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INTRODUCTION 
---O-------- 

Le systeme nerveux central a longtemps ét@ considéré comme 
une structure "supérieure" différente et isolée du reste de l'organisme. 
Cette notion d'isolement, tout d'abord empirique, fut visualisée par 

EHRLICH, lorsqu'en 1885, i l  remarque que la coeruleine S, injectée par 
voie intraveineuse, colore tous les tissus de 1 'organisme, exceptés 
ceux du cerveau. 

Quelques années plus tard, ROUX et BORREL (1898) constatent 
que l'antitoxine tétanique injectée par voie sanguine ne protège pas 
1 'animal contre les effets de la toxine injectée par voie intracéré- 

brale. Par contre, l'injection intracérébrale de l'antitoxine s'oppose 

aux effets de 1 'injection intraventriculaire de la toxine. Ils en con- 
cluent que l'antitoxine, administrée par voie sanguine, ne parvient pas 

à 1 'encéphale. 

Plus tard, GOLDMAN (1909, 1913) injecte par voie intraveineuse 

du bleu Trypan à des Lapins. Il constate que le colorant, qui se lie à 

des protéines plasmatiques, colore tous les tissus sauf le cerveau. Mais, 
si l'injection est réalisée par voie intraventriculaire, seul le cerveau 

est coloré. 

Ces observations sont à l'origine de la notion de BARRIERE HE- 

MATO-EMCEPHALIQUE. Ce terme est défini corne étant "un mécanisme spécial 
réglant le passage de diverses substances du sang dans le liquide cépha- 

1 O-rachidien et dans 1 es centres nerveux spinaux" (STERN et GAUTHIER, 
1922). 

Cette barrière hémato-encéphalique est composée en réalité, 



d'après WALTER (1933), de trois barrières : 

- 1 a première correspondrait aux ce1 1 u1 es épi thé1 i al es des 
pl  exus choroïdes e t  aux parois .des vaisseaux arachnoïdiens ; 

- la deuxième serait  constituée par 1 'épendyme e t  la couche 
gliale superficielle du cortex cérébral en regard des espaces arachnoï- 
diens ; 

- la troisième se situerait au niveau de la paroi des capil- 
laires cérébraux. 

Cette dernière occupe une place importante dans les rapports 
entre l e  sang e t  l a  parenchyme nerveux, car c 'est  la voie la plus d i -  

recte des échanges entre ces différents compartiments. 

Les modalités d'échanges de substances au travers de l a  paroi 
des capil laires peuvent se regrouper en trois catégories : la diffusion 
passive, la diffusion facil i tée e t  l e  transport act i f .  

La diffusion passive est  observée quand un soluté, placé dans 
un  solvant, de part e t  d'autre d'une membrane ou d'une couche cellulaire, 
diffuse passivement vers le  compartiment l e  moins concentré jusqu'à ce 
que l'équilibre des concentrations soit  at teint .  

La diffusion facil i tée est un mécanisme de transport stéréo- 
spécifique e t  saturable. Elle se caractérise également par des phéno- 

mënes de compétitivité. El l e  f a i t  vraisembl ab1 ement appel 8 un système 
de transporteurs. Elle accroit l e  transfert des métabolites e t  de pro- 
duits spécifiques. 

Le transport actif ,  lui ,  nécessite de 1 'énergie. Le transport 
des ions ~ a '  en est  1 'exemple l e  plus significatif.  

A ces trois types i l  convient d'ajouter l e  transport vésicu- 
laire de substances de poids moléculaire élevé, principalement les pro- 

té i  nes . 



La participation de vésicules de pinocytose dans le transport 

de substances, de la lumière des capillaires vers le tissu extravascu- 

laire, a été suggérée pour la première fois par PALADE (1953) à partir 

d ' observations en microscopie électronique. 

La rareté des vésicules de pinocytose présentes dans les cel- 

1 ul es endothél ial es des capi 1 1  aires cérébraux (REYNERS et al . , 1975), 
et la présence de "zonulae occludentes" entre ces cellules sont les deux 

caractéristiques morphologiques qui peuvent expliquer l'imperméabilité 

de la paroi vasculaire de la majeure partie du système nerveux central 

aux substances de poids moléculaire élevé (REESE et KARNOVSKY, 1967 ; 
DELORME et al., 1968, 197û ; DELORME, 1971). 

Les capillaires télencéphaliques et cardiaques sont nomale- 

ment classés dans le même grand groupe, a savoir celui des capi 1 laires 
continus (MAJNO, 1965 ; SIMON, 1966). En dépit de cette classification, 
1 es capi 1 1  aires myocardiques diffèrent des capi 1 1  aires cérébraux par 

ces deux mêmes caractéristiques morphologiques : les cellules y sont 

jointes par des "maculae occludentes" et le transport vésiculaire y est 

.particulièrement important (KARNOVSKY, 1967, 1968 ; KARNOVSKY et SHEA, 

1970). 

Ainsi, des capi 1 1  aires de type continu, présentant une struc- 

ture très voisine, ont un comportement physiologique différent du point 

de vue de 1 ' activité de pinocytose. A quoi est due cette différence ? 

