  p l u s  ou moins r e t e n u s  dans l e  g e l  de l a  

colonne.  L e s  p r o f i l s  d ' é l u t i o n  d e s  f i b r e s  de Spongine e t  d e s  

f i l a m e n t s  s o n t  t r è s  s i m i l a i r e s .  

Dans chacune de ces f r a c t i o n s  pep t id iques ,  d e s  q u a n t i t é s  appré- 

c i a b l e s  de f e r  o n t  t o u j o u r s  é t é  dosées  même a p r è s  une d i a l y s e  

prolongée c o n t r e  une s o l u t i o n  d'EDTA 0,lPI. L e  f e r  ne s e r a i t  donc 

p a s  un s imple contaminant mais p o u r r a i t  former une l i a i s o n  s t a b l e  

non l a b i l e  aux a l c a l i s  avec les polypept ides  de l a  Spongine. Nous 

s o u h a i t e r i o n s  y v o i r  une e x p l i c a t i o n  de l ' e x t r a o r d i n a i r e  r é s i s t a n c e  

d e  ces co l l agènes ,  mais nous n 'avons pu, jusqu 'à  ce jou r ,  appor t e r  

aucunl élément supplémentaire  pour confirmer c e t t e  hypothèse. 

L ' é l a s t i n e  q u i  r é s i s t e  a u s s i  à une hydrolyse dans l e  TCA 5 % à 

90°C (Robert  e t  c o l l . ,  1968, 1971) ,  montre une f o r t e  a c c é l é r a t i o n  

d e  l a  v i t e s s e  d 'hydro lyse  a l c a l i n e  en présence d ' é t h a n o l  (Kornfeld- 

P o u l l a i n  e t  Robert ,  1968) .  En a j o u t a n t  à l a  p o t a s s e  1 M  80 % 

d ' é t h h n o l ,  l a  v i t e s s e  d 'hydro lyse  du f i l amen t  es t  augmentée dans 

un r a p p o r t  de  6 (Figure  15/F) ,  c e l l e  d e s  f i b r e s  d e  Spongine de 11 

(Figure  15/S).  Une c e r t a i n e  ana log ie  a p p a r a r t  a i n s i  avec l ' é l a s t i n e  

dont  on s a i t  q u ' e l l e  est largement s t a b i l i s é e  p a r  d e s  i n t e r a c t i o n s  

hydrophobes (Kornfeld-Poullain e t  Robert ,  1968 ; P a r t r i d g e ,  1970) .  

C e s  r é s u l t a t s  évoquent l ' impor t ance  p o s s i b l e  des  i n t e r a c t i o n s  



t e m p s  e n  m n  

Figure  15  

F = Filaments  d ' z r c i n i a  

S = SpqngLne d l ~ i p p o s p o n g i a  

Ciné t ique  d 'hydro lyse  à 37OC. 

A/ Dans KOH 1M en s o l u t i o n  aqueuse 

B/ Dans KOH 1M dans  un mélange eau-méthanol (20;80 v/v) 



hydrophobes dans la stabilisation des fibres et des filaments. 

Toutefois, les différences notées dans leur vitesse d'hydrolyse 

suggèrent des différences ultrastructurales que confirmeront les 

analyses biochimiques. 



L ' e x t r a o r d i n a i r e  r é s i s t a n c e  des formations col lagène des Eponges 

aux agents  hydroly t îques  va rendre  d i f f i c i l e ,  s inon impossible ,  

l l o b t e n t i o n , à  p a r t i r  de  c e s  formations,des chaînes a l i b r e s  e t  

i n t a c t e s .  

L'hypothèse de t r o i s  cha înes  a i d e n t i q u e s  semblai t  pouvoir ê t r e  

pos tu lée  p a r  ana logie  avec l e  co l lagène  de l'anémone de  m e r  dont  

l ' i d e n t i t é  d e s  chaînes a a  é t é  confirmée (Katzman e t  Kang, 1972 ; 

Nordwig e t  c o l l ,  1973) e t  avec l e  col lagène des  membranes b a s a l e s  

q u i ,  comme nous l e  ve r rons ,  p résen te  des  c a r a c t è r e s  s i m i l a i r e s  : 

t eneur  é levée  en 3-hydroxyproline, f o r t e  hydroxylation e t  glycosy- 

l a t i o n  (Kefa l ides ,  1971) . 

Pour tant  l ' i d e n t i t é  d e s  chaînes a  ne semble pas ê t r e  une p r o p r i é t é  

généra le  des  col lagènes  d ' i n v e r t é b r é s .  Kimura e t  Matsuura (1973) 

o n t  montré que l e s  co l l agènes  de  l a  peau de Seiche e t  diOctopus,  

de l a  membrane s u b c u t i c u l a i r e  du crabe e t  du homard o n t  l a  compo- 

s i t i o n  [(a1) a2 ]  du col lagène  Ge Vertébrés  de type  1. 

Toutes nos t e n t a t i v e s ,  e t  elles on t  é t é  nombreuses, pour i s o l e r  

l e s  u n i t é s  q u i  c o n s t i t u e n t  l e s  t r i p l e s  h é l i c e s  des  col lagènes  

drEponge s o n t  r e s t é e s  in f ruc tueuses  jusqu 'à  c e  jour .  Les formations 

col lagènes  o n t  é t é  soumises à d i v e r s  p ré t ra i t ement s  (EDTA, ac ide  

f luorhydr ique ,  urée + niercaptoéthanol, hyaluronidase ...) q u i  n ' o n t  

p a s  davantage f a c i l i t é  l e u r  hydrolyse p a r  12 pepsine,  Par  con t re ,  



des dénaturations trop importantes ont été obtenues par hydrolyse 

alcaline ménagée en présence de sulfate d'ammonium comme l'ont 

décrit Nordwig et coll (1970), La liqueur de Schweitzer, utilisée 

par Garrone et coll (1973) pour l'étude structurale du filament 

d'~rcinia, n'a pas donné de meilleurs résultats. 



A - COMPOSITION GLOBALE (Tableau 49 

La t e n e u r  en cendres  des  f i b r e s  p r é s e n t e  une grande v a r i a b i l i t é  

s u i v a n t  les i n d i v i d u s  e t  l e u r  provenance. Il est  c e r t a i n  que les 

g r a i n s  d e  s a b l e  e t  les  co rps  é t r a n g e r s ,  souvent  i n c l u s  dans  les  

f i b r e s  (F igure  10/C)  , e x p l i q u e n t  e n  grande p a r t i e  ces r é s u l t a t s .  

P l u s  i n t é r e s s a n t e  es t  l a  p r o p o r t i o n  impor tan te  de  f e r  pouvant a l l e r  - 

d e  0,14 % du p o i d s  d e s  f i b r e s  j u squ ' à  5,5 % s e l o n  l a  provenance 

d e s  i n d i v i d u s  examinés, c ' e s t - à - d i r e  pouvant r e p r é s e n t e r  jusqu 'à  -. 
40 % du po ids  d e s  cendres .  En c o r r é l a t i o n  avec  c e t t e  t e n e u r ,  p e u t  

être a s s o c i é e  l a  c o l o r a t i o n  p l u s  ou  moins i n t e n s e  d e s  éponges. 

C e l l e - c i  pa s se  du jaune c l a i r  au brun  rouge pour l e s  é c h a n t i l l o n s  

l e s  p l u s  r i c h e s  en f e r .  

Towe et Rü tg l e r  (1968) o n t  remarqué des  g r a n u l a t i o n s  à l a  s u r f a c e  

d e s  f i b r e s  c o l o r é e s  e t  o n t  montré que c e l l e s - c i  é t a i e n t  c o n s t i t u é e s  

d e  c r i s t a u x d e  l é p i d o c r o c i t e ,  forme miné ra l e  d 'un  hydroxyde de  f e r .  

C e s  dépô t s  b runs  Peuvent a u s s i  ê t re  observés  à l ' i n t é r i e u r  d e s  

f i b r e s .  Toutes les éponges n ' en  possèdent  pas .  I ls  s o n t  s u r t o u t  

abondants  chez c e r t a i n e s  Eponges Cornées d e s  gen res  : S p o n g i a ,  

La s i g n i f i c a t i o n  de  ces format ions  miné ra l e s  n ' e s t  p a s  connue. 

Selon Towe e t  T ü t l e r  (1968) ,  cette m i n é r a l i s a t i o n  serait  due à d e s  

p roces sus  biolog2ques .  





Il reste encore 0,15 % de  f e r  dans l e  co l lagène  f i b r i l l a i r e  p u r i f i é  

d ' ~ r c i n i a .  Sa présence ne semble pas ê t r e  due à une simple conta- 

mination. En e f f e t ,  l ' u t i l i s a t i o n  de tampon EDTA au cours  des  

é t a p e s  d e  p u r i f i c a t i o n  ne permettant  pas  l ' é l i m i n a t i o n  du f e r ,  

l a i s s e r a i t  p révo i r  une f i x a t i o n  p l u s  spéc i f ique .  

Les t eneurs  en azo te  r e s t e n t  dans l ' é v e n t a i l  des  v a l e u r s  r appor tées  

pa r  Eastoe (1968) pour des  col lagènes de  d i f f é r e n t e s  espèces.  

La t e n e u r  en hexoses des formations co l l agènes  examinées e s t  

re la t ivement  élevée.  Ces o s e s  son t  e s sen t i e l l ement  r ep résen tés  

pa r  du glucose e t  du ga lac tose  en q u a n t i t é  à peu p r è s  iden t ique .  

Le mannose s i g n a l é  pa r  Gross e t  c o l l  (1956) dans l a  Spongine B de  

Spongia graminea e t  par  Katzman e t  Jeanloz (1970/a) dans l a  Spongine 

d l ~ i p p o s p o n g i a  gossypina n ' a  pu ê t r e  m i s  en évidence dans nos 

p répara t ions  par  l a  mtcrométhdde de chromatographie des  hexoses 

s u r  pap ie r  Kodak que nous avons u t i l i s é e  (Moczar e t  c o l l .  1967).  

B - CO-MPOSITION EN ACIDES AMINES 

L e s  formations col lagènes  analysées  p r é s e n t e n t  l e s  caractéristiques 

admfses pour l e s  co l lagènes  (Eastoe,  1968) : P l u s  de 300 r é s i d u s  

g lyc ine  pour 1000 r é s i d u s ,  teneur  é levée  en hydroxyproline,  présence 

d'hydroxplysine (Tableau 5 ) .  T ro i s  sponqines s e  d i s t i n g u e n t  

pour tan t  par  un nombre de ré s idus  g lyc ine  i n f é r i e u r  à 300, une 

t e n e u r  en hydroxyproline p l u s  f a i b l e  e t  une q u a n t i t é  de l y s i n e  

nettement p l u s  é l evée  : c e  sont  l e s  f i b r e s  de Cacospongia e t  



CaMPOSITION EN ACIDES AMINES DES F O ~ T I O N S  COLLAGEDES DES EPONGES, 

EXPRIMEES EN RESIDUS POU3 1OOO RESIWS 

Acides 

aminés 

~ - I ~ ~ X Y P R O L I N E  

~ - ~ ~ A " Y P ~ O L ~  

ACIDE ASPARTIQUE 

THRMININE 

SERINE 

ACIDE GLüTAMïQUE 

PROLINE 

GLYCINE 

ALANINE 

VALINE 

1/2 CYSTINE 

METHIONINE 

ISOLmJCINE 

LmJCINE 

mRLmcINE 

TYROSSINE 

P- 

HYDROXYLYSINE 

LYSINE 

HISTIDINE 

ARGININF, 

Collagène fibrillaire Filament  

Ircinia 

15 

8 5 

82 

27 

20 

8 0  

74 

328 

101 

28 

6 

3 

20 

22 
- 
- - 
9 

30 

20 

5 

42 

Ircinia 

24 

7 9 

86 

4 3 

42 

104 

63 

309 

6 3 

39 

7 

tr 

26 

3 3 
- 
4 

10 

1 3  

9 

2 

44 

Chondrosia 

27 

71  

104 

4 3 

4 5 

90 

6 3 

306 

6 2 

29 

- 
2 

25 

36 
- 
6 

18 

16 

7 

4 

4 6 

Spongine 
périspi- 
culaire 

P a l i c l a n a  

tr 

20 

9 2 

42 

55 

1 10 

67 

201 

76 

5 2 

16 

tr 

49 

54 
- 

22 

29 

12 

4 4 

11 

4 8 

Tethya 

26 

75 

102 

4 2 

45 

8 6 

60 

309 

57 

30 
- 
2 

2E( 

37 
- 
6 

23 

16  

7 

4 

4 5 

S p o n g i n e  

ïrcinia 
fibres 

13 

7 9 

110 

24 

19 

83  

6 7 

323 

8 3 

24 

16 

2 

19 

23 
- 
9 

10 

25 

25 

4 

42 

H i p p -  
spongia 

10 

87 

94 

2 6 

25 

7 9 

67 

319 

84 

30  

7 

tr 

21 

27 
- 
2 

10 

29 

34 

4 

4 5 

Caco- 
spongia 

9 

63 

110 

20 

21 

6 9 

87 

2 60 

69 

3 1 

37 

4 

2 3 

33 
- 
4 

18 

32 

56 

4 

50 

Spongia 

12 

76 

105 

28 

24 

78 

67 

3 18 

7 9 

29 

10 

2 

22 

27 
- 
3 

10 

29 

34 

5 

42 

Verongia 

8 

4 6 

100 

6 6 

102 

70  

8 0  

257 

5 4 

29 

8 

3 

2 

28 
- 

16 

6 

2 6 

3 9 

10 

50  



Verongia, l a  spongine p é r i s p i c u l a i r e  d l ~ a l i c h o n a .  L 'analyse des  

f i b r e s  de  Verongia montre de  g l u s  un nombre de  thréonine  e t  s é r i n e  

étonnament important.  

C e s  r é s u l t a t s  suggèrent  dans ces  3 f i b r e s  de Spongine, l a  présence,  

en q u a n t i t é  non négl igeable ,  de p ro té ines  non col lagène.  

Au cours  de  l ' é l a b o r a t i o n  de l a  Spongine p a r  les c e l l u l e s  spécia-  

l i s é e s ,  l e s  spongioblas tes ,  des  corps é t r a n g e r s  peuvent s e  mêler 

aux f i b r i l l e s  en cours  de s é c r é t i o n .  Nous avons noté  précédemment 

l a  présence de  s a b l e  ou d é b r i s  d i v e r s  dans l e s  f i b r e s  de C a c o s p o n g i a  
- 

par  exemple. Des p e t i t s  morceaux de l a  trame i n t e r c e l l u l a i r e  peuvent 

a u s s i  se t rouver  i n c l u s  dans l e s  m i c r o f i b r i l l e s  d 'une f i b r e  de 

Spongine au cours  d e  sa s é c r é t i o n .  Un b e l  exemple est  fourn i  pour 

l e s  f i b r e s  de Verongia. Ces f i b r e s  p résen ten t  une écorce e t  une 

l a r g e  moelle c o n s t i t u é e s  t o u t e s  deux d 'un  dense feu t rage  de 

m i c r o f i b r i l l e s  de  4 à 6 nm sans  s t r i a t i o n  pér iodique ,  d i f f é r e n t e s  

des  f i b r i l l e s  de col lagène du mi l ieu  i n t e r c e l l u l a i r e  (Figure 8/A) 

(Vacelet  e t  Garrone, 1 9 7 6 ) .  Inc luses  dans les m a i l l e s  a r rond ies  

du réseau  m i c r o f i b r i l l a i r e  de  Spongine de l a  moelle,  des  f i b r i l l e s  

de col lagène  son t  aisément reconnaissab1.e~ (Figure  9/B) e t  sou l i -  

gnent indubitablement l ' h é t é r o g é n é i t é  macromoléculaire de c e s  

f  i h r e s .  

D e  même, l a  Spongine p é r i s p i c u l a i r e  des  Haplosc lér ides  c o n t i e n t  

des  inclus$,ons cons tan tes  e t  i d e n t i f i a b l e s  de  f i b r i l l e s  de col lagène ,  

mafs aussA des  enclaves  varffées  p l u s  ou moins complexes (Garrone, 



1969 e t  1978/a).  D e  p l u s ,  l e  t r a i t e m e n t  à l ' a c i d e  f l uo rhydr ique  d u  

s q u e l e t t e  d e  l ' éponge  d i s s o u t  l e  s p i c u l e  s i l i c e u x  e t  laisse l e  

f i l amen t  a x i a l  dans l a  c a v i t é  s p i c u l a i r e .  La n a t u r e  p r o t é i q u e  non 

co l l agén ique  de  c e t  axe s p i c u l a i r e  a  é t é  récemment conf i rmée 

(Shore,  1972).  Ce lu i -c i ,  d i f f i c i l e m e n t  s é p a r a b l e  d e  l a  Spongine 

p é r i s p i c u l a i r e ,  a p p a r a î t  comme un contaminant supplémenta i re ,  

Les d i f f é r e n c e s  majeures r e l e v é e s  dans  l a  composi t ion en a c i d e s  

aminés de  ces t r o i s  Spongines semblent  donc e s s e n t i e l l e m e n t  dues  

à une contaminat ion de  subs t ances  é t r a n g è r e s  à l a  Spongine. Nous 

cons idé rons  comme c o n s t i t u é  de  spongine pu re  les f i b r e s  con tenan t  

p l u s  d e  300 r é s i d u s  de  g l y c i n e  pour 1000 r é s i d u s .  La composit ion 

en a c i d e s  aminés d e  l a  Spongine p é r i s p i c u l a i r e  largement  contaminée 

ne pour ra  donc guère  être comparée à c e i l e  d e s  g r o s s e s  f i b r e s  d e s  

Eponges Cornées au cou r s  de c e t t e  é tude .  

La composit ion e n  a c i d e s  aminés de  l a  Spongine d e s  g r o s s e s  f i b r e s  

d '  î r c i n i a ,  Hippospongia e t  Spongia m ~ n t r e  une a s s e z  bonne a n a l o g i e  

(Tableau 5 ) .  C e l l e  du f i l a m e n t  d l ~ r c i n i a  es t  t r è s  v o i s i n e .  E l l e  se 

d i s t i n g u e  p a r  une l é g è r e  d i f f e r e n c e  dans  les  t e n e u r s  en  a c i d e  

a s p a r t l q u e  et a l a n i n e ,  mais s 'oppose e s s e n t i e l l e m e n t  p a r  une i n v e r -  

s i o n  du r a p p o r t  hydroxyly 's ine/ lys ine .  

Des d i f f é r e n c e s  beaucoup p l u s  s i g n i f i c a t i v e s  a p p a r a i s s e n t  l o r sque  

nous comparons l e s  fo rmat ions  de  Spongine aux c o l l a g è n e s  f i b r i l -  

l a i r e s  (Tableau 5 ) .  Sont é v i d e n t e s  immédiatement les t e n e u r s  p l u s  

é l e v é e s  de  3-hydroxyproline e t  s u r t o u t  d e  t h r é o n i n e  e t  s é r i n e  d e s  



col lagènes  f i b r i l l a i r e s ,  Par c o n t r e ,  les q u a n t i t é s  d 'hydroxylysine 

e t  de l y s i n e  s o n t  p l u s  f a i b l e s  avec une prédominance de l 'hydroxy- 

l y s i n e  s u r  l a  l y s i n e  q u i  s e  r e t rouve  a u s s i  dans les f i l a m e n t s  

d'~rcinia. 

Pour s i t u e r  les formations col lagènad 'Eponge pa r  rap-or t  aux 

col lagènes  de  Vertébrés  e t  d ' I n v e r t é b r é s ,  nous avons comparé l e s  

a c i d e s  aminés p a r  groupes (Tableau 6)- 

Les ac ides  aminés hydroxylés r e s t e n t  assez  cons tan t s  t o u t  au long 

de  l ' é c h e l l e  phylogénétique,  l e  co l l agène  i n t e r s t i t i e l  de  l 'éponge 

e t  c e l u i  des  membranes basa les  se d i s t i n g u a n t  pa r  une t eneur  p l u s  

é levée .  Tou te fo i s ,  l a  somme thréonine  + s é r i n e  diminue en  remontant 

v e r s  l e s  Vertébrés  avec une n e t t e  except ion : les Spongines dont 

l a  somme a t t e i n t  à peine c e l l e  d e s  col lagènes  de  type II e t  III. 

La teneur  en p r o l i n e  e t  hydroxyproline d e s  formations col lagènes  de 

l 'éponge et  les col lagènes d ' I n v e r t é b r é s  e s t  régul ièrement  i n f é r i e u r e  

à c e l l e  des d i f f é r e n t s  types de col lagène  des  Vertébrés .  Au con- 

t r a i r e ,  l a  t eneur  en ac ides  aminés dicarboxyliques des  col lagènes  

diminue en remontant l ' é c h e l l e  phylogénétique,  

La somme des  ac ides  aminés basiques montre peu de v a r i a t i o n s  ; l e  

co l lagène  f i b r i l l a i r e  de l 'éponge se c a r a c t é r i s e  pa r  une va leur  

r e l a t i v e  assez  basse.  

C e s  quelques cons idé ra t ions  g loba les  e t  r ap ides  nous o n t  permis 



TABLEAU 6 

COMPARAISON DES TENEURS EN ACIDES AMINES DE m S  COLLAGENES 

Notes 
OH Acides aminés = OH-Pro + Thre + Ser + Tyr + OH-Lys 
Acides aminés hyclrophoks = Ala, Val, Leu, Isoleu, Phe 
Acides aminés dicarboxyliques = Glu et- 
Acides aminés basiques = Lys, OH-Lys, His, Arg 

L 

: moyenne des valeurs obtenues p u r  les trois éponges .- --11 

: myenne des fibres d'Ircinia, Hippospongia et Spongia 
: Katzman et Kang, 1972 
: Pikkarainen et coll, 1968 
: Kimira et Matsuma, 1974 

ci : Piez et coll, 1963 
: Miller, 1971 
: Bya-s et coll, 1974 
: Kefalides, 1972 

Groupe 
d ' acides 
aminés 

EPONGES 

Collagène 
fibrillaire' 

Filament 
Ircinia 

sp0ngine 

INVEREBRES 

Anémone de 
mer 

Moule 
byssus4 

ormeau 
muscle 
a-chaîne 

seiche5 al 
a 

VERTEE3RES 

'I'ype 16,al(1) 
a 2 ( I )  

TYJX 11~ 
a(I1) 

Type III* 
a(II1) 

Membrane 
basale 
glanérulaire 
humaine 

a(IV) - 

OH 
Acides 
aminés 

200 

166 

166 

189 

163 

176 

159 
155 

167 
162 

182 

172 

253 

Acides 
aminés 
hydrophobes 

170 

180 

166 

152 

164 

-. 
152 

17 2 
166 

175 
190 

169 

169 

156 

Ser 
+ 
Thre 

85 

47 

49 

94 

86 

75 

67 
55 

61 
63 

52 

52 

60 

Pro 
OH-Pro 

164 

161 

153 

121 

147 

183 

182 
178 

226 
201 

218 

221 

202 

Acides 
aminés 
carboxyliques 

192 

165 

185 

170 

158 

154 

1 4 0  
147 

121 
112 

127 

125 

135 

Acides 
aminés 
basiques 

7 1 

97 

106 

112 

85 

84 

90 
108 

88 
89 

88 

9 2 

98 



de  s i t u e r  l e s  formations col lagènes  des  Eponges dans un contexte  

phylogénétique e t  de sou l igner  l e u r s  p a r t i c u l a r i t é s .  

Nous a l l o n s  maintenant d i s c u t e r  p l u s  en d é t a i l  l ' é t u d e  des  a c i d e s  

aminés q u i  jouent un r ô l e  e s s e n t i e l  dans l a  genèse d e  l a  f i b r e  de  

col lagène  pour essayer  de mieux expl iquer  l a  s t r u c t u r e  e t  l a  morpho- 

l o g i e  d e s  d i f f é r e n t e s  formations col lagène  de 1'Eponge. 

C - HYDROXYLATION DE LA PROLINE 

Comme nous venons de l e  n o t e r  en examinant l e  Tableau 5 ,  l a  t eneur  

g loba le  en p r o l i n e  et hydroxyproline des  col lagènes  d'éponges e t  

en généra l  des  col lagènes d ' I n v e r t é b r é s  e s t  p l u s  f a i b l e  que c e l l e  

des  d i f f é r e n t s  types  de col lagène  de  Vertébrés ,  

NOUS avons obtenu pour l e  col lagène  i n t e r s t i t i e l  d'éponges un 

rappor t  prol ine/hydroxyprol ine d 'envi ron  0,61 e t  pour l e s  Spongines 

autour  d e  0,74. Pour tant ,  dans les col lagènes  d ' I n v e r t é b r é s  généra- 

lement é t u d i é s  (Tableau 7 ) ,  c e l u i - c i  v a r i e  e n t r e  1,l e t  1 , 4 ,  v a l e u r s  

que l ' o n  re t rouve  dans l e s  co l lagènes  i n t e r s t i t i e l s  de  Vertébrés 

de type T e t  T I  (seulement 0,85 dans l e  type III) . Dans l e s  c o l l a -  

gènes de  membranes basa lés  (Kefa l ides ,  1 9 7 3 ) .  ce r a p p o r t  v a r i e  de  

0,41 à 0,62, soul ignant  comme dans l e s  co l lagènes  dsEponges, une 

f o r t e  hydroxylat ion de l a  p r o l i n e .  

Actuell.ement, l a  r a i son  de c e t t e  augmentation de l 'hydroxyprol ine  

t o t a l e  dans les membranes b a s a l e s  n ' e s t  pas  t r è s  c l a i r e .  E l l e  



TABLEAU 7 

COMPARAISON DES TENEURS EN HYDROXYPROLINE 

ET PROLINE DE DIFFERENTS COLLAGENES 

ND : non déterminé 

: Katzman et Kang, 1972 

: Kimura et Matsuura, 1974 

: Epstein et coll, 1971 

: Miller, 1971 

: Byers et coll, 1974 

: Kefalides, 1971 

Pro/OH-Pro 

O, 61 

O, 74 

O, 73 

1,24 

1,26 

111 

113 

1,4 
1,33 

1,44 

1,3 

113 
1,lO 

0,97 

0,41 

0,87 

1,O 

Coll. Fib. Ircinia 

Filament d ' Ircinia 
Spongine 

Anémone de mer" 

Ormeau muscle2 

Poulpe peau al 2 

Crabe membrane al 2 

Homard membrane al 2 

Peau de seiche2 al 

a2 
Type I3 al (1) 

a2 
Type II' al (II) 

Type III~ al (III) 

Type IV' al (IV) 

Type V' a (A) 

a (BI 

- 

' : Burgeson et co31, 1976 

HYDROXYPROLINE 

4-isomère 
(rés/loGO) 

79 

85 

79 

61 

80 

81 

85 

81 

75 

71 

99 

89 

103 

112 

130 

109 

109 

3-isomère 
(rés/1000) 

24 

15 

13 

6 

1 

2 

1 

1 

2 

2 

1 

3. 

2 

ND 

11 

2 15 

2,9 



p o u r r a i t  être due à d e s  d i f f é r e n c e s  dans  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  e t  

dans  l a  p o s i t i o n  d e s  r é s i d u s  p r o l y l e  dans  l e  t r i p l e t  Gly-X-Y. 

C e r t a i n s  a u t e u r s  o n t  montré que la p r o l i n e  en  p o s i t i o n  3 d e s  

t r i p l e t s  du  type  Gly-X-Pro est  p r é f é r e n t i e l l e m e n t  hydroxylée  

(Kiv i r ikko  e t  Prockop, 1967 ; Fujimoto e t  Prockop, 1 9 6 9 ) ,  m a i s  

a u s s i  qu 'une  f r a c t i o n  s i g n i f i c a t i v e  de  l 'acide aminé en  t r o i s i è m e  

p o s i t i o n  dans  d e  te ls  t r i p l e t s  e s t  l a  p r o l i n e  p l u t ô t  que l ' h y d r o -  

x y p r o l i n e  dans  les c inquan te  p remie r s  r é s i d u s  d ' a c i d e s  aminés d e  

l a  p a r t i e  NH2 t e r m i n a l e  d e  l a  c h a î n e  a l  du co l l agène  d e  l a  peau 

e t  du tendon de r a t  (Borns t e in ,  1967 ; Borns t e in  e t  Kang, 1970) .  

11 est ,  cependant ,  concevable  qu ' au  cou r s  d e  l ' h y d r o x y l a t i o n  du 
-- 

c o l l a g è n e  d e s  membranes b a s a l e s ,  une p r o p o r t i o n  p l u s  élevée d e  

t r i p l e t s  d e  t ype  Gly-X-Pro s o i t  hydroxylée  ; en e f f e t ,  l e s  molé- 

c u l e s  s y n t h é t i s é e s  p a r  les c e l l u l e s  de  l a  c a p s u l e  c r i s t a l l i n e  

r e s t e n t  p l u s  longtemps à l ' i n t é r i e u r  de  l a  c e l l u l e  que  celles 

p r o d u i t e s  p a r  les c e l l u l e s  de  l a  peau e t  du tendon (Gran t  e t  c o l l ,  

1972/a, 1972/b ; Dehm e t  Prockop, 1971) .  L 'hydroxyla t ion  d e s  r é s i d u s  

p r o l y l e  commence s u r  l e s  po lypep t ides  au c o u r s  de  l e u r  assemblage 

e t  se poursuZt  s u r  les c h a î n e s  pro-a j u squ ' à  c e  que c e l l e s - c i  

forment une t r i p l e  h é l i c e  s t a b l e  (Juva e t  c o l l ,  1966 ; Bhatnagar 

e t  miu, 1973 ; U i t t o  et Prockop, 1974) .  

Chez les S p o n g i a i r e s ,  l a  du rée  de  l a  syn thèse  complète d ' une  

f i b r i l l e  d e  c o l l a g è n e  a pu être é v a l u é e  approximativement à 

p l u s i e u r s  heures  (une d i z a i n e  peu t - ê t r e  chez Chondro  s i  a (Garrone 

e t  c o l l ,  1975) .  Chez l e s  Ver t éb ré s ,  l ' é l a b o r a t i o n  d ' une  cha îne  

d e  co l l agène  du re  env i ron  s e p t  mlnutes  (Vuvst e t  P i e z ,  1972) e t  

c e l l e  d ' u n e  f i b r i l l e  moins d 'une  heu re  (Ross e t  B e n d i t t ,  1965) .  



Ainsi ,  p a r  comparaison avec c e  q u i  se passe  dans l e  f i b r o b l a s t e ,  

l a  formation de l a  t r i p l e  h é l i c e  é t a n t  p l u s  l e n t e  dans l e  lophocyte 

ou l e  spongiocyte,  l e s  cha înes  polypept idiques non encore h é l i -  

c o ï d a l e s  r e s t e r o n t  p lus  longtemps sous l ' a c t i o n  des  hydroxylases.  

Comme pour l e s  membranes b a s a l e s ,  un nombre de r é s i d u s  p r o l y l e  

p lus  important  pourra  être hydroxylé. 

Hydroxylation en p o s i t i o n  3 de l a  p r o l i n e  

Piez e t  Gross (1959) ava ien t  noté  l a  présence d 'un a c i d e  aminé 

cycl ique  p a r t i c u l i e r  dans l e s  hydrolysa ts  de col lagène  d'éponges. 

Ce composé a é t é  i s o l é  e t  i d e n t i f i é  pa r  comparaison avec un p rodu i t  

syn thé t ique  comme é t a n t  l a  3-hydroxyproline ( I r r e v e r r e  e t  c o l l ,  

1962). P 

Cet a c i d e  aminé e s t  généralement s i g n a l é  en f a i b l e  q u a n t i t é  dans 

l e s  co l lagènes  de  ve r t éb rés  ou d ' I n v e r t é b r é s  : 1 à 2 r é s i d u s  pour 

1000 résPdus (Tableau 7 ) ( P i e z  e t  c o l l ,  1963 ; Kimura e t  Matsuura, 

1974).  Mais, des  t eneurs  p l u s  é l evées  o n t  é t é  r appor tées  pour l e  

co l lagène  de  l'anémone de mer (Katzman e t  Kang, 1972 ; Nordwig 

et c o l l ,  1973) e t  pour l e  col lagène  i s o l é  à p a r t i r  des  membranes 

b a s a l e s  (Kefa l ides ,  1971) : 8 à 15 r é s i d u s  pour 1000 rés idus .  

Le s e u l  r é s i d u  3-hydroxyproline normalement t rouvé dans l e s  cha înes  

a l ( I ) ,  d e  même que l e s  r é s i d u s  t rouvés  dans l e  col lagène  de  type  

XV s e  r e t rouven t  dans l a  séquence Gly-3Hyp-4Hyp (Gryder e t  c o l l ,  

1 9 7 4 ) .  Mais l e s  séquences Gly-Pro-4Hyp son t  courantes  dans l e  

co l lagène  e t  l e s  p o s s i b i l i t é s  de 3-hydroxyproline en  p o s i t i o n  2 



dans le triplet sont nombreuses dans la molécule. Existe-t-il 

des répresseurs qui limitent cette hydroxylation par une deuxième 

prolyl-hydroxylase aux spécificités différentes de celle qui est 

connue ? Aucune synthèse de 3-hydroxyproline n'a pu être détectée 

avec une prolyl-4-hydroxylase pure d'embryons de Poulet, suggérant 

que des enzymes différentes interviennent dans la synthèse des 

deux isomères (Berg et Prockop, 1973/b ; Risteli et coll, 1977). 

En effet, récemment (Tryggvason et coll, 1977) la prolyl-3-hydro- 

xylase a pu être séparée de la prolyl-4-hydroxylase et des études 

comparatives indiquent que la formation de la 3-hydroxyproline 

dépend de la présence de 4-hydroxyproline. Il semble donc que la 

3-hydroxyproline est formée au cours de la biosynthèse du collagène 

après la 4-hydroxylation d'un nombre convenable de résidus prolyle, 

mais avant la formation de la trLple hélice. 

Sur la base des données rapportées pour les vitesses de formation 

de la 4-hydroxyproline et de formation de la triple hélice dans 

les cellulessynthétisant les collagènes de type 1 ou IV, il peut 

être estimé que le temps disponible pour la formation de 3-hydroxy- 

proline dans la biosynthèse du collagène de type IV peut être 10 

fois plus long que dans le type 1 (Grant et coll, 1973 ; Schofield 

et coll, 1974). La différence d'un dixième dans la teneur en 

3-hydroxyproline entre ces deux collagènes (Piez, 1976) peut donc 

être attribuée au facteur temps, bien que naturellement la possi- 

bilité qu'il y ait auçsA des différences dans les degrés d'activité 

de la 3-hydroxylase entre les cellules synthétisant ces deux types 

de collagène ne soit pas exclue. 