WETZEL et al. (1965) montrent que les hormones neurohypophy- 
saires modifient la perméabilité au niveau de la thyroïde, lors de la 

r&sorption de 1 a col loide par les ce1 lu1 es thyroïdiennes, en augmentant 
. le phénomène de pinocytose. Cette augmentation de la pinocytose est ac- 

compagnée d ' une augmentation du taux i ntracel 1 ul ai re de 3 ' ,5 ' -adenos i ne 
monophosphate cycl ique (AMPc) . 

MASER et al. (1971) font les mêmes remarques au niveau de la 

vessie de Cobaye. 



J O ~  (1972), à la sui te d' injections intrapéri tonéales de N6-O2 

di butyryl- AMPc, constate une augmentation de 1 a pinocytose dans 1 es capi 1 - 
laires cérébraux de Souris. 11 suggère que 1'AMPc peut jouer un rôle im- 

portant dans la régulation de la perméabilité de ces vaisseaux. 

Plus récemment, WESTERGAARD (1975) montre que 1 ' AMPc stimul e 
1 a pinocytose dans 1 es ce1 1 ul es endothél i al es des artérioles cérebral es. 

Ces quelques exemples suggèrent donc que 1 'AMPc joue un rôle 

important dans la formation des vésicules de pinocytose au niveau des 

capillaires. 

On sait, depuis SUTHERLAND et al. (1962) que 1'AMPc intervient 

comme médiateur dans un grand nombre de phénomènes se déroulant au sein 

de la cellule. 

D'autres nucléotides cycliques ont été découverts par l a  suite 
dans tous les organismes : ASCHMAN et al. (1963), PRICE et al. (1967) 

mettent en évidence 1 a présence de guanosi ne 3 ' ,5 ' -monophosphate cycl ique 
(GMPc) dans l'urine de Rat ; STEINER et al. (1970), la présence d'uracyle 

3 ' ,5'-monophosphate cyclique (UMPc) dans 1 'urine de Rat. Ces nucléotides 
cycliques sont toujours présents à des taux nettement inférieurs à ceux 

de 1'AMPc (MARKS, 1973). C'est surtout vers le GMPc que les recherches 

se sont orientées ces dernTères années (KOLATA, 1973). Comme 1 'MPc, le 

GMPc est détecté dans de nombreux tissus d'un même animal : intestin, 

coeur de Rat (ISHIKAWA et al., 1962) ; coeur, cerveau de Rat (GOLDBERG 

et al., 1970). L'enzyme responsable de la synthèse du GMPc est la gua- 

nylcyclase. Elle utilise le guanosine triphosphate (GTP) comme substrat, 

et n'est active qu'en présence d'ions manganèse. Le GMPc est hydrolysé 

par une phosphodiestérase des nucléotides cycl iques , identique à ce1 1 e 

hydrolysant 1 'AMPc (MARKS, 1973). 

Ce n'est qu'en 1970, que GOLDBERG et al. réussirent a mettre en 
évidence, dans le coeur de Rat, une augmentation de la concentration 



intracellulaire en GMPc, à la suite d'une perfusion d'acétylcholine. 

Dans ces mêmes conditions, la concentration en AMPc diminue légëre- 

ment. D'autre part, l'adjonction au liquide de perfusion d'isoprotéré- 

no1 (un analogue de la noradrénaline) provoque une diminution du taux 

intracellulaire de GMPc et une augmentation de celui de 1 'AMPc. 

11 apparaf t que dans de nombreux phénomènes régulateurs, les 

taux d' AMPc et de GMPc intracel lulaires soient en concentration inver- 

sement proportionnels. Cet antagonisme serait à l'origine de nombreu- 

ses régulations métaboliques (GOLDBERG et al., 1970 ; KU0 et al., 1972). 

11 semblerait donc que : 

- 1 ' AMPc soit 1 iée très intimement au phénomène de pi nocy- 
tose, la présence dtAMPc pouvant induire ce phénomène ; 

- la pinocytose soit régulée par l'antagonisme AMPc-GMPc. 

Nous nous proposons, pour apporter une preuve suppl émentai re 

à ces deux hypothèses, de determiner : 

X - Dans wz prmtier temps, l'activité adi2nylcyclasique des ca- 
pillaires tëlencéphaliques et cardiaques, afin de voir s'il existe une 

différence d'activité, en relation avec la pinocytose, entre les deux __._ 
types de capi 1 1  aires Que nous aurons auparavant ~solés. 

- Dans m second temps, l'activité guanyicyciasique des 

capil laires cardiaques et tëlencéphal iques afin de vérifier si 1 'an- 

tagonisme AMPc-GMPc s ' appl ique au phénomène ce1 1 u1 ai re qu ' est 1 a pi - 
I nocytose. 





MATERIEL ET METHODES 
---O---------------- 

1 - MATERIEL 
Notre travail est effectué sur des poulets, mâles ou femelles, 

de race HYBRO, âgés d'environ 30 jours (I 1). Ces animaux proviennent 

tous de 1 ' élevage du 1 aboratoi re, et sont donc tous soumis aux mêmes con- 
ditions de nutrition, environnement ... 

II - METHODES 
Afin de doser l'activité des cyclases au niveau des capillaires 

cérébraux et cardiaques, i l  nous faut, dans un premier temps, obtenir une 

fraction purifiée de ces capillaires. Pour ce faire, nous devons procéder 

à 1 eur isolement apres homogénéisation des tissus concernés. 

Isol m e n t  des capi 1 laires 1 - ---------------- -------- 
A - C h o i x  de &a ;technique 

SIAKGTGS et FLEISCHER (1969) sont les premiers à décrire une 

technique d ' i sol m e n t  des capi 1 1  aires cerébraux. Cette techni que est 
essentiellement fondée sur l'utilisation de différentes centrifugations 

en gradient de saccharose. Depuis, plusieurs techniques ont été décrites : 

- ce1 1 es de SESSA et al. (1970), JOQ et KARNUSHINA (1973) , 
M ~ S U L J A  et al. (1976) s'appuyent, toutes les trois, sur 1 'emploi combi- 

né de centrifusation differentiel 1 e et de centrifugation en gradient de 

densité. 

- celles de MEEZAN et al. (19741, BRENDEL et al. (1974), LAI 

et al. (1975), GOLDSTEIN et al. (1975) consistent a filtrer les tissus 
homogénéisés sur des tamis à mailles de tailles différentes. 



Mise a nu du &e ,pm iWmieCunutation & M e  de la ppeau et des ,&unes. 
Les dC2ched vuunehotées indiquent l' o k h e  et t e  zhacé 

- Schéma 1 - 



Notre choix s'est porté vers les méthodes de cette dernière caté- 
gorie, car elles presentent deux avantages essentiels : 

- 1 'obtention des capil laires est beaucoup plus rapide par 
cette méthode de filtration que par centrifugation. 

- l'acquisition des tamis est relativement peu onéreuse. 

Notre techhi que s ' inspire de ce1 1 e de BRENDEL et al . (1974) . 
Grâce à cette technique ces auteurs obtiennent une fraction de microvais- 
seaux, comprenant à la fois des capillaires, des veinules et des artério- 
1 es. En 1 a modifiant 1 égèrement , nous recuei 1 1  ons une fraction purifiée 
de capi 1 1 ai res (CECCHELL 1, 1977). 

Les animaux sont sacrifiés par décapitation. Le crâne est 
rapidenient mis à nu, en incisant la peau recouvrant la tête. Ensuite, la 
boîte crânienne est ouverte à l'aide d'une paire de gros ciseaux. Le scM-  

ma 1 indique les différentes étapes de ce prélèvement. 

Les hémi sphères cérébraux, si tôt dégagés, sont plongés 1 e pl us 
rapidement possible dans le milieu d'homogénéisation oxygéné et réfrigéré, 

placé dans un bain de glace pilée. 

2 1 ff omog é n é i s d o n  ---- ---------- 

Le mi l'ieu uti 1 isé est ce1 ui décrit par MEEZAN et al . (1974). 
11 s'agit d'une solution dlEarle tamponnée par de 1'H.E.P.E.S. à pH 7,4. 

Cette solution comprend : 
116 mM NaCL 

16 mM KCL 

1 mM NaH2P04, H20 
O,B inM MgS04, 7 ff20 



1.8 rnti C a C 1 2  

2 , b  mM H.E.P.E.S. (Acide N-2-hydtroxy~hy.Lp.Lppétra- 

0,07 % Sénum kebumine Bovine 

1 Une dizaine de télencéphales sont ajoutés dans le tube d'un 
homogénéiseur à main DOUNCE de 40 ml (KONTES), rempli au tiers d'une so- 

lution de MEEZAN. 

L'homogénéisation s'effectue par vingt mouvements alternatifs 

du piston de clearance A (La clearance du piston A est supérieure à la 
clearance du piston B) . 

foutes les opérations ultérieures sont effectuées en chambre 
réfrigérée (+ 4OC). 

LI homogénat est versé sur un tamis de nylon (Toile à bluter - 
ZURICHER BEUTELTUCHFABRIK A.G.), dont les mailles ont un côté de 212 pm. 

Le matériel retenu sur le tamis est lavé abondamment à l'aide 
d'une pissette, dont le bec effilé permet d'obtenir un jet puissant de 

liquide de MEEZAN. Le filtrat est récupéré dans un bécher. 

Ce fi 1 trat, repris dans un homogénéi seur DOUNCE de 100 ml , su- 
bi t une nouvel 1 e homogénéi sati on qui , comme 1 a précédente, comporte vi ngt 
alleret retour de piston. Cette )fois, cependant, nous utilisons le piston 
de clearance B. 

L'homogénat ainsi obtenu est déposé sur un second tamis dont 
le diamètre des mailles est de 90 pm. 



La f i l tration est réalisée comme précédemment. Mais cette fois, 
ce sont les éléments retenus sur le  tamis qui sont récupérés. Pour ce 
faire, le  tamis est  retourné au-dessus d'un bécher, e t  la toile est  là 
encore lavée par un j e t  puissant de solution de MEEZAN. 

Le contenu du bécher est réparti dans quatre tubes à centri- 
fuger. La centrifugation s'effectue pendant 5 minutes à 3 000 x g (Cen- 
trifugeuse CHRIST réfrigérée). 