D - HYDROXYLATION DE LA LYSINE 
L'étendue de l'hydroxylation des résidus lysyle de procollagène 

dépendrait, comme pour l'hydroxylation de la proline, de la 

concentration des polypeptides non hydroxylés dans les vésicules 

du réticulum endoplasmique, de l'activité de la lysyl-hydroxylase 

dans le même compartiment, et du temps pendant lequel les chaînes 

pro-a restent non-hélicoïdales. 

Chez les organismes supérieurs, la teneur en hydroxylysine d'un 

collagène varie beaucoup d'un tissu à l'autre et en fonction du 

degré de dSveloppement (Miller et coll, 1967 ; Barnes et coll, 1 9 7 4 ) .  
-. 

Cependant, le pourcentage de lysine hydroxylée est faible dans 

les collagènes de type T et III et atteint 80 % dans les membranes 

basales (Tableau 8). 

Une étude en survie de différents tissus d'embryons de poulet a 

montré que les tissus qui contiennent un collagène avec une haute 

teneur en hydroxylysine, tendraient à avoir un rapport élevé de 

l'activité de la lysyl-hydroxylase par rapport à celle de la 

prolyl-hydroxylase, tandis que les tissus qui contiennent un 

collagène avec une faible teneur en hydroxylysine tendraient à 

avoir une valeur basse pour ce rapport (Ryhanen et Kivirikko, 

1 9 7 4 ) .  Cette corrélation suggère que le taux de prolyl-hydroxylase 

pourrait être un facteur contrôlant le niveau d'activité de la 

lysyl-hydraxylase, lequel définirait la teneur en hydroxylysine 

du collagène synthétisé par le tissu, 



TABLEAU 8 

COMPARAISON DE LA TENEUR EN HYDROXYPROLINE 

ET LYSINE DE DIFFERENTS COLLAGENES 

Collagène 

Ircinia coll. Fib. 

Filament 

Spongine 

Anémone de mer1 a 

Ornieau muscle2 a 

Peau de seiche2 al 

Type I~ a 

C1 
1 

2 
Type I I ~  

Type 1 1 1 ~  

Type 1v6 

Type V ~ ~ A  

aB 

Lysine 

(r$s/1000) 

l : Katzman et Kang, 1972 

: Kimura et Xatsuura, 1974 

: Epstein et coll, 1974 

: Miller et Lunde, 1973 

: Byers et coll, 1974 

: Kefalides, 1971 

: Burgeson et coll, 1976 

Total 

Lys + OH-Lys 
% de Lys 

hydroxylée 



Dans le collagène Interstttiel des éponges, la teneur en lysine 

plus hydroxylysfne est basse et un peu ZnférLeure à la moitié de 

celle trouvée dans les Spongines (Tableau 8). Mais le pourcentage 

de l'hydroxylation est assez voisin, dans les deux formations 

collagènes, et atteint respectivement 60 et 50. Des valeurs de 

cet ordre sont rapportées pour les collagènes d'Invertébrés. 

La teneur en hydroxylysine d'un collagène peut avoir d'importantes 

conséquences biologiques. En effet, les liaisons pontiques ("cross- 

links") du collagène dérivées des résidus lysyle sont moins stables 

que celles dérivées des residus hydroxylysyle (Miller et Robertson, 

1973). 

E - GLYCOSYLATION DE L'HYDROXYLYSINE 
Butler et Cunningham (1966) et Cunningham et Ford (1968) ont montré 

que dans le collagène de la peau de cobaye,les unités d'hexoses 

neutres sont compos6es de disaccharides (glucosylgalactose) et 

de monosaccharides (galactose), liés par une liaison O-glycosidique 

à l'hydroxylysine. 

Ces deux dérivés saccharidiques existent dans tous les collagènes 

de Vertébrés, mais le degré de glycosylation de llhydroxylysi.ne 

et le rapport des résidus di-glycosylés aux résidus monoglycosylés 

varie indépendamment suivant les types de collagène et, suivant 

les tissus, en fonction de leur développement (Spiro, 1969 ; 

Pinnell et coll, 1971 ; Cfntron, 1974). 



Dans la plupart des collagènes interstitiels de Vertébrés, le 

rapport des unités disaccharidiques aux unités monosaccharidiques 

varie entre 1:1,5 et 3:l (Spiro, 1969). Dans les collagènes de 

membranes basales, les résidus diglycosylés prédominent nettement 

dans un rapport de 19 disaccharides pour 1 monosaccharide (Kefalides, 

1971). Ces mêmes unités saccharidiques se retrouvent dans les 

collagènes d'Invertébrés. La glucosylgalactosyl-hydroxylysine a 

été isolée et caractérisée à partir de la gélatine d'un échinoderme 

Thyone briareus, du collagène d'une anémone de mer Metridium 

dianthus et de la Spongine d'une éponge H i p p o s p o n g i a  g o s s y p i n a  

(Katzman et coll, 1972). 

Le Tableau 9 donne les teneurs et les pourcentages en hydroxylysine 

libre, monoglycosylée et diglycosylée, des différentes formations 

de collagène issues de plusieurs espèces d'éponges. Les collagènes 

£ibrillaires se distinguent encore nettement des Spongines. Ils 

sont moins riches en hydroxylysine totale et bien que présentant 

des quantités relatives plus faibles en résidus mono- et 

disaccharides, leur taux de glycosylation est toujours plus élevé. 

Comparée aux collagènes de vertébrés (Spiro, 1969), la Spongine 

se rapproche du collagène de la cornée par son pourcentage en 

hydroxylysine glycosylée (environ 50 % ) ,  mais le nombre d'unités 

saccharidiques liées à l'hydroxylysine est aussi élevé que celui 

rencontré dans les membranes basales. 



TABLEAU 9 . 
V) 
r- TENmTR E T  POUWJENTA~ EN HYDFOXYLYSINE LIBRE, BDKOGLYCDSYLZE E T  

DIGLYCOLYSEE, DE DIFFI.=RENTS COLLAGENES D'EPONGE 

(rés/1000) = résidus p u r  1OOO r é s i d u s  d ' a c i d e s  amines 

% de H y l  totale 

Hyl totale/Hyl libre 

3 18 

311 

318 

3,8 

316 

2 10 

210 

210 

212 

214 

F o r m a t i o n s  
c o l l a g è n e s  

Col1 . f ibrillaire 

Ircinia 

Spongia 

Chonàrosia 

Tethya 

S u b e r i t e s  

F i l .  Ircinia 

Sponqine 

Hippspongia 

S p n g i a  

Cacosponqia 

H y l  totale 

(rés/lCXD) 

1 3  

14 

16 

16 

15 

30 

29 

29 

32 

Glc-Gal-Eyl 

(rés/lm) 

9 12 

8 ,7  

11,l 

11,l 

10,l 

1 4 , l  

13,2 

13,5 

16,8 

710 

Hyl libre 

(rés/lW) 

314 

415 

412 

412 

4 ~ 2  

15,O 

14,5 

14,5 

14,3 

5 10 

% 

70,8 

6 2 , l  

69,4 

69,4 

67,3 

47,O 

45,5 

46,6 

52,5 

58,3 

Ga1 . Hyl 

( r é s / l W )  

014 

018 

017 

018 

017 

01 9 

112 

110 

018 

% 

26,2 

32,2 

26,3 

26,3 

28,O 

50,O 

50,O 

5010 

44,7 

31,7 

Spongine pérfspiculaire 

% 

3 10 

5 17 

4,4 

5,O 

4,7 

3,O 

4 , l  

3,4 

2 ,5  

traces Hal ic lona  - 1 2  



L e  col lagène  f i b r i l l a i r e  de  1'Eponge montre des  taux de glycosyla-  

t i o n  assez  s i m i l a i r e s  à ceux rappor tés  pour des  col lagènes  d ' inve r -  

t é b r é s  (Stemberger e t  Nordwig, 1974) . 

Il y a re la t ivement  peu d ' informat ions  s u r  l e s  f a c t e u r s  q u i  cont rô-  

l e n t  l a  g lycosy la t ion  du procol lagène avant  q u ' i l  ne s o i t  s ec ré té ;  

mais Myllyla e t  c o l l  (1975) on t  apporté  l a  preuve que l a  t r a n s f é -  

r a s e  q u i  f i x e  l e  deuxième sucre ,  l e  glucose,  ne peut  pas a g i r  s u r  

le co l l agène  c o n s t i t u é  en t r i p l e  h é l i c e .  L'importance de  l a  glyco- 

s y l a t i o n  dépendra i t  donc de  l ' a c t i v i t é  des  t r a n s f é r a s e s  e t  du 

temps pendant l e q u e l  les polypept ides  du col lagène  r e s t e n t  non- 

La fonc t ion  biologique d e s  hexoses t rouvés  dans l e  co l lagène  r e s t e  

encore t r è s  confuse. Un r ô l e  dans l e  c o n t r ô l e  de l a  morphologie 

d e s  f i b r e s  de col lagène  l e u r  a cependant é t é  a t t r i b u é  (Spi ro ,  

1969 ; Grant e t  c o l l ,  1969) : e n t r e  l e  degré de g lycosy la t ion  e t  

l e  diamètre  des  f i b r e s ,  une r e l a t i o n  inver se  semble e x i s t e r  

(Morgan e t  c o l l ,  1970 ; Schof ie ld  e t  c o l l ,  1971).  Ains i ,  une 

g lycosy la t ion  é levée  du col lagène du tendon de l'embryon de p o u l e t  

est compatible avec l ' o b s e r v a t i o n  de f i b r i l l e s  p l u s  f i n e s  que chez 

l ' o i s e a u  de 6 mois ( F i t t o n  Jackson, 1968). D e  r écen tes  é tudes  s u r  

l e  col lagène  de  l a  cornée normale e t  c i c a t r i c i e l l e  soul ignent  c e t t e  

c o r r é l a t i o n  (Cintron,  1974) .  Le col lagène d e  l a  cornée c i c a t r i c i - e l l e  

p r é s e n t e  une f a i b l e  t e n e u r  en g luc ides  e t  un diamètre  des  f i b r e s  

p l u s  grand e t  v a r i a b l e  (Jakus,  1 9 6 2 )  , 



Nous sommes tentés d'étendre cette hypothèse aux formations 

collagène de 1'Eponge. Ainsi, les spongines qui contiennent 

environ 15 résidus glucides liés à l'hydroxylysine (Tableau 9) 

s ' organisent en fibrilles beaucoup plus fines (Garrone, 197â/a) que 

le collagène interstitiel qui n'en contient qu'une dizaine. 

F - LES RESIDUS CYSTEINE 
L'extension peptidique carboxy-terminale des chaînes pro-a de 

type 1 et II contiennent des résidus cystéine (Merry et coll, 1976 ; 

Lichtenstein et coll, 1976 ; Olsen et coll, 1977) qui vont ccnso- 

lider l'assemblage des trois chaînes pro-a par la formation de 

ponts disulfure (Grant et coll, 1973 ; Uitto et Prockop, 1973 ; 

Harwood et coll, 1973, 1977). 

Contrairement aux collagènes de type 1 et II, les collagènes de 

type III et IV possèdent des liaisons disulfure dans la partie 

hélicoïdale rgsistante aux protéases (Kefalides, 1973 ; Epstein, 

1974 ; Byers et coll, 1974 ; Chung et Miller, 1974 ; Trelstad et 

Lawley, 1977). 

La présence de ces ponts'disulfure a été signalée dans le collagène 

d'Invertébrés comme l'ascaris (McBridge et Harrington, 1967 ; 

FujTmoto, 1968 ; Fujimoto et coll, 1969). Les collagènes de 

l'éponge contiennent aussi plusieurs résidus cystéine (Tableau 4). 

Pourtant, la réduction et l'alkylation des ponts disulfure ne permet 

pas d'améliorer la solubilité de ces collagènes. 



G - LIAISONS COVALENTES INTRA- ET INTERMOLECULAIRES 
-Par réduction avec le borohydrure tritié, les liaisons intermolé- 

culaires des différentes formations collagène d'éponges ont été 

étudiées en appliquant la méthode mise au point par Bailey ( 1 9 6 8 ) .  

La description de cette technique est donnée Chapitre vI,NO 8. 

Le collagène de la peau de veau a été utilisé comme témoin (Figure 

16). 

Deux types de liaisons intermoléculaires couramment rencontrées 

dans les collagènes de Vertébrés, ont été retrouvés sous leur 

forme réduite dans les formations collagène des Eponges : la 

dihydroxylysinonorleucine et l'hydroxylysinonorleucine. La d-ihydro- 

xylysinonorleucine montre une très légère prédominance sur 

l'hydroxylysinonorleucine dans le collagène interstitiel de 

Tethya et dans les filaments d'~rcinia (Figures 1 7 - 1 8 ) .  Au contraire, 

dans la spongine d'~ippospongia, l'hydroxylysinonorleucine prédo- 

mine nettement (Figure 1 9 )  . 

Précédemment, différentes études sur les collagènes de tissus de 

mammïfères et d'oiseaux ont montré la présence de ces liaisons 

intermoléculaires dérivées des aldéhydes de la lysine et de 

l'hydroxylysine (Bailey et Peach, 1 9 6 8  ; Bailey et coll, 1 9 7 0 ) .  

Celles-ci ont aussi été mises en évidence dans les collagènes 

reprécipités in vitro,après leur isolement sous forme soluble de 

différents tlssus de Vertébrés (Kang et coll, 1 9 7 0  ; Tanzer et 

coll. 1 9 7 0 ) .  L'étude comparative dg .co l l agènsd ' Inve r t éb ré s  a 

montré que leur stabilité était basée sur les mêmes systèmes de 
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C O L L A G E  N E  TETHYA 

I 
C> 

E 
a 
U 

-. 

LEU P H E  TYR O H L Y S  LYS f rac t ' i  o n s  

Fiqure 17 : Distribution du tritium dans les hydrolysats acides 

du collagène intercellulaire de Tethya. Le diagramme montre la 

position des deux liaisons intermoléculaires réduites : la 

dihydroxylysinonorlueicne (DIOHLNL) et l'hydroxylysinonorleucine 

(OEILNL ) 



F I L A M E N T S  I R C I N I A  

T Y R  OHLYS LYS 
fraction 

Figure 18 : DLstrLbution du tritium dans les hydrolysats acides 

des filaments d'zrcinia, 



Figure  1 9  : D i s t r i b u t i o n  du t r i t i u m  dans  l es  h y d r o l y s a t s  a c i d e s  

d e s  f i b r e s  de  spongine d l ~ i p p o s p o n g i a .  



liaisons covalentes que dans lscollagènedes vertébrés les plus 

évolués (Bailey, 1971 ; Eyre et Glimcher, 1971) . 

L'existence de la dihydroxylysinonorleucine et de l'hydroxylysino- 

norleucine dans les collagènes de 18Eponge, le plus primitif des 

êtres multicellulaires, confirme la préservation des mêmes types 

de liaisons intermoléculaires au cours de la phylogénèse. 

Pourtant, les collagènes de 1'Eponge montrent une stabilité 

particulière plus grande que celle observée pour l'ensemble des 

collagènes de Vertébrés et même d'Invertébrés. L'impossibilité 
-. 

d'isoler leurs chaînes a semble impliquer la présence de 1-iaisons 

d'un type très différent. L'hypothèse de l'intervention d'un ion 

minéral (fer ou silice) a été soulevée. Mais, actuellement, aucune 

donnée n'a pu être apportée pour la confirmer ou l'infirmer. 

Faudrait-il chercher une explication dans l'importance des précur- 

seurs réduits des liaisons covalentes, c'est-à-dire des composés, 

obtenus après réduction au borohydrure tritié, tels que dihydroxy- 

norleucine, hydroxynorleucine et chloronorleucine dans les hydroly- 

sats de collagènes d'Eponge (Figures 17, 18, 19) ? Eyre et col1 

(1971) a montré des résultats identiques aux nôtres pour une 

éponge H a l i c l o n a  o c u l a t a .  De même, Bailey (1971) a obtenu, à partir 

d'un morceau d'éponge ( ~ u b e r i t e s )  mis en suspension et réduit, 

une petite fraction de la radioactivité au niveau des pics corres- 

pondant aux deüx liaisons intermoléculaires, mais la majorité de 

la radioactivité se retrouve dans les pics correspondant aux 



précurseurs .  Aucune t e n t a t i v e  d ' i so lement  du co l l agène  n 'ayant  é t é  

f a i t e ,  l e s  composés r é d u i t s  marqués p o u r r a i e n t  proveni r  des  

molécules non-collagène p résen tes  dans l e  t i s s u  de l 'éponge 

é tud iée .  Une t e l l e  o b j e c t i o n  ne peut  ê t r e  maintenue après  l a  

p u r i f i c a t i o n  des formations col lagène  de 1'Eponge que nous avons 

f a i t  s u b i r  à nos p répara t ions  avant  l a  réduct ion .  



L'étude de la composition biochimique des diverses formations 

collagène de 1'Eponge fait apparaître, malgré une résistance très 

particulière aux agents hydrolysants, des caractéristiques très 

comparables à celles qui ont été décrites chez les Vertébrés. 

En effet, si les étapes intercellulaires de la biosynthèse des 

collagènes n'ont pas été étudiées dans un lophocyte ou un spongio- 

cyte d'Eponge comme elles l'ont été dans 1.e fibroblaste des 

Vertébrés, l'analogie des molécules respectivement synthétisées 

suggère des processus de régulation identiques : transcription et 

arrangement des chaînes polypeptidiques dans les ribosomes, 

hydroxylation des résidus prolyle et lysyle, glycosylation de 

ces derniers, formation de la triple hélice, sécrétion de la 

molécule et établissement des liaisons quaternaires intermolécu- 

laires. Existe-t-il aussi dans 1'Eponge une ou deux endopept-idases 

qui vont raccourcir la molécule de collagène au moment de la 

sécrétion ? (Lapière et coll, 1971, 1975). La présence de plus de 

300 résidus glycine pour 1000 résidus dans de nombreuses formations 

collagène d'Eponge étudiées est en faveur de leur existence. 

Pourtant, quelques spongines donnent un chiffre inférieur à 300 

(Tableau 5 ) .  Cette valeur faible pourrait être le reflet d'une 

contamination par une protéine non collagénique plutôt que d'une 

absence de clivage des extensions peptidiques du procollagène. 

Nous avons en effet noté que dans les formations contenant moins 

de 300 résidus glycrne, des fragments de la matrice extracellulaire 



ont été observés, inclus au milieu des microfibrilles de spongine. 

Nous avons de plus retrouvé dans les collagènes des Eponges les 

deux principaux types de liaisons covalentes intermoléculaires 

décrits dans les collagènes de Vertébrés et représentés sous 

formes réduites par la dihydroxylysinonorleucine et l'hydroxy- 

lysinonorleucine. 

Nos connaissances actuelles ne nous ont pas encore permis d'isoler 

et donc de caractériser les chaînes a des formations collagéniques 

des Eponges, aussi, seules les différences notées dans leurs 

compositions en acides aminés et observées dans leur aspect 

morphologique, permettent quelques remarques. En effet, le colla- 

gène extracellulaire se distingue significativement des Spongines 

parsesteneurs plus élevées en thréonine et sérine, et plus faibles 

en hydroxylysine + lysine. Ces résultats laissent supposer des 
modèles transcriptionnels différents pour ces deux molécules. 

Les compositions en acides aminés du filament d'rrcinia et des 

fibres de Spangine sont par contre extrêmement voisines et pour- 

raient supporter l'hypothèse de l'existence d'un même type de 

collagène dans ces for~fiations particulisres aux Eponges. 

Les différences notées dans les degrés d'hydroxylation de la lysine 

et de glycosylation de l'hydroxylysine proviennent par contre de 

mécanismes enzymatiques post-transcriptionnels et pourraient 

apporter une explication aux différences ultrastructurales et 

morphologiques observées entre les formations collagéniques de 

1 ' Eponge . 



Il reste aussi à souligner la grande parenté de la composition 

chimique des collagènes dlEponge avec les collagènes des membranes 

basales de Mammifères qui sont bien moins structurés. Cette 

parenté ressort essentiellement des taux d'hydroxylation et de 

glycosylation élevés, de l'importance de la teneur en 3-hydroxy- 

proline et en cystéine. Il semble que le temps pendant lequel les . 

chaînes polypeptidiques des procollagènes en formation sont 

exposées à l'action des hydroxylases et glycosyltransférases soit 

un facteur qui pourrait expliquer l'importance des résidus hydroxylés 

et glycosylés dans le collagène dlEponge comme dans le collagène 

des membranes basales. Cependant, les facteurs qui limitent 

llhydroxylation et la glycosylation du collagène sont probablement 

complexes,et,impliquent les activités relatives des prolyl- et 

lysylhydroxylases et les concentrations relatives des substrats 

et cofacteurs dans les mêmes compartiments des cellules. 



CHAPITRE IV 

LES COKPOSANTS NON COLLAGEN IQUES 



1 - PRESENCE DES GLYCOPROTÉINES DE STRUCTURE DANS LA MATRICE 

INTERCELLULAIRE D E S  ÉPONGES 

Dans une première approche, il nous a  paru  i n t é r e s s a n t  de démontrer 

l a  présence des  g lycoproté ines  de s t r u c t u r e  dans l a  mat r ice  i n t e r -  

c e l l u l a i r e  des  éponges. La méthode de fractionnement chimique, 

généralement u t i l i s é e  dans n o t r e  l a b o r a t o i r e  pour e x t r a i r e  les 

d i f f é r e n t e s  macromolécules de l a  trame conjonct ive  des  t i s s u s  de 

v e r t é b r é s ,  e t  c o n s i s t a n t  à employer du TCA chaud pour é l iminer  l e  

co l lagène  e t  de  l ' u r é e  8M pour ço lubLl i se r  l e s  g lycoproté ines  de 

s t r u c t u r e  (Robert e t  Dische, 1963),  a é t é  adaptée au t i s s u  spongia i re  

Les morceaux d'éponges congelées son t  l a v é s  dans de l ' e a u  d i s t i l l é e ,  

e t  les macromolécnles de l a  mat r ice  i n t e r c e l l u l a i r e  s o n t  d i s p e r s é e s  

s o i t  p a r  d i g e s t l o n  enzymatique, s o l t  p a r  l e  dodécyl -su l fa te ,  comme 

pour l ' e x t r a c t i o n  du col lagène  (cf Chapi t re  III) .  

Après cent r iSuqat ion  à f a i b l e  v i t e s s e  (5000 g ) ,  l e  surnageant ,  

matntenu dans un ba in  de g lace  fondante,  est a c i d i f i é  avec de 

l ' a c i d e  acé t ique  à l a  concent ra t ion  f i n a l e  de  4 %. L e  co l lagène  

et  l e s  g lycoproté ines  c o p r é c i p i t e n t  immédiatement. L e  p r é c i p i t é  

c e n t r i f u g é  e s t  soumis à deux e x t r a c t i o n s  dans l ' a c i d e  t r i c h l o r a -  

c é t t q u e  EL 5 % à 90°C pendant 15 minutes. L e  co l lagène  p a r t i e l l e m e n t  

hydrolysé passe  en s o l u t i o n ,  L e  r é s i d u  i n s o l u b l e  c o n t i e n t  l e s  

g lycopro té ines  de s t r u c t u r e ,  q u i  sont  di .ssoutes dans l ' u r é e  8M à l a  

température du l a b o r a t o i r e  (Robert e t  Pa r l ebas ,  1965 ; Robert e t  

Robert, 1967  ; TLmpl e t  c o l l , ,  1968, 1 9 6 9 ) .  L a  p répara t ion  e s t  



e n s u i t e  r é d u i t e  e t  a l k y l é e  (Chapi tre  V I ,  No 4 ) .  

Deux espèces d'éponges o n t  é t é  soumises à un t e l  t r a i t e m e n t  : 

Suberites massa e t  Ircinia variabilis. Une c a r a c t é r i s a t i o n  p a r t i e l l e  

des  e x t r a i t s  urée a  é t é  e f fec tuée .  

En é lec t rophorèse  s u r  bandes de  c e l l o g e l  (Figure 2 0 / ~ ) ,  l e s  e x t r a i t s  

u rée  de Suberites e t  Ircinia migrent approximativement à l a  v i t e s s e  

de  l 'a lbumine de sérum humain, en  une l a r g e  bande. 

Par  con t re ,  en é l ec t rophorèse  s u r  g e l  d 'acrylamide ( 7  % )  en présence 

de SDS 1 %, l a  majeure p a r t i e  des g lycoproté ines  reste au sommet 

du g e l  (Figure 2 0 / B ) .  La p e t i t e  f r a c t i o n  q u i  pénè t re  dans l e  g e l  

donne deux ou t r o i s  handes p l u s  ou moins d i f f u s e s  dans les zones 

de migrat ion de l 'a lbumine de  sérum de boeuf e t  de  l 'ovalbumine. 

La f i l t r a t i o n  s u r  Bioqel P300 confirme c e s  r é s u l t a t s  (Figure 2 1 ) .  

Les l i m i t e s  d 'exc lus ion  e t  de  fractionnement données pour ce  g e l  

s o n t  400,000-600,000, L e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  des  e x t r a i t s  urée  de  

Suberites e t  Ircinia montrent t r o i s  p i c s ,  Le premier a p p a r a î t  dans 

l e  volume d'exclusPon, soul ignant  l a  présence de  p r o t é i n e s  ou 

d 'qgréga t s  p ro te in iques  de poids  molécula i res  é l evés .  Viennent 

e n s u i t e  deux p2cs de  moindre importance assez  mal séparés ,  mais 

nettement r e t enus  dans l e  g e l ,  

La composftTon en a c i d e s  aminés des e x t r a i t s  u rée  e t  des  t r o i s  

f r a c t i o n s  obtenues p a r  f i l t r a t i o n  s u r  Biogel P300 de  l ' e x t r a i t  



Serum S u b e r i t e s  l r c i n i a  

- LYS 

Figure 20 

A/ Electrophorèse -sur cellogel en tampon barbital pH 8,6 du 

sérum humain et de l'extrait urée de Suberites et d'lrcinia. 

B/ Gel d'acrylamide en SDS de l'extrait urée de Suberites. 





urée de Suberites a été établie (Tableau 10). Les résultats donnés 

pour les extraits urée de Suberites et Ircinia, ainsi que ceux 

obtenus à partir des pics 1 et II de Suberites, sont très comparables 

Le pic III se distingue essentiellement des précédentes fractions 

parunediminution de l'acide aspartique, des thréonine et de sérine 

et de la cystine, une augmentation de l'alanine, de la leucine, de - 

la lysine et de l'histidine. Ce pic de faible poids moléculaire 

contient vraisemblablement les peptides libérés au cours du violent 

traitement dans l'acide trichloracétique chaud. Des liaisons 

peptidiques labiles sont probablement hydrolysées (Wolff et coll., 

1971), particulièrement les liarsons aspartyle et sSryle, qui sont 

aisément clivées (Witkop, 1961) . 

Certains auteurs ont montré que les liaisons peptidiques comprenant 

l'acide aspartique (Schultz, 1967), les çérine et thréonine (Iwai 

et Arido, 1967), sont acido-labiles. Comme les glycoprotéines étudiées 

ont une teneur élevée en ces acides aminés (environ 220 résidus 

pour 1000, cf Tableau l a ) ,  l'exposition à un acide chaud ne peut 

lalsser ces glycoprotéines dans leur état natif. Il est d'ailleurs 

rntéressant de noter que, contrairement aux autres protéines - 
corne par exemple le collagène - plus ces glycoprotéines seront 
dénaturées, dégradées les acides, plus leur insolubilité aug- 

mentera. Leur tendance à se polymérkser, à former des agrégats, 

sera très forte. La réduction et l'alkylation des ponts disulfure 

ne sufftra pas à les dissocier, comme le montre la filtration sur 

gel d'agarase et l'électrophorèse en gel d'acrylamide (Figs 20 et 21) 



Composition en acides aminés des extraits urge d'Ircinia et de Subérites et des 

fractions obtenues par gel filtration. 

S u b e r i t e s  

Acide Glutamique 

Methionine 

Isoleucine 

Phenylalanine 



Comparée à l a  composition en a c i d e s  amines des  g lycoproté ines  

préparées  à p a r t i r  de  quelques t i s s u s  c o n j o n c t i f s  d ' I n v e r t é b r é s  e t  

de  Vertébrés ,  l a  composition en a c i d e s  aminés des  e x t r a i t s  u rée  

d'éponges est t r è s  s i m i l a i r e .  Le Tableau 11 donne une es t ima t ion  

c h i f f r é e  de l ' a n a l o g i e  de  l a  composition en ac ides  aminés de  nos 

p répara t ions  e t  de c e l l e s  obtenues à p a r t i r  de d i f f é r e n t s  t i s s u s .  

L e s  va leur s  obtenues ne dépassent guère 50  e t  soul ignent  l a  

s t a b i l i t é  de  l a  composition en a c i d e s  aminés t o u t  au  long de  

l ' é c h e l l e  phylogénétique.  

La t eneur  e t  l a  composition en g luc ides  des  e x t r a i t s  urée  d'éponges -- 
son t  résumées dans l e  Tableau 1 2 ,  L e s  deux e x t r a i t s  cont iennent  

des  q u a n t i t é s  re la t ivement  import.antes d 'hexoses e t  dthexosamines. 

La glucosamine e s t  l e  composant e s s e n t i e l ,  e t  l a  galactosamine 

e x e s t e  seulement à l ' é t a t  de t r a c e s .  Les compositions en o s e s ,  

des g lycoproté ines  d e s  deux éponges, r é v é l é e s  par  chromatographie 

s u r  couche mince, s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s ,  Les mêmes composants 

son t  p résen t s  mais l e u r s  t eneurs  s o n t  v a r i a b l e s .  L 'a rabinose  n ' a  

pas  pu e t r e  r évé lé  à p a r t i r  des  e x t r a r t s  Suberites. 

Le chauffage dans l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e  hydrolyse l e s  r é s i d u s  

d ' ac rdes  s i a l2ques  (Jioczar e t  Robert, 1 9 7 0 )  . .D'autres  r é s i d u s  

g luc id iques  s o n t  vraisemblablement hydrolysés  après  un t e l .  t r a i t e -  

ment. 

AussA, ayant  acquis  chez l e s  éponges, premiers  ê t r e s  m u l t i c e l l u l a i r e s ,  

une preuve su f fPsan te  de l a  présence de  g lycoproté ines  de  s t r u c t u r e  

comparables à c e l l e s  q u i  o n t  é t é  i s o l é e s  à p a r t i r  de  d i f f é r e n t s  



TABLEAU 11 

Eskimation du c o e f f i c i e n t  d ' ana log ie  ( d ' a p r è s  Marchalonis e t  Weltman, 1971) de l a  composition 

en ac ides  aminés des  e x t r a i t s  urée  d'Eponge comparée à c e l l e  des  g lycoproté ines  de s t r u c t u r e  

de t i s s u s  c o n j o n c t i f s  d ' I n v e r t é b r é s  e t  de Vertébrés .  

+ Moczar e t  Moczar (1976) 

++ Katzman (1972) 

+++ Robert e t  Comte (1968) 

++++ Junqua e t  c o l l .  (1974) 

L e  c o e f f t c f e n t  d ' ana log ie  est c a l c u l e  en f a i s a n t  l a  somme des  c a r r é s  des  d i f f é r e n c e s  e n t r e  les 

Glycoprotéines 
d ' Eponge 

Suberites massa 

Ircinia variabilis 

b 

v a l e u r s  de  chaque ac ide  m z n é  des  deux p r o t é i n e s  comparées. 

Collagène 
i n t e r c e l -  

l u l a i r e  l 

d w P r c i n i a  1 
++++ 

707 

658 
1 

I r c i n i a  

5 

G l y c o ~ r o t é i n e s  d ' I n v e r t é b r é s  e t  de Vertébrés  

Seiche 
+ 

5 1 

4 6  

Anémone 
de mer 

++ 

39 

31 

a o r t e  
de porc 

+++ 

28 

2 3  

a o r t e  
humaine 

+++ 

35 

29 

C a r t i l a g e  
de veau 

+++ 

54 

45  

Cornée 
de  veau 

+++ 

32 

18 





tissus conjonctifs de vertébrés, nous avons recherché une méthode 

d'isolement spécifique évitant tout agent hydrolytique et conservant 

les glycoprotéines dans un état aussi proche que possible de leur 

état natif. 

2 - ISOLEMENT DES COMPOSANTS NON-COLLAGÉN 1 QUES 

L'extraordinaire insolubilité du collagène interstitiel de la 

trame conjonctive des éponges est un caractère qui prend toute son 

importance dans l'isolement des constituants non colla~éniques. 

L'élimination du collagène va en être grandement facilitée. 

Les différentes étapes de fractionnement, le choix des agents 

Zoniques et dissociants, sont des facteurs déterminants dans la 

séparation des macromolécules d'une trame conjonctive. Nous nous 

~ropasons de décrire le processus d'extraction et de purification 

chois?, d'en expliquer, puis discuter les différentes étapes. 

A - DESCRIPTION DE LA METHODE D'ISOLEMENT (Figure 22) 

Elle s'inspire de celle utilisée pour l'isolement du collagène 

(cf Chapitre III, l / B ) ,  mals quelques modifications ont été appor- 

tées dans le but d'améliorer la purification et d'éviter toute 

dégr8datAon hydrolytgque des glycoprotéines. 



Figure 22  

Schéma d'extraction des constituants non-collagéniques de s p o n g i a  

MORCEAUX D'ÉPONGES BROYÉS DANS 

( 0,01P EDTA PH Q , O  

1 0,OZ X N3Nn ET 0,001 X DFP 
FILTRAT ION - CENTRI FUGATION 
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I 
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I 
i 

SURNAGEANT 

1 
L O J - M  EDTA 

+ TAMPON EDTA 0, @ln Nn2S406 

1 % SDS 
~!-i 8,0 AJUSTÉ AVEC NAOH 

-t MÉTHANOL 70 % FINAL 

i----- 
I 

SURNAGEANT 
1 

PRECIPITÉ 

+ TAMPON EDTA 
ULTRACENTRIFUGATION 



L'éponge congelée e s t  coupée en morceaux, rapidement décongelée 

et lavée  dans de l ' e a u  d i s t i l l é e  à 4'C. Un broyage de  10 minutes 

est a u s s i t ô t  e f f e c t u é  à l ' a i d e  d 'un Omnimixer S o r v a l l ,  maintenu 

dans un bain d e  g lace  fondante. C e t t e  opéra t ion  e s t  r é a l i s é e  

dans un "tampon EDTA" 0,OlM à pH 8 contenant  du t é t r a t h i o n a t e  de 

sodium (0,01M), du f luorophosphate  de  d i i sopropy le  (0,001 % )  e t  

de l ' a z i d e  de  sodium ( 0 , 0 2  % ) .  

Le mélange obtenu e s t  f i l t r é  s u r  gaze de nylon e t  c e n t r i f u g é  à 

5000 g  pendant 20 minutes. Les f i b r e s  de  Spongine, l a  boue, des  

matérraux é t r a n g e r s  comme l e s  g r a i n s  de  s a b l e ,  s o n t  a i n s i  é l iminés.  - 
L e  surnageant maintenu à 4OC e s t  a c i d i f i é  avec de l ' a c i d e  acé t ique  

à l a  concent ra t ion  f i n a l e  de 4 %. Le col lagène e t  l e s  g lycoproté ines  

copréc ip i t en t  Immédiatement e t  s o n t  c e n t r i f u g é s  à f r o i d  pendant 

10 mtnutes, L e  surnageant e s t  é c a r t é  e t  l e  p r é c i p i t é  est d i s s o u s  

à l a  température du laboratoRre,  sous a g f t a t i o n ,  dans l e  "tampon 

EDTA" auquel est a j o u t é  1 % d e  SDS, Le pH e s t  r é a j u s t é  à 8 ,0 ,  Une 

seconde é tape  de p u r i f i c a t i o n  par p r é c i p i t a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  en 

a j o u t a n t  à l a  suspens3on macromoléculaire du méthanol à l a  concen- 

t r a t z o n  f i n a l e  de 70 &. Après centrifugation e t  remise en suspension 

dans du "tampon EDTA" contenant  1 % de SDS, l e  col-lagène e s t  

u l t r a c e n t r l f u g é  à 50.000 g pendant 30 minutes. Le surnageant  

c o n t l e n t  l e s  g lycoproté ines ,  qu2 s o n t  r é d u i t e s  en présence d 'un 

l a r g e  excès de  2-mercaptoéthanol e t  a l k y l é e s  avec de  l ' iodoacétamide 

(cf  Chapitre V I ,  NP 4 ) ,  La prépara t ron  e s t  concentrée dans une 

c e l l u l e  f i l t r a n t e  Amicon équipée d'une membrane PM 10. 



Une f i l t r a t i o n  s u r  Sepharose 4B de c e t t e  p répara t ion  (colonne 5 c m  

x 80 cm) e s t  e f f e c t u é e  à l ' é c h e l l e  p répara t ive  e t  l ' é l u t i o n  e s t  

r é a l i s é e  avec un tampon EDTA 0,OlM pH 8,O contenant  0 , l  % de SDS, 

Le p r o f i l  d ' é l u t i o n  des  g lycoproté ines  montre t r o i s  p i c s  bien 

séparés  (Figure  23),Le premier,  de  f a i b l e  importance, s e  s i t u e  

dans l e  volume d 'exc lus ion  de  l a  coionne. Son haut  poids molécu- 

l a i r e ,  l a  présence d 'hydroxyprol ine ( 2  à 5 % ) ,  suggèrent  une 

agrégat ion  macromoléculaire de  col lagène e t  de  g lycoproté ines  

fortement a s soc iés .  Ce p i c  s e r a  é c a r t é  sans mener p l u s  l o i n  son 

étude. .. 

Le second p i c ,  d 'une importance majeure, c o n t i e n t  l ' e s s e n t i e l  d e s  

g lycoproté ines .  Aucune t r a c e  d 'hydroxyproline n ' a  pu ê t r e  déce lée  

dans c e t t e  f r a c t i o n  pa r  nos méthodes de dosage. L'hypotilèse d 'une 

contamination col lâg6nique peut  donc ê t r e  é c a r t é e .  Ce p i c ,  

r ep résen tan t  p l u s  de 80 % de l a  f r a c t i o n  pro té in ique  séparée du 

col lagène par  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en présence de SDS, s e r a  spécia-,  

lement é tud ié .  

L e  d e r n i e r  pTc s e  s i t u e  en f i n  de colonne e t  correspond à des 

pep t ides  de faTble poids molécula i re  ( <  10.000) .  En e f f e t ,  c e  p i c  

e s t  fortement diminué e t  même à peu p r è s  supprimé pa r  f i l t r a t i o n  

s u r  une membrane Amicon PM 10 (zone de  r é t e n t i o n  un peu supér i eu re  

à 10.000). I l  ne r e t i e n d r a  pas  davantage n o t r e  a t t e n t i o n .  



Fi,gure 2 3  : F i l t r a t i o n  s u r  colonne de Sepharose 4 B  ( 5  x  80 c m )  de  - 
l ' e x t r a i t  EDTA u l t r a c e n t r i f u g é  de  Spongia. E l u t i o n  : tampon EDTA 

C J , l M ,  pH 8.0 contenant  0 , l  % de SDS et 0,002 % N j N a .  



B - PROTEASES TISSULAIRES 

11 n e  f a i t  p l u s  de  d o u t e  maintenant  que les t i s s u s  c o n j o n c t i f s  

c o n t i e n n e n t  d e s  enzymes - t e l l e s  que d e s  p r o t é a s e s  e t  d e s  g lyco-  

s i d a s e s  - q u i  peuvent dég rade r  les g l y c o p r o t é i n e s  au  cou r s  d e  l e u r  

e x t r a c t i o n .  

Woessner (1973) a démontré l a  présence  d e  c a t h e p s i n e  D dans  les 

t i s s u s  c o n j o n c t i f s  e t  son a c t i v i t é  p r o t é o l y t i q u e  r a p i d e  s u r  un 

complexe p ro t é ine -po lysaccha r ide  à pH 5. L e  pH optimum de  ce t te  

enzyme se s i t u e  e n t r e  3 e t  4 ( B a r r e t t ,  1970) .  

L a  c a t h e p s i n e  D a é t é  i d e n t i f i é e  dans  l a  peau de  l a p i n  p a r  Lazarus  

e t  Dingle  (1974) ,  q u i  obse rven t  une l i g n e  d e  complète i d e n t i t é  

e n t r e  les e x t r a i t s  b r u t s  d e  peau e t  l a  c a t h e p s t n e  D p u r i f i é e  à 

p a r t L r  du f o i e ,  

La présence  d ' a u t r e s  p r o t é a s e s  lysosornales comme les c a t h e p s i n e s  

BI, B2 e t  E ,  q u i  o n t  a u s s i  d e s  pH optima a c i d e s ,  n ' a  p a s  enco re  

é t é  démontrée e x t r a c e l l u l a i r e m e n t ,  

Woessner (1973) no te  a u s s i  une dégradatLon d e s  p r o t é i n e s  à pH 7,2 

quf n ' e s t  p e u t - ê t r e  pas à imputer  à 18 c a t h e p s i n e  D (complètement 

fnactf ive à c e  pH), mqis  quf p o u r r a l t  ê t r e  due à l a  con tamina t ion  

d ' une  p r o t é a s e  n e u t r e ,  Lazarus  et Barret t  (1974) e x t r a i e n t  d e  l a  

peau de l a p r n ,  en  p r é s e n c e  d e  K C 1  l M I  une enzyme a c t i v e  à pH n e u t r e  

( p H  optimum 7 , 5 ) ,  Ce l l e - c i  n ' e s t  p a s  2nhibée p a r  l e  f luorophospha te  

d e  d$Lsopropyle, 1 'EDTA ou l e s  r é a c t i f s  b loquant  les r é s i d u s  t h i o l .  



Benya et col1 (1973) retrouvent encore, après extraction avec des 

solutions salines, une activité protéasique dans les résidus 

insolubles de la muqueuse palatine de lapin et de la peau de rat. 

Cette activité est mise en évidence par incubation avec un substrat 

marqué (Peterkofsky et Diegelmann, 1971). Elle n'est pas inhibée 

.par le chlorure de phénylméthylsulfonyle, la tosyllysylchlorométhyl- 

cétone, la N-éthylmaléimide, mais peut être supprimée par chauffage 

à 80°c pendant 15 minutes. 

L'extraction et l'isolement des glycoprotéines de la trame conjonc- 

tive des éponges étant effectuée dans un tampon EDTA à pH 8,0, 

la dégradation par des protéases, qui ont un pH optimum acide, 

est minime, 

Mais toute activité protéolytique ne pouvant être exclue, les 

extraits d'éponges ont été testés par diffusion radiale dans un 

gel d'agarose 1 % contenant 0,s % d'hémoglobine (Schumarcher et 

Schtill, 1971). Pendant 4 heures à 37'~ dans le tampon EDTA 0,OlM 

pH 8,0, contenant 0,l % de SDS, des zones de lyse ont été obtenues 

avec nos préparatrons (Figure 24) . Le 2-mercaptoéthanol (0,lM) et 
le d$tUothréitol (0,OlM) n'inhibent pas l'activité protéolytique 

et semblent même la st2muler. L'lnhiblteur de la trypsine obtenu 

à partfr du soja et le DFP n'entraînent aucune inhibition. Par 

contre, l'iodacétamide, le chlorure de zinc ou de mercure empêchent 

la formation des zones de lyse. 

Le propos de ce travakl n'étant pas l'étude des protéases extra- 



Frgure 24 : Zones de lyse obtenues par diffusion radiale dans 

un gel d'agarose contenant 0,5 %.d'hémoglobine d'un extrait EDTA. 

de s p o n g i a ,  seul en (l), puis en présence de 2-mercaptoéthanol (S), 

de l'rnhibiteur de la trypsine du Soja (3) , de DFP (4) , d'iodo- 
acétamide ( 5 ) ,  de drthiothréitol ( 6 ) ,  de chlorure de zinc (7) et 

de chlorure de mercure (8). 



c e l l u l a i r e s  d e s  éponges, nous n 'avons pas mené p lus  l o i n  c e s  

i n v e s t i g a t i o n s .  Dans l e s  e x t r a i t s  de  Spongia, l a  présence d 'une 

enzyme contenant  un groupe t h i o l  dans son s i t e  a c t i f  ne pouvai t  

pour tan t  p l u s  ê t r e  ignorée.  Dès ].es premières é t apes  des  ex t rac -  

t i o n s  l a  n é c e s s i t é  d ' i n h i b e r  son a c t i v i t é  s 'es t  imposée. Le p l u s  

simple é t a i t  de  bloquer s e s  groupes SH l i b r e s .  Du t é t r a t h i o n a t e  

de  sodium (Arnon, 1970 ; Liener  e t  Friedenson, 1970) a  donc é t é  

a j o u t é  aux s o l u t i o n s  d ' e x t r a c t i o n ,  permettant  a i n s i  d ' a t t e n d r e  

l a  réduct ion  e t  l ' a l k y l a t i o n  des g lycoproté ines  pour bloquer de 

façon i r r é v e r s i b l e  l ' a c t i v i t é  de  l a  pro téase .  

C - BACTERIES ASSOCIEES 

Les t i s s u s  d 'un grand nombre de  Spongiaires  cont iennent  des  

b a c t é r i e s  (Lévi e t  Por te ,  1962) .  L'importance de  c e s  popula t ions  

bac té r i ennes  chez c e r t a i n e s  espèces a  é t é  soul ignée  (Lévi e t  Lévi,  

1965 ; Bertrand e t  Vacelet ,  1971).  

Les b a c t é r i e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  peu nombreuses sont  s o i t  à l ' i n t é -  

r i e u r  de l ' enveloppe  nuc léa f re  des  "bac té r iocy tes"  (Vacele t ,  1 9 7 0 ,  

1975),  s o i t  dans l e  cytoplasme d e s  c e l l u l e s  sphéruleuses  (Bertrand 

e t  Vacelet ,  1971).  

Les bactérEes e x t r a c e l l u l a k r e s  s o n t  nettement p l u s  nombreuses e t  

peuvent r e p r é s e n t e r  chez c e r t a i n e s  éponges cornées au moins l e  t i e r s  

du volume b o t a l  de l'anLma1. Bertrand e t  Vacelet  (1971) c a l c u l e n t ,  

pa r  micrographtes  é l ec t ron iques  s u r  coupes de  t i s s u s  de  deux espèces 

du genre ~ e r o n g i a ,  que l e s  b a c t é r i e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  occupent 



38% du volume de matière vivante, alors que la substance inter- 

cellulaire représente 41 % de ce volume et que les cellules de 

l'éponge n'interviennent que pour 21 %.  Ces auteurs confirment aussi 

que l'abondance de ces bactéries n'est pas due à un artéfact de 

putréfaction après la récolte, mais représente un phénomène 

d'association constant, de symbiose. 

Des quantités comparables de bactéries sont observées dans d'autres 

éponges de la famille Spongiidae : Spongia officinalis, Hippospongia 

cornmunis, Cacospongia scalaris et différentes espèces dllrcinia. 

De plus, la microflore examinée dans toutes ces éponges présente 

des caractères très analogues. 

Comme l'ont souligné Lévi et Lévi (1965), I'importance de ces 

relations entre l'éponge et les bactéries a des conséquences 

pratiques non négligeables pour les études biochimiques, 

Des relations comparables à celles qui ex2stent avec les bactéries 

symb2otes ont été décrites entre les ti'ssus de l'éponge et les 

cyanophycées (Vacelet, 1971/b ; Sara, 1971), 

Deux opérqtions nous permettent d'affirmer que les bactéries et 

les cyanophycées, et simultanément d'ailleurs les cellules de 

l'éponge, sont élim2nées de nos préparations : la première, la 

plus ?mportante, est l'ultracentrifugation à 50.000 g pendant 30 

m$nutes, quL rassemble bactéries, cellules et débris divers dans un 

culot au-dessus duquel le collagène se dépose en formant un halo 



t r ans luc ide .  Ensui te ,  l e s  surnageants  contenant  l e s  g lycopro té ines  

b r u t e s  s o n t  r é u n i s  e t  u l t r a f i l t r é s  s u r  membranes Mi l l ipore  d 'un 

dfamètre de pore de Q,22 Pm, a s s u r a n t  a i n s i  une é l i m i n a t i o n  t o t a l e  

des  b a c t é r i e s  q u i  p o u r r a i e n t  encore ê t r e  présentes .  

Il n ' e s t  sans  doute pas exclu  pour a u t a n t  que des  subs tances  

d ' o r i g i n e  bac tér ienne  ne contaminent pas  nos p répara t ions  glyco- 

pro té in iques .  La ca rac té r i sa tLon  chimique e t  l ' é t u d e  immunologique 

de  c e s  d e r n i è r e s  vont nous permet t re  de répondre à c e t t e  ques t ion ,  

D e  p l u s ,  récemient ,  Wilkinson e t  c o l 1  (1978) i s o l e n t  de  d i f f é r e n t e s  

éponges, en p a r t i c u l i e r  de  spongia officinalis, des  b a c t é r i e s  

symbiotes q u ' i l s  c u l t i v e n t  in vitro s u r  membranes de  col lagène  

d'éponge. Ces au teurs  met tent  a l n s i  en évidence une d i g e s t i o n  de 

c e  col lagène i n s o l u b l e  p a r  les b a c t é r i e s  i s o l é e s  des  éponges. 
, . 

Au cours  d 'une première approche, nous avons examiné une a l i q u o t e  

du mPlleu de  c u l t u r e  l y o p h i l i s é  de  b a c t é r i e s  provenant de spongia 

offTcinal2s. Après élimLnatLan des  sels minSraux pa r  d i a l y s e  con t re  

un tampon EDTA 2 0  mM pH 8,O, t r a i t e m e n t  p a r  un d é t e r g e n t  e t  c e n t r i -  

fugat ion ,  nous avons doçé,en quantjltés f a i b l e s  mais é g a l e s ,  d e s  

p r o t é i n e s  (Chapi t re  V I ,  No 1) e t  d e s  s u c r e s  (NO 9/11). Actuellement 

l ' é t u d e  chimrque n ' a  pu être menée p l u s  l o i n  ( l a  chromatographie 

en phase gazeuse d e  l a  p a r t i e  g luc id ique  a  donné un diagramme 

d i f f i c i l e m e n t  f n t e r p r é t a b l e )  . Toute fo i s ,  aucune l i g n e  de  p r é c i p i t a -  

t i o n  n ' a  pu ê t r e  obtenue e n t r e  le  m i l i e u  d e  c u l t u r e  d i a l y s é  des  

Bac té r i e s  e t  un a n t b é r u m  ant i -g lycoproté ines  de  Spongia ( v o i r  

p lus  l o i n  paragraphe 8 ) ,  



D - C H O I X  DES SOLUTIONS TAMPONNEES 

Le pH d e s  s o l u t i o n s  r e v ê t  un c a r a c t è r e  e s s e n t i e l .  Nous avons vu 

précédemment q u ' i l  pouva i t  ê tre un d e s  f a c t e u r s  dé t e rminan t  l ' a c t i -  

v i t é  p r o t é o l y t i q u e  d e s  d i f f é r e n t e s  p r o t é a s e s  s u c e p t i b l e s  de 

dégrader  les macromolécules d e s  t i s s u s  c o n j o n c t i f s  au  c o u r s  de  

l e u r  e x t r a c t i o n .  

Les s o l u t i o n s  d ' e x t r a c t i o n  à pH a c i d e  ne  conviennent  p a s  aux 

g l y c o p r o t é i n e s  de  s t r u c t u r e .  Nous savons en  e f f e t  que ces d e r n i è r e s  

s o n t  i n s o l u b l e s  dans  l e s  a c i d e s ,  l ' u t i l i s a t i o n  de  cet te  p r o p r i é t é  

a y a n t  u l t é r i e u r e m e n t  permis  de  les s é p a r e r  du c o l l a g è n e  p a r  chauf fage  

dans  l ' a c i d e  t r i c h l o r a c é t i q u e ,  Nous avons n o t é  que les  çlycopro-  

t é i n e s  d'Eponge en s o l u t i o n  commençaient à p r é c i p i t e r  l o r s q u e  l e  

p H  a t t e i g n a i t  6,O. E l l e s  s o n t  p a r  c o n t r e  t r è s  s o l u b l e s  en m i l i e u  

a l c a l i n ,  e t  un pH de  8,O a  é t é  d é f i n i t i v e m e n t  c h o i s i  pour  t o u t e s  

nos  s o l u t i o n s  d ' e x t r a c t i o n  e t  de  s é p a r a t i o n .  

% 

L ' u t t l i s a t i o n  de  1 ' E D T A  a pa ru  e s s e n t i e l l e .  Sa p o s s i b i l i t é  de  

complexer les c a t i o n s  b i v a l e n t s ,  comme l e  calc ium e t  l e  f e r ,  a 

f a v o r i s é  l a  d i s s o c i a t i o n  d e s  macromolécules. Une con f i rma t ion  en 

es t  appor t ée  F igure  25, Le b o r a t e  es t  u t i l i s é  à l a  p l a c e  de  l l E D T A  

au  même pH e t  avec l a  m ê m e  c o n c e n t r a t i o n  de  SDS pour l ' e x t r a c t i o n  

e t  l a  f i l - t r a t i o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  s u r  Sepharose 4B. L e  p r o f i l  

d ' é l u t f o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  (F igu re  25/A) montre un premier  p i c  

d e  f aLb le  importance s i t u é  au n iveau  du volume d ' e x c l u s i o n  de l a  

colonne,  L e  p i c  s u i v a n t ,  q u i  c o n t i e n t  les g l y c o p r o t é i n e s ,  est 

t o u j o u r s  t r è s  impor tan t ,  mais ,se s l t u e  Iïméd$.atement a p r è s  l e  

p remier ,  a s sez  m a l  s épa ré  d e  c e l u i - c f ,  I l  e s t ,  d e  p l u s ,  l a r g e  e t  





t r è s  é t a l é .  Les  f r a c t i o n s  d e  c e  p i c  son t  r é u n i e s ,  concen t r ées  e t  

d i a l y s é e s  c o n t r e  du tampon EDTA 0,OlM pH 8 con tenan t  0,l % de SDS, 

p u i s  pas sées  s u r  une co lonne  de Sepharose 4B é q u i l i b r é e  e t  é l u é e  

avec l e  tampon EDTA. L e  p i c  d ' é l u t i o n  des  g l y c o p r o t é i n e s  e s t  

net tement  r e t a r d é  e t  beaucoup p l u s  é t r o i t  (F igu re  25/B) . Il- i n d i q u e  

un p o i d s  mo lécu la i r e  p l u s  f a i b l e  e t  p l u s  homogène que c e l u i  obtenu 

en présence  d e  bo ra t e .  

Un a u t r e  f a c t e u r  impor t an t  est  l ' o u v e r t u r e  d e s  p o n t s  d i s u l f u r e  q u i  

s e  forment e n t r e  les r é s i d u s  c y s t é i n e  de  l a  p a r t i e  pep t i t i ique  d e s  

g lycopro té ines .  En l ' a b s e n c e  d ' a g e n t s  r é d u c t e u r s ,  au cou r s  de  

l ' e x t r a c t i o n  e t  de l a  f i l t r a t i o n  s u r  colonne de  Sepharose 4 B ,  on 

o b t i e n t  l e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  montré s u r  l a  F igu re  26/A. L e  p i c  

d ' é l u t i o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  e s t  l a r g e  e t  hé té rogène .  Une incuba- 

t i o n  p r é a l a b l e  de  l a  p r é p a r a t i o n  g lycopro té in ique  e n  présence  de  

2-mercaptoéthanol 0,lM à 50°C pendant  1 heure  permet d e  r e t r o u v e r  

(F igure  26/B) l e  diagramme d ' é l u t i o n  s u r  Sepharose 4 R  precédemrnent 

d é c r i t  ( F i g u r e  23)  . 

Une r éduc t ion  e t  une a l k y l a t i o n  p r é a l a b l e s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

o f f r e n t  l ' a v a n t a g e  d ' é v i t e r  l ' a d d i t i o n  de  mercaptoéthanol  dans  

l e  tampon d '  élutAon. 



F i g u r e  2 6  : F i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e  de  S e p h a r o s e  4 B  de l a  f r a c t i o n  

n o n - c o l l a g é n i q u e  d e  S p o n g i a  d a n s  un tampori EDTA (0,OlM p H  8,O) 

c o n t e n a n t  0,02 8 d e  SDS ( s a n s  r é d u c t i o n  e t  a l k y l a t i o n )  . 
A/ N e  c o n t e n a n t  p a s  de 2 - m e r c a p t o é t h a n o l .  

B/ C o n t e n a n t  d u  2 - m c r c a p t o 6 t h a n o l .  



Le SDS e s t  un e x c e l l e n t  agen t  de d i s s o c i a t i o n  molécu la i r e .  Son 

u t i l i s a t i o n  a permis une e x t r a c t i o n  e t  un i so lement  s a t i s f a i s a n t s  

de g l y c o p r o t é i n e s  de  S p o n g i a .  Mais les é t u d e s  irnrnunologiques 

e t  les f rac t ionnements  p a r  chromatographie d ' a d s o r p t i o n  ou 

d ' a f f i n i t é  donnent des r é s u l t a t s  ambigus en présence  de  SDS, Son 

é l i m i n a t i o n  d e s  p r é p a r a t i o n s  est donc n é c e s s a i r e  a v a n t  d ' e n t r e -  

p rend re  de t e l l e s  i n v e s t i g a t i o n s .  

A f r o i d  (4-7OC), l e  SDS est t r è s  peu s o l u b l e  e t  c r i s t a l l i s p .  Une 

f r a c t i o n  impor tan te  p e u t  a i n s i  ê t r e  s épa rée  d e s  s o l u t i o n s  r e f r o i -  

d i e s  p a r  s imple  f i l t r a t i o n  s u r  coton d e  v e r r e .  Une d i a l y s e  en 

D i a f l o  ou en s a c  de  d i a l y s e  c o n t r e  un tampon à pH 8,O permet d e  

compléter  son é l i m i n a t i o n .  Mais e l l e  es t  longue e t  souvent  

i n s u f f i s a n t e  . 

Un passage s u r  un échangeur d ' a n i o n s  (WEBER e t  KVTE!?, 1971) , l e  

Dowex AGI-X2(200-400 mesh) a permis d e  se d é b a r r a s s e r  p l u s  

compl-ètement du SDS contenu dans  les p r é p a r a t i o n s  p u r i f i é e s  s u r  

colonne de Sepharose 4B. L a  r é s i n e  es t  é q u i l i b r é e  e t  é l u é e  avec 

un tampon t r i s  a c é t a t e  0,05M pH 8,O. Après d i a l y s e  c o n t r e  ce 

tampon, 95 % d e s  g l y c o p r o t é i n e s  chargées  s u r  l a  colonne d e  Dowex 

ne s o n t  pas  r e t e n u s  e t  s o n t  é l u é s  avec l e  tampon de d é p a r t  

(F igu re  27) ,Une  f r a c t i o n  n é g l i g e a b l e  es t  obtenue en a j o u t a n t  au  

tampon du NaCl à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  0,4 M. L ' e s s e n t i e l  du SDS 

reste accroché s u r  l a  co lonne ,  



Dowex A g I x 2  

f r a c t i o n s  

Figure  2 7  : Profj.1 d ' é l u t i o n  s u r  Dowex AGI-= de l a  p r é p a r a t i o n  

non co l l agén ique  d e  s p o n g i a  p u r i f i é e  s u r  Sepharose 4R, dans un 

tampon t r 2 s  a c é t a t e  0,05M, p K  8,O. Après r e t o u r  à l a  l i g n e  de  base ,  

du NaCl à une c o n c e n t r a t i o n  mola i r e  c r o i s s a n t e  e s t  a j o u t é  au 

tampon d ' é l u t i o n .  



Randoux e t  c o l l .  (1976) s o n t  parvenus à s é p a r e r  p a r  chromatographie 

s u r  Dowex 1x2 deux sous -un i t é s  c o n s t i t u a n t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e  

s t r u c t u r e  o b t e n u s  p a r  e x t r a c t i o n  dans  l ' u r é e  8 M  du r é s i d u  inso-  

l u b l e  a p r è s  d i g e s t i o n  co l l agénas ique  du  derme de  l a p i n .  L a  s o l u t i o n  

de  g l y c o p r o t é i n e s  r é d u i t e s  e t  a l k y l é e s  a  é t é  f r a c t i o n n é e  s u r  une 

colonne de  Dowex 1x2 é q u i l i b r é e  avec un tampon phosphate  0 , l M  d e  

pH 7 , l  con tenan t  d e  l ' u r é e  8 M .  Une f r a c t i o n  g l y c o p r o t é i n i q u e  n ' é t a i t  

pas  f i x é e  s u r  l a  colonne.  U t i l i s a n t  un g r a d i e n t  l i n é a i r e  de  concen- 

t r a t i o n  en NaCl, une deuxième f r a c t i o n  a S t é  é l u é e  à l a  c o n c e n t r a t l o r  

d e  0,6M. C e s  deux g l y c o p r o t é i n e s  a v a i e n t  une masse molécu la i r e  

d ' env i ron  16.000 mais n ' a v a i e n t  pas  l e  même a c i d e  aminé N-terminal-. 

Les g l y c o p r o t é i n e s  d e  l ' éponge  ne  semblent  pas  c o n t e n i r  de  sous- 

u n i t é s  t r è s  a c i d e s ,  du type  de  c e l l e s  d é c r i t e s  p a r  !?andoux e t  c o l l  

(1976) dans  l e  derme de  l a p i n .  En e f f e t ,  en  a j o u t a n t  d e  l ' u r é e  8 M  

au tampon d ' é l u t i o n  e t  en  amenant son p H  à 7,1 ,  l a  chromatograpl-lie 

s u r  Dowex AGI-X2 d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e  S p o n g i a  n ' e s t  p a s  modi f iée  

( F i s u r e  2 7 ) .  Aucune f r ac tPon  s i g n i f i c a t i v e  en g l y c o p r o t é i n e s  n ' e s t  

é l u é e  en augmentant l a  c o n c e n t r a t i o n  en NaCl du tampon d ' é l u t i o n .  

L e  passage  de  nos  p r é p a r a t i o n s  d e  g l y c o p r o t é i n e s  s u r  colonne d e  

Dowex AGI-X2 a  donc é t é  e f f e c t u é  pour l e s  d é b a r r a s s e r  du SDS q u ' e l l e s  

con tena i en t .  C e t t e  é l i m i n a t i o n  est s u f f i s a n t e  e t  nous  a permis d e  

f r a c t i o n n e r  dans  d e  bonnes c o n d i t i o n s  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e  1'Eponge 

p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  e t  de  faAre que lques  é t u d e s  imrnuno- 

l og iques ,  



Nous avons a u s s i  t e n t é  d ' é l i m i n e r  l e  SDS p a r  é l e c t r o d i a l y s e  

(Tuszynski  e t  Warren, 1975) .  Mais nous n ' avons  pas  obtenu d e  

r é s u l t a t s  p l u s  s a t i s f a i s a n t s  que p a r  chromatographie s u r  Dowex 

et  cet te  technique  n ' a  p a s  é t é  r e t e n u e ,  

D e s  essais de  f r ac t ionnemen t  des  glycoconjuyués  de  1'Eponge o n t  

é t é  t e n t é s  s u r  colonne d ' h y d r o x y a p a t i t e .  La p o s s i b i l i t é  d ' e x é c u t e r  

ce t te  chromatographie en présence  d e  SDS nous a paru  s é d u i s a n t e  

(MOSS e t  Rosenbluii, 1972) .  Mais l e  manque d e  r e p r o d u c t i b i l i t é  d e s  

r é s u l t a t s  nous a condu i t e  à abandonner c e t t e  méthode. 

D e s  t e n t a t i v e s  de  s é p a r a t i o n  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  colonne de  

DEAE c e l l u l o s e .  - Des g r a d i e n t s  l i n é a i r e s  en c o n c e n t r a t i o n  de  NaCl 

o n t  é t é  u t i l i s é e s .  P u i s ,  pour décrocher  les p r o t é i n e s  for tement  

adsorbées ,  une s o l u t i o n  d e  NaOH 1 , O N  es t  pass6e  s u r  l a  colonne à 

l a  f i n  du g r a d i e n t ,  L a  r é c u p é r a t i o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  cha rgées  

s u r  l a  colonne é t a n t  t o u j o u r s  r e s t é e  i n f é r i e u r e  à 50 %, les  inves -  

t i g a t i o n s  n ' o n t  p a s  é t é  menées p l u s  l o i n  p a r  c e t t e  méthode. 

Le f rac t ionnement  d e s  g lycopro té ines  d e  s p o n g i a  a a l o r s  é t é  e n t r e p r i s  

s u r  l e c t i n e s  j ~ ~ n i i o b i l i s é e s  p a r  l i a i s o n  c o v a l e n t e  au Sepharose  4B. 



A - FRACTIONNE-NENT SUR ConA-SEPKAROSE 4B - .  

La Concanavaline A (ConA) de C a n a v a l i a  e n s i f o r m i s  est  une mé ta l lo -  

p r o t é i n e  d ' o r i g i n e  v é g é t a l e  q u i  r é a q i t  spécif iquement  avec c e r t a i n s  

s u c r e s ,  d e s  po lysaccha r ides  e t  d e s  g lycopro té ines .  C e s  r é a c t i o n s  

dépendent de  l a  p ré sence  de  ~ n ~ +  e t  ca2+ pour l a  fo rmat ion  d e s  

sites de  l i a i s o n  s u r  l a  ConA avec  les a-D-glucopyranosyles, a-D- 

mannopyranosyles e t  les r é s i d u s  g l u c i d e s  q u i  l e u r  s o n t  appa ren té s  

s té r iquement .  Les complexes q u i  en r é s u l t e n t  s o n t  d i s s o c i é s  p a r  

l e  méthyl a-D-glucopyranoside e t  l e  méthyl a-D-mannopyranoside 

(So e t  Go lds t e in ,  1967) , 

Svensson e t  c o l l ,  (1970) o n t  a u s s i  montré que l e  b o r a t e  de sodium 

i n h i b e  l a  p r é c i p i t a t i o n  d e s  po lysaccha r ides  p a r  l a  ConA. 

L'emploi d e s  l e c t i n e s  i n s o l u b i l i s é e s  pour i s o l e r  e t  é t u d i e r  les 

complexes s a c c h a r i d i q u e s  a é t é  i n s p i r é  p a r  l e s  r é s u l t a t s  d é j à  obtenus  

a u  moyen d e s  a n t i c o r p s  in-mobil isés pour i s o l e r  les a n t i g è n e s  (Silman 

e t  Ka tcha l sk i ,  1966) .  L a  méthode u t i l f s e  l a  c a p a c i t é  des l e c t i n e s  

f i x é e s  d ' a d s o r b e r  spécifLquement c e r t a i n s  glycoconjugués e t  l a  pos- 

s i b i l i t é  d e  les é l u e r  a isément  e t  e f f icacement  avec d e s  i n h i b i t e u r s  

d e  faAble p o i d s  mo lécu la i r e  à d e s  pH v o i s i n s  d e  l a  n e u t r a l i t é .  

La p r é p a r a t i o n  g lycopro té in ique  d e  SponaTa, p u r i f i é e  s u r  colonne de 

Sepharose 4B e t  d é b a r r a s s é e  du SDS, e s t  d i a l y s é e  c o n t r e  un tampon 

(TTA) t r is  a c é t a t e  20 mM pH 8,O con tenan t  d e s  c h l o r u r e s  d e  calc ium,  

d e  magnésium et  d e  manganèse, chacun à l a  c o n c e n t r a t i o n  1mM e t  0 , 0 0 1  

d e  phény lacé t a t e  d e  mercure ; p u i s  5 0  mg s o n t  a p p l i q u é s  s u r  k a  



colonne de  ConA-Sepharose ( C h a p i t r e  V , l O A ) .  T r o i s  f r a c t i o n s  

d i s t i n c t e s  s o n t  obtenues  (F igu re  28) : 

- La f r a c t i o n  A c o n t i e n t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  q u i  

n ' o n t  aucune a f f i n i t é  pour l a  ConA e t  o n t  é t é  é l u é e s  avec l e  

tampon de  d é p a r t  TTA. 

- La F r a c t i o n  B c o n t i e n t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  l i é e s  

p a r  l a  ConA e t  é l u é e s  en a j o u t a n t  au tampon TTA d e  l ' a - m é t h y l g l ~ c o s i d  

à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  0,25 M. Ce lu i - c i  p e u t  ê t r e  remplacé p a r  de  

l 'a-méthylmannoside à l a  m ê m s  c o n c e n t r a t i o n  sans  qu 'aucune modifica-  

t i o n  s o i t  a p p o r t e e  au p r o f i l  d ' é l u t i o n  des  g l y c o p r o t é i n e s .  

- La f r a c t i o n  C c o n t i e n t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s  t r e s  

for tement  l i é e s  e t  é l u é e s  p a r  un tampon b o r a t e  2 0  mM pH 8,O (TB) 

con tenan t  du c h l o r u r e  de  M g ,  Mn e t  C a  (1 mM chacun) e t  0,001 % 

de  phény lacé t a t e  de  mercure. 