La pellicule de capillaires flottant à l a  surface du liquide 
est  recueillie e t  placée dans un bécher contenant 2 ml de solution de 
MEEZAN . 

- .  La totali té de 1 'isolement, depuis l e  sacrifice des animaux 
j u s q u i a  la récupération des capillaires, est  réalisée en une demi-heure 
environ. 

Les animaux sont, 1 à aussi , sacrifiés par décapitation. Apres 
une large thoracotomie, les différents troncs artériels e t  veineux sont 
sectionnés. Le coeur, prélevé, est  placé dans une solution de MEEZAN. Il 
est  ensuite disséque afin de ne conserver que les ventricules. tes diffé- 
rentes activités enzymatiques sont déterminées à partir des capi 11 aires 
de ces ventricules. 

, 

Compte tenu de l a  structure du tissu cardiaque, i l  est impos- 
sible d'homogénéiser avec un homogénéiseur à main les ventricules ainsi 
isolés. Ceux-ci sont d'abord hachés dans un  broyeur FISCHER dont l a  g r i l le  



HOMOGENEI SI 

PAROG VENTRICULAIRES 
I 

Fischer 
(Grille de 1 millimètre) 

J 
clearance A : 20 AR 

Tamis 300 rim 

Fi 1 trat 
y__ I 

HOl\"iOGENEISATION - Piston clearance B : 20 AR 

Tableau 1 

Ri.l5 
RésumE d e  lu technique d ' h o l e m e n t  des capLUkLte6. LILLE O 



est faite de mailles de 1 mm de c6té. 

Le broyat recueilli est placé dans 30 à 40 ml de milieu de 
MEEZAN, et homogénéisé par vingt aller et retour d'un piston de clea- 

rance A d'un homogénéiseur DOUNCE de 100 ml (KONTES) . L ' homogénat est 
versé sur un tamis, dont les mail les ont 300 um de côté. Le tamis est 
1 avé abondamment. 

Le filtrat ainsi obtenu est ensuite traité de la même manière 
que le filtrat obtenu après la première homogénéisation lors de l'isole- 
ment des capi Il aires té1 encéphal iques . 

Le tabZeau 1 résume les différentes phases des isolements. 

Afin de doser l'activité enzymatique sur une fraction compo- 

sée uniquement de capillaires, i l  est nécessaire de contrôler la pure- 
té des isolements. 

Les capillaires, télencéphaliques ou cardiaques, isolés sont 

immergés dans une solution fixatrice de glutaraldéhyde à 2,5 % dans un 
tampon phosphate Soerensen 0,l M, pH 7 , 2 .  Ils sont ensuite centrifugés 
dans une microcentrifugeuse (TH-12. JANETZKI) à 9 800 x g pendant 15 
minutes. Le sédiment ainsi obtenu est lavé pendant une heure dans du 

tampon phosphate Soerensen 0,l M, pH 7,2 contenant 0,18 M de saccha- 
rose. Après une postfixation à l'acide osmique à 1 % dans le même tam- 
pon, le sédiment est de nouveau centrifugé. Un agrégat plus compact est 

ainsi obtenu. Ce dernier est déshydraté, par passage dans des bains d'al- 
cool de concentrations croissantes, et inclus dans de 1 'EPON 812 suivant 
la technique de LUFT (1961). Les coupes sont réalisées avec un couteau 
de diamant (DIATOME), sur un ultramicrotome REICHERT OM U3. 

Avant l'examen en microscopie électronique, les coupes sont 



contrastées par une technique de double coloration à l'acétate d'uranyle 

à 1 % en tampon maléate de sodium 0,2M, pH 5,2 (WATSON, 1958) et au nitra- 

te de plomb (REYNOLDS, 1963). 

L'examen des coupes se fait a l'aide d'un microscope électro- 
nique ELMISCKOP 1 A de SIEMENS. 

Des contra1 es sont régul ièrement effectués afin de vérifier 1 a 
reproductibilité de la technique d'isolement. 

2 - ............................... Détermination de 1 'activité enzymatigue ---- --------- des capi --------------- 1 1  aires isolés 

C 'est le dosage des nucléotides cycl iques nouvel lement formés 
qui nous permet de déterminer 1 ' activité adényl cycl asique et guanyl cycl a- 

- - sique-des capillaires cérébraux et cardiaques. 

Dans la cellule, 1'ATP est métabolisé suivant le schéma : 

Adényl cycl ase Phosphodi es térase cycl ique 
p - -  A -----------G----------- 

C b AMP 
ATPase 

VOIE----+1 
I 

ADP I I 

ADPase .t 2 

AMP 
5 ' nucl éosi dase 

~zénosi ne 

Nucl éos i dase 

~ z é n  i ne 



Pour mettre en évidence 1 'activité adényl cycl asique., i 1 convient, 

d'une part, d'inhiber l'action de tous les enzymes de la voie 2, d'autre 

part, l'activité de l'adénylcyclase étant mesurée par la quantité d'AMPc 

formée, de bloquer 1 'activité de 1 a phosphodiestérase des nucléotides cy- 

cl i ques . 
2 )  Choix de .ta rnwode ------------------- 

Depuis la mise en évidence par SUTHERLAND et al. (1962) de 

1 'existence de 1 'AMPc, de nombreuses méthodes de dosage de ce nucléotide 

cyclique, et de détermination de l'activité adénylcyclasique ont été dé- 

cri tes. Parmi les plus récentes, ci tons ce1 les de : 

- FRANDSEN et KRISHMA (1976), méthode basée sur des dosages 
radioimmunologiques de 1 'AMPc ; 

- KU0 et GREENGARD (1972), fondée sur 1 a capacité de 1 ' AMPc 
d'activer à faible concentration les protéines kinases qui catalysent 

la phosphoryl ation d 'un subtrat protéique. 