Leur r é p a r t i t i o n  dans  l e s  f r a c t i o n s  A ,  B e t  C r e p r é s e n t e  r e s p e c t i -  

vement 65 % ,  2 4  % e t  6 % d e s  p r o t é i n e s  t o t a l e s .  

Chaque f r a c t i o n  e s t  concent rée  s u r  une membrane Amicon PM10 dans  

une c e l l u l e  D i a f l o  e t  d i a l y s é e  c o n t r e  un tampon t r i s  a c é t a t e  20 f i l  

con tenan t  0,001 % d e  phény lacé t a t e  d e  mercure. 

B - FRACTIONNEMENT SUR WGA-SEPBAROSE 4 B  

La l e c t i n e  du germe de  b1.é d e  T r i t i c u m  v u l g a r i s  (WGA) es t  spécif i .yue 



F i g u r e  28 : P r o f i l  d ' é l u t i o n  s u r  c o l o n n e  d e  Con-q-Sepharosc 4 B  

(1,s x 30 c m )  d e  l a  p r é p a r a t i o n  n o n - c o l l a g é n i q u e  p u r i f i é e  s u r  

S e p h a r o s e  4B e t  d é b a r r a s s é e  du  SDS d e  S p o n g i a .  

P r e m i è r e  f l è c h e  : é l u t i o n  a v e c  un tampon ( T T A )  t r i s  a c é t a t e  20 mM 

pH 8 . 0  c o n t e n a n t  ImM d e  CaC12, MgC12 e t  PlnCl2. 

Deuxième f l è c h e  : é l u t i o n  a v e c  l e  tampon TTA + 0 , 2 5  P! a-méthyl-  

g l u c o s i d e .  

T r o i s i è m e  f l è c h e :  é l u t i o n  a v e c  un tampon b o r a t e  c o n t e n a n t  1 mFl 

d e  CaC12, HgC12 e t  MnC12 



d e s  glycoconjugués con tenan t  d e  l a  N-acé t~~ lg lucosamine  (Al len  e t  

c o l l . ,  1973) .  Les 1-4 d i -  e t  t r i s a c c h a r i d e s  d e  l a  N-acétylglucosamine 

montrent  d e  p l u s  g randes  a f f i n i t é s  pour l a  biGA que l e  monomère 

(Nagata e t  Burger,  1974 ; P r i v a t  e t  c o l l ,  1974) .  C e t - t e  l e c t i n e  

peu t  également f i x e r  l ' a c i d e  N-acétylneuraminique. 

La WGA e s t  l i é e  de façon  c o v a l e n t e  du CNI3r-Sepharose (Chap i t r e  V I ,  

N O  10/B) e t  l a  colonne de  WGA-Sepharose p répa rée  es t  é q u i l i b r é e  

avec l e  tampon tr is  a c é t a t e  20 rrin con tenan t  0,001 % d e  phényl- 

a c é t a t e  d e  mercure,  Chacune d e s  3 f r a c t i o n s  ob tenues  p a r  chromato- 

g raph ie  d ' a f f i n i t é  s u r  ConA est chargée  s u r  l a  co lonne  de WGA 

Sepharose : 

- La f r a c t i o n  A non l i é e  p a r  l a  ConA est sépa rêe  

en deux f r a c t i o n s  (F igu re  29/A) : l a  f r a c t i o n  A I  non r e t e n u e  s u r  - - 

l a  colonne d e  WGA Sepharose r e p r é s e n t e  57 % d e s  p r o t é i n e s  de  l a  

f r a c t i o n  A ; l a  f r a c t i o n  A L I  é l u é e  p a r  l a  N-acétylglucosamine 

c o n t i e n t  4 3  % des  p r o t é i n e s ,  

- La f r a c t i o n  B montrant  une a f f i n i t é  pour l a  C o n A  

est to t a l emen t  l i é e  p a r  l a  WGA e t  é l u é e  en un s e u l  p i c  p a r  l a  N- 

acétylglucosami'ne ( F i g u r e  29/13), 

- Lq f r a c t i o n  C donne deux f r a c t i o n s  C I  e t  C I L  

(FLgure 29/C), Seu le  l a  f r a c t i o n  C I T  p r é s e n t e  une a f f i n i t é  pour l a  

NGA. La r é p a r t i t i o n  d e s  p r o t é i n e s  es t  respec t ivement  d e  76 e t  24 %. 



F i g u r e  2 9  : P r o f  il d ' é l u t i o n  s u r  c o l o n n e  ( P  x 1 7  c m )  de  WGA- - 
S e p h a r o s e  4 B  d e s  f r a c t i o n s  d e  S p o n q i < l  o b t e n u e s  s u r  c o l o n n e  d e  

ConA-Sepharose ( F i g u r e  2 8 )  : 

A - F r a c t i o n  A non r e t e n u e  s u r  ConA 

B - F r a c t i o n  B r e t e n u e  

C  - F r a c t i o n  C f o r t e m e n t  r e t e n u e .  

Aprgâ r e t o u r  à l a  l i g n e  de  base, 0,25M d e  N - a c é t y l ç l u c o s a m i n e  

est  a j o u t é  au tampon t r i s - a c é t a t e  2 0  rn.1 PI-1 8,O. 



L ' a f f i n i t é  pour l e s  deux l e c t i n e s  e t  l a  t e n e u r  en p r o t é i n e s  d e s  

5 f r a c t i o n s  ob tenues  s o n t  résumées dans  l e  Tableau 13. L e s  t r o i s  

p remières  f r a c t i o n s  s o n t  les  p l u s  impor t an t e s .  Les f r a c t i o n s  C I  

e t  C I 1  s o n t  en t r è s  f a i b l e s  q u a n t i t é s  e t  ne r e p r é s e n t e n t  que 6  % 

d e s  p r o t é i n e s .  

C - COMPOSITION EN GLUCIDES ET EN SULFATE DES C I N Q  FRACTIONS 

ISOLEES SUIVANT LEUR AFFINITE POUR LES LECTINES 

a - D i s t i n c t i o n  de deux t y p e s  m o l é c u l a i r e s  

L e s  t e n e u r s  en o s e s ,  hexosamines, a c i d e s  uroniques  e t  s u l f a t e  des 

5 f r a c t i o n s  s é p a r é e s  p a r  chromatographie d ' a f f i n i t é  s u r  l z c t 5 n e ç  

s o n t  dé te rminées  p a r  d e s  méthodes co lor i .mét r iques  ( c f  C h a p i t r e  V I ,  

No 9/A e t  No 1 6 ) .  Les r é s u l t a t s  résumés Tableau 1 4  f o n t  a p p a r a î t r e  

deux types  d e  molécules .  

Les f r a c t i o n s  A I T ,  B,  C I  e t  C I I ,  p l u s  ou moins l i é e s  p a r  l e s  l e c t i n e s  

con t i ennen t  2 ,4  à 6 % d ' o s e s  n e u t r e s ,  1'4 à 2,6  % d 'hexosamines ,  

une pe t i ' t e  q u a n t i t e  d ' a c i d e s  uroniques  e t  pa s  de  s u l f a t e .  Ces 

t e n e u r s  en  g l u c i d e s  pe rme t t en t  donc d e  c o n t i n u e r  à d é s i g n e r  c e s  

molécules  sous  l e  t e r m e  d e  g l y c o p r o t é i n e s .  

La f r a c t i o n  A I  n e  p r é s e n t a n t  aucune a f f i n i t é  pour l a  ConA e t  l a  WGA 

r é v è l e  une p a r t i e  g l u c i d l q u e  net tement  p l u s  impor tan te .  E l l e  

renferme 20  % d ' o s e s  n e u t r e s ,  6 , 8  % d 'hexosamines , .  1 , 5  % d ' a c i d e s  

uroniques  e t  2,7 % d e  s u l f a t e ,  Nous a p p e l l e r o n s  c e s  molécules  des 

complexes p ro t é ines -po lysaccha r ides  a ~ c i d e ç .  Leur é t u d e  s e r a  r e p r i s e  - - -- 
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au c o u r s  d e  c e  t r a v a i l  en f o n c t l o n  de  l e u r  a p t i t u d e  à p r é c i p i t e r  

en p ré sence  de  cé ty lpy r id in ium.  

b - Déterminat ion d e s  c o n s t i t u a n t s  g l u c i d i q u e s  

La d é t e r m i n a t i o n  p a r  chromatographie en  phase  gazeuse de  l a  

composi t ion en g l u c i d e s  d e s  f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i n i q u e s  es t  e x p r i -  

mée dans  l e  Tableau 15  en  r a p p o r t s  mo la i r e s ,  l a  glucosamine é t a n t  

é g a l e  à 1. Ce l l e - c i  e s t  p r é s e n t e  dans  t o u t e s  l es  f r a c t i o n s .  La 

ga lac tosamine  e x i s t e  seulement dans  l a  f r a c t i o n  A I ,  mais  l a  

glucosamine y es t  prédominante.  

L e  g lucose  n ' e s t  r encon t r é  en q u a n t i t é  non négl- igeable  qüe dans  

les f r a c t i o n s  C I  e t  C I I .  Les g a l a c t o s e ,  mannose, fucose ,  a r a b i n o s e  

s o n t  r e t r o u v é s  en  p r o p o r t i o n s  v a r i a b l e s  dans  t o u t e s  les  f r a c t i o n s .  

L ' a r ah inose  e s t  un s u c r e  t r è s  commun dans  l e  r è g l e  v é g é t a l  cormIi.e 

c o n s t r t u a n t  d e s  homo- e t  hé t é ropo lysaccha r ideç .  I l  es t  d é c r i t  dans  

les  g l y c o p r o t é i n e s  d e  l a  p a r o i  c e l l u l a S r e  d e s  p l a n t e s ,  où il 

p a r t i c i p e  à l a  l i a i s o n  q lycopro té in ique  avec l ' hyd roxypro l ine  

(Lamport, 1969) .  L 'a rabfnose  es t  a u s s i  t r o u v é  dans  les  b a c t e r i e s  ; 

t1 est  un composant c a r a c t é r i s t . i q u e  du po lysaccha r ide  de  s u r f a c e  

de  c e r t a i n s  groupes  (Davies ,  1955 ; Curnmins e t  H a r r i s ,  1958).  

L ' a r ab inose  es t  pa r  c o n t r e  t r è s  rarement r e n c o n t r é  dans  l e  règne  

antmal.  Sa présence  a é t é  r a p p o r t é e  dans  l e  c o l l a g è n e  d ' un  c o e l e n t é r é  

d ' un  échinoderme e t  d 'une  éponge (Gross e t  c o l l ,  1958) .  Mais Ra tzman  

e t  J ean loz  (1969) ,  examinant l e  t i s s u  c o n j o n c t i f  d e  ces Inver tGbr6ç ,  

ne l e  r e t r o u v e n t  que dans l ' éponge ,  11s l ' i s o l e n t  e t  l e  c a r a c t é r i -  
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s e n t  à p a r t i r  d e  1 ' ~ i p p o s p o n g i a  grossypina  sous  forme d ' u n  D- 

énanthiomère.  L ' a r ab inose  a  é t é  a u s s i  d é c r i t  dans  une f r a c t i o n  

g l y c o l i p i d i q u e  e t  un po lysaccha r ide  a c i d e  du cerveau  humain 

( S t a r y  e t  c o l l ,  1965) . 

L e  g a l a c t o s e ,  l e  mannose e t  l e  fucose  s o n t  l e s  c o n s t i t u a n t s  

h a b i t u e l s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e s  t i s s u s  v e r t é b r é s  e t  en  p a r t i c u l i e r  

d e s  g lycopro té ines  d e  s t r u c t u r e  (Moczar e t  c o l l  1 9 6 8  ; Moczar e t  

Moczar, 1970) . Le g lucose  est p l u s  i r r é g u l i è r e m e n t  t r o u v é .  

P a r  c o n t r e ,  l a  présence  d ' a c i d e s  uron iques  n ' a  jamais é t é  d é c r i t e  

dans  les g l y c o p r o t é i n e s  de s t r u c t u r e .  Ils e x i s t e n t  en  p ropor t ion  

v a r i a b l e  dans  t o u t e s  les f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i n i q u e s  d e  spongfa 

sous  forme d ' a c i d e  glucuronique.  

c  - Les a c t d e s  s i a l i q u e s  e x i s t e n t - i l s  chez l e s  S p o n g i a i r e s  ? - 

La chromatographie en  phase gazeuse des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  sépa- 

rées s u i v a n t  l e u r  a f f i n i t é  pour les  l e c t i n e s  montre dans  l a  zone 

d e s  a c i d e s  s l a l i q u e s  p l u s i e u r s  p i c s  d i f f i c i l e m e n t  i n t e r p r é t a b l e s .  

L a  recherche  des a c i d e s  s i a l i q u e s  chez Spong ia  o f f i c i n a l i s  a  donc 

é t é  e f f e c t u é e  p a r  d ' a u t r e s  méthodes s u r  l a  p r é p a r a t i o n  glyco- 

p r o t é i n i q u e  p u r i f i é e  mais non f r a c t i o n n é e  s u r  l e c t i n e  pour  r end re  

p l u s  a i s é e  une u t i l i s a t i o n  impor tan te  d e  m a t é r i e l .  

a p r è s  une hydro lyse  a c i d e  ménagée de %a p r é p a r a t i o n  g l y c o p r o t é i n i q u e  

d e  spongia o f f i c i n a l i ' s  e t  une p u r i f f c a t i o n  s u r  r é s i n e s  échangeuses 



d ' i o n s  (Chapi t re  V I ,  N~ 9/C a  e t  b ) ,  une première approche a v a i t  

donné Une r é a c t i o n  légèrenient p o s i t i v e  à 1 ' acide  t h i o b a r b i t u r i q u e  , 
e t  une concen t ra t ion  < à 1 % (0,06 % )  en ac ides  s i a l i q u e s  a v a i t  é t é  

é t a b l i e .  Dans l e s  mêmes cond i t ions  d 'hydrolyse  e t  de p u r i f i c a t i o n ,  

aucune r é a c t i o n  p o s i t i v e  avec l e  r é s o r c i n o l  n ' a  pu ê t r e  décelée.  

La recherche des  ac ides  s i a l i q u e s  pa r  chromatographie s u r  couche 

mince (Chapi tre  V I ,  N O  9/B a )  donne un r é s u l t a t  n é g a t i f  Gar r évé la -  

t i o n  à l ' o r c i n o l  t r i c h l o r a c é t i q u e ,  e t  un r é s u l t a t  p l u s  ou moins 

p o s i t f  f  par r é v é l a t i o n  à l ' a c i d e  thioba.rbi tur ique (Figure 3 6 )  . 

Warren (1963) Gtudiant l a  présence des ac ides  s ia l j -ques  dans l a  

na tu re ,  ne t rouva pas d ' a c i d e s  s i a l i q u e s  mesurabl-es chez l e s  

PorLfera (Microciana p r o l i f e r a  e t  H a l i c h o n d r i a  Sp,), 

Maclennan (1974) o b t i e n t  une r é a c t i o n  colorée  avec l ' a c i d e  pér iodique 

(Warren, 1959) dans l e s  r é s idus  d i a l y s é s  de  6 espèces  d'éponges 

mais conclu t  que c e t t e  c o l o r a t i o n  e s t  due essen t i e l l ement  à 

l ' i n t e r f é r e n c e  de  deux déoxysucres non i d e n t i f i é s  e t  precédemnent 

d é c r i t s  (Maclennan, 1 9 7 0 ) .  L'absence probable d ' a c i d e  s i a l i q u e  est .  

confirmée pa r  l a  r é a c t i o n  dlEr . l ich su ivan t  Werner e t  Odin ( 1 9 5 2 ) .  

Dans l e  f a c t e u r  d ' ag réga t ion  de Microciana p a r t h e n i s ,  un complexe 

polysaccharidique de haut  poids molécula i re ,  Henkart e t  c o l 1  (1973) 

o n t  dé tec tS  de l ' a c i d e  s i a l i q u e  à une concent ra t ion  i n f é r i e u r e  à 

0,1 %, mais sans p r é c i s e r  l e u r  méthode de déterminat ion.  

Récemment, une s i a l y l t r a n s f é r a s e ,  é t ro i t ement  a s soc iée  au f a c t e u r  



Figure 30 : Chromatographie sur plaques de silice dans le système 

solvant propanol-eau ( 7 : 3 )  

A/ Révélation à l'orcinol trichloracétique 

B/ Révélation à l'acide thiobarbiturique 

N = Acide N-acétylneuraminique 

NL = N-acetylneuraminosyl-D-galactose 

M = Mucine, 

X = Fraction non collagéni.que de S p o n g i a ,  purifiée sur Sepharose 4B 

S = Hydrolyse dans S 0 4 H 2  O, lN 

E = Hydrolyse enzymatique 



d ' a g r é g a t i o n  de l ' éponge  Geodia c y d o r i u m ,  a é t é  i s o l é e  (Muller  e t  

c o l l ,  1 9 7 7 ) .  Mais c e t t e  enzyme e s t - e l l e  t r è s  s p é c i f i q u e  ? 

La présence  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  dans  les éponges a p p a r a î t  donc 

a s s e z  ambiguë. T o u t e f o i s ,  les  q u a n t i t é s  r a p p o r t é e s  dans  les 

c o n s t i t u a n t s  d e s  Eponges é t a n t  t o u j o u r s  i n f é r i e u r e s  à 0 , l  % ,  si  

ceux-ci  o n t  b i en  é t é  d é t a c h é s  au cou r s  de  l ' h y d r o l y s e ,  un d o u t e  

p e u t  ê t r e  émis quant  à l a  s i g n i f i c a t i o n  de  c e s  r é s u l t a t s  ; e t ,  

l a  p résence  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  semble peu probable  chez les Epongez 

d - L ' a f f i n i t é  des c o n s t i t u a n t s  q l u c i d i q u e s  pour  l e s  l e c t i n e s  

La p a r t i e  g l u c i d i q u e  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i n i q u e s  

c o n t i e n t  également du  mannose e t  de l a  N-acétylglucosamine,  m a i s  

d a n s  d e s  r a p p o r t s  d i f f é r e n t s ,  l e u r  a f f i n i t é  pour les  deux 

l e c t l n e s  n ' e s t  pas  l a  même, 

A i n s i ,  l a  f r a c t i o n  B montre une a f f i n l t é  pour l a  ConA e t  l a  f r a c t i o n  

A T 1  n ' e n  montre aucune. Les deux f r a c t i o n s  s o n t  p a r  c o n t r e  l i é e s  

p a r  l a  WGA. E l l e s  o n t  l a  même t eneu r  en  gl.ucosamine. L e  r a p p o r t  

N-acétylglucosamine s u r  mannose es t  d e  3 : 2  pour l a  f r a c t i o n  B e t  

3 : l  pour l a  f r a c t i o n  AII, 

C e s  r é s u l t a t s  peuvent ê t r e  exp l iqués  par  Les r é c e n t e s  o b s e r v a t i o n s  

f a i t e s  s u r  l a  l i a i s o n  d e s  g lycopep t ldes  à l a  ConA. Ogata e t  c o l l .  

(1975)  ind2quent qu ' au  moins 2 r é s i d u s  mannosyle non s u b s t i t u é s  en 

O s o n t  n é c e s s a i r e s  pour  qu 'une  I t a i s o n  p u i s s e  s ' é t a b l i r  avec l a  

l e c t i n e ,  



L'incapacité de tous les composants réagissant avec la ConA d'être 

fixés sur une colonne de ConA immobilisée est une observation 

courante. Ce fait a été noté au cours de l'étude des glycoprotéines 

de groupe sanguin. Une fraction non absorbée sur colonne garde 

encore la possibilité d'être précipitée par la ConA soluble 

(Lloyd, 1970). 

Des remarques identiques ont été faites avec une glycoprotéine 

d'érythrocyte humain (Findlay, 1974). Pour obtenir une liaison avec 

la ConA immobilisée, il serait nécessaire d'avoir un plus grand 

nombre de sites réactifs par molécule que pour obtenir une préci- 

pitation en solution. Or, l'hétérogénéité de leurs chaînes glucL- 

diques étant une propriété comune aux glycoprotéines, la plupart 

des glycoprotéines contiendraient une population de nolécules dont 

certaines n'auraient pas un nombre suffisa-nt de sites réactifs 

pour être liées par la ConA insolubilisée. 

La fraction polysaccharidique AI est par contre plus riche en 

mannose - et surtout en N-acétylglucosamine - que les £ractions 
m0ntran.t une afflnité pour la Con4 ou la WGA, Cette observation 

serait en accord avec quelques résultats précédemment rapportés. 

la surface des cellules transformées par un virus, une accumula-s 

t2on de glycopeptides de grande taille moléculaire a été décrite 

(Buck et coll, 1974). Ils ne sont pas absorbés sur ConA tandis que 

des glycopeptides plus petits provenant des mêmes cellules et ayant 

une composition similaire en sucres sont liés par la lectine 

(Ogata et coll, 1 9 7 5 ) ,  De même, Krusius (1976), au cours du frac- 



t ionnement d e  g lycopept ides  s u r  ConA Sepharose ,  a  n o t é  que les 

g lycopep t ides  non l i é s  p a r  l a  l e c t i n e  s o n t  beaucoup p l u s  grands  

que l e s  g lycopep t ides  moins a c i d e s ,  q u i  o n t  une f a i b l e  a f f i n i t é  

pour l a  l e c t i n e ,  e t  que les g lycopep t ides  n e u t r e s ,  q u i  montrent  

une f o r t e  a f f i n i t é .  

I l  conv ien t  a u s s i  d e  n o t e r  que d e s  c h a î n e s  s a c c h a r i d i q u e s  longues  

e n t r a î n e n t  un encombrement s t é r i q u e  non n é g l i g e a b l e  q u i  p e u t  r e n d r e  

I n a c c e s s i b l e ,  aux s i tes  r é a c t i o n n e l s  d e  l a  l e c t i n e ,  les s u c r e s  

s p é c i f i q u e s  s ' i l s  n e  s o n t  p a s  p l a c é s  en  bout de  cha ine .  

L ' a f f i n i t é  d e  l a  N-acétylglucosamine pour  l a  WGA semble répondre  

aux mêmes 102s que c e l l e  du mannose (ou du g lucose)  pour La COITA, 

Mals l'affinité de l a  WGA pour l a  copule  g luc id ique  d ' u n e  glyco- 

p r o t é i n e  ou d ' un  po lysacchar ide  n é c e s s i t e r a i t  l ' a c c e s s i b i k i t é  

non pas  d ' u n  s e u l  r é s i d u  N-acétylglucosamine,  m a i s  du d i s a c c h a r i d e  

( P r i v a t  e t  c o l l ,  1 9 7 4 ) .  

D - COMPOSITION EN ACIDES AMINES DES CINQ FRACTIONS ISOLEEÇ SUIVi4NT ---- 

LEUR AFFINITE POUR LES LECTINES 

Les r é s u l t a t s  ob tenus  par  chromatographie en phase l i q u i d e  d e s  

Gydro lysa t s  s o n t  p r é s e n t é s  dans  l e  Tableau 1 6 ,  

P a r  c o n t r a s t e  avec l ' h é t ê r o y é n é i t é  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e ,  l a  

composit ion en a c i d e s  aminés d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  es t  e x t r e -  

mement v o i s i n e .  Mais s u r t o u t ,  c e l l e s  des f r a c t i o n s  A I 1  e t  B d':me 

p a r t ,  e t  C I  e t  CIX d ' a u t r e  p a r t ,  a p p a r a i s s e n t  i d e n t i q u e s .  



TABLEAU 1 6  --- 
Composition en acides aminés des fractiorsnon collagéniques de 

S p o n g i a  obtenues par chromatographie d'affinité sur lectines 

(Figure 2 9 ) .  

Fractions 

Hydroxyproline O 

Acide aspartique 1 2 6  

Thréonine 59  

Sérine 48 

Acide glutamique 1 0 9  

Proline 5 1  

Glycine 88 

Alanine 8 0  

Valine 67 

Carboxyméthyl-cystéine 25  

Méthionine 1 9  

Isoleucine 59 

Leucine 7 1  

Tyrosine 33 

Phénylalanine 38 

Lysiine 38 

Histidine 2 1  

Argi-i' m e  60 

Tryptophane 8 

n.d. = non déterminé 

Les résultats sont exprimés en résidus pour 1 0 0 0  résidus. Les 

valeurs ne sont pas corrigées pour la destruction des acides 

aminés durant l'hydrolyse. 



L e s  d i s t i n c t i o n s  l e s  p l u s  n e t t e s  s o n t  résumées dans  l e  t a b l e a u  

c i -dessous  : 

Il semble donc b i en  que l a  s é p a r a t i o n  s u r  colonne de  ConA Sepharose 

d e s  f r a c t i o n s  A I 1  e t  B s o i t  e s s e n t i e l l e m e n t  due à l ' h é t é r o g é n é i t é  

de  l e u r  copule  g l u c i d i q u e .  La conc lus ion  est l a  même pour les 

f r a c t i o n s  C I  e t  C I 1  s é p a r é e s  s u r  colonne de WGA-Sepharoçe. 

Son h é t é r o g é n é i t é  est  montrée p a r  é l e c t r o g h o r è s e  s u r  c e l l o g e l  e t  

p r é c i p i t a t i o n  s é l e c t i v e  au c h l o r u r e  d e  cé 'cylpyridinium (CPC) 

(Chapi t re  V I ,  14' 11) . Révélés p a r  l e  b l e u  d ' a l c i a n ,  p l u s i e u r s  

composés s o n t  m i s  e n  év idence  (F igure  3 1 ) .  Le premier ,  q u i  cor responi  

à d e s  po lysaccha r ides  p r é c i p i t a b l e s  p a r  l e  CPC,  migre l e  p l u s  l o i n  

vers l ' a n o d e  un peu au-dessus du k é r a t a n e - s u l f a t e .  



F i g u r e  31 : E l e c t r o p h o r è s e  s u r  c e l l o g e l  d e s  complexes  p o l y s a c c h a -  

r i d i q u e s  d e  S p o n q i ' 3  ( f r a c t i o n  A I )  ; KS = k é r a t a n e  s u l f a t e  ; 

CSA = c h o n d r o i t i n e  s u l f a t e  A ; CSB = c h o n d r o i t i n e  s u l f a t e  B ; 

HA = a c i d e  h y a l u r o n i q u e .  

A/ Compara i son  a v e c  l e s  q lycosa rn inog lycanneç  d e  t i s s u s  d e  Verl-ébr&s. 

B/ S é p a r a t i o n  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  p r é c i p i t - a t - i o n  au  CPC : 

A I  sol . .  CPL = f r a c t i o n  s o l u b l e  d a n s  l e  CPC 

A I  i n s .  CPC = f r a c t i o n  p r é c i p i t é e  par  Le CPC 
(%\ 

I j , L! 1 ,. - 
'..- * T,' 



L e s  deux composSs sacchar ld2ques  qu$,  s u i v e n t  a r r i v e n t  a p r è s  l ' a c i d e  

hya luronique  e t  ne s o n t  p a s  p r é c i p 2 t a b l e s  p a r  l e  CPC. C e t t e  p r o p r i é t i  

permet de  les s é p a r e r  alsérnent, p a r  é l e c t r o p h o r è s e  s u r  c e l l o g e l ,  

de  l a  f r a c t i o n  l a  pl-us chargée q u i  migre t r è s  en a v a n t  ( F i p r e  3 1 / B ) .  

Aucun de c e s  composés n ' e s t  s e n s i b l e  à l ' a c t i o n  de  l a  chondrol t i -nase  

ABC e t  de  l ' h y a l u r o n i d a s e  ( F i g u r e  3 2 ) .  Ils n e  peuvent  donc pas  S t r e  

a s s i m i l é s  aux chondro r t i nes  ou à l ' a c i d e  hyaluronique.  

Le po lysaccha r ide  p r é c i p i t a b l e  p a r  l e  CPC a  p l u s  particulièrement 

r e t e n u  n o t r e  a t t e n t i o n ,  Il p a r t a g e  e n  e f f e t  c e r t a i n e s  p r o - r i é t é s  

d e s  k é r a t a n e - s u l f a t e s  : migra t ion  a s sez  comparable e n  é l e c t r o p h o r è s e  

s u r  c e l l o g e l ,  i n s e n s i b i l i t é  à l a  chondro i t i nase  e t  à Xthyaluronj-dese,  

p r é c i p i t a t i o n  p a r  l e  CPC mais s o l u b i l i s a t i o n  à c o n c e n t r a t i o n  é l e v é e  

(1 % ) ,  Corne l e  k é r a t a n e  de l a  co rnée ,  ce composé es t  é l u 6  d ' une  

micro-colonne de c e l l u l o s e  (Chap i t r e  V,  N O  ll/E) p a r  du CPC à 2 % 

(F lgu re  33) , 

La séquence r é p é t i t i v e  ( a l t e r n a n c e  de  résTdus g a l a c t o s e  e t  N- 

acétylglucosamine)  du pol-ysaccharide k é r a t a n e - s u l f a t e  a permis  d e  

l e  c l a s s e r  parmi les a u t r e s  glycosaminoglÿcannes du t i s s u  c o n j o n c t i f  

de s  Ver t éb ré s .  Cependant, comparé à c e s  glycosaminoglycannes,  l e  

k é r n t a n e - s u l f a t e  a une s t r u c t u r e  beaucoup p l u s  complexe. Générale- 

ment, l e  g a l a c t o s e  es t  en excès  m o l a i r e  s u r  l a  glucosamine e t  

d ' a u t r e s  s u c r e s  mineurs  comme l e  fucose ,  l e  mannose, l ' a c i d e  

s i a l i q u e  e t  l a  N-acétylgalactosamine s o n t  p r é s e n t s  dans  l a  molécule 

du k é r a t a n e - s u l f a t e  (Mathews e t  C i f o n e l P i ,  1 9 6 5  ; Seno e t  co lL . ,  

1 9 6 5 3 .  



F i q u r e  32  : A c t i o n  de  l a  c h o n d r o E t i n a s e  ABC ( + )  e t  de  l'hyaluronidase 
Wh-- 

( * * )  s u r  la f r a c t i o n  A I ,  l a  c h o n d r o y t i n e  s u l f a t e  A (CSA)  e t  l'acide 

h y a l u r o n i q u e  (HA) 



Figure 33 : Sfparation sur microcolonne de cellulose de la 

chondroïtine sulfate (CS) et du kératane (KSI de la cornée. 



Le Tableau 17 donne l a  composi t ion en s u c r e s  d e  p r é p a r a t i o n s  de  

k é r a t a n e - s u l f a t e s  i s o l é s  à p a r t i r  du c a r t i l a g e  i n t e r v e r t é b r a l  d e  

boeuf (Mopwood e t  Robinson, 1974) e t  du po lysaccha r ide  d 'éponge 

p r é c i p i t a b l e  p a r  l e  CPC. C e  d e r n i e r  montre une composi t ion g l u c i -  

d ique  t r è s  d i f f é r e n t e  de  c e l l e  du k é r a t a n e - s u l f a t e  q u i  c o n t i e n t  en 

m a j o r i t é  d e  l a  N-acétylglucosamine e t  du g a l a c t o s e  (24 e t  26/28 

r é s i d u s  pour  1 r é s i d u  de mannose). Dans l e  po lysaccha r ide  de  

l ' éponge ,  l a  c o n p o s i t i o n  en s u c r e s  est  p l u s  hé t é rogène  : il n ' y  a 

pas  de  s a c c h a r i d e s  q u i  prédominent ne t tement .  C e s  r é s u l t a t s  n e  

pe rme t t en t  pas  d ' e n v i s a g e r  une s t r u c t u r e  G i saccha r id ique  r é p é t i t i v e  

de  c e  po lysaccha r ide .  E t ,  b i e n  qu 'une  é tude  s t r u c t u r a l e  n ' a i t  pa s  

encore  pu ê t r e  f a i t e  pour con f i rmer  c e s  o b s e r v a t i o n s ,  l e  polysaccha- 

r i d e  de  l ' éponge  ne  peu t  p a s  ê t r e  a s s i m i l é  au k é r a t a n e - s u l f a t e .  

D ' a i l l e u r s  Katznian e t  J e a n l o z  (1969) o n t  i s o l é  du t i s s u  c o n j o n c t i f  

d 'un  échinoderme ( ~ h y o n e  b r i o n e s )  un po lyfucose  s u l f a t e  e t  une 

c h o n d r o l t i n e  s u l f a t e  complètement hydro lysés  p a r  l ' h y a l u r o n i d a s e  

e t  en conc luen t  que c e s  po lysaccha r ides  a c i d e s  s o n t  a b s e n t s  d u  t i s s u  

c o n j o n c t i f  d ' un  Coelen té ré  (Metridium d ian thus )  e t  d ' u n  P o r i f è r e  

(Iri'ppospongi'a gossypina) .  C e  d e r n i e r  c o n t i e n t  cependant  un poly- 

s accha r ide  s u l f a t e  avec une grande p ropor t ion  de  D-arabinose 

(Katzman e t  c o l l ,  1970) .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  es t  en  bon accord avec 

nos r é s u l t a t s  q u i  v i ennen t  conf i rmer  l a  p résence  d ' un  complexe 

po l .ysacchar ide-su l fa te  non d i g é r é  p a r  l ' h y a l u r o n i d a s e  dans  une 

a u t r e  éponge Spongia o f f i c i n a l i s .  
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6 - ETUDE EN MICROSCOPIE ÉLECTRONIQUE DES FRACTIONS GLYCOPROXÉI NES 

ET DE LA FRACTION POLYSACCHARIDE ACIDE, 

Après dialyse contre du bicarbonate d'ammonium 0,lM et lyophilisa- 

tion, la préparation non collagénique, purifiée mais non fractionnée 

sur lectines, a été examinée au microscope électronique (Chapitre VI, 

N O  15). 

A faible grossissement (x 20 OOO), la structure microfiSrillaire 

de la préparation apparaît assez homogène (Figure 34/A). A plus fort 

grossissement (x 300 000) , la même préparation révèle une structure 
plus complexe (Figure 34/C) constituée des fins filaments de 2,5 nm 

de diamètre et de filaments perlés avec des subunités globulaires 

d'environ 12,5 nm de diamètre, 

Après séparation sur lectines, la présence dans la préparation non 

collagénique de deux t.ypes n1016culaires rnontrant une composi-Lion 

glucidique très différente est confirmée par l'examen en microscopie 

électronique. En effet, la fraction glycoprotéinique AII montre une 

structure globulaire (Figure 34/C)  assez homogène. Tandis que la 

fraction polysaccharidique Al apparaît constituée d'unités granu- 

leuses mais aussi de fins filaments (Figure 3 4 / D ) ,  des alignements 

doubles ont de plus tendance à s'établir et ont eux-mêmes un as-ect 

yranuleux. 

Sans chercher à pousser trop loin l'interprétation de ces images, 

nous nous contenterons d'y voLr une confirmation de la distinction 



F i g u r e  3 4  : Microscopie é l e c t r o n i q u e  d e s  : - - 
A/ C o n s t i t u a n t s  n o n  c o l l a g é n i q u e s  p u r i f i é s  s u r  S é p h a r o s e  4 B  ( ~ 2 0 . 0 0 0 )  

B/ à p l u s  f o r t  g r o s s i s s e m c n t  ( ~ 3 0 0 . 0 0 0 )  

C/ d e  l a  f r a c t i o n  c j l y c o p r o t 6 i n i q u e  m o n t r a n t  u n e  a f f i n i t c  p o u r  

les  l e c t i n e s  ( x  1 5 0 . 0 0 0 )  

D/ de l a  f r a c t i o s i  ~ o l y s n c c h a r i c l i c ~ u e  non retenue s u r  les 1ec.t i tics 

(x 1 5 0 . 0 0 0 ) .  



de deux types de molécules non collagénzques que nous avons notée 

au cours de l'analyse chimique : les glycoprotéines et les 

polysaccharides acides. 

Les glycoprotéines du tissu conjonctif ont la propriété 2e s'asso-- 

czer in vitro avec une grance facilité pour former des complexes 

macromoléculaires, Cette réassociation, qui augmente avec le terîips, 

est probablement due à des liaisons hydrophobes et 2 des ponts 

disulfure. Ces glycoprotéines contiennent environ 40 % d.e résidus 

hydrophobes et 2 à 3% de résidus cystéine, Une détermination du poids 

moléculaire de glycoprotéines qui ont été lyophilisées ou qui. ont 

été conservées en solution à 4OC devient à peu près impossible. 

Tl se forme d-es agrégats, qu'une incubation à 50Qc en prgsence de 

2-mercaptoéthanol et de SDS ne parviendra pas à dissocier coniplè- 

tement. La proportion d'agrégats de haut poids noléculaire auymenke 

qvec le vieillissement des préparations, Le problème de la conser- 

vation de nos gchantillons se pose donc de façon criiciale. Nous 

avons essayé Sur nos préparations de glycoprotéines d'éponges 

très concentrées, la méthode utilisée pour la conservation des 

anticorps puriEiés : dilution de la solution avec un volume égal 

de glycérol et conservation à -SD°C, Toutefois, nous xllav.ons pas 

encore pu appr6cier les avantages et les lnconvénicnts d'un tel 

mode de conservation. 



Deux techniques ont été utilLsees pour la détermination du poids 

moléculaire des glycoprotéines de s p o n g i a  : 

A - EN GELS DE POLYACRYLANIDE EN SDS 
Les glycoprotéines de spongia fraîchement isolées, fractions AIL 

et B, montrent par électrophorèse en gel d'acrylamide en présence 

de SDS une assez grande homogénéité de leur masse moléculaire. 

Une bande très peu diffuse est obtenue légèrement au-dessus du 

lysozyme dans la zone de 16 000. Avec des préparations plus ou 

moins vieillies, des bandes apparaissent dans des zones de masses 

moléculaires plus élevées et particulièrement dans celle de 32 000 

(Figure 35[A et B). Cette association de deux unités de masse 

moléculaire apparente de 16 000 paraît dominante dans nos prépara- 

tions, Ces résultats sont confirm6s par des électrophorèses en gel 

d'acrylamide de concentrations différentes (7 et 20 % ) .  Des bandes 

correspondant à des masses moléculaires d'environ 62 000 et 8 0  OC0 

soulignent parfots l'agrégation de plusieurs unités de 16 000. 

La fraction C (Figure 281, qui ne représente que 6 % des glycopro- 

téfnes de l'éponge et montre une composition un peu différente, 

révèle une masse moléculaire apparente de 21 000 (Figure 3 5 / C ) .  

La détermination de 1q masse moléculaire de la fraction AI, non 

retenue sur lectines et nettement plus riche en sucres, a donné une 

large bande diffuse au-dessus du lysozyme. L'hétérogénéite des 

chaTnes saccharidiques de ces complexes pro té ines /~~olysacchar id t ; s  

acides pourrait expliquer l'étalement de leurs masses mol6culaires. 



A l ) ,  
LYS 

F i g u r e  35 : G e l s  d ' ac ry lan i ide  en SDS et leurs densi toçrames à 

une d e n s i t e  o p t i q u e  d e  600  nm en s c a n n i n q  obtenu sur çpectro- 

photom6tre Hccknan ,  type Acta III, des fra~tions AII, B, C .  



B - SUR COLONIW, CALIBREE DE BIOGEL A 1,5m. 
Les glycoprotéines des fractions ATT et B sont éluées sur la colonne 

calibrée de Biogel A 1,5 m en un seul pic symétrique situé au niveau 

du poids moléculaire de 16 000 (cf Chapitre V, No 6/R). Les 

résultats sont calculés d'après le diagramme présenté Figure 36. 

La reproductibilité et l'homogénéité de l'élution des glycoprotéines 

sur une telle colonne est remarquable. Le poids moléculaire de 

16 000 obtenu en gel d'acrylamide est confirmé (Chapitre V, No 6/A). 

Mais la réassociation des subunités de 16 000 observées en gel 

d'acrylamide n'apparaît pas, Nous ne pouvons pas apporter actuelie- 

ment d'explication à ce phénomène, 

La masse moléculaire rapportée pour les glycoprotéines de structure 

isolées de diff5rents tissus conjonctifs est très variable. Mais 

surtout, pour une même préparation! plusieurs composants de poids 

moléculaires différents sont souvent décrits. Katzman (1972) a 

fsolé par exemple des glycoprotéines d'une anémone de mer M e t r i d i u m  

d i a n t h u s ,  Les poids moléculaires varient entre 40 000 et 120 000 

avec une prédominance de ceux de 78 000. 

En étudiant les glycoprotéines du tissu sous-cutané, Wolf et coil. 

(1971) ont montré que l'hétérogénéité constatée en gel d'acry1ami.de 

pouvait s'expliquer en admettant l'existence de sous-unités de 

masse moléculaire voisine de 15 000, A partir du derme de rat, 

Randoux et col1 (1976) ont séparé deux unités glycoprot6iniques de 

poids molécimlaire 16 000, Serafini-FracassinL et coll. (1975) ont 
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F i g u r e  36 : 

A/ F i l t r a t i o n  s u r  u n e  c o l o n n e  c a l j b r é e  ( 1 , 5 x 1 3 0  c m )  d e  Rioqel  A 1 , S m .  
d e s  f r a c t i o n s  A I 1  e t  £3 d a n s  un t ampon  t r i s  H C 1  0 , 0 2 M  pH 8,O 
c o n t e n a n t  d e  1. 'EDTA 0 ,  02F! e t  0 , l  % d e  SDS. ,/- :" 

t 
, f 

B/ G r a p h i q u e  ciu l o g  Kav 0 b t e r . u  e n ( A ) c o n t r e  l e  locj de  l a  m a s s e  
m o l 6 c u l a i r e  d e  d i f f é r e n t s  n i a r q u c u r s  p r o t é i q u e s  (es) e t  des 
f r a c t i o n s  g l y c o p r o t é i q ~ e ç  d e  . ? ! ) o i ~ g i a  ( O )  . 



i s o l é  du l igament d e  l a  nuque d e  boeuf une g l y c o p r o t é i n e  ayant  un 

p o i d s  moléculaire d e  1 4  000  à 15 000.  

Il  est  p o s s i b l e  q u ' i l .  e x i s t e  d i f f é r e n t e s  popu la t ions  de  glycopro- 

t é i n e s  t i s s u l a i r e s  ayan t  d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  b i en  d é f i n i e s .  Plais 

l e s  d i f f i c u l t é s  d ' i s o l e m e n t  de c e s  g l y c o p r o t é i n e s  de s t r u c t u r e  e t  

l a  v a r i é t é  des  méthodes em-loyées pour les e x t r a i r e  p o u r r a i e n t  

e x p l i q u e r  l e s  d ive rgences  des  masses m o l é c u l a i r e s  observées .  En se 

b a s a n t  s u r  l ' h y p o t h è s e  d ' une  a s s o c i a t i o n  de sous -un i t é s  p e p t i d i y u e s  

d e  masse mo lécu la i r e  comprise e n t r e  15 0 0 0  e t  1 6  0 0 0 ,  une r e l a t i o n  

e n t r e  t o u t e s  c e s  o b s e r v a t i o n s  q u i  p a r a i s s e n t  c o n t r a d i c t o i r e s  

p o u r r a i t  ê t r e  é t a b l i e .  

A - L'ANTIGENICITE 

L'immunisation des  l a p i n s  es t  d é c r i t e  dans  l e  Chap i t r e  V I  IN0  1 2 / A ) ,  

Deux an t igènes  o n t  été u t i l i s é s  : d 'une  p a r t  les p r o t é i n e s  non 

co l l agène  p u r i f i é e s  s u r  Sepharose 4B,  a lky l -ées  ou non, d é b a r r a s s é e s  

du SDS p a r  chromatographie s u r  Dowex, d ' a u t r e  p a r t  l a  f r a c t i o n  

g lycopro té ine  B (voTr Ligure  2 8 ) ,  La format ion  d e s  a n t i c o r p s  a  é t é  

c o n t r ô l é e  pa r  double  d i f f u s i o n  en g e l  Ü'agarose (F igu re  3 7 / A ) .  Tous 

les ant isérums donnent des  l i g n e s  de p r é c i p i t a t i o n  avec l e u r s  

antTgènes.  L>.llcylation d e s  proté.ines ne semble pas  madifi-er  :Leurs 

p r o p r i é t é s  imrnunologiques (F igu re  37/B) . Contre  un antis8ruin aiif-i- 



Figure 37  : Diffusion en gel C'agarose : 

A/ Au centre : fraction glycoprotéiniyue de S p o n g i a  purifiée sur 
Sépharose 4B (pic II) et passée sur Dowex. 

1 - ler antisérum anti-pic II 
2 - 2ème II II II 

3 - ler antisérum anti-pic II alkylé 
4 - 2ème II II II II 

5 - idem, mais d6complémenté, c'est-à-dire chauffé à 50°c 
6 - idem 3 

B/ Au centre : antisérum anti-pic II (NO 2' de A/ 

1 - Pic II non alkylé 
6 - Pic II alkylé 
5 - Pic II non passé sur Dowex 1x2 
4 - C a c o s p o n g i a  : glycoprotéines obtenues après TCA par solubi- 

lisation dans urée 
3 - s p o n g i a  : idem 
2 - S p o n g i ~  : extrait global 



g l y c o p r o t é i n e s  non a l k y l e e s ,  l e s  p r o t é i n e s  a l k y l é e s  ou non montrent  

une r é a c t i o n  d ' i d e n t i t é  ( l i g n e  de p r é c i p i t a t i o n  c o n t i n u e ) .  L e  

r é s u l t a t  est i d e n t i q u e  en u t i l i s a n t  un an t i s é rum a n t i g l y c o p r o t é i n e s  

a l k y l é e s  . 

D e  même, l e  passage d e s  g l y c o p r o t é i n e s  s u r  Dowex 1x2 n ' e n t r a î n e  

aucune mod i f i ca t ion  d e  l e u r  comportement immunologiquc ( F i g u r e  3 7 / B ) .  

P a r  c o n t r e ,  l a  p u r i f i c a t i o n  des  p r é p a r a t i o n s  non-collagène s u r  

Sepharose  4 B  f a i t  d i s p a r a î t r e  l a  deuxième l i g n e  de précipitation 

obtenue avec l e s  p r é p a r a t i o n s  non p u r i f i é e s .  C e t t e  o b s e r v a t i o n  peu t  

s a n s  dou te  ê t r e  e x p l i q u é e  p a r  l ' é l i m i n a t i o n  s u r  colonne de Sepharose 

4B d 'une f r a c t i o n  de h a u t  p o i d s  mo lécu la i r e  ( p i c  1, Figure  23) 

d i f f u s a n t  p l u s  l en tement  dans  l e  g e l  d ' a g a r o s e  e t  con tenan t  d e s  

g l y c o p r o t é i n e s ,  ou po lysaccha r ides ,  fo r t emen t  a s s o c i é e s  au co l l agène .  

Chaque f r a c t i o n  ob tenue  p a r  chrorr.atographie d  ' a f f i n i t é  s u r  l e c t i n e s  

(FLgure 29) a é t é  t e s t é e  p a r  d i f f u s i o n  dans  un g e l  d ' a g a r o s e  c o n t r e  

un an t i sé rum a n t i - f r a c t i o n  B. Toutes les  f r a c t i o n s  donnent une 

l i g n e  de  p r é c i p i t q t i o n  avec ce sérum e t  montrent  une i d e n t i t é  

~mmunoloyique ( F i g u r e  38/A) . 

C e s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  conffrmés p a r  ImmunoClectrophorèse bidimen- 

s i o n n e l l e  ( L a u r e l l ,  1965) ,  l ' a n t i s é r u m  a n t i - f r a c t i o n  B é t a n t  i nco r -  

p o r é  au g e l  d ' a g a r o s e  (Chap i t r e  VI,NO 1 2 / C ) .  Les f r a c t i o n s  AI1 e t  

C r  de  même que l a  f r a c t i o n  B ,  donnent un p i c  d e  p r é c i p i t a t i o n  

symétr tque (F igure  39) . 

L'lmmunoélectrophorèse s imul tanée  de 2 ou  3 f r a c t i o n s  g lycopro t6 i -  

n iques  d i f f é r e n t e s  app l iquées  dans d e s  t r o u s  s i t u é s  e n  l i g n e ,  f a i t  



Figure 38 : Diffusion en gel d'agarose. 

A/ Au centre : antisérum anti-fraction B 
Trous périphériques o 
1 - Fraction AI précipitée au CPC 
2 - Fraction B 
3 - idem 
4 - Fraction AI1 
5 - idem 
6 - Frzction C 

B/ Au centre : antisérum anti-pic II 
Trous périphériques : 
1 - Pic II 
2 - Pic II chüuffe 20 minutes à 9 0 ° C  dans da TCA 
3 - Pic IT alkylé 
4 - C a c o s p o n y i a  : glycoprotéines solubilisées dans urée a~rès TCA 
5 - Pic II 
6 - s p o n q i a  : glycoprotéines solubilisées dans urée après TCA. 



Figure 39 : Immunoélectrophorèse bidimensionnelle des différentes 

fractions non collagéniques de s p o n g i a  obtenues par chromatographie 

d''affinité sur lectines (Figure 29) contre un anti-sérum anti- 

fraction B. 



a p p a r a î t r e  une f u s i o n  d e s  p i c s  de p r 6 c i p i t a t i o n  cor respondant  à 

chaque f r a c t i o n  (F igure  3 9 ) .  A i n s i ,  b l e n  que montrant  quelques  

l é g è r e s  d i f f é r e n c e s  dans l e u r  composi t ion en a c i d e s  aminés (Tableau 

16), l e s  glycoprot6iineç e t  pal-ysaccharides de S p o n g i a ,  sêpa rées  

s u r  l e c t i n e s  i m n o ù i l i s é e s ,  p a r a i s s e n t  posséder  au moins un d é t e r -  

minant an t igén ique  commun. 

E l  f a u t  encore  n o t e r  dans  c e  paragraphe Z ' i m p o s s i b i l i t S  d ' o b t e n i r  

d e s  l i g n e s  de p r g c i p i t a t i o n  avec les p r e a a r a t i o n s  col1 c o l l a g s n e  de  

S p o n g i a  chauf fée  dans  l e  TCA à 3 % dans l e s  merLes c o n d i t i o n s  quu  

c e l l e s  d é c r i t e s  Cl lapi t re  I V / 1 .  Les c~lycoprok6inec; a i n s i  t r a i t é e s  

dev iennent  d i f f i c i l e m e n t  soLr:bles dans l e  tarnpoj-i EDTA c e n t - e n a t  

1 % de SDS, e t ,  de  l1uurCe 8M d o i t  ê t r e  employce pour o b t e n i r  l e u r  

s o l u b i l i s a t i o n .  Le chauf faqe  dans l e  TCN p o u r r a i t  en t r aZne r  une 

m o d i f i c a t i o n  impor tan te  de l e u r  conformation t r L d i m e n s i o n n e ~ l e  e t  

provoquer une déformat ion de l e u r s  si tes ûnt iy6niq1~eç .  A i n s i ,  

l ' e x t r a i t  EDTA non co l l aÿén igue  dc  S p c n g i a  p u r i f i é  s u r  Sepharose 

4 B  donne une r é a c t i o n  c r o i s é e  avec son ant iséruni  (Figuire 3 8 / B ) ,  

C e t t e  meme f r a c t i o n  chauifGe 15 p.inutes dznç l e  TCA 3 % 2 9 0 ° C  

n ' e s t  p l u s  capable  de donner une l i g n e  de p r é c i p i t a i i o n  avec l e  

même an t i sé rum.  

B - LA S P E C I F Z C I T E  ICiSMUNOLOGTQUE D ' EÇPECE -- --.--------- "- 

Les p r o p r i 6 t é s  immunogeniques des  g lycoprok@ines  d 'éponges  son t  d e  

p l u s  npéc i f iqucs  dFespGce ( F i g u r e  3 7 ) .  Dcs a n t i s é r u m s  obtenus  à 

p a r t i r  clc p r 6 p z r a t j o n s  P,I;TA lion c o l l a ~ @ n j . q t ~ e s  b r u t e s  (ext r iaFt  EDTA 

g l o b a l )  de  deux c*on~jei; de  gcnrcs  d i f f L r c n t ç  - S p o n y i a  o f f i c i n a l  is 

e t  S u b e r i t e s  massa - d o ~ ~ n e n t  p a r  double  diLEusLon en  gel d'agnrose 



une ou p l u s i e u r s  l i g n e s  d e  p r é c i p i t a t i o n  uniquement avec l e u r s  

p r o p r e s  a n t i g è n e s  ou avec  une f r a c t i o n  p u r i f i é e  s u r  Sepharose 4B 

de ces mêmes a n t i g è n e s  ( p i c  II, Figure  2 3 ) .  A i n s i ,  un an t i sé rum d e  

l a p i n  a n t i - e x t r a i t  g l o b a l  de  S u b e r i t e s  donne p l u s i e u r s  l i g n e s  de  

p r é c i p i t a t i o n  avec ce  m ê m e  e x t r a i t  e t  montre une r é a c t i o n  d ' i d e n t i t é  

avec les f r a c t i o n s  p u r i f i é e s  de  S u b e r i t e s  forme massive e t  d i g i t é e  

(F igu re  4 0 ) .  P a r  c o n t r e ,  avec c e t  antiserurn,  aucune r é a c t i o n  posi.- 

t i v e  n ' a  pu ê t r e  mise e n  év idence  avec d e s  p r é p a r a t i o n s  EDTA de  

Spon g i  a .  

Des g lycopro tg ines  o n t  é t é  i s o l é e s  d ' x r c i n i a  o r o s  e t  f r a c t i o n n é e s  

s u r  colonne d e  l e c t i n e s  s u i v a n t  l a  t echnique  d é c r i t e  pour Spongia 

o f f i c i n a l i s .  Aucune f r a c t i o n  gl -ycoprote inique d ' l r c i n i a  n ' a  donné 

de l i g n e  de  p r e c i p i t a t i o n  avec l ' a n t i s é r u m  a n t i - f r a c t i o n  9 de 

Spon g i  a .  

Des r é s u l t a t s  a s sez  c o n t r a d i c t o i r e s  o n t  p o u r t a n t  é t é  ob tcnus  avec 

des  an t i sé rums  a n t i - g l y c o p r o t é i n e s  de s t r u c t u r e  de t i s s u s  de  

Ver tébrés .  Ces g l y c o p r o t é i n e s  o n t  é t é  s o l u b i l i s é e s  dans  l ' u r é e  8?+1 

a p r è s  é l i m i n a t i o n  du c o l l a g è n e  dans  l e  TCA chaud. Les y lycopro t6 ines  

des  éponges e x t r a i t e s  de  l a  même façon que les g l y c o p r o t é i n e s  de 

Ver tébrés  q u i  o n t  s e r v i  d ' a n t i g è n e s  donnent une l i g n e  de  p r é c i p i t a -  

t i o n  avec c e s  an t i s é rums  (F igu re  4 1 ) .  L e s  p r é p a r a t i o n s  d e  glyco- 

p r o t é i n e s  e x t r a i t e s  dans  un tampon EDTA-SDS e t  non chau f fées  dans  

l e  TCA ne montrent  p a r  c o n t r e  aucune r é a c t i o n  c r o i s e e  avec c e s  

mêmes an t i sé rums .  



Figure 40 : Irmninodiffusion sur gel d'agarose à 1 8 

A) Trou central : extrait  Spongia global 

Trous périphériques : anti-sérum de lapin 
1) Anti-extrait Spongia global 
2) Anti-extrait Suberites (forme missive) global 
3) Anti-extrait Spongia global 
4)  Anti-extrait peau de souris C3H global 
5) Anti-extrait Suberites (forme massive) global 
6) Anti-extrait peau de souris C57 B1 global 

Trou central : antisérum de lapin anti-Suberi 
(fonne massive) global 

Trous périphériques : 
1) Extrait Suberites (forme massive) global 
2) Extrait Suberites (forme massive) purifié 

sur Sépharose 4B 
3 )  Extrait Suberites (forme digitée) purifié 

sur Sépharose 4B 
4) Extrait d'urée de mrc 

L -  

5) Extrait Spongia purifié sur Sépharose 4B 
(pic II) 

i Trou centrai : antisérum de lapin anti 
Spclngia global 

Trous périphériques : 
1) Extrait Spongia global 
2) Extrait Suberites global 
3) Extrait Suberites pic II Sépharose 
4)  e t  5) Extraits Spngia isolés par 

isofocalisation (non publié) 
6) Extrait Spongia pic II 

t r a i t  



Figure 4 1  : Double diffusion en ge l  d'agarose 

A) Trou central  : ex t ra i t  TCA-urée de Suberites 

Trous périphériques : antisérum de lapin 
1) Glycoprotéines de structure (GPS) de 1 'aorte 

humaine 
2) GPS du ligament large de veau 
3 )  GPS de l ' ao r te  de porc 
4) "Crude Soluble Collagen" (CSC) de l a  peau 

embryonique de veau 
5) GPS de la cornée de veau 
6)  CSC de l a  cornée de veau 

Trou central  : antisérum de GPS de cornée de v 

Trous périphériques : 
1) p i c  1 de 1 ' ex t ra i t  TCA-urée de Suberites 

( f i s .  21  A) 
2) pic-1 de l ' ex t ra i t  TCA-urée d l I rc in ia  ( f ig  
3) Extrai t  TCA-urée d'aorte humaine 
4 )  P ic  III de l ' ex t r a i t  m u r é e  de Suberites 
5) Pic II de l ' e x t r a i t  TCA-urée de Suberites 
6) Extrai t  TCA-urée de l a  cornée de vecsu 

Trou central : antisérum de GPS de cornée de veau 

Trous périphériques : 
1) CSC de l a  peau embryonique de veau 
2) EZtrait NaCl de l a  peau de seiche (Y~czar e t  

Ibczar, 1974) 
3) Pic 1 de 1 ' ex t ra i t  TCA-urée de Suberites 
4 )  Extrai t  de stroma de l a  peau de seiche 
5) Pic II de l ' e x t r a i t  TCA-urée de Suberites 
6) CSC de l a  peau de seiche 



Il senible donc, comme nous le remarquions précédemment, que le 

traitement par l'acide entraînerait une modification conformationnell 

des glycoprotéines et pourrait provoquer un démasquage des sites 

antigéniques non spécifiques, tandis que les sites antigéniques 

spécifiques d'espèce disparaîtraient, 

Des données ponctuelles souvent ambiguës ont été rapportées sur les 

caractéristiques imrnunologiques des glycoprotéines de structure 

isolées à partir de différents tissus conjonctifs de Vertébrés. 

Quelques études sont parties de tissus oculaires et les auteurs 

ont tenté d'établir des relations antigéniques avec d'autres 

organes (Robert et coll, 1970 ; Philipsen et Broekhuyse, 1972 ; 

Van der Eerden et Broekhuyse, 1973/a et b). Ces investigations 

montrent des spécificités de tissu et d'espèce limitées. Mais les 

glycoprotéines qui ont servi à obtenir les anticorps ont été 

solubilisées après destruction de la matrice collagéniqae dans le 

TCA chaud, Et l'observation que nous avons faite précédemment sur 

les glycoprotéines d'éponges chauffées dans le TCA et le démas- 

quage de sites antigéniques non spécifiques d'espèce qu'entraînait 

un tel trsîtement prend toute sa force, Elle pourrait apporter 

une explication au peu de spéciflcité d'espèce et de tissu observé 

par les auteurs cités ci-dessus, pour difTSrentes glycoproteines 

de structure, 

Pourtant, récemment, Sear et coll (1976) ont isolé des cultures de 

fibroblastes de peau humaine des glq~coprotéines riches en fucoçe 

qui présentent une parenté avec les glycoprotéines de structure 



d e s  t i s s u s  é l a s t i q u e s .  C e s  g l y c o p r o t é i n e s  s o n t  p r é c i p i t a b l e s  p a r  

un an t i sé rum d e  l a p i n  obtenu avec une p r é p a r a t i o n ,  non soumise à 

d e s  a g e n t s  h y d r o l y t i q u e s ,  d e  g l y c o p r o t é i n e s  m i c r o t i b r i l l a i r e s  du 

l igament  de  l a  nuque de  boeuf (Sea r  e t  c o l l ,  1978) .  

Aucune conc lus ion  g é n é r a l e  ne p e u t  c e r t e s  ê t r e  t i r é e  d ' o b s e r v a t i o n s  

a u s s i  l i m l t é e s  e t  f r agmen ta i r e s ,  Une m e i l l e u r e  conna issance  d e s  

dé t e rminan t s  a n t i g é n i q u e s  des  g l y c o p r o t é i n e s  de s t r u c t u r e  e t  d e  

l e u r  s p é c i f i c i t é  ne pour ra  ê t r e  acqu i se  que pa r  d e s  e x p l o r a t i o n s  

approfondies  e t  sys témat iques .  C e l l e s - c i  d e v r a i e n t  a u s s i  a p p o r t e r  

une m e i l l e u r e  compréhension du r ô l e  b io log ique  de  c e s  g l y c o p r o t é i n e s ,  

en  p a r t i c u l i e r  dans  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  c e l l u l a i r e  e t  t i s s u l a F r e ,  

C - LIIM_-UNOFLUORESCENCE INDIRECTE 

P a r  imrriunofluorescence i n d i r e c t e  (Chap i t r e  VI, N O  13) SUL coupe 

de t l s s u ,  l ' a n t i s é r u m  obtenu à p a r t i r  de  l a  f r a c t i o n  g l y c o p r o t é i n e  

B donne une r é a c t i o n  p o s i t i v e  n e t t e  avec s p o n g i a  oificinaJis 

(F igu re  42/A) .  L a  f l uo re scence  e s t  l o c a l i s é e  e n t r e  l e s  f i b r e s  de  

Spongrne (non v i s i h l e  à l ' o b s e r v a t i o n  au microscope équipé  du 

f i l t r e  s é l e c t i f  u t i l T s é  pour l a  Rhodamine) sous  forme de nonlbreilses 

p e t i t e s  t a c h e s  i r r é g u l i è r e s ,  En e f f e t ,  les zones f l u o r e s c e n t e s  

appara2ssen t  e n t r e  l e s  f i b r e s  de Spongine dont  l a  f l u o r e s c e n c e  

n a t u r e l l e  p e u t  ê t re  visualisée avec un f i l t r e  n ' a r r ê t a n t  p a s  son 

émission, l e  f i l t r e  u t i l g s é  pour l a  f l u o r e s c é i n e  p a r  exemple 

(F igu re  4 2 / B ) .  C e s  images suggèren t  l ' i d 6 e  que  les a n t i g è n e s  

reconnus s o n t  probablement r é p a r t i s  a u t o u r  d e s  c e l l u l e s .  Mais 

l ' u t 2 l i i s a t i o n  de  l a  f l uo re scence  irepose les  l i m i t e s  d ' u n  e::amen 



Figure  4 2  : In?munofluorescence i n d i r e c t e  s u r  coupes de  spongia 

officinalis incubées  avec : 

A/ Antisérum a n t i - f r a c t i o n  g lycopro té in ique  B d.e spongia officinal 

B/ idem, mais avec  un a u t r e  f i l t r e  non s p é c i f i q u e  de  l a  Rhodamine 

l a  f l uo re scence  n a t u r e l l e  d e s  f i b r e s  d e  Spongine a p p a r a î t .  

C/ Sérum de l a p i n  normal 

D/ idem, avec f i l t r e  d i f f é r e n t .  

is. 



en microscopie  op t ique ,  L ' a p p l i c a t i o n  des  r é a c t i o n s  immuno- 

e i~zymat iques  (peroxydase) aux coupes d '  Eponge va p e r m e t t r e  1' examen 

en microscopie  é l e c t r o n i q u e ,  e t  une m e i l l e u r e  d é f i n i t i o n  de  l a  

l o c a l i s a t i o n  d e s  an t igènes .  C e t t e  é t u d e  e s t  en  cours .  

C e t t e  r é a c t i o n  ~rnmunofluorescente  a p p a r a î t  s p é c i f i q u e  : un sérum 

de l a p i n  normal ou un an t i sé rum a n t i - f r a c t i o n  B absorbé avec son 

a n t i g è n e  ne  donnent pas  d e  réponse p o s i t i v e  (F igu re  42/C). 

S i  nous prenons une éponge d ' une  a u t r e  espèce ,  C h o n d r o s i a  r e n i f o r m i s ,  

aucune r é a c t i o n  p o s i t i v e  n e  peu t  a t r e  mise en év idence  en L' incu- 

ban t  avec  1 ' an t i s é rum a n t i - f r a c t i o n  B de s p o n y i a  o f f i c i n a l i s .  L a  

s p é c T f l c i t é  d ' e s p è c e  des  g l y c o p r o t é i n e s  de  l ' éponge ,  mont-rée p a r  

d i f f u s i o n  s u r  p laque  ou imrnunoélectrophorèse, e s t  encore  confirmée 

pa r  c e t t e  obse rva t ion .  

9 - LOCALISATION SUR COUPE D'ÉPONGE D E S  CONSTITUANTS NON COLLAGÉ- 

NIQUES MONTRANT UNE A F F I N I T É  POUR LES LECTINES --- - ---- 

Les g l y c o p r o t é i n e s  de s p o n g i a  o f f i c i n a l i s  i s o l é e s ,  p u r i f i é e s ,  

c a r a c t é r i s é e s  s u i v a n t  l e u r  a f f i n i t é  pour l e s  l e c t i n e s  ConA e t  WGA, 

o n t  montré des de te rminan t s  comunç  s p é c i f i q u e s  d ' e spgce  e t  o n t  pu 

Sére l o c r ~ l i s é e s  par i m ~ u n o f l u o r e s c e n c e  i n d i r e c t e  s u r  coupe de t i s s u ,  

Ce r é s u l t a t  es t  i n p o r t a n t  c a r  il nous a permis de  prauver  que l e s  



a n t i c o r p s  ob tenus  à p a r t i r  d e  subs t ances  e x t r a i t e s  de  l ' éponge  

é t a i e n t  c a p a b l e s  de  r e c o n n a î t r e  c e s  mêmes a n t i g è n e s  i n  s i t u  dans  

l a  m a t r i c e  i n t e r c e l l u l a i r e  e t  de  les l o c a l i s e r .  

11 nous a pa ru  i n t é r e s s a n t  de  compléter  c e t t e  o b s e r v a t i o n  p a r  une 

r é a c t i o n  analogue 3- c e l l e  d e  l ' a n t i c o r p s  avec son a n t i g è n e  : 

l ' a f f i n i t é  pour  l e s  l e c t i n e s  d e  c e r t a i n s  s u c r e s  d e  l a  copule  g l u c i -  

d ique  d e s  g lycopro té ines ,  Nous avons cherché à r e t r o u v e r  i n  s i t u ,  

s u r  coupe d 'éponge,  l ' a f f i n i t é  que les g l y c o p r o t é i n e s  i s o l é e s  o n t  

montré pour  l a  ConA e t  l a  WGA. Su ivan t  l a  méthode d é c r i t e  Chap i t r e  

V I  N o  1 4 ,  d e s  coupes de  spongia  o n t  é t é  incubées  avec les l e c t i n e s  

marquées à l a  rhodamine, 

Les r é s u l t a t s  o n t  é t é  t r è s  n e t s ,  Des images comparables à c e l l e s  

obtenues  avec spongia  o f f i c i n a l i s  p a r  irnrnuno£luorescence i n d i r e c t e  

o n t  é t é  obse rvées  avec l a  ConA ou l a  WGA marquées à l a  rhodamine ; 

c e s  images conf i rment  l a  prépondérance d e s  g lycopro tS ines  au tou r  

d e s  c e l l u l e s .  L a  ConA e t  l a  WGA donnent d e s  images t o u t  à f a i t  

superposab les .  

Une a u t r e  éponge d ' e spèce  d i f f é r e n t e ,  Chondrosia r e n i f o r m i s ,  q u i  

n ' a v a i t  montré aucune r é a c t i o n  avec l ' a n t i s é r u m  a n t i - f r a c t i o n  B 

de  spong-ia, donne d e s  images f l u o r e s c e n t e s  (F igu re  43)  t r è s  

s f g n i f i c a t i v e s  l o r sque  d e s  coupes semf-f ines  d e  c e t t e  éponges s o n t  

i'ncubées avec l a  ConA ou l a  TQGA marquées à l a  rhodamine. Chondrosia 

ne c o n t i e n t  p a s  de  f i b r e s  d e  Spongine, mais comporte deux r é g i o n s  

bLen d i s t i n c t e s  (Garrone e t  c o l l . ,  1975) : 



FIGURE 4 3  : --- Renctions d' j i lcit i i lntion d c s  coupcr; tic C l i o n d r o s i a  

rt r l i f o r m i s  avec des d 6 r i v 5 ç  f liiorcscci~ts cles 1 ec t incs  : 

.Y/ ConA ( c a n a l  q u i f  Grc nu  r7i:i-itre d e  1 a photo, iil6dul la à la 

p h - i  (x 3 2 0 )  

B/ i.'(:A ( C O  ~ P X )  ( X  1 0 0 0 )  

Siir : ;  p!i(,I-os h i:t r: 1 . ~ 3 ~  (-j 1 1 - 1 : ;  t .i(-l>(-:; 1 ; i 11 7 C S  p a r  



- une zone périphérique ou cortex très riche en 
collagène (40 % )  et pauvre en cellules dans laquelle circulent 

les canaux aquifères. 