Ces techniques étant parti cul i erement onéreuses, nous nous 

sommes tournés vers des techniques pl us accessibles mai s néanmoins 

fi ab1 es. 

- 

Les techniques les pl us util i s é e ~  font appel, soit à la chro- 

matographie de partage bidimensionnel 1 e (MARINETTI et al . , 1969) , par- 
fois complétée par une migration supplémentaire d'un système solvant 

dans une troisieme dimension (DOUSA et RYCHLICK, 1970), soit a la chro- 
matographie échangeuse d'ions (KRISHNA et al., 1968). 

Toutefois, ces procédés sont généralement longs et ne sépa- 

rent pas, en un seul temps, tous les métabol i tes de 1 'ATP. 

RA0 et al. (1971) ainsi qulOSNES et al. (1972) proposent des 
méthodes pl us simples utilisant la chromatographie monodimensionnel le. 

Mais celles-ci ne résolvent pas le problème de la séparation de tous les 

dérivés de 1 'ATP. 



Notre choix s ' e s t  porté sur la technique mise au point par 
VERBERT e t  CACAN (1972). Elle ut i l ise  un procédé d'électrophorèse sur pa- 

pier. Ce procédé permet de séparer parfaitement adénine, adénosine, AMPc 
d ' u n  ensemble comprenant 1 'ATP, 1 'ADP e t  1 'AMP. 

Afin d'obtenir une séparation complète de tous les métabolites 
de llATP, nous avons mis au p o i n t  une méthode de chromatographie sur pa- 

pier dans un solvant introduit par TURBA e t  TURBA (1951) pour séparer 
1 'ATP de 1 'ADP. 

La composition du milieu d'incubation est  la suivante : 

- Tris HCL pH 7 ,4  

- MgC12 
- Théophilline 
- ATP non radioactif 
- AMPc non radioactif 
- Phosphoénol pyruvate 
- Pyruvate kinase 

- PH]-ATP 

La théophylline e t  1 'AMPc non radioactif, en concentration 
élevée ont pour b u t  d'atténuer, voire d'inhiber, 1 'action de l a  phospho- 
d i  estérase des nucl éoti des cycl i ques (DRUMMOND e t  DUNCAN, 1970) . 

te  phosphoénolpyruvate e t  la pyruvate kinase constituent un  
système régénérateur d'énergie s'opposant à la dégradation de 1'ATP par 
la voie 2 e t  oriente la réaction vers la voie 1 (DRUMMOND e t  DUNCAN, 

1970) . 

Les capil laires isolgs sont homogénéisés dans un appareil de 
Potter - El vehjem BRAUN, pendant trois fois v i n g t  secondes à 1 500 tours 
par minute, dans 2 ml de tampon Tris-HC1 . 



N H, 
AMP 1 ADP 1 ATP 

Figure 1 

S;Ducc;twre d e s  c o m p l u e s  b a M é 6  datuna avec 1'adZnobine et h e6 campahé4 
phohpho&gla 



Ensuite, dans un tube à essais, on verse 100 VI de milieu 
d'incubation et 150 pl de broyat de capillaires. Le tout est vigroureu- 

sement agité puis incubé pendant une heure, dans un bain-marie à 37°C. 

La réaction est arrêtée, en ajoutant, pour 100 pl de milieu d'incubation, 

un excès de chacun des métabolites de 1 'ATP (20 vg) 

La figure 1 montre que l'DSriPc, contrairement à l'adénosine 

et aux dérivés phosphorylés de celle-ci, ne peut pas former de complexes 

boratés. 11 devient alors possible, en ajustant le pH à une valeur cor- 

recte, de réduire 1 ' ionisation des groupements boratés de 1 'adénosine et 
de ces dérivés phosphorylés (pK 9), tout en maintenant celle du groupe- 

ment phosphorylé de 1'AMPc (pK 1) et d'obtenir ainsi la séparation élec- 
trophorétique des différents composés. La formation de complexes borztés 

ne gêne en rien la migration des nucléotides 5' phosphate, puisque 1 'in- 
fluence de l'ionisation des groupements phosphorylés reste prépondérante 

(CACAN, 1974) . 

6 - Mode op&uto&e 

150 pl de l'incubat sont déposés sur une ligne tracée à 9 an 
du bord inférieur de papier Whatman 3 MM. La feuille est imprégnée par 
un tampon borate de sodium à 1 % (P/V), ajustée à pH 7,5 par l'addition 

d'acide citrique 1 M. 