- une zone interne ou medulla qui contient de 
nombreuses cellules et en particulier les choanocytes groupes en 

chambres choanocytaires. 

Les lectines marquées à la rhodamine soulignent nettement cette 

organisation de l'éponge et confirment l'accumulation prépondérante 

des glycoprotéines autour des cellules ; des réactions très intenses 

sont ainsi observées dans la région des chambres choanocytaires. 

La localisation des polysaccharides acides reste plus imprécise. 

Comme nous l'avons précédemment montré, l'existence d'au moins un 

déterminant antigénique conuniin entre ces polysaccharides et les 

gl-ycoprotéines, permet de supposer une révélation commune de ces 

substances par les méthodes d'immunofluorescence utilisées. Loute- 

fois, cette hypothèse reste à confirmer, notamment par l'utilisation 

d'une autre lecti'ne qui, contrairement à la ConA et la WGA, montre- 

rait une affinité pour les polysaccharides, Nous avons choisi la 

pllytohémagglutine ELS (PHA) extraite d' un haricot (phase01 us 

v u l g a r i s ) .  En effet, des études d'inhibition avec des sucres 

simples ont montré que la PHA fixe les résidus N-acétylgalactosamine 

(Sharon et Lis, 19731 ,  Et, seuls les polysaccharides des éponges 

contiennent de la galactosanine, 



En incubant des coupes fixées de C h o n d r o s i a  et de S p o n q i a  avec 

la PHA marquée à la fluorescéine, des images tout à fait comparables 

à celles présentées Figure 4 3  ont été obtenues, c'est-à-dire un 

marquage péricellulaire avec une réaction très intense au niveau 

des chambres choanocytaires. 

Mais, comme nous l'avons vérifié, les glycoprotéines que nous avons 

isolées à partir de S p o n g i a  peuvent être précipitées i n  v i t r o  par 

la PHA en solution. Cette lectine montre en effet une affinité 

pour des enchaînements saccharidiques du type Cal-GlcNAC-Man 

(Kornfeld et Kornfeld, 1 9 7 0 ) .  Et, ces oligosaccharides peuvent 

aussi bien se trcuver dans la partie terrnlnale de la chalne glu- 

cidique des polysaccharides que des glycoprotéines. Aussi, les 

résultats obtenus avec la PHA ne peuvent encore apporter qu'une 

probabilfté de l'accumulation simultanée des polysaccharides et 

des glycoprotéines autour des cellules, 

La matrice intercellulaire de 1'Eponge apparazt donc constituée, 

outre de différentes formations collagènes, essentiellement de deux 

types de glycoconjugués. Ces derniers se différencient principale- 

ment par l'importance de leur chalne glucidique. Celle-ci repré- 

sente pour les glycoprotéines 6 % de la partie protéinique, pour 

les polysaccharides environ 3 0  8, Les composants çaccl~aridiques 

sont les mêmes, exception faite de la gaïactosaïnii~e, qui ne se 



r e t rouve  que dans l e s  polysacchar ides  a c i d e s ,  qu i  cont iennent  a u s s i  

des  r é s idus  s u l f a t e .  La présence d ' a c i d e s  s i a l i q u e s  semble peu 

probable.  

La composition en a c i d e s  aminés de c e s  deux c l a s s e s  de  molécules 

e s t  extrêmement v o i s i n e  e t  ne s e  d i s t i n g u e  que par  une l é g è r e  

d i f f é r e n c e  dans l e  nombre de  ré s idus  de  quelques ac ides  aminés. 

Un ou p l u s i e u r s  déterminants  an t igéniques  spéc i f iques  d 'espèce  

p a r a i s s e n t  comnuns aux g lycoproté ines  e t  aux polysaccharides .  

Pa r  immunofluorescence i n d i r e c t e  e t  incubat ion  avec des d é r i v é s  

f luorescen t s  des  l e c t i n e s ,  une accumulation prépondérante d e s  

glycoprotéines e t  probablement des  polysaccharides  a  pu ê t r e  mise 

en évTdence autour  des  c e l l u l e s .  

A - LES GLYCOPROTEINES 

Leur composition en a c i d e s  a~ninés ,  l e u r  t e n e u r  en oses  n e u t r e s  

(environ 3 % ) ,  l e u r  t e n e u r  en  glucosainine ( 2 , 6  8)  e t  l ' absence  de  

s u l f a t e  soul ignent  l a  r e l a t i o n  q u i  peut  ê t r e  é t a b l i e  e n t r e  c e t t e  

c l a s s e  de  g lycoproté ines  d'éponge e t  l e s  g lycoprot6 ines  de s t r u c t u r e  - 
des ve r t éb rés  e t  des  Inver t éb rés  (Anderson, 1 9 7 6  ; Robert e t  c o l l .  

L 'hétérogénéi té  de  l a  p a r t i e  glucidique des  g lycoproté ines  de  

s t r u c t ~ r e  a 6 t é  rappor tée  p a r  hloczar e t  c o l l .  ( 1 9 6 8 ) .  Les c o n s t i -  

t u a n t s  saccharidiques h a b i t u e l s  son t  l a  glucosaniine, l e  mannoçe, 

l e  ga lac tose ,  l e  fucose e t  l ' a c i d e  s i a l i q u e .  La présence de  gl.ucose 



est aussi généralement indiquée mais elle semble plus équivoque. 

La proportion relative de ces différents sucres et le rapport 

sucres/protéines sont variables, 

Dans une même éponge, la microhétérogénéité de la copule glucidique 

des glycoprotéines a pu être mise en évidence par chromatographie 

d'affinité sur lectine. Elle se manifeste surtout par une teneur 

en mannose passant du simple au double et une variation appreciabie 

des résidus fucose. 

De plus, les gl-ycoprotéines de l'éponge contiennent des quantites 

appréciables d'arabinose et un peu d'acide glucuronique. Comme 

nous l'avons vu précédemment, l'arabinose est un composé saecha- 

rLdique rare dans le règne animal et qui semble assez particulier 

aux Spongiaires. Sa présence constante en quantités notablcs dans 

toutes les fractions glycoprotéiniques séparées sur lectines, 

l'identité immunologique de ces fractions, permettent d'affirmer 

que l'arabinose est un composant des glycoprotéines sécrétées par 

les cellules de l'éponge. Le rôle de l'arabinose c'riez ces animirux 

reste toutefois assez mal compris, 

De même, la présence d'acide glucuronique n'est habituellement pas 

rapportée dans les glycoprotéines de structure. Nous l'avons trouvé 

en petite quantité dans la copule glucidique des glycoprotéines 

d'éponge, assim2lées aux glycoprotéines de structure des tissus 

vertébrés, 

Moczar (1968)  a montré que la liaison glycanne-protide dans les 



glycoprotéines de structure de l'aorte est de type asparaginy1-N- 

acétylglucosamine. Les résultats analytiques obtenus avec les 

glycoprotéines de 1'Eponye sont en faveur de l'existence d'un 

même type de liaison, 

B - LES POLYSACCHARIDES ACIDES 
Ce sont essentiellement des complexes protéine-hétéropolyçaccharide 

acide dont environ la mottié seulement apparaît précipitable par 

les detergents ioniques. Ils ne sont pas sensibles aux enzymes 

spécifiques des glycosaminoglycannes et leur composition glucidique 

ne laisse guère prévoir une structure disaccharidique répétitive. 

Ils ne semblent donc guère pouvoir être assimilés aux glycosamino- 

glycannes des tissus conjonctifs de Vertébrés. 

Les polysaccharides que nous avons décrits présentent,par contre, 

une grande parenté avec les complexes hétéropolysaccharidiqueç qui, 

par des methodes variées, ont été isolés par divers auteurs à partir 

d'éponges d'espèces différentes et qui apparaissent constitués des 

mêmes glucides : oses neutres (arabinose, glucose, galactose, 

fucose, mannose, xylose), les deux hexosamines et l'acide glucuro- 

nique. Un alrgnement d'unités saccharidiques similaires a été trouvé 

par pTacle nna n (1970) dans des substances antigéniques sérologiquement 

apparentées aux constituants de la surface cellulaire de l'éponge 

et extraites par l'acide trichloracétique froid, Ces complexes 

polysaccharldes isolés à partAr de 17 éponges différentes sont 

spécifiques d'espèces. Les mêmes sucres se retrouvent aussi dans 

les facteurs d'agrégation qui pe,mettent chez les éponges une 



r é a g r é g a t i o n  des  c e l l u l e s  dlâsocAées avec d e s  deg rés  v a r i a b l e s  de 

s p é c i f i c i t é  (Margoliash e t  c o l l . ,  1965 ; Gasic  e t  G a l a n t i ,  1966 ; 

Henkart e t  c o l l . ,  1973 ; Muller  e t  Zahn, 1973) . 



CHAPITRE V 

LES SPOi' iGIAIRES ET LA PHYLOGENESE DE LA TRAME CONJO?ILIIVL 



L e s  Spong ia i r e s ,  organismes p l u r i c e l l u l a i r e s  s i t u é s  3. l a  base du 

règne animal,  p r é s e n t e n t  un f a i b l e  degré  d ' o r g a n i s a t i o n  mais possè- 

d e n t  une m a t r i c e  e x t r a c e l l u l a i r e  b i e n  d é f i n i e ,  prémices du t i s s u  

c o n j o n c t i f  d e s  animaux s u p é r i e u r s .  Es sen t i e l l emen t ,  t r o i s  s o r t e s  

de molécules  c o n s t i t u e n t  l a  m a t r i c e  e x t r a c e l l u l a i r e  d e s  éponges : 

l e  co l l agène ,  les po lysaccha r ides  a c i d e s  e t  l e s  g l y c o p r o t é i n e s .  

L e  co l l agène ,  S i e n  que montrant  d e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d ' i n s o l u b i l i t é  

t r è s  p a r t i c u l i è r e s  à ce phylum, c o n t i e n t  d e j a  t o u t e s  les potentia-z 

l i t é s  d e s  c o l l a g è n e s  d e s  animaux s u p é r i e u r s .  En e f f e t ,  d e s  Epon5-es 

aux mammifères, les co l l agènes  p a r a i s s e n t  soumis à des é t a p e s  de 

b iosynthèse  au moins q u a l i t a t i v e m e n t  i d e n t i q u e s ,  q u i  comprennent. 

l ' a ssemblage  de  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e ,  l ' h y d r o x y l a t i o n  d e s  r é s i d u s  

p r o l y l e  e t  l y s y l e  app rop r i é s  dans  les  c h a î n e s  po lypep t id iyucs  

n a i s s a n t e s ,  l a  g l y c o s y l a t i o n  Ge c e r t a i n s  r é s i d u s  hydroxylyçyie ,  

l ' a s s o c i a t i o n  des c h a î n e s  accoinpagnée d e s  l i a i s o n s  i n t e r c h a i n e s  

d i s u l f u r e ,  e t  l a  format ion  de l a  t r i p l e  Rê l i ce .  La convers ion  du 

procol lagène  e n  c o l l a g è n e ,  q u i  se p r o d u i t  apparemnent extracellu- 

l a i r e m e n t  chez l e s  Ver t éb ré s ,  r e s t e  encore  à prouver  chez l e s  

Spongiaf res .  

P o u r t a n t ,  s o n t  dé j à  p r é s e n t e s  dans  l e s  c o l l a g è n e s  d1Epongesr  les 

l i a l s o n s  cova len t e s  i n t r a m o l é c u l a i r e s  que l ' o n  r e t r o u v e  h a b i t u e l l e -  

ment dans  l e s  c o l l a g è n e s  des  animaux s u p é r i e u r s .  

PlusEeurs  d e s  r é a c t i o n s  i n t r a c e E l u l a i r e s  s o n t  sous  la dgpendance 

d ' enzynes .  1,eür qcian-tité e t  l e u r  deg ré  d ' a c t i v a t i o n  peu t  Gt re  t r è s  

d 2 f f é r e n t s  d ' u n  type  d e  c e l l u l e s  2 un a u t r e .  Ma?ç a u s s i  l e  temps 



pendant  l e q u e l  l 'enzyme pour ra  a g i r ,  q u i  est l i m i t é  par l a  fo rmat ion  

de l a  t r i p l e  h é l i c e ,  a é t é  r a p p o r t é  t r è s  i n é g a l ,  Il en r é s u l t e ,  

pour les c o l l a g è n e s ,  d e s  t a u x  d ' hyd roxy la t ion  e t  de  g lycosy la t i .on  

extrêmement v a r i a b l e s  q u i  p o u r r a i e n t  e x p l i q u e r  au moins p a r t i e l l e -  

ment l a  mod i f i ca t ion  de  l e u r  morphologie e t  d e  l e u r  fonct . ion.  

Ces t a u x  vont  a t t e i n d r e  chez les éponges e t  chez c e r t a i n s  Inve r -  

t é b r é s  d e s  v a l e u r s  a u s s i  é l e v g e s  que c e l l e s  r a p p o r t é e s  pour l es  

c o l l a g è n e s  d e s  membranes b a s a l e s  q u i  s o n t  bien moins s t r u c t u r é s .  

A l ' i n t é r i e u r  du phylum, les éponges co rnées ,  généralement c o n s i -  

d é r é e s  comme les p l u s  récemment apparues ,  c o n t i e n n e n t  à côté du 

c o l l a g è n e  e x t r a c e l l u l a i r e  une forme de c o l l a y è n e  t r è s  p a r t i c u l i è r î  : 

l a  Spongine. C e l l e - c i  montre une t r è s  g racde  r é s i s t z n c e  zux a g e n t s  

hydro lysan t s  e t  c o n s t i t u e  d e s  format ions  t r è s  d ivexseç  : f i b r e s  

ramif$ées ,  f i l a m e n t s  d l ~ r c i n l a ,  spongine p é r i s p i c u l a i r e .  

L ' é tude  a n a l y t i q u e  comparée du co l l agènc  e x t r a c e l l u l a i ï e  e t  des 

çpongines f a i t  a p p a r a î t r e  d e s  d i f f é r e n c e s  dans  l a  composi t ion e n  

a c i d e s  aminés e t  dans  les  t a u x  dlhydroxylat i .on de  l a  l y s i n e  e t  d e  

g l y c o ç y l a t i o n  de  l ' h y d r o x y l y s i n e  de c e s  d.eux s o r t e s  d e  coll-aggne. 

C e s  d i f f é r e n c e s  chimiques s o n t  aecompagn6ex d ' une  morphologie 

d i s t i n c t e  : les f i b r i l l e s  appe lées  co l l agene  e x t r a c e l l u l a i r e ,  les  

m i c r o f i b r i l l e s  q u i  c o n s t i t u e n t  l a  Sponginc. 

Il es t  p o s s i b l e  qu%u s e i n  du phylum Eponge, une é v o l u t i o n  parti.culièx-c 



ne  s e  s o i t  é t a b l i e  t -endant ,  p a r  une p l u s  g rande  cohésion e t  une 

p l u s  f o r t e  r é s i s t a n c e  d e s  c o l l a g è n e s ,  à une m e i l l e u r e  a d a p t a t i o n  

aux c o n d i t i o n s  de  v i e  d e  l ' a n i m a l  constamment t r a v e r s é  de  c o u r a n t s  

d ' e a u  de  m e r  e t  p é n é t r é  de  b a c t é r i e s  e t  d e  cyanophycées. 

D e s  po lysaccha r ides  a c i d e s  p l u s  ou moins s u l f a t é s  e x i s t e n t  chez l e s  

Eponges. D e  même, une grande v a r i é t é  de po lysaccha r ides  a c i d e s  

a é t é  r appor t ée  chez l e s  I n v e r t é b r é s  ( r evue  dans  Hunt, 1970) .  P a r  

c o n t r e ,  c e r t a i n s  C n i a a i r e s  n ' e n  con t i ennen t  pas .  En e f £ e t ,  c e s  

po lysaccha r ides  anioni-ques contenant  du s u l f a t e  e t  d e s  a c i d e s  

uron iques  s o n t  t o t a l e m e n t  a b s e n t s  de  la p a r o i  con jonc t ive  d e  

M e t r i d i u m  (Kat-zman e t  J e a n l o z ,  1970jb) . Une a u t r e  Cn ida i r e  Zhizoçtoma 

(Bocquet e t  c o l l . ,  1972) ne renferme a u s s i  que d e s  po lysaccha r ides  

n e u t r e s .  

Les po lysaccha r ides  a c i d e s  d e s  Spong ia i r e s  n e  p a r a i s s e n t  pas  

pouvoir  ê t r e  ass imi lGs  aux glycosaminoylycannes d e s  t i s s u s  conjonc- 

t i f s  de  Ver tébrés .  T o u t e f o i s ,  l e s  glycosarnirioglycannes onk 6-Lé 

s i g n a l é s  chez l e s  Enve r t éb ré s  a s sez  t ô t  au cou r s  d e  l a  phylogenesc,  

M a i s  l e s  c a r a c t é r i s a t i o n s ,  souvent  basees  uniquement s u r  d e s  

c r i t è r e s  h i s toch lmiques ,  r e s t e n t  somi~~a i r eç  ou incomplètes .  P o u r t a n t ,  

e n  1967, Matehws a r a p p o r t é  l a  presence  de glycosaminoglycannes 

chez l e s  Xnver tébrés  s u p é r i e u r s .  Récemen t ,  Rahemtul-la e t  L6t rup  

(1974/a e t  b ,  i973/a ,  b ,  1976 ; Hdglund, 1 9 7 6 )  o n t  e n t r e p r i s  une 

é t u d e  d e s  glycosaminoglycannes chez d e s  I n v e r t é b r é s  d'embranchements 

différents, en s e  b a s a n t  s u r  des  t e c h n l q s e s  biochimiques d q l l e c t r o -  

phorèse  ou de s é p a r a t i o n  s u r  échcirigeurç d ' i o i l s .  E t ,  c e s  a u t e u r s  

donnent l a  d i s t r i b u t i o n  s u i v a n t e  : 



Plathelminthes Chondroïtine-sulfate 

Nemathelminthes Chondroïtine-sulfate, 
acide hyaluronique 

Polychètes Chondroltine-sulfate 
acide hyaluronique 

Oligochètes Kératane-sulfate 

Achètes Kératane-sulfate 

Lamellibranches Chondroïtine-sulfate 
acide hyaluroni.que, 
chondroïtine, héparine 

Insectes 

Cépha1opod.e s Chondroltine-sulfate, 
acide hyaluronique, 
chondroltine, 
kératane-sulfate 

ChondroZtine, acide 
hyaluroniquc, 
chondroïtine-sulfate, 
peut-être kératane 

Crustacés Keratane, chondroltine, 
chondroltine-sulf at-e, 
héparine 

(Rahemtulla et L6trup 
1974/a) 

(idem, 1974/b) 

(idem, 1974/b) 

(idem, 1975/a) 

(idem, 1975/a) 

(idem, 1975/b) 

(Hunt, 1970) 

(Rahemtulla et Lg5trup, 
1976) 

Ces résultats revêtent un grand intérêt phylogénique mais necessitent 

une confirmation plus précise des caractSristiques structurales 

de ces composés polysaccharidiques, 

Les glycoprotéines sont, avec le collagène et les polysaccharides 

acides, un des plus anciens composants de la trame extracellulaire 

des êtres plurfcellula-ires. Elles sont en abondance chez les 

Eponges et ont été signalées chez les Cnidaires (Katzman, 3972) 

et les Céphalopodes (Moczar et Moczar, 1 9 7 6 ) ,  

S f  15 composition en acides aminés de la partie peptidiqûc de ces 

glycoprotéines semble conserver une assez forte con-tinuitg phy1.o- 

génét2que, la compositiar, de la copule giucidiqile est moins stable : 



L e  t aux  e t  l a  n a t u r e  d e  ses composants s o n t  t r è s  v a r i a b l e s .  L a  

g lucosamine,  l e  mannose, l e  g a l a c t o s e ,  l e  fucose ,  s o n t  i n v a r i a b l e -  

ment r a p p o r t é s .  L ' a r ab inose ,  p a r t i c u l i e r  aux Spong ia i r e s ,  e t  

l ' a c i d e  g lucu rcn ique ,  don t  nous ve r rons  p l u s  l o i n  l e  r ô l e  dans  

l a  reconna issance  c e l l u l a i r e  chez l e s  éponges,  vont  d i s p a r a î t r e  

d e  l a  p a r t i e  s accha r id ique  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  de  s t r u c t u r e  de  

v e r t é b r é s  e t ,  au c o n t r a i r e ,  les a c i d e s  s i a l i q u e s  vont  a p p a r a â t r e .  

Nos r é s u l t a t s  conf i rment  en e f f e t  l ' a b s e n c e  probable  d e s  a c i d e s  

s i a l i q u e s  chez l e s  Spong ia i r e s .  D ' a i l l e u r s ,  Warren ( 1 9 6 3 ) ,  dans  

une r a p i d e  recherche  d e s  a c i d e s  s i a l i q u e s  dans  l e  regne animal ,  

a v a i t  n o t é  l e u r  absence chez les I n v e r t é b r é s  p r i m i t i f s  ; i l - s  

s e r a i e n t  seulement c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  Inver tébrGs  les p l u s  

évolués .  Cabezaç ( 1 9 7 3 )  conf i rme c e s  o b s e r v a t i o n s  : les a c i d e s  

s i a l i q u e s  se m a n i f e s t e n t  r e l a t i v e m e n t  t a r d  au c o a r s  d e  1' 6 v o l u t i o n .  

L E  a s p e c t  microf i b r i l l a i r e  e t  g l o b u l a i r e  d e s  glycoproté . ines  e x t r a i t e s  

e t  p u r i f i é e s  à p a r t i r  d ' une  éponge p r é s e n t e  une grande a n a l o g i e  

u l t r a s t r u c t u r a l e  avec  les m i c r o f i b r i l l e s  i s o l é e s  de  l a  p a r o i  

a r t é r i e l l e  e t  8 s s i m i l é e s  aux g l y c o p r o t é i n e s  d e  s t r u c t u r e  (Kadar 

e t  c o l l . ,  1973)  . 

L e s  g lycopro té ines  de  s t r u c t u r e  dans Les t i s s u s  c o n j o n c t i f s  r e s t e n t  

enco re  d i f f i c i l e s  à v i s u a l i s e r  p a r  les méthodes h i s toch imiques  e t  

l a  microscopie  é l e c t r o n i q u e .  Les t echn iques  d'imrnunofluorescence 

a c t u e l l e m e n t  u t i l i s e e s  dans  quelques  r eche rches  t r è s  ponc tue l l -es ,  

p a r a i s s e n t  p l e i n e s  d e  promesses,  



Chez l e s  Spongiaires ,  nous avons montré que l e s  g lycoproté ines  

e t  l e s  polysaccharides  a c i d e s  ont  un ou p l u s i e u r s  dé terminants  

communs spéc i f iques  d ' e spèce .  Ces substances on t  pu ê t r e  l o c a l i s é e s  

p a r  immunofluorescence i n d i r e c t e  e t  p a r  des  d é r i v é s  f l u o r e s c e n t s  

de t r o i s  l e c t i n e s .  

Ains i ,  autour d e s  c e l l u l e s ,  une accumulation wrépondérante d e s  

glycoprot.éineç,  e t  probablement des  polysaccharides  a c i d e s ,  a é t é  

mise en évidence,  C e s  r é s u l t a t s  a p p e l l e n t  p l u s i e u r s  remarques : 

On peut  effect ivement  s e  demander où commence l a  mat r ice  e x t r a c e l -  

l u l a i r e  de  l 'éponge ; e t  s i ,  l e s  molécules que nous avons i s o l e e s  

e t  1ocalLséeç e s s e n t i e l l e m e n t  autour  d e s  c e l l u l e s  peuvent ê t r e  

considérées  comme des  c o n s t i t u a n t s  m a t r i c i e l s  ? 

De même, on peut se demander q u e l l e  correspondance e x i s t e  e n t r e  

ces  composés, que nous avons d é c r i t s ,  e t  ceux, é t ro i t ement  476s 

aux f i b r i l l e s  de  col lagSne,  r évé lés  par des  méthodes histochLmiques 

(Thiney e t  Garrone, 1 9 7 0 ) ,  Des f i b r i l l e s  de  col lagSne,  observées 

i n  s i t u  s u r  coupes d 'éponges d 'espèces  d i f f é r e n t e s ,  p r é s e n t e n t  

des  a spec t s  d i v e r s  e t  une s t r i a t i o n  t r a n s v e r s a l e  souvent peu n e t t e  

(Garrone, 1 9 7 8 / a ) ,  L e t t e  apparence v a r i é e  des  f i b r i l l e s  de  col lagène  

e s t  a t t r i b u é e  à l y n t e r f é r e n c e  des glycouonjugués r6ve iés  p a r  (les 

méthodes Eristochimiques ; après i ço lemei~ t  i n  v i t r o  par  des 

méthodes bioc-lim2ques ou enzymatiques, l e s  f i b r i l l e s  de  collagGne 

de t o u t e s  l e s  espCces p résen ten t  un aspec t  morphologique iden t ique  

e t  une s t r i a t i o n  t r a n s v e r s a l e  comparable ( v o i r  Figure 8)  (Garrone, 



1978/b),  O r ,  aucune r é a c t i o n  de  f l uo re scence  n e t t e  n ' a p p a r a î t  

au n iveau  d e s  f i b r i l l e s  de  col lagène au cou r s  de nos  é tudes .  11 

n ' e s t  p e u t - ê t r e  pas  e x c l u  que les  si tes r é a c t i o n n e l s  d e s  glyco- 

conjugués ,  é t r o i t e m e n t  a s s o c i é s  au c o l l a g è n e ,  s o i e n t  p l u s  ou moins 

masqués e t  dev iennent  d i f f i c i l e m e n t  a c c e s s i b l e s  aux a n t i c o r p s  

e t  aux l e c t i n e s .  

D ' a i l l e u r s ,  l a  t r è s  f o r t e  i n t e r a c t i o n  du co l l agène  e t  d e s  glyco- 

p r o t é i n e s  d e  s t r u c t u r e ,  q u i  a  é t é  observée  dans  l a  p l u p a r t  d e s  

t i s s u s  c o n j o n c t i f s  de  Ver tébrés  e t  q u i  rend d i f f i c i l e  l ' i s o l e m e n t  

de  c e s  deux molecules  (Anderson e t  Jackson ,  1972 ; Moczar e t  c o l l . ,  

1975 ; Shipp e t  Bowness, 1975) ,  e x i s t e  a u s s i  chez l e s  Eponges: 

Nous avons en  e f f e t  dû u t i l i s e r  l ' a c t i o n  d i s s o c i a t i v e  du dodécyl-  

s u l f a t e  de  sodium pour s é p a r e r  l e  c o l l a g è n e  d e s  glycoconjugués .  

P a r  c o n t r e ,  en  l ' a b s e n c e  de  SDS, un e x t r a i t  EDTA de  S p o n g i a  

officlnalis f r a c t i o n n é  s u r  DEAE-cellulose dans  un g r a d i e n t  en NaCl 

de  c o n c e n t r a t i o n  c r o i s s a n t e ,  donne p l u s i e u r s  f r a c t i o n s  q u i  con t ien- -  

nen t  t o u t e s  d e  l ' hyd roxypro l ine  en q u a n t i t é  n o t a b l e  ( F i g u r e  4 4 )  

e t  q u l  s o u l i g n e n t  de  c e  f a i t  l a  t r è s  f o r t e  i n t e r a c t i o n  du c o l l a g è n e  

e t  d e s  p r o t é i n e s  non co l l agène ,  

L a  c o n c e n t r a t i o n  p é r i c e l l u l a i r e  observée  suggère  d e  p l u s  une 

correspondance p o s s i b l e  e n t r e  l e s  composés que nous avons i s o l é s  

e t  c a r a c t é r i . s é s  e t  les f a c t e u r s  d ' a g r é g a t i o n  --- q u i  pe rme t t en t  l a  

r é a g r é g a t t o n  d e s  c e l l u l e s  dissociées chez les éponges. 



Figure 44 : Chromatographie sur coionne de DEAE-cellulose (25 x - 
300 mm) d'un extrait EDTA (0,iM, p H  8 , G )  de s p o n g i a  officinalis, 

centrifugé à 20 000 rpm. Un gradient en NaCl de concentration 

croissante est effectué. Sous la barre des fractions isol6esr ia 

teneur en bydroxyhroline est exprimée en % des protéines dosées 

dans la fraction. 



En e f f e t , d è s  1907, Wilson r a p p o r t a  que les  suspens ions  d e  c e l l u l e s  

d 'éponges  ob tenues  en p a s s a n t  d e s  morceaux de  t i s s u  à t r a v e r s  un 

tamis,peuvent se réag rgge r  de  façon s p 6 c i f i q u e  d ' e s p è c e .  Humphreys 

(1963) e t  Moscona (1968/a) o n t  r e p r i s  c e s  é t u d e s  en d i s s o c i a n t  

chimiquement les c e l l u l e s  d e s  éponges en  l ' a b s e n c e  d e  c a t i o n s  

d i v a l e n t s .  Le su rnagean t  d e s  c e l l u l e s  a i n s i  d i s s o c i é e s  c o n t i e n t  

d e s  f a c t e u r s  q u i  pe rme t t en t  l ' a g r é g a t i o n  c e l l u l a i r e  (Herikart e t  

c o l l . ,  1973) .  L'EDTA e n t r a î n e r a i t  une r a p i d e  e t  i r r é v e r s i b l e  

i n a c t i v a t i o n  d e  c e s  f a c t e u r s  d ' a g r é g a t i o n .  L a  r u p t u r e  e t  l e  b locage  

d e s  p o n t s d i s u l f u r e  p o u r r a i e n t  a v o i r  l a  même a c t i o n  (Gas ic  et 

Galandi ,  1966 ; Muller  e t  c o l l ,  1974) -  

C e s  f a c t e u r s  d ' a g r é g a t i o n  o n t  é t é  d é f i n i s  (Henkart e t  c o i l . ,  i 9 7 3  ; 

Cauldwell  e t  c o i l . ,  1973) comme d e s  complexes h é t é r ~ p o l y s a c c h a r i -  

d i q u e s  de  hau t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  ; i l s  s e r a i e n t  c o n s t i t u e s  de  

50  % d e  s u c r e s  e t  de  50  % d e  p r o t é i n e s .  Ces composés macromolé- 

c u l a i r e s  p o u r r a i e n t  t o u t e f o i s  ê t r e  formés d e  sous -un i t é s  glotlu-- 

la i res  d '  env i ron  2 , 5  nrn (Plarçolj asti e t  c o l l . ,  1965) . PR'ai.s celles- 

c l  semblent  p e r d r e  t o u t e  a c t i v i t é  de  r é a s s o c i a t i o n  c e l l u l a i r e .  

Dans nos e x t r a i t s  dlEponge q u i  o n t  é t é  t r a i t é s  p a r  L ' E D T A ,  r é d u i t s  

e t  a l k y l é s ,  t o u t e  t e n t a t i v e  d ' é t u d e  d ' a c t i v i t é  biochimique corn-a- 

r a b l e  à c e l l e  d u  f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n  es t  evidemraent exc lue .  

T o u t e f o i s ,  de  nombreuses c a r a c t é r i s t i q u e s  semblent  communes aux 

g2ycoconjuguér de s p o n y i  a officinalis, et aux f a c t e u r s  d ' : igrégation : 

p r o p r i é t é  immunoI?ogique s p é c i f i q u e  d ' e s p è c e ,  l o c a l i s a t i o n  a u t o u r  

d e s  c e l l u l e s ,  i n f l u e n c e  d i s s o c i a t i v e  de l ' E D T A ,  p résence  de  p o n t s  



d i s u l f u r e ,  sous-un i tés  globulaires p r o t é i n i q u e s  d e  f a i b l e  po ids  

molécu la i re .  D e  p l u s ,  ces c o n s t i t u a n t s  montrent  une composit ion 

en a c i d e s  a n i n é s  e t  en  s u c r e s  t o u t  à f a i t  comparable e t ,  p l u s  

p a r t i c u l i è r e m e n t ,  c o n t i e n n e n t  t o u s  de  l ' a c i d e  g lucuronique  q u i  

peu t  i n h i b e r  l ' a g r é g a t i o n  c e l l u l a i r e  dans  un système c e l l u l e s  

i s o l é e s  -- f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n  (Turner  e t  Burger ,  1973) .  L ' a c i d e  

glucuronique s e r a i t  en  e f f e t  impl iqué dans l e  s i t e  d e  r e c ~ n r ~ a i s -  

sance du f a c t e u r  d ' a g r é g a t i o n .  

Chez Les Eponges, l a  r econna i s sance  c e l l u l a i r e  r e p r é s e n t e  un -- 

système r e l a t i v e m e ~ t  s imple .  En e f f e t ,  c e l l e - c i  peu t  ilon seul.einent 

se p r o d u i r e  à basse  température mais a u s s i  avec d e s  c e l l u l e s  

mortes  ou f i x é e s  (P.loscona, 1968/b ; Turner e t  Burger ,  1 9 7 3 ) .  Au 

c o n t r a i r e ,  l a  r é a g r é g a t i o n  d e s  c e l l u l e s  embryonnaires des organisnies 

s u p é r i e u r s  n é c e s s i t e  d i v e r s e s  a c t i v i t é s  d ÿ n ~ m i q u e s ,  n é t a b o l i q u e s  

ou b i o s y n t h é t i q u e s ,  d e s  c e l l u l e s  v i v a n t e s  (Roth e t  COL:-. 1977) .  

D e  nonibreuses é t u d e s  o n t  é t é  f a i t e s  a f i n  d e  mieux cortiprendre 

l ' i n t e r a c t i o n  c e l l u l e - t i s s u  a u  n iveau  e x t r a c e l l u l a i r e ,  à l a  s u r f a c e  

e t  à l ' i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s  d e s  mammif5res. 

Nous n ' e n t r e r o n s  pas dans  l e  d é t a i l  de  c e s  p roces sus  d e  r é g u l a t i o n  

e t  de  s t i m u l a t i o n ,  Nous s -gna le rons  siïnplement que l e s  deux corripo- 

ç a n t e s  e x t r a c e l l u l a i r e s  l e s  p l u s  e t u d l é e s ,  les col l -agènes  e t  les 

pro téoglycannes ,  jouent  un r a l e  impor tan t  dons l e  conkrô le  e t  l a  

r é g u l a t i o n  d e s  processus  de développement (Roçcher e t  Lash,  1 9 7 5  ; 

Koscher e t  Church, 1975 ; Meier et Hay, 1975 ; Nevo e t  Dorfman, 

1972 ; Çt rude l ,  1973) , Uiz accrolssernex~t  des  e f f e t s  d e s  composants 



d e  l a  m a t r i c e  e x t r a c e l l u l a i r e  peu t  ê t r e  nlodul-é p a r  l a  membrane 

plasmat ique e t  ses composants ( revues  p a r  Lash e t  Vasan, 1977 ; 

Hay, 1977) .  