VERBERT et CACAN (1972) utilisent un procédé d'électrophorèse 

il haut voltage (3 000 V - 45 minutes), ce qui 1 eur permet d 'obtenir une 

séparation c m p l  ète de tous 1 es dérivés de 1 ' AT P. L ' électrophorèse à 

haut voltage ne permettant pas l'examen d'un grand nombre d'échantillons 

à la fois, nous avons dû pratiquer des électrophorèses à bas voltage 

(200 V - 16 heures), ce qui peut expliquer la mauvaise séparation de 

I'ATP, 1'ADP et 1'AMPc (Figure 2a). 



Mo- 

Figure 2 

S é p W n  d e s  d i 6 d h W  mé;taboUes de L'ATP : 

a - u i g W n  U e c h o p h a r r ~ u e  d a  dMvé6 de l'adénine. L'éeec.0~0- 
pho/r&e, à 200 V - 15 mA, a une b é e  de 16 h u a .  

b - UigmZLon chhomcttog.n<rphique d a  dehiva de L'adlnute. La chno- 
matoghapkie es* k é d é e  en hnpon L~obtcty&Lque 66- 1-33, pendant 18 hua. 

Les nomkes, irutiquéa en cm, donnent & disZance q<u s é , m e  chaque metabo- 
&.te de L' ATP du dépot inihU!. 

Lu kec.tungLes de B cm de .Long 6W 1 cm de h g e ,  pme t t en t ,  une do& de-  
coupé6 , de com,&en dam chaque Q&con de compakge, exactement & même sadace 
de pupien.  



a - Tampon 

La chromatographie est réalisee en une seule étape dans un 

tampon isobutyrique 66-1-33, pH 3,7 (66 ml d'acide isobutyrique, 1 ml de 

NH40H concentré, 33 ml d' HpO) . 11 est réalisé, en versant 10 ml de NH40H 

concentré dans 329 ml d'eau distillée, puis en ajoutant 661 ml d'acide 

-- --- isobutyri que. - - - -  - 

b - Mode opérr&o.&e 

30 ~1 de l'incubat sont déposés sur une ligne tracée à 9 cm 
du bord inférieur d'une feuille de papier Whatman 3 MM. La chromatogra- 
phie s'effectue pendant 18 heures environ à la température de la pièce 

(Figure 2b). 

-- - 6 )  P o ~ a g e  _ _ _ _  -_--__ de6 p to t tXnes  -_---_-_ 
- - 

--2-.- 

- - 
---. ------ - . Le dosage des protéines des homogénats totaux et des fractions 

- capi 1 1  aires est déterminé par 1 a méthode de LOWRY et al . (1951). 

7 1 P W p g  ------ 
- - - .  

Dans la cellule le GTP est métabolisé suivant le schéma : 

Guanyl cycl ase Phosphodi estérase cycl i que 

~ G M P ,  b GMP 

GTPase d 
V VOIE ----b 1 

1 
i 
I 

GDPase T 
2 

5' nucléosidase di 
v 

Nucléosidase 

Guanine 



On voit donc que, comme 1 ors de 1 'étude de 1 'adényl cyclase, i 1 

suffit d'inhiber 1 'activite des enzynies dégradant le GTP en guanine, et 

le GMPc en GMP, pour que la concentration en GMPc augmente dans le milieu 

dl incubation et soit un reflet de 1 'activité guanyl cycl asique. 

2 )  C h o h  d e  .ta méthode ------------------- 

Deux méthodes différentes sont généralement utilisées pour 

le dosage de la guanylcyclase. La première, basée sur des dosages radio- 

immunologiques du GMPc, a été décrite par KIMURA et MURAD (1974). Dans 

la seconde la plus couramment utilisée, le GMPc formé lors de l'incuba- 

tion est isolé par chromatographies successives sur alumine et résine 

échangeuses d' ibns (LIMBIRG et LEFKOWITZ, 1975 ; SULAKHE et al., 1976b ; 

ZWILLER et MANDEL, 1978). 

Mais ces méthodes ne permettent pas d'obtenir simul tanément 

tous 1 es métabol i tes du GTP (GDP , GMPc, GMP, Guanosi ne, Guanine) . C 'est 
pourquoi, nous avons mis au point une technique de chromatographie sur 

papier, qui a l'avantage de séparer et de permettre la récupération de 

tous les métabolites du GTP. 

La composition du milieu d'incubation, décrit pour le dosage 

de 1 ' activité guanyl cycl asique, varie énormément sui vant 1 es auteurs. 

C'est pourquoi, nous avons procédé à des essais destinés à déterminer 

le milieu d'incubation susceptible de nous donner une activité guanyl- 

cyclasique maximale. La composition qualitative du milieu finalement 

adopté est la suivante : 

- Tris HC1 pH 7,4 20 mM 

- MnC12 5 mM 
- GMPc non radioactif 2 mM 

- Phosphoénol pyruvate 10 mM 



GnnrP- 
GMP 

GDP C C 7  
- 

Figure 3 

Guo m5 
Gua 40 

35 

GMP 

GTP 

Sé,wu&ion chhoma;tagtrapkcque de .ta guanine & AU d&va : 

a - uigtr&n chhoma;taghapkique d e s  r n ~ b o ~ e s  du GTP, en tampon 
GoblLfyhique 57 - 4 - 39, pif = 4,3 lAoide i~ob~2;yUque : 51 Ite ; NHqOH concen- 
fiée : 4 nt[ ; eau : 39 m . l )  pwuiant 30 h u e s ,  b tu t e m p W e  du b b o u t o h e .  

b - Migrration chomatogmpkique d e s  nietaboUes du GTP, en h p o n  
dobu;tqrique 66 - 1 - 33, pif = 3,7 (Aoide CsobutlKigue : 6 6  m l  ; N H 4 0 H  concen- 
&ée : 1 m l  ; eau : 33 rite) pendant 30 Itemes, à .ta tempérra;twre du hboha;tohe. 

La nombnu, indiqua en cm, donnent h disance q u i  aépme chaque mé.tu- 
b o m e  du GTP du d e p o t  i W .  

L e s  treotangles de 6 cm de long  AWL I cm de b g e  p m m e n t ,  une d o d  
découpa, de compten dana chaque @acon de comptage exactement .ta même sudace 
de papieh. 



- Pyruvate kinase 5 ris 
- Théophilline 10 mM 

- Triton X-100 0,75 % 

- [ 3 ~ ] - ~ ~ ~  5 pCi - 0,2 nm 

La technique opératoire est identique a ce1 le utilisée 
- - -  

lors de l'étude de l'adénylcyclase. La durée de l'incubation est cepen- 

dant ramenée à vingt minutes (voir rdsu l ta t s ) .  

Afin d'obtenir une meilleure séparation entre le GTP et le 

GDP, TURBA et TURBA (1951) utilisent un tampon isobutyrique 57-4-39, 

pH 4,3 (acide isobutyrique, NH40H concentré, eau distillée). L'expé- 
-. --Mence nous a montré qu'avec le tampon 66-1-33, pH 3 $7 la séparation 

---ent_re le GMPc et le GMP est mei 1 leure (Figure 3 )  Le protocole expéri - 
-- '- --niefita1 est identique à celui util isé lors de 1 'étude de 1 'adénylcyclase, 

en tampon 66-1-33, mais la chromatographie dure 30 heures à la tempéra- 

ture ambiante. 

L ' analyse de chaque tache, révél ée en l umi ère ul traviol ette, 

se fait exactement de la même façon que lors de l'étude de l'activité 

adényl cycl as i que. - - - d-- ---- 

des nuctéoitides cy@ues 

Cette étude de 1 ' inhibition de la phosphodiestérase des nu- 
cléotides cycl iques a été réalisée dans l es mhes conditions que l es 

études des activités adényl cycl asiques et guanyl cycl asiques . 

Cependant, de 1'AFPPc ou du GMPc radioactifs sont substitués dans 

le milieu d'incubation à 1'ATP ou GTP radioactifs. 

L'efficacité de l'inhibition de la phosphodiestérase des 



. 
nucléotides cycliques nous e s t  donnée par l a  quanti té dlAMPc ou GMPc ra- 

d i o a c t i f  dégradée. 

Di f férents  inhib i teurs  ont é té  essayés, certains non spécifiques : 

Di t h i o t h r e ï t o l  (Sigma), dl autres spécifiques : Caféine (Sigma), Théophi l- 
l i n e  (Sigma) e t  dér ivé  RO 201724/001 (Laboratoires Hoffman-La Roche). 





RESULTATS --------- 

1 - CONTROLE DE LA PURETE DE L'ISOLEMENT EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 

La fraction capi 1 1  aire té1 encéphal ique peut être considérée 

comme presque entièrement constituée de capillaires. L'examen au micros- 
cope électronique ( F i g u r e  4) montre que i es capil iaires représentent 90 

à 95 % de la totalité des éléments isolés. Quelques artérioles, veinules 
et quelques noyaux constituent les autres éléments. 

8 - idolement des c a p L U u h e s  cairdiaque.6 

La fraction capillaire cardiaque n'est pas aussi pure que la 
fraction capillaire télencéphalique. El le contient environ 75 à 80 % de 

capi 1 1  aires. Les artériol es et 1 es veinules représentent el 1 es environ 5 
à 10 % des autres éléments. Le reste consiste en fragments de cellules 
musculaires cardiaques, comprenant essentiellement des myofilaments et 

des mi tochondri es ( F i g u r e  5 ) . 

2 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE ADENYLCYCLASIQUE 

La f w e  2 (page 18 )  montre les résultats obtenus après sépa- 
ration des différents métabol i tes de 1 'ATP, soit par é1 ectrophorèse ( F i -  

gure 2a), soit par chromatographie (Figure 2b). 