Au cours  de  l ' é v o l u t i o n ,  l a  ma t r i ce  e x t r a c e l l u l a i r e  va  donc - 

s ' o r g a n i s e r  v e r s  une p l u s  f o r t e  s p é c i f i c i t é  de  s e s  f o n c t i o n s  e t  une -- - 

p l u s  grande c o n p l e x i t é  d e s  p rocessus  d e  r é g u l a t i o n  d-e ses c o n s t i -  - 

t u a n t s .  Le co l l agène  va se d i f f é r e n c i e r  en p l u s i e u r s  t y p e s  carac- 

t é r i s t i q u e s  d e s  d i f f é r e n t s  t i s s u s .  Les po lysaccha r ides  a c i d e s  vont 

ê t r e  remplacés p a r  d e s  glycosaminoglycannes b i e n  s t r u c t u r é s  e t  

b i e n  d é f i n i s .  Les g l y c o p r o t é i n e s  von t  s e r d r e  l e u r  a c i d e  glucuro-  

n ique  e t  a c q u é r i r  l e s  a c i d e s  s i a l i q u e ç , e n  l i a i s o n  probableine~i t  avec 

une p l u s  grande s p é c i f i c i t é  d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a ç e s .  Lf6iastine 

a p p a r a î t r a  p i u s  t a rd ivement ,  

Les i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l e s  d i f f é r e n t e s  macromolGculeç vont  clevenFr 

p l u s  f o r t e s  e t  p l u s  f inement  d é f i n i e s .  Les c e l l u l e s  von t  a c q u S r i r  

une p l u s  grande s p é c i f i c i t é  t i s s u l a i r e ,  



CHAPITRE V I  

METHODCS 



L e s  p r o t é i n e s  s o n t  dé te rminées  p a r  l a  méthode de Lowry e t  co11.(1951) . 
Une s o l u t i o n  d 'albumine de  se ru rn  de boeuf es t  u t i l i s é e  comne témoin. 

2 - DÉTERMINATION DE L'AZOTE PAR LA MICRO-MCTHODE KJELDAHL 
7- -- 

R é a c t i f s  : 

- Acide s u l f u r i q u e  concen t r é  exempt d ' a z o t e .  

- Mélange c a t a l y s e u r  préparé en b royan t  e n  une f i n e  poudre 80 g de 

K2S04, 2 0  g C U S Q ~ ~  5 H 2 0  e t  0,34 g de s é l é n a t e  de  ç o d i a ~  (CHT%??FLl, 

e t  coll . ,  1942) . 
- Acide bo r ique  (AR) , s o l u t i o n  aqueuse à 2 %. 

- I n d i c a t e u r  c o n s t i t u é  d ' un  mélange à volumes égaux d e  s o l u t i o n s  

dans  l ' é t h a n o l  abso lu  de  rouge de méthyle ( 2  8 )  e t  de b l e u  de 

méthylène ( 0 , l  % )  , 

- So lu t ion  a c i d e  s t a n d a r d  H C l  0,OlN. 

- So lu t ion  d'hydroxyde de sodium à 40-50 %. 

M i n é r a l i s a t i o n  -- 
Un é c h a n t i l l o n  contenant  0 , 5  à 1 mg d ' a z o t e  e s t  pl-ac6 dans  une f i o l e  

à Kjeldahi  de 180 m l ,  L ' a c l d e  s u l f u r i q u e  concent ré  ( 2  ml-) e s t  a j o u t 6  

e t  L e  mélange es t  ehauf f G  jusqu'a ce q u r  un debut  d e  c a r b o n i s a t i o n  

a p p a r a i s s e ,  AprSs r e f r o i d i s s e m e n t ,  I g d e  mélange c a t a l y s e u r  e s t  

a j o u t é .  Le chauffage est  niaintenu pendant  8 2 1 2  l ieures .  L e  contenu 

du f l acon  r c f r a i d -  e s t  d i l u e  avcc 20 a 30 m l  d ' e au  d i s t i l l é e .  



D i s t i l l a t i o n  : 

E l l e  s ' e f f e c t u e  dans  un a p p a r e i l  d é c r i t  p a r  IGiRKI-TAIIi (1942) . L e  

d i s t i l l a t  es t  r e c u e i l l i  dans  1 0  m l  d ' a c i d e  bor ique  e t  que lques  

g o u t t e s  d ' i n d i c a t e u r .  L'ammoniac r e t e n u  dans l a  s o l u t i o n  d ' a c i d e  

bor ique  es t  t i t r é  avec l a  so lu t ionI iCI  0,OlJlT à une c o l o r a t i o n  v e r t e  

s t a b l e  i n d i q u a n t  l a  n e u t r a l i t é .  1 m l  de HC1 0,OlN correspond a 

0 , 1 4  mg d ' a z o t e .  

3 - DÉTERMINATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES AMINÉS 
-..- -- - --- 

A - CHRO-MATOGRAPHIE S U R  UN AUTO-ANALYSEUR --- 
L e s  é c h a n t i l l o n s  s o n t  hyd ro lysés  en t u b e s  s c e l l é s  sous  atmosphère 

d ' a z o t e  p a r  l ' a c i d e  ch lo rhydr ique  6 N  pendant 2 4  heures à 1 1 0 ' ~ .  

Les h y d r o l y ç a t s  s o n t  évaporés  à s e c  sous  v ide  dans  un évap(3sateur 

r o t a t i f  e t  r e p r i s  p a r  un tampon c i t r a t e  a p H  2 , 8 .  

L 'ana lyse  d e s  co l l agènes  a é t é  e f f e c t u é e  s u r  un auto-analyseur  

TSM Technlcon 2 deux co lonnes ,  c e l l e  d e s  y l y c o p r o t é i n e s  s u r  un 

au to-ana lyseur  LRB à une s e u l e  colonne.  

Les tampons de  p H  c r o i s s a n t  s o n t  à base  de  c i t r a t e  de  sodium. Le 

premier  tampon c o n t i e n t  2 % d ' a l c o o l  i sop ropy l ique .  

L e  t ryp tophane  e s t  dé terminé s u r  S 'auto-anal-yseur dans  un hydro lvsa t  - 
obtenu dans  de l a  b a r y t e  4M à llO°C pendant 70 heures .  Iles cr,uant:ft&s 



r e l a t i v e s  d e  t ryp tophane  e t  d e  Leucine soiit  éva luzes  s u r  l es  

chromatogramiies. Le t ryp tophane  est  exprimé en  r é s i d u  d e  leucime. 

La c y s t é i n e  es t  éva luée  s u r  les  chromatograrnmes sous  forme de  

carhoxyméthy1cyst.éine a p r è s  r é d u c t i o n  e t  a l k y l a t i o n ,  L e  p i c  s o r t  

au débu t  du chromatogramrne devan t  l ' hyd roxypro l ine .  

La 3-hydroxyproline s o r t  dans  nos c o n d i t i o n s  d e  chromatographie 

. d e v a n t  l a  4-hydroxyproline e t  e s t  exprimée en  r é s i d u s  d e  4-Hypro. 

B - DOSAGE COLORIPiETRIQUE DE L  ~HYDROXYPROLINI2 - --- 
L a  méthode d e  STEGEMANN (1958) f a i t  appe l  à l ' o x y d a t i o n  par  l a  

chloramine T, Nous avons s u i v i  une m o d i f i c a t i o n  d e  c e t t e  methocle 

é t a b l i e  p a r  WOESSNER (1961) .  Le dosage e s t  e f f e c t u é  aprss hydro lyse  

d e s  é c h a n t i l l o n s  dans  l ' a c i d e  ch lorhydr ique  6N pendant 8 h â 1 1 0 ~ ~ .  

C e  dosage u t i l i s e  une r é a c t i o n  d 'oxyda t ion  s u i v i e  de  condensakion 

avec l a  paradiméthylaminobenzaldéhyde q u i  es t  s p é c i f i q u e  d.e l a  

4-hydroxyproline : l a  3-hydroxyproline ne peu t  donc p a s  ê t r e  dosGe 

dans  c e s  c o n d i t i o n s  (SZYIQNOVICZ e t  c o l l . ,  1978) . 

4 - RÉDUCTION ET CAKBOX~MÉTHYLATION DES PROTEI NES 

La p r é p a r a t i o n  p r o t é i n i q u e  en  s o l u t i o n  con tenaa t  une s o l u t i o n  d'EDTA 

( 1 0  mM), 1 % de SDS e t  un tctinpon t r i . 6  H C 1  0,lM p H  8,G es t  r é d u i t e  

p a r  un l a r g e  exces  de  2-mercaptoéthanol.  Le mélange e s t  maintenu 2 

4 0 O ~  pendant  2 heu re s ,  Le f l a c o n  es t  e n s u i t e  p ro t égé  de l a  lcrniêre 

e t  l e  mélange e s t  p l a c é  sous  a z o t e ,  Une s o l u t i o n  d r iodoacé t amide  

( légèrement  moins en m o l a r i t é  p a r  r a p p o r t  a u  2 - ~ ~ ~ e r c a p t o é t h a n o l )  

fralcl iement d i s s a i l t e  dans  d e  l a  soilde normale, es t  a j o u t é e  lei-i-t-_err:ent 

en a g i t a n t .  Sous l e  c o n t r ô l e  d ' u n  pH-mCtre, l e  p H  e s t  r é a j u s t é  S 

8,O avec d e  l a  soude normale,  F.11 bûtit d 'une  tlemi-heure d ' i r i euba t ion  



sous azote, la préparation est immédiatement mise en dialyse. 

Le Sepharose 413 (Phwmacia) ou le Biogel. P 2 0 0  (BioRad) ont été utilises 

.pour purifier les extraits bruts de glycoprotéines suivant leur 

taille moléculaire ; les Biogel P30 et Pl0 (BioRa6) pour dessaler 

certaines préparations, le Biogel A1,5 rn (BioRad) pour estimer 

le poids moléculaire apparent des glycoprotéines. 

Les gels sont gonflés dans l'Gluant choisj contenai~t gériC.ralemeiiC 

0,02 8 d'azide de sodium et, après avoir êté dGçaérés sous vide, 

sont coulés dans des colonnes de tailles appropriées â l'importance 

del'échantillon à filtrer. 

Le volume mort d'une colonne est déterminé avec le b l e u  dextran. La 

fin de l'élution est marquée avec la DNP-lysine. 

L'absorption de l'effluent des colonnes est mesurge sur un enregis- 

treur ISCO à 286 nm. 

A - PAR ELECTROPIIORXSE SUR GEL D'ACRYLAMIDE EN PRESENCE DE 
-p.- ---.---- 



Nous avons app l iqué  l a  t echnique  d é c r i t e  p a r  WEBER e t  OSBORN ( 1 9 6 9 ) .  

Deux c o n c e n t r a t i o n s  d ' ac ry lamide  o n t  é t é  u t i l i s é e s  (10 e t  7 % )  

dans  un tampon phosphate  à pI3 7 , B  avec  0 , 1  % de S 3 S .  Les t u b e s  

de  verre pour l e s  g e l s  a v a i e n t  1 0  c m  d e  long  e t  un d i amè t r e  i n t é r i e u r  

de  7 mm. 

Les é c h a n t i l l o n s  s o n t  incubés  à 37OC pendant  2 heures  dans  un tampon 

phosphate  0 ,OI .M pH 7 ,8  en présence  d e  1 % de SDS e t  d e  1 % d e  

2-mercaptoéthanol. Avant de  l e  déposer  s u r  l e s  g e l s ,  1 g o u t t e  d e  

g l y c é r o l  e t  1 g o u t t e  de  b l e u  de brornophénol (0 ,GS  % dans  l ' e a u )  

s o n t  a j o u t é e s  à l a  so l -u t ion  de  p r o t é i n e s  r é d u i t e s  ( 1 0  à 50 ~ 1 ) .  

Les g e l s  s o n t  c a l i b r é s  avec d e s  p r o t é i n e s  d e  po ids  rnolécuitaires 

connus : 1 ' albumine de sérum de boeuf ( 6 7 . 0 0 0 )  , I "ovalbumine ( 4 5 . 0 0 0 )  

l e  lysozyme (14.300) . 

L ' é l e c t r o p ~ ~ o r è s e  es t  condui te  dans  un a p p a r e i l  de c o n f e c t i o n  a r t i -  

s a n a l e  avec un c o u r a n t  c o n s t a n t  d e  8 mA p a r  g e l  ; l ' é l e c t r o d e  

p o s i t l v e  es t  p l a c é e  dans  l a  chambre du bas .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  

l a  migra t ion  dure  env2ron 4 heures ,  

La c o l o r a t i o n  des  bandes p ro t é$n iques  s ' o b t i e n t  en p l a ~ a n t  pendant 

2 heures  les g e l s  s o r t l s  de  l e u r s  t u b e s  dans  une s o l u t i o n  colora .nte  : 

Bleu d e  Coomassie R 250 2,5 5J 

Mgthan01 2 2 5  m l  

Acide a c é t i q u e  g l a c i a l  50 m l  

Eau d , i s t i l l E e  225 ml.. 



La - d é c o l o r a t i o n  -- d e s  g e l s  est obtenue dans  l a  s o l u t i o n  s u i v a n t e  : 

Acide a c é t i q u e  1 0 0  m l  

Méthanol 200 m l  

Eau d i s t i l l é e  700 m l  

B - PAR FILTRATION SUR BIOGEL A1.5 rn 

Gonflé dans un tampon tr2s HC1  0,02FI p H  8,O contenant  de  i'EDTA 

0,02M e t  0 , l  % de  SDS, l e  g e l  es t  désaé ré  e t  coulé  d a n s  une colonne 

de  1 , 5  x 130 c m .  Dia lysés  c o n t r e  l e  même tampon, 2 ni1 d ' u n e  s o l u t i o n  

de  glycoprotéT~2es  a l k y l é e s  (5  mg/'ml) s o n t  pas sé s  s u r  l a  colonne 

c a l i b r é e  avec d e s  p r o t é i n e s  de  p o i d s  mo l5cu la i r e s  connus. 

Selon l a  t h é o r i e  de l a  f i l t r a t i o n  s u r  çel ,  l ' é q u a t i o n  s u i v a n t e  

(LAURENT e t  KILLANDER, 1963) p e u t  ê t r e  appl iquSe aux subs t ances  

p a s s é e s  s u r  une t e l l e  colonne : 

V, est l e  volume d r é l u t L o n  de  l a  subs t ance  

Vt es t  le volume t o t a l  de g e l  dans l a  colonne 

Vo es t  l e  volume mort de  l a  colonne déterminé p a r  du b l e u  dext-can 

Une l i g n e  d r o i t e  e s t  obtenue s i  l e  l o g  d e  K d e s  subs t ances  e s t  av 
p o r t é  s u r  un graphique c o n t r e  l e  l o g  de  l e u r  po ids  mo lécu la i r e  

(LOCASCIO e t  a l , ,  1969) , 



A - HYDROLYSES ENZYMATIQUES 

- a-amylase ( b a c t é r i e n n e  Sankyo Co., Tokyo) à 20' dans  tampon 

phosphate de  sodium 0,22M, pH 5,4. 

- C e l l u l a s e  (90 U/mg Merck) dans l es  mêmes c o n d i t i o n s .  

- Chymotrypsj-ne. (Beef pancreas ,  Jilunn Research L a b o r a t o r i e s  I n e .  j 

à 37' dans  tampon t r i s - H C 1  O,:M, pH 7 ,6 .  

- Collagénase  (Gr7orl-hington Biochemical Corp. ,  1 9 4  U/mg) 37', 

tampon t r i s  0 , l M  H C 1 ,  p H  7,4. 

- E l a s t a s e  (Whatman 294  U/mg) à. 37', avec tampon t r i s  0,:M 

HC1,  pH Ï',8. 

- Lysozyme (hautement p u r i f i é e )  à 37' dans  tampon tris-TIC1 0,1M 

p H  7 ,9  e t  tampon phosphate  0 ,  l M ,  pH 7 ,6 .  

- PapaTne (Merck) à 60' dans  une s o l u t i o n  EDTA 0,005M de c y s t é i n e  

0,005M, pH 7,3 ,  

- Pronase (B grade  Caibiochern) à 50' avec un tarrrpon t r i s - E C 1  

O , l ? I ,  pH 8 ,5  con tenan t  d e  1/20 v/v & C l Z  0,0414. 

- Trypsine l y o p h i l i s é e  (Worthington Eiochemical  Corp. ,  2 0 0  U/mg) 

à 37', tampon phosphate  0,:M à p H  7 ,8 .  

Tous c e s  e s s a i s  de  d i g e s t i o n  enzymatique o n t  é t é  exécu té s  dans un 

r a p p o r t  enzyrne/subçtrat d e  1 à 2 8 ,  

B - HYDROLYSES ACIDES ET ALCALINES ------ -- 

L'hydro lyse  dans 1 "acide t r i c h l o r a c G t f q u e  à 5 e t  meme X O  % d e s  



f i l a m e n t s  e t  de l a  spongine broyés e t  t amisés  (250 microns) e t  

d u  co l l agène  h t e r c e l l u l a i r e  a  étê e f f e c t u é e  sous  a g i t a t i o n  d a n s  un 

bain-marie à 90" pendant  1 0 ,  30 ou 6 0  minutes  s i  n é c e s s a i r e .  Après 

c e n t r i f u g a t i o n ,  les  p r o t é i n e s  hydro lysées  o n t  é t é  dé te rminées  dans  

l e  surnageant ,  

L 'hydro lyse  des  spongines  dans  la soude 0 , 2 N  a  é t é  e f f e c t u é e  à 80' 

pendant d e s  tenips v a r i a b l e s .  Après c e n t r i f u g a t i o n ,  les  su rnagean t s  

s o n t  n e u t r a l i s é s  avec de l ' a c i d e  a c é t i q u e  d i l u é .  Les p e p t i d e s  e t  

les  hexoses son t  dé te rminés  respec t ivement  p a r  l a  méthode de  

LOWRY e t  l a  r é a c t i o n  à Z'anthrone.  

Les hydro lysa t s  de  500 mg d e  spongine e t  de  f i l a m e n t s  dans 5 0  m l  

d e  soude 0 , 2  NaOH, s o n t  f i l t r é s  s u r  une colonne de Bioge l  P 2 0 0 .  

i 

Les c i n é t i q u e s  des  hydro lyses  a l c a l i n e s  o n t  é t é  r é a l i s é e s  2 37OC 

dans  l a  po t a s se  aqueuse 1M ou dans l a  p o t a s s e  1 M  dans 8 0  % d'6thanol. 

Avant d ' e t r e  soumis à c e s  hydro lyses ,  l e s  f i l a m e n t s  e t  1-a s ~ o n g i n e  

o n t  é t é  r é d u i t s  en poudre dans  un broyeur  " C u l a t t i "  e t  pas ses  2 

t r a v e r s  un tamis  a y a n t  des  po re s  de  25C microns .  I l s  s o n t  e n s u i t e  

m î s  en suspension dans  l e s  s o l v a n t s  à i a  c o n c e n t r a t i o n  de  2 rng/rnl. 

C e t t e  é t u d e  a 6tG e f f e c t u é e  s o u s  les c o n s e i l s  du D r .  BAILEI? duns 



190 .  

son l a b o r a t o i r e  e t  s u i v a n t  l a  technique  d é c r i t e  p a r  BAILEY e t  a l .  

A - REDUCTION DES COLLAGENES -- 
L e s  f i b r e s  ou les format ions  co l l agène  d'Eponge s o n t  suspendues 

dans  0,9 % NaCl tamponné à uH 7 , 4  avec du ca rbona te  de  sodium. Du 

3 NaB H4 es t  d i l u é  avec  du borohydrure non r a d i o a c t i f  à approximat ive-  

ment 1 0  m C i / m  niole, p u f s  es t  a j o u t é  d i r ec t emen t  à l a  suspens ion  

maintenue sous  a g i t a t i o n  de  façon 2 o b t e n i r  un r a p p o r t  co l l agène /  

borohydrure de  30/l (P/P) . La réduc t ion  s ' e f f e c t u e  à l a  t empéra ture  

de  l a  p i e c e  pendant  1 heure .  E l l e  e s t  s toppée  pa r  a d d i t i o n  6 ' a c i d e  

a c é t i q u e  juçqu 'à  l ' o b t e n t i o n  d 'un p H  i n f é r i e u r  à 4 , O .  L,a suspens ion  

est d i a l y s é e  2 4  heu re s  c o n t r e  de ] - 'eau d i s t i l l é e  p l u s i e u r s  L o i s  

r enouve l l ée  p u i s  es t  ly .ophi l i sée t  

B - HYDROLYSE DES COLLAGENES REDUITS - 

E l l e  s ' e f f e c t u e  sous  r e f l u x  dans du EC1 6 N  f ra îchement  r e d i s t i l l é  

e t  l'ébullition e s t  malntenue pendant 2 4  heu re s .  L e  H C 1  e s t  

é l iminé  d e s  hydro lysa t ç  par évapora t ion  sous  v ide .  

C - ISOLEMENT DES COMPOSANTS RADIOACTIFS DU COLLRGCNE REDUIT  ET 

HYDROLYSE 

Les hydrolysatç s o n t  passCs s u r  une c o l o ~ ~ n c  ( 1 , 2  cm pz 6 0  cm) rernplie 

d e  ZeoKarb 2 2 5  (3C-A00 wçh) e t  maintenue à GO°Ct L e s  a c i d e s  amines 



s o n t  é l u é s  p a r  un g r a d i e n t  formé p a r  l ' a r r i v é e  d ' un  tampon 1 , O M  

en  py r id ine -ac ide  formique à p H  5,O dans  un r é c i p i e n t  de  mélanqe 

con tenan t  350 m l  de  tampon 0,lM pyr id ine -ac ide  formique à pH 2,9. 

L e  d é b i t  de  l a  colonne e s t  a j u s t é  2 40 ml/h e t  des  f r a c t i o n s  d e  

10 minutes s o n t  r e c u e i l l i e s  dans un c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s  

automat ique.  

D - ANALYSE DES FRACTIONS DE LA COLONNE 

La r a d i o a c t i v i t é  des  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  obtenues  est  éva luée  

en d i s s o l v a n t  une f r a c t i o n  a l i q u o t e  (0 ,2  m l )  d ans  3  m l  de s o l u t i o n  

d e  Bray ( 1 9 6 0 )  e t  en  mesurant  l a  r a d i o a c t i v i t é  du Fi3 p a r  s c l n t i l l a -  

t i o n  l i q u i d e  dans un Packard 3375, 

Les a c i d e s  aminés s o n t  l o c a l i s é s  s u r  p a p i e r  Whatmann imbibé d e  

r é a c t i f  à l a  n inhydr ine  e t  chauf fé  en é t u v e  B 80°C pendant 30 i~ir ,u t .es .  

Le co l l agène  de l a  queue de r a t  de  type 1 a  é t 6  p r i s  comme témoin.  

- 0 -  

A - ---- DOSAGES COLORITIETRIQUES -- 

Pour t o u s  l e s  dosages ,  nous nous sommes p a r t i c u l i è r e m e n t  r e fe rês  

aux  r é s u l t a t s  e t  c o n s e i l s  d-onnés par  MONTREUIL e t  S P I K  (1963) .  



a) Les o s e s  n e u t r e s  s o n t  dé te rminés  p a r  l a  méthode 5 l ' o r c i n o l .  

s u l f u r i q u e  ou à l ' a n t h r o n e  (MONTREUIL e t  SPIK, 1963) . L e s  

dosages son t  e f f e c t u é s  respec t ivement  avec une s o l u t i o n  témoin 

composée de  g a l a c t o s e  e t  mannose (1/1) ou une s o l u t i o n  de 

g lucose .  

b) Les - hexosanines  s o n t  dé te rminés  a p r è s  une hydro lyse  en t u b e s  

s c e l l é s  dans H C 1  4 N  pendant 4 heu re s  2 100°C d ' a p r è s  l a  méthode 

dlELSON e t  MORGAN modi'fiée p a r  ANTONOPOULOS (1966) .  

c) Les a c i d e s  ui-oniques ç o n t  doses  p a r  l a  méthode Cie BITTER e t  ---- - 

FUIR (1962) au ca rbazo l -bo ra t e  de  sodium. Le dosage est  effect116 

p a r  r a p p o r t  à une  s o l u t i o n  témoin d ' a c i d e  glucuronique.  Les 

c a l c u l s  des  t e n e u r s  en ac2des uron iques  d e  nos échan t i . l l ons  

o n t  é t é  f a i t s  en Xntrodu2sant une formule d e  c o r r e c t i o n  

(MONTREUIL e t  SPIK, 1963) q u i  t i e n t  compte de  l s i n t c r E é r e n c c  

des  o s e s  n e u t r e s  doses  par l a  méthode 2 l ' o r c i n o l .  

B - IDENTIFICNTTON PAR CEi-70P~ATOGPAPTiIE DES CONSTITUANTS CLUCIn1r)UES ----------- -- ----- - 

. A) Par  chromat-ocjraphiie en  -- couche mince (MOCZI1R e t  c o l l ,  P967) s u r  .--- 

plaque Eastma-n Kodak 5 1 1 V  ( 1 0  x 1 0  cm) imprégnée d e  tampon 

phosphate 0 ,2M a pH 6,8. 

Poür l a  déterm2nat ion des oses n e u t r e s ,  les  é c h a n t i l l o n s  çont ------- 

hydro lysés  en t u b e s  s c e l l é s  dans H C l  2N pendant 2 heu re s  à 100°C. 



L 'hydro lysa t  es t  évaporé  sous  v i d e  dans  un d e s s ï c c a t e u r  en 

présence  de p o t a s s e  e t  r e p r i s  avec  un Feu d ' e a u  d i s t i l l é e .  

Pour l a  dé t e rmina t ion  des  hexosamEnes, l ' h y d r o l y s e  est e f f e c t u e e  

dans  H C 1  4 N  pendant  4 heures  à 100°C. 

Le s o l v a n t  u t i l i s é  pour l a  chromatographie d e s  o s e s  n e u t r e s  est: 

l e  mélange p ropano l4 thy lacé ta te -eau  (5:1:1 v/v/v) e t  pour les  

hexosamines , éthanol-25 % amon iac -eau  (85:0,5:14,5 v/v/v) . 

Après séchage,  l e s  p laques  s o n t  p longées  dans l e  mélange f r a î -  

chement p répa ré  (1:1, v/v) d ' une  s o l u t i o n  é thano l ique  à 1 % 

de c h l o r u r e  de  t r i phény l - t6 t r azo l ium e t  d 'une  s o l u t i o n  rnétha- 

no l ique  à 1 % de  soude. La c o u l e u r  s e  développe à 90°C pendant  

15 m$n, en atmosphère s a t u r é e  d ' e a u .  L ' i n t e n s i t é  des  t a c h e s  

c o l o r é e s  e s t  mesurée s u r  un dens i tomè t r e  (Photovol t  Corp . ) .  

b) P a r  chxcmatographi-c en  phase gazeuse - - 
La dé t e rmina t ion  a é t é  e f f e c t u é e  s u i v a n t  l a  méthode de CHAFBERS 

e t  CLAEP ( 1 9 7 1 )  p a r  ? ladele ine  LEMONNIER (Centre  de  Recherches SET 

l e s  P r o t é i n e s ,  F a c u l t é  d e  ? lédecine,  4 5  r u e  d e s  Sa in t s -Pe re s ,  

75006 P a r i s ) .  P a r  né thanolyse  e t  t r i m 6 t h y s i l y l a t i o n  les s u c r e s  

s o n t  t r ans fo rmés  en glucos2des  O-méthylés p e r t . r i m é t h v l s i l y l & v .  

C - DETERT4IINATION D E S  nCIDES SIALIQUES (PIONTREUIL e t  SPTK, 1968) --- -------------- ----- 

a)  W." I-lydrolysc des --- l i a i s o n s  "s ia l -yi"  - -- 



- L 'hxd ro ly se  chimique es t  e f f e c t u é e  avec  d e  l ' a c i d e  - 

s u l f u r i q u e  0, lN à 80°c pendant  1 heu re .  L s h y d r o l y s a t  r e f r o i d i  est  

amené à pH 6 p a r  l ' a d d i t i o n  d ' e a u  7e b a r y t e  sous  c o n t r ô l e  d ' u n  

pH-mètre. Le p r è c i p i t é  formé es t  é l i m i n é  p a r  c e n t r i E u ~ a t i o n  e t  

l a v é  avec  une s o l u t i o n  aqueuse d ' a c i d e  a c é t i q u e  à 1 %.  Afin  d ' o u v r i r  

l e s  p o n t s  l a c t o n e  q u i  se s e r a i e n t  çorméç au  c o u r s  d e  l ' h y d r o l y s e  

a c i d e ,  l ' h y d r o l y s a t  est amené à p H  8 , 9  avec  une s o l u t i o n  d i l u é e  

de  c a r b o n a t e  de  sodium e t  l a i s s é  pendan t  30 à 6 0  minu tes  à l a  

t empé ra tu r e  du  l a b o r a t o i r e .  

-  hydrolyse enzymatique est e f f e c t u é e  à 3 7 O ~  pendant  
L- - 

2 4  heu re s  dans  un tampon a c é t a t e  d e  sodium 0 , L M  à p H  5. La 

n e u r m ' i n i d a s e  u t i l i s é e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  0,2 uni tés /mg d e  

p r o t é i n e s  a é té  p u r i f i é e  p a r  Sigma à p a r t i r  d e  C l o s t r i d i u m  , p e r £ r i n g c z ~ r  

P u r i f i c a t i o n  s u r  échangeurs  d ' i o n s  d e s  a c i d e s  s i a l i y u e s  - 

- P r é p a r a t i o n  d e s  r é s i n e s .  

L a  forme a c i d e  de  l ' é c h a r i ~ e u r  d e  c a t i o n s  (Dowex 50x8) es t  obtenue 

pa.r l e  pa s sage  d e  500 m l  d ' a c i d e  ch lo rhyd r ique  3 N  e t  un l avage  à 

l ' e a u  d i s t i l l é e  j u squ ' à  ce que l e  pH du Liqu ide  e f f l u e n t  a t t e i g n e  

c e l u i  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  ( env i ron  6 ) .  

La forme f o r m i a t e  d e  l ' é c h a n g e u r  d ' a n i o n s  (Dowex 1x2) es t  ob tenue  

p a r  l e  pa s sage  s u c c e s s f f  d e  1 l i t r e  d e  soude 3 N ,  d ' e a u  d i s t i l l é e  

j u s q u ' à  ce que  l e  l i q u i d e  e f f l u e n t  s o i t  n e u t r e ,  d ' a c i d e  formique 

concen t r é  ( 3  f o i s  1.e volume de  l a  rGçine)  , d ' e a u  d i s t i l l é e  j u s q u ' à  

ce que l e  l i q u i d e  e f f l u e n t  a t t e i g n e  un p H  de  6 ,  



- Purificatien de 1 'hydrolysat 

L'hydrolysat chimique ou enzymatique est nassé successivement sur 

une colonne d'échangeur de cations (Dowex 50x8 ; 200-400 mesh ; 

forme acide ; 0,9 x 10 cm), puis sur une colonne d'échangeurs 

d'anions (Dowex 1x2 ; 200-400 mesh ; forme formiate ; 0,9 x 10 cm). 

Les acides sialiques sont déplacés de l'échangeur d'anions par le 

passage de 50 ml d'acide formique 0,3N. L'éluat est lyophilisé et 

le résidu sec est repris par de l'eau distillée. 

La méthode de WARREN (1959) à 1' aclde périodique-acide t -h inb?  rbi- 

turique a été utilisée en prenant comme standard l'acide neuran:iniqur-, 

ParallSlement les dosages d'acides sialiques ont été effeckuéç par 

une autre méthode au résorcinol-chlorhydriv (SVET;NEKHOP,M, 1957)  . 

d) EvaLuation des acides sialiques nar chcornatogrt?phie cn  couche -- -- - -- 

mince -- 

Cette évaluation a été réalisée sur plaques KPTLC gel de silice 6 0  

dans le systeme solvant propanol-eau ( 7 : 3) (SCHAUEII et FA1LLAE:D , 

1968). La révélation des acides sialiqucs est effectuée à l'aide 

de deux réactifs différents o 

- Le réactif à 1 ' orcinol tric:hloracétique ( B ~ H N  et BAUYEISTER,  

1955) qui révèle les acides sFaLiques en brun-violet, 



- Le réactif à l'acide thiobarbiturique de WARREN (1960) avec 

lequel les acides sialiques donnent une coloration rose. 

Une mucine de glandes submaxillaires de boeuf contenant 5 % d'acide 

sialique et la N-acétylneuraminyl-D-lactose ont été soumises au 

même traitement que nos préparations d'Eponges pour contrôle, 

D - DETEWINATION DES UNI'TES MONO- ET DISACCHARIDIQUES LIEES AU - -- 

COLLAGENE 

Les échantillons sont hydrolysés 24 heures à 90°C dans de la soude 

2N, Après refroidissement, les hydrolysats sont neutralisés avec 

de l'acide acetique et soumis 2. une électrophorèse haut voltage 

(50 v/cm) dans une solution tâmpon B pH 6,3 (pyridine-acide 

acétique-eau, 25: 1: 225 v/v/v) d'aprGs llOCZAR et MOCZAR ( 1 9 7 0 )  . Apres 
révélation des chronatogramrnes dans un tampon ninhydrine, les 

taches correspondant à la lysine, l'hydroxylysine, l'hydroxylysyl- 

galactoside et l'bydroxylysylgalactosido-glucoside sent ÉItiées dans 

P , 5  ml de méthanol et leur densité optique déterminée à 500 nm, 

Les teneurs des collagènes étudiés en lysine et hydroxylysine l i b r e  

et glycosylée obtenues par cette mgthode électrophorétique ont 

généralement pu être confirmées par les résultats apportés par 

la détermi.natio11 chronatoyraphEque des acides aminés de ces 

collagènes. Les valeurs données par les deux méthodes ont toujours 

été très comparables, 



A - SUR ConA-SEPHAROSE 

( f o u r n i  p a r  Pharrnacia F ine  Chemicals) .  

La colonne de  chromatographie (1,s x 30 c m )  e s t  convenablement l a v é e  

avec  une solut ioiz  s a l i n e  t r i s  a c é t a t e  ( 2 0  mM) à p H  8,O con tenan t  

du  c h l o r u r e  de  calc ium,  du c h l o r u r e  de  magnésium, du c h l o r u r e  d e  

manganèse (chacun à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  1 rnM) e t  0 , 0 0 1  % d ' ac6 ta t . e  

de  phényl-mercure. L e s  g l y c o p r o t é i n e s  en  s o l u t i o n  s o n t  d i a l y s é e s  

c o n t r e  c e  tampon e t  envi ron  50 mg s o n t  chargés  s u r  l a  colonne.  Les 

g l y c o p r o t é i n e s  ne  p r é s e n t a n t  pas  d ' a f f i n i t é  nour l a  concanava l ine  A 

n e  s o n t  p a s  r e t e n u e s  e t  s o n t  g l u é e s  avec l e  tampon t r i s  a c é t a t e ,  

L ' é l u t i o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  l i é e s  2 l a  ConA e s t  obtenue en a j o u t a n t  

a u  tampon i n d i f f e r e m e n t  0.25M d 'a-méthvlglucoside ou 0.25M 

d '  a-méthylmânnoside. 

Les g l y c o p r o t é i n e s  t r è s  for tement  l i é e s  à l a  ConA s o n t  g l u é e s  avec 

un tampon b o r a t e  2 0  mPI à pH 8.0 con tenan t  1 mM d e  CaC12, MyC12, 

MnCls e t  0 , 0 0 1  % d ' a c é t a t e  de  pfi.énylmercure. (KENNEDY e t  c o l l ,  1973) 

La r é c u p é r a t i o n  des  g lycopro té ines  chargées  s u r  l a  colonne de ConA 

Sepharose es t  à peu p r è s  t o t a l e ,  

Au cours  d 'une  seconde chromatographie s u r  une colonne iGent iyue ,  

chaque f r a c t i o n  a  é t é  é l u é e  en un s e u l  p i c  à l a  m ê m e  p o s i t i o n  qc'au 

premier  passage.  



B - SUR WGA-SEPMAROSE --- - 

Cou l a q e  de l a  l e c t L n e  au g e l  a)  I?-.--- 

Le Sepharose 4B C N B r  e t  l a  l e c t i n e  de  germe d e  b l é  (WGA) o n t  é t ë  

f o u r n i s  p a r  Pharmacia. Le gel.  ( 2  g) e s t  g o n f l é  e t  l a v é  dans  HC1 

-3 
10 M. La l e c t i n e  (10 mg),  d i s s o u t e  dans  un tampon N a H C 0 3  0 , 1 N  

con tenan t  Na.Cl 0,5M e s t  couplé  avec l e  Sepharose  4 B  activé-CNBr 

pendant  2 heures  à l a  tempéra ture  du l a b o r a t o i r e .  L è  m a t é r i e l  

non couplé  est  é l iminé  p a r  l avage  e t  l e s  groupes  r e s t a n t  a c t i f s  

s o n t  b loqués  avec l fé thanolamTne  1M à p H  8,O pendant 2 heures .  Pour 

é l i m i n e r  l a  WGA non absorbée  p a r  c o v a l e n c e , t r o i s  c y c l e s  de l avaqe  

s o n t  e f f e c t u é s ,  chaque c y c l e  c o n s i s t a n t  en un lavage  à 9H 4 (tampon 

a c é t a t e  0,lX contenant  NaCl 1M) s u i v i  p a r  un lavage  2 pH 8 (tarripon 

Bora.te O ,  l M  con tenant  NaC1 lM) , 

b)  - Chrornatogra?hie - s u r  colonne 

Le WGA.-Sepharose e s t  c o u l é  dans  une colonne (1 s 1 7  cm) e t  l a v é  

avec  un tampon t r 2 s  a4cé tq t e  2 0  WT pI-1 8,O con tenan t  0 , 0 0 1  % d t  acletate 

d e  phényliiiercure. Les f r a c t i o n s  glycopro-Leiniques s o n t  d i a l y s é e s  

c o n t r e  c e  tampon e t  4 à 5 mg chargés  s u r  l a  colonne.  Les qlyco- 

p r o t é i n e s  non adsorbées  s o n t  e n t r a h é e s  avec l e  tampon t r i s  acé ta te .  

Les g l y c o p r o t é i n e s  l 2 é e s  p a r  l a  WGA s o n t  é l u é e s  en a j o u t a n t  au 

tampon l a  N-acéiyl-D-glucosamine Q,lM. 

Comme avec l a  ConA, l a  récupération d é s  g lycopro t6 ines  e t  l a  

r e p r o d u c t i b i l i t é  des ckromatogrames  s o n t  e x c e l l e n t e s .  



11 - ISOLEMENT ET IDENTIFICATION DES POLYSACCHARIDES AN! ON IQUES 

(g ly~os~rn inog lyca1 -na  d e s  t i s s u s  de  v e r t é b r é s )  . 

A - D I G E S T I O N  - ENZYMnTIQUE DE LA PARTIE PROTEINIQUE 

Le m a t é r i e l  e n  s o l u t i o n  es t  d i a l y s é  c o n t r e  un tampon t r i s - 0 , l M  

p H  8 , 5  con tenan t  du C a C l s  0,004PI.  La pronase  e s t  a joutBe p a r  deux 

f o i s  à un i n t e r v a l l e  de 24  heures  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  1 0  pg 

par  m g  de protéines, L a  d i g e s t i o n  es t  pour su iv i e  pendant 4 8  heu re s  

à 56OC en p ré sence  de  vapeurs  de t o l u è n e  obtenues  en plongeank 

dans l a  s o l u t l o n  un p e t T t  tube d e  v e r r e  contenant  du t o l u è n e .  La 

pronase  e s t  i n a c t i v é e  p a r  chauf fage  ( 2  min à 1 0 0 ' ~ )  e t  l a  d. iyest iol* 

e s t  p o u r s u i v i e  ap rë s  a v o i r  a j u s t é  l e  p H  à 7 , 8  en présence  de  

t r y p s l n e  ( 1 0  pg/mg de p r o t é i n e s )  à 37OC pendant 3 6  heures .  Après 

i n a c t i v a t i o n  de lknzyrne p a r  chauf fage ,  l a  p r é p a r a t i o n  e s t  c ~ n t . r i -  

Eugée e t  Cilal-ysée. 

C e t t e  é t ape  a souvent é t é  supprimée dans  l ' é t u d e  de  l a  f r a c t i o n  

po lysaccha r id ique  des Eponges. 

B - PRECIPI'l'ATION AU CIILORURE DE CETYL FYRIDINTUK (CPC)  ----.- - -p....--p-- --- 

Une s o l u t i o n  à 1 % de CPC dans du N a C l  (0 ,03  M) est a. joutée 1-entemenii. 

sous  a g i t a t i o n  à Ta p r é p a r a t i o n  d i a l y s é e .  Les po lysaccha r ides  

anioniques  p r é c i p i t e n t .  en  formant den complexes avec l e  CPC q u i  s o n t  

c e n t r i f u g é s  e t  d i s s c u s  dans  du Cl2Yg 1.2514. I ls s o n t  n u r i f i é s  par  

p r é c i p i t a t i . o n s  avec de  l ' é t h a n o l  s a t u r e  en a c é t a t e  de  sod iun  ( 3  f o i s )  



C - ELECfFROPHORFSE 

E l l e  e s t  e f f e c t u é e  s u r  d e s  bandes d ' a c e t a t e  de  c e l l u l o s e  (Ce l loge l  

S R  Seb ia )  2 ,5  x 17 cm dans  un tampon a c é t a t e  de  z i n c  0,1.5M p H  6,O 

(90 min, 150 V) ou un tampon p y r i d i n e  formate 0 , l M  1-1-1 3,O ( 6 0  min, 

150 V) d ' a p r è s  GARDAIS e t  a l .  (1969) .  

Après l ' é l e c t r o p h o r è s e ,  les hândes d ' a c é t a t e  d e  c e l l u l o s e  s o n t  

c o l o r é e s  pendant  5  x l n u t e s  dans  une s o l u t i o n  de  b l e u  d 'A lc i an  

8.6X à 1. % dans un mélange a c i d e  acétique-eau-niéthanol (1: 4: 5 v/v/vj . 
La d é c o l o r a t i o n  s ' o b t i e n t  p a r  3  ou 4 l avages  s u c c e s s i f s  dans l e  

meme mélange a c i d e  a c é t i q u e e a u - - n é t h m o l .  

La t r a n s p a r e n c e  d e s  bandes e s t  acqu i se  en les immergeant dans du 

méthanol p u r  pour l e s  déshydra t e r  (30 s econdes ) ,  p u i s  6 0  secondes 

dans  l e  mélange méthanol (87 m l )  + a c i d e  a c é t i q u e  ( 1 2  m l )  i- g l y c é r o l  

(1 m l ) .  Les bandes son t  e s s o r é e s  e t  immédiatement c h a u f f é s s  à 7 0 ' ~  

jusqu'  à t r a n s p a r e n c e  complète,  

D - HYDROLYSE 17NZYMATIQUE DES GZYCOSAF.TINOGLYCANNES -.-- -- 

a)  Diges t ion  Evec l a  c h o n d r o l t i n a s e  ABC ----- 

Les complexes glycarnicyui-s (25 à 100 pg) s o n t  s o l u b i l i s é s  dans 50 p l  

de  tampon t r i s  a c é t ~ t e  p H  8 , Q  contenant  1 , 5  pmole d-'albumine de 

sérum de boeuf e t  0 , l  u n i t é  d e  chondroEt inase  ABC. (YAMAGATA e t  col* . ,  

1968) e t  incuh6s 1 heure  2 3 7 O ~ .  Les b l ancs  d e s  mêmes mél.aiiges 

sa:-is enzyme çorit obtenus  dans l e s  mêmes c o n d i t i o n s  d ' i n c ü b a t i o n .  



La r é a c t i o n  enzymatique e s t  a r r ê t é e  p a r  chauf fage  (1 minute  à 10CI0C) .  

b) Diges t ion  avec l a  hya luronidase  

La s o l u t i o n  contenant  25 à 1 0 0  ~9  de corriplexes glycanniques es t  

mélangée avec 5 0  y 1  d ' un  tampon a c é t a t e  de  sodium-chlorure d e  

sodium ( 0 , 1 5 ~  chacun e t  a j u s t é  à pH 5 , 4  avec de l ' a c i d e  chlorhy-  

d r i q u e )  contenant.  0,Q7 un2 t é s  d ' hya lu ron idase .  Le mélange e s t  

fncubé 1 heure  à 37OC e t  p o r t é  à l ' é b u l l f t i i o n  1 minute pour 

d é n a t u r e r  l 'enzyme. 

E - SEPARATION DES GLYCOSR~IIVOGLYCAN1'?33 SUP. UNE 1\!ICIIO-COLONNE DE ----- - 
CELLULOSE --- :SmJCAR e t  RORERTSON, 1 4 6 6 )  

Ies complexes i n s o l u b l e s  de glycosaminoglycannes (GAG) q u i  se forment 

s u r  une microcolonne de  poudre de  cel lu3,ose  s a t u r é e  en c h l o r u r e  Cie 

c é t y l - p é r i d i n i u n  (CPC) s o n t  d j issociês  ou d i s s o u s  par des  solvant-:; 

s p é c i f t q u e s .  Les GAG s o r t e n t  de l a  colonne en f r a c t i o n s  q u i  c o r r e s -  

pondent,  dans  l ' o r d r e  d ' é l u t i o n ,  au k g r a t a n e - s u l f a t e ,  hya lu rona le ,  

héparane s u l f a t e ,  chondroEtine-4-sulfate,  c h o n d r o ï t i n e - 6 - s u i f a t e p  

dermatane s u l f a t e  e t  hépariine, 

Sol-vants -- de f ract ionnement  : --- 
( a )  a % CPC 

( 2 )  1,75 g N a C l  d i s s o u s  dans 1 0 0  ml d e  CPC 0,05 % 

(3)  7 , 5  r n l  d e  MyC12 d i l u e s  à 1 0 0  m l  avec du CPC 0,05 S 

a c é t i q u e  e t  0,5 g de CPC d i s sous  dans  100 m l  d ' e a u  d i ç t i l l e e  



(5)  18,8 m l  d e  MgC12 4?! e t  0.6 m l  d ' a c i d e  a-cét ique d i l u é  à 

100 m l  avec  du CPC 0,05 %,  

( 6 )  18,8  m l  d e  HgC12 4M d i l u é  à 1 0 0  m l  avec du CPC 0,05 % 

( 7 )  MgCIZ 1,25EI. 

A - PREPARF.TION DE L'ANTISERU14 

Les immunisations s o n t  e f f e c t u é e s  de  l a  façon s u i v a n t e  : :lez l a p i n s  

d e  2  s exes  d 'un  p o i d s  de l ' o r d r e  de  1 ,5  kg à 2 kg,  de r a c e  

"Himnalaya", souche consanguine,  s o n t  maintenus 2 un régime synth6- 

t i q u e  ("Lapin e n t r e t i e n "  des  Usines d  'Al imenta t ion  R a t i o n n e l l e )  e t  

r e ç o i v e n t  de l ' e a u  à vo lon té .  L ' an t igène  est a d m i n i s t r é  p a r  vo ie  

in t radermique  en p l u s i e u r s  e n d r o i t s  s u r  l e  dos  avec  1 mg de prépa-  

r a t i o n  g lycopro té in ique  sous  forme d 'émuls ion avec l ' a d j u v a n t  cornplet 

d e  Freund (v/v) . Après q u a t r e  i n j e c t i o n s ,  une p a r  senriairie, La 

présence  d ' a n t i c o r p s  p r e c i p i t a n t s  dans l e  sérum d e  l a p i n  es t  t e s t e e  

pa r  2rnmunodiffusi.on en g e l s  d ' a g a r o s e  ï %. Généralement le t e s t  

est p o s i t i f  e t  les l a p i n s  s o n t  s a ignés  à blanc .  

B - DOUBLE DIFFUSION EN GEL D'AGAROSE d ' a p r è s  OUCHTERLONY ( 1 9 6 7 )  ------------ 

L'agarose  est d i s s o u s  à chaud à l a  conce i l t ra t lon  de 1 % dans  un 

tampon b a r b i t a l  0,05N à PH 8 , 6  (1 ,30 g b a r b i t a l  + 10,30 g de 

b a r b l t a l  N a  pour 1 l i t r e )  con tenant  0,2 B d'azicie de sodium. L a  



solution chaude est répartie dans des boîtes de Pétri ou sur des 

plaques de verre. Après refroidissement des trous (4 mm de diamètre), 

régulièrement espacgs, sont pratiqués dans le gel à l'aide d'une 

pièce métallique spéciale et 10 ~1 d'antiserum ou 1 0  pl d5nntigène 

à la concentration de 5 mg/ml sont disposés dans les différents 

trous. Les lignes de précipitation antigène/anticorps se développent 

pendant 48 heures à la température du laboratoire. 

Le lavage des gels s'effectue à plusieurs reprises avec une solution -- 
de NaCl (6,9 % )  pufs avec de l'eau distillée. 

La déshydratation des gels placés sur des plaques de verre et 

recouverts d'une feuT1l.e de papier Whatm2n humide s'effectue à la 

température du lahoratolre, 

La -- coloration des lignes de précipitation s'obtient en plaqant 

pendant 10 minutes les plaques dans une solut-ion colorante : 

Bleu de Coomassie R250 5 9 

Ethanol 96 % 450 ml 

Acide acétique glacfal 100 ml 

Eau distillée 450 ml 

La décoloration des gels est obtenue à l'aide de la solution suivante 

Acide acétique g iac  jal 100 ml 

Eau dtstil~lee 450 ml 



C - IWIUNOELEC1l'ROPHORESE BI DIMENSIONNELLE (d ' a ~ r è s  LAUREEL, 19 65 ) -- 
L e  p r i n c i p e  - c o n s i s t e  en une s é p a r a t i o n  é l e c t r o p h o r é t i s u e  des  

p r o t é i n e s  dans  un g e l  d ' a g a r o s e  s u i v i s  p a r  une é l e c t r o p h o r è s e  

p e r p e n d i c u l a i r e  à c e l l e  e f f e c t u é e  dans  l a  première  dimension mais 

dans  un g e l  con tenan t  des  a n t i c o r p s .  

a )  Première djmension ---- 

- L'agarose  à l a  c o n c e n t r a t i o n  de  1 % e s t  s o l u b i l i s e  à chaud 

dans un tampm b a r b i t a l  recoinmandé p a r  LAURELL (1965) .  La 

composit ion d e  c e  tampon avec un p H  d e  8 , 6  e t  une c o n c e n t r z t i o n  

mola i r e  de  0,075M est  l a  suTvante : 

Barbital.-Na 13,14 g 

B a r b i t a l  2 , 0 7  g 

~ a - ~ a c t ~ t e  o f 4  g 

H2° 1 1 

N a N 3  Q f 2  % 

15 m l  de  l a  s o l u t i o n  d ' aga rose  chaude ( >  50°C) s o n t  déposés s u r  

une p laque  de  v e r r e  (85 x 95 m m ) .  

- Après g G l i f i c a t j o n  de l ' a g a r o s e ,  3 t r o u s  ( 4  mrn de d i amè t r e )  s o n t  

f a i t s  à e n v l r e n  2 cm du bord de  l a  p laque  de v e r r e .  

- 1.0 p l  dTaantjcjGne à l a  coiïcentrat:ion de 5  mq/rril s o n t  déposGs 

dans chaqu? t r o u .  



- La plaque est placée dans un appareil à électrophorèse 

Multiphor LKB 247, 

- L'électrophorèse est conduite 2 10 V par cm pendant 90 minutes. 

b) Seconde dimension : -- -- 
- Les bords du gel d'agarose sont éliminés et le gel restant est 

dlvisé en troTs morceaux contenant chacun un des trous de 

dép3t des 6cbantTllonst Chaque morceau est transféré sur une 

nouvelle plaque de verre. 

- 12 ml d'agarcse tamponné contenant. 0,s ml d'antiserurn sont 

ajoutés sur la, partAe libre de la plaque 

- Après soli'dification, les gels sont placés dans l'appareil à 

électrophorèse et celle-cl est developpée à 2V par cm pendant 

18 I~eures. 

- Les gels sont lavés, séchés, colorés et decclorés corrune nous 

venons de le décrire pour la méthode d.'Ouchterlony. 

Le princi-ne basé sur l'i~onunoélectropho&e bidimensionnelle 

sirnultanGe de deux ou trois anttgènes, permet d'établir par rappcrt 



à un an t i sé rum,  les  r e l a t i o n s  d'identité qui e x i s t e n t  e n t r e  c e s  

antigènes, ' 

' L e  mode opé ra to2 re  e s t  l e  même que c e l u 2  q u i  e s t  d é c r i t  au-dessus 

pour 1 ' i m u n o é l e c t r o p k o r è s e  bidimensioniiel.lc,  Simplement, un ou 

deux t r o u s  supplémenta i res  çont  p r a t i q u é s  dans  l e  g e l  s u r  l a  l i g n e  

anodiique 2 enviiron 1 cm du premier-, Les $ i f  f é r e n t ç  é c h a ~ t i l l o n s  

an t igén lques  à comparer s o n t  déposés  dans  les t r o u s .  

- 0 -  

13 - ~ ? É P H O D E  DE LI 1 MMUNOFL.UORESCENC€ I NI91 RECTE - 

O n  r é a l i s e  l a  r é a c t i o n  en deux temps : 

- Dans l e  premier  temps, on f a i t  a g i r  un sérum non marque don t  

l e s  a n t i c o r p s  se f i x e n t  s u r  l ' a n t i g è n e .  O n  é l imine  l'excès d e  

- Dans un deuxieme teinps, on f a i t  a g i r  un conjugué f i u o r c s c e n t  

a n t i g l o b u l l n e ç  de l ' e s p è c e  animale  ayan t  f o u r n i  l e  sérum du 

premier  temps. On é l i m i n e  l ' excès  de conjugué . 

A - COUPE ET PEXATXON - --- 

U n  morceau d 'éponge conqclée  e s t  coupé au c r y o s t a t  2 - 2 0 n C .  »es  

coupes de 4 6  à 5 0  microns çont  f a i t e s  et f i x C s s  necdant  15  minutes  

dans %a formald6hyde à 4 % aifis2 pr6narEe r 



4 g  de paraforri-~aldél-iyde s o n t  a j o u t é s  à 1 0  riil d ' e a u  d i s t i l l é e  t iGde .  

La s o l u t i o n  e s t  chau f fée  2 60-80°C en a g l t a n t  c o n s t a m e n t  pendant 

1 4  à 2 0  minutes .  Pour é c l a i r c T r  l a  s o l u t i o n ,  on a j o u t e  1 ou 2 

g o u t t e s  de  soude N o  On obti 'ent  a i n s i  une s o l u t i o n  s t o c k  de  para-  

formaldéhyde à 4 0  % '  Menée  2 8  % ,  1 volume de c e t t e  s o l u t i o n  e s t  

extemporanément m6iangé 21- 1 volume de  tampon cacody la t e  0,4P!. 

B - PREPARATION DU CONJUGUE FLUORESCENT --- 

a) Précri.pitatj:on d e s  qj-obuljlnes ---- 

Les ~ l o b u l i n e s  de l'inuriun-séruni de  rnouton anti-IgG d2 1api.n sont 

p r é c i p 2 t é . e ~  à l a  tempéra ture  du l a b o r a t o i r e ,  p a r  du s u l f a t e  

d'ammonium à 4 0  S de s a t u r a t i o n .  Le p r é c i p i t é  obtenu est p u r i f i e  

p a r  deux nouve l l e s  p r é c i p i t a t i o n s  p a r  (WH ) $0 à l a  même ccnceli- 4 2" 4 

t r a t i o n .  

On t r a n s v a s e  l e  p r é c i p i t é  de globul-ine avec t r 6 s  peu d ' e a u  dans Uri 

s a c  à djialyse.  On met l e  Boyau dans  du PBS*qv.e l ' o n  r e n o u v e l l e r a  

p lusTeurs  f o i s  pendant  4 8  heures .  

L e  dosage des  p r o t é i n e s  çontenu2s dans  l a  s o l u t i o n  de  g l o b u l i n e s  

d i a l y s é e s  e s t  e f f e c t u é  p a r  mesure de  l ' a d s o r p t i o n  à 2 8 5  nm. Une 

s o l u t i o n  de y -g l abu l ines  humaines à 0 , 5  m y / m l  e s t  p r i s e  comnlc 

r é f e r e n c e .  

b) Combinai snri 93 obuljnes-iso-tnioclyariate C3c tétraméttlvl.rhorlamine -- -- --_-LI--__-----___l-__ll-llll---.___ .--- "_"-< ------_ __-- 

Pour obtenir un conjugué renfermant  3 mol6ciiles de f luorochrcme 
-------.---- 

* CL page 30 



par molécule Se protéine, on fait agir, sur les globulines en 

solution dans le PBS*à la concentration de 20 mg/ml, une quantité 

d' isothiocyanate de tétraméthyl rhodamine égale à 1/100 de 

leur poids (soit 10 y g  d'isothiocyanate par mg de protéine). 

A la solution de globulines on ajoute un nombre de ml de BNaCO Y 
3 

égale au nombre de mg de protéines x 0,002. On refroidit le melange 

à oOc. 

L'isothiocyanate de tétraméthylrh~dami~e étant peu sol-uble, on lc 

dissout dans la diméthylformamide anhydre qui permet d'obtenir 

une solution contenant 5 mg d'isothiocyan~te par ml. Cette solul3on 

est introduite lentement et sous agitation à la solution de gl.o',x~- 

lines afin qu'il ne se forme aucun précipit.é, 

On amene le mél-ange réactionnel à la températiire du laborsrtoire et 

on ajuste le p H  à 9,25 par addition de Na CO M. 2 3 

On laisse à l'obscurité à la température du laboratoire pendant 

3 à 4 heures. 

Chromatographie du mélange réactionnel sur une colonne de c 1 -.- -- 

Sephadex G5Cl ----- 

Le gel est gonflé dans une soïution tamponnée pH 4 (PO - O,OiM), 4 

coulée clans une colonne de verre (50 m x 500 rm) . Le conjugué 
isothiocyanate de tétr,méthvl ,- de rho6aminc-globulines est purifié 

par passage sur cctte colonne, 
""* "- ..- - ?. .- - -< 

* c f  paye 30 



d) Fractionnement dl1 conjugué s u r  une colonne de c e i l u l o ç e  DE 5 2  --- ---- - 

Les g l o b u l i n e s  marquées avec l ' i s o t h i o c y a n a t e  s o n t  f r a c t i o n n é e s  

en f o n c t i o n  de  l e u r  d e g r é  de  marquage s u r  une colonne de  c e l l u L o s e  

DE 5 2  en m i l i e u  tamponné phosphate 0 , O l M  9 H  7,4 ,  dont  l a  concen-- 

t r a t i o n  en  c h l o r u r e  de  sodium c r o î t ,  p a r  p a l i e r s ,  de 0,05_h'I 2. ï M ,  

On mesure l e  volume d e  chaque e f f l u e n t  e t  on dékerxiine s u r  urie 

p a r t i e  a l i q u o t e  l e  r a p p o r t  mo lécu la i r e  f luorochrome/pro té ine .  

Les g l o b u l i n e ç  fa ib lement  marquées, peu é l e c t r o n é g a t i v e s ,  s o n t  

peu l i é e s  à l a  c e i l u l o s e  DE 52. E l l e s  s o n t  é l u é e s  p a r  une f a i h ï e  

c o n c e n t r a t i o n  en NaCl. Les g l o b u l i n e s  for tement  marquées, t r è s  

é l e c t r o n é g a t i v e s ,  s o n t  t r è s  l i é e s  à L'échangeur d'ions. E l l e s  ne r;oilt 

que p a r t i e l l e m e n t  é l u é e s  p a r  NaCl IV. 

e) Détermina t ion  A= du r a p p o r t  f l u o r o c h r o m e / ~ r o t é i n e  ---- - 

Dosage ---- des  g l o b u l i n e s  --------.- : 

La d e n s i t é  op t ique  de chaque conjugué es t  dé te rminée  à 2 8 0  nn,  s o i t  

do e t , à  515 nm s o i t  d '  
0 %  

La q u a n t i t é  de  p r o t é i n e s  p r é s e n t e s  dans les  d i f f é r e n t s  conjugués  

e s t  c a l c u l é e  en u t i l i s a n t  l a  formule s u i v a n t e  : 

do - (0 ,56  x d;) 
yJ.obulines marquées (mg) = ---- --------- x n x v  

.i , 4 

n = f a c t e u r  de d i l u t l o n  de l a  s o l u t i o n  du conjugué 

v = voluae en m l  d e  l a  so l -u t ion  di1 conjugue.  



Doçaqe du fluorochrome : ---- --.--.------------- 

La d e n s i t é  de  l a  s o l u t i o n  e s t  dé te rminée  à 515 nm, s o i t  d;. 

Sachant  que l a  d e n s i t é  op t ique  d ' une  s o l u t i o n  con tenan t  5  ug/ml 

de rhodamine conbinée à des  g l o b u l i n e s  e s t  do = 5 4 2 ,  on a : 

d; 
Rhodamine = 5 ug x -- x n x v  

n = f r a c t i o n  de  d i l u t i o n  de l a  s o l u t i o n  du conjugué 

v = volume en m l  de  l a  s o l u t i o n  du conjugué 

Les c h i f f r e s  ob tenus  c i -des sus  pour l a  rhodamine e t  pour l e ç  globu- 

l i n e s  pe rme t t en t  de c a l c u l e r  i a  v a l e u r  du r a p p o r t  pondgra l  pg/de 

rhodamine/mg de p r o t a '  p suie, 

Pour c o n v e r t i s  la v a l e u r  du r a p p o r t  p o i ~ d é r a l  en  c e l l e  du  rap-ort 

mo lécu la i r e ,  on r n u l t f p l i e  l e  ch i ' f f re  précgd-en t pa r  0 , 3  6 .  

Nous avons obtenu deux f r a c t i o n s  p r i n c i p a l e s  : 

Rhod. 1 g l u é e  par N a C l  0,21\.1 con tenan t  2,8 my/ml de giob~cil ineç 

e t  2 3  pg d e  rhodamine, c e  q u i  Zonne un r a p p o r t  m o l a i r e  de  2 , s -  

Rhod. 2 - éluGe par N a C l  0 , 4 N  e t  conteria-nt p z r  m l  1 , 6  mg de 

g l o b u l i n e s  pour 2 5 , 8  pg de  rhodamine, L e  r a p p o r t  mo la i r e  es t  



Nous avons u t i l i s é  Rhcd.1 d i l u é  au 1 / 4  dans  n o t r e  expé r i ence  

d'irnrnunofluorescence i n d i r e c t e .  

C - REACTION DPIMI?RJNOFLUORESCENCE INDIRECTE 
ler temps 

Le sérum a n t i - f r a c t i o n  B obtenu comme précédemment d é c r i t ,  e s t  

d i l u é  au 1 / 4  dans de l ' e a u  phys io log ique  tam-onnée p H  7 , 2  (PBS) k 

Une ou deux g o u t t e s  de  sérum s o n t  dépos6es s u r  l a  coupe p l acée  

s u r  une lame. 

On l a l s s e  en c o n t a c t  pendant  1 heure  en chambre humide. 

On é l imine  l e  s e r u n  e t  on l a v e  p l u s i e u r s  f o i s  avec du PBS. 

2ème temps 

On d i l u e  l e  cori j i~qué antirimmcnoglobuli.ne de l a p i n  marqué à 

l ' i s o t h l o c y a n a t e  de  ïhodamine au 1 / 4  avec du PBS. 

On l a P s s e  en c o n t a c t  pendant  1 heure  en chainbre humide e t  on 

l a v e  soigneusement avec du PBS. 

& PBS = N a C l  pour ana lyse  8 g 

Eau d i s t i l l é e  q o s ,  1. l i t s - e  
1 



La lame e s t  e s ç l ~ y é e  e t  OiI dépose une g o u t t e  de g l y c ë r i n e  tamponnée 

p H  7 , 6  s u r  l a  coupe e t  on couvre  d 'une  l a m e l l e .  On exarriine au 

microscope.  

P a r a l l è l e m e n t  2 l a  r e a c t i o n  an t igène -an t i co rps  q u i  do i t  Ctre 

s p é c i f i q u e ,  des  r é a c t i o n s  c o n t r ô l e s  s o n t  e f f e c t u é e s  : 

- avec un s 6 r m  de l a p i n  normal 

- avec l ' a n t i ç é r u m  a n t i - f r a c t i o n  R absorbé  s u r  son an t igène .  

GLYCOPROTEINES POUR LES LECTINES 

La p r é p a r a t i o n  e t  l a  f i x a t i o n  des coupes d e s  éponges s o n t  c e l l e s  

que nous avons enployées  pour l ' imrnilnofluorescence i n d i r e c t e .  

Le tampon de lavage est modif ié  a f i n  de  nous r e p l a c e r  d a ~ s  ?es 

c o n d i t i o n s  c o m ~ a r a b l e s  à c e l l e s  que nous avons u t i l i s é e s  dans  l a  

chrorfiatographie d ' a f f i n i t é  pour l e s  l e c t i n e s  des  g l y c o p r o t é i n e s  

d 'éponges  i s o l é e s  e t  p u r i f i é e s .  Nous avons donc f a i t  les l avages  e t  

les  d i l u t i o n s  dans un tampon (TBS) 0,0214. t r i s ,  H L 1  -1-1 7 , 8  con tenan t  

0,9 % de NaCl-, e t  du CaC12, MgC12, PlnCL2, chacun à l a  concentrat:ion 

L e s  coupes d 'éponges s o n t  incubees  peridant 1 heu re  en chambre 

humide à l a  t empéra ture  du P a b c r a t o i r e  avec t r o k  Il.ecti.nes d i fEé-  

r e n t e s  : l a  Concanavaiinc: A marquée 2 iuI.'j.sot!iioc>7anat-e de r-hodarnjnc 



la PHA E-LS marquée à l'isothiocyanate de fluoresceine et la WGA 

marquée à l'isothiocyanate de rhodamine. Ces trois lectines marquées 

ont été fournies par Pharmacia Fine Chemicals. 

Après lavage, les lames sont essuyées et une ou deux gouttes de 

glycérine tamponnée sont déposées sur les coupes qui sont ree0uvert.e~ 

d'une lamelle. 

On examine au microscope 

Les études ont été effectuées par Robert GARKONE (Laboratoire 

d'Histologie, Université Claude Bernard, 43 Rd du 11 novembre 1918, 

Villeurbanne) . 

La fixation des échantillons est effectuée à 4 ' ~  avec 2 % de 

glutaraldéhyde dans un tampon eacodylate de sodium ( 0 , I . M ) .  Après 

post-fLxatfon dans du tétroxyde d'osmium à 1 8 et déshydratation 

dans des alcools éthyi2queç .,. de titre croissant, l'inclusion est 

pratiquée dans le mélange Epon. Les coupes effectuées sur ultra- 

rnf.crotome ont été contrastées successivement par l'acétate d'uranyle 

et le cktrate de plomb, 



L 'es t ima t ion  es t  e f f e c t u é e  avec du rhodizonate  de sodium qu i  fo rne  

++ un composé c o l o r é  avec l ' i o n  Ba . Lorsque du s u l f a t e  organique e s t  

p r é s e n t  dans l a  r é a c t i o n ,  il s e  forme du BaSG4 e t  l ' i n t e n s i t é  de 

l a  couleur  diminue : l a  q u a n t i t é  de s u l f a t e  e s t  cal .culée  2 p a r t . i r  

de c e t t e  r ion .  

L e s  dosages o n t  é t é  f a i t s  d ' a p r è s  l a  m6khod.e mise au p o i n t  p a r  

TER110 e t  HARTLALA (1974) . 

L e  f e r  f e r r eux  forme un complexe rouge avec l a  b ipyr id ine-2 ,2  ' 

q u i  donne une c o l o r a t i o n  maximale à un pH v o i s i n  de l a  neu t r a i i . tC .  

N o u s  avons u t i l i s é  l a  format ion de ce comnplexe pour e f f e c t u e r  à 

p H  7,Q 1-e dosage du f e r  f e r r e u x  e t  du  f e r  t o t a l  ap rès  séZuzt ion 

du f e r  f e r r i q u e  en présence de perhydro i  (MOSS e t  mLLON,  1 9 4 2 ) .  

La  t eneur  e n  cendres  a é t é  p ra t fquée  dans un c r e u s e t  en p l a t i n e  

chauffé  au rouge sona~rc- s u r  un bec Mecker. L e s  Cchant i l lor is  o n t  Gté 

auparavant déshydratzç Jusqu '  2 p o r n t  c o a s t a - n t  dans un àeçsic:cateur 

contenant  du P205.  
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