Figure 4 

La p l u w  d e s  v d ~ e a u x  vdible6 d o n t  de6 aections de capLUahes d o n t  
qudques-uns contiennent encoke des  hLthocrJ*es I E )  . L e s  cek23.d~ e n d o X h W e s  
(En) sont bien consmvées et gén@udement entaunées de lm baade ( B I .  L e 6  a<Ltles 
com.titirants de c a e  &action d o n t  d e s  v a i ~ ~ e a u x  @UA h g e s ,  spéciaeement de pe- 
U u  ahtehiolu (A i r ) .  Quelques vais~enux o o n t  encoire entow~é6 13m de6 c U e 6  
phiva~c-es et d e s  éléments c-es dont pudquu un6 6 0 n t  d u  pied6 M&O- 
cyXainu ( A )  . 

Phafa 8 : éch&e 2 500 



Figure  5 

L e s  c a p i & z d ~ e s  oovtt tuujoum l e 6  éehent6 l e s  p2.u h p o m  de cet te  
6hacxXon ( ~ v ~ o n  7 5  % ) . L ' orrXgine de ta contamimuXon n' es.t pas 4eLLeemelzt v c ~ c u -  
l a i t e  ma& w 6 . i  mc6clLeaMe (envhon 15 % )  . en ~~~~~ d e s  m q o d i b U ~  ( M d )  
at d e s  dochondhies (M)  . L e s  c U e s  endo . thUe6 ( En) boY1.t oouvent entoinées 
de lem lame babale ( 8 )  et d o n t  p h  ou moim aetélrée6. 

PhoXo A : é c h a e  ? 500 

Photo 8  : é c h a e  2 500 



Quelle que soit  l a  méthode utilisée, l a  tache visualisant 
1 ' AMPc est  nettement dël imitée. 

Mais l a séparation de tous l es métabol i tes de 1 ' ATP, en él ec- 
trophorèse (Figure 2a), n'est pas parfaite. En effet ,  la présence de 
sels entraîne très souvent une mauvaise répartition de 1'ATPy ADP e t  
1 ' G P ,  e t  ceux-ci ne forment qu ' une seule tache. 

Par contre, la technique chromatographique donne, facilement 
en une seule étape, une, bonne séparation de tous les métabolites de 
1 'ATP (~-igure 2b). De plus, cette méthode est  très peu sensible à la 
concentration en sel du dépôt e t  permet donc l 'analyse d'une quantité 
m i  nime de matériel . 

Pour ces raisons, la chromatographie sur papier a été préfé- 
rée à l ' él ectrophorèse, en vue d '  une mei l l eure séparation de tous l es 
métabol i tes de 1 ' ATP. 

L'analyse systématique de la radioactivité l e  long du chroma- 
togramme (F.Egure 6a) montrent une succession de pics. Ces pics corres- 
pondent à la distribution des taches visualisées en lumiëre ultravio- 
le t te  (Figure 6b) .  

a - Mebwe d e  la tradioa&Lv&é f i é e  aux diddé)LenZb rnétLZboUe6 

de C'ATP 

Soit E, l 'ensemble des coups par mi nute (cpm) donné par l e 



Dfstritlca a I 'origine (c m) 

Figure 6 

a - SépauZion ch,toma;togtrapkcque d e s  r n W o l L t c l b  de t l A T P .  Un aliquot (40 p l )  
du m.iLLeu d' LncubaAion es2 p&cé 4 w ~  un pup.Le/r WUATMAN 3 MM. La ch,toma..togtrapke 
cime 76 h u a ,  ii .ta .temp&aaMe atnbhnte. EaRe esX h é U é e  dan6 t e  4oLvan.t ~ L L L -  
van2 : a d e  .&obcl;tyhique, N f f 4 U H  concentrLée, eau ( 6 6  - 7 - 3 3 ) ,  pH 3,7. Cette cho -  
ma;toghaphie p m e Z  une aépatra;tiovr de &us L u  d W v a  de l' ATP. L'abbcisbe donne 

dis;tance, u w C e  en cm, des  diddéhentes t achu  à L1oh&Lne. 

b - DXd&dw.Cion de &acltiv&é t e  Long du chomatogtuunme. LU tapa- 
U c l b  ;téew~cépfdques ( 7 mg) 40n;t &cuba b 31'~ pendad une h u e ,  danb un m i -  
&eu d'&cuhUon dé- - t e  texXe page 15.  



compteur à scinti  1 lation ( INTERTECHNIQUE SL 30) sur 1 'ensemble du chro- 
matogramme. 

Ces cpm correspondent à la radioactivité des 5 uCi d' ATP in- 
t r o d u i t  dans l e  milieu d'incubation. 

A cet te  valeur nous devons re t i re r  l e  b r u i t  de fond propre à 

chaque flacon de comptage. Avant chaque manipulation nos flacons de 
comptage, remplis de liquide de sc int i l la t ion,  sont précomptés. Le nombre 
de cpm de chaque flacon de comptage vide correspond au bruit de fond de 
chacun d'eux. Ce b r u i t  de fond varie de 23 à 47 cpm. Dans nos calculs, 
nous surestimons l e  b r u i t  de fond en lui donnant la valeur de 50 cpm. 

Nous devons re t i re r  à E cpm : 

50 cpm x nombre de flacons de comptage. Le nombre de cpm pro- 
venant uniquement de 1'ATP radioactif placé dans l e  milieu es t  de : 

- - --.-- -- . .- - - . -- --.- E - (50 cpm x nombre de flacons) = cpm (ATP radioactif) 

11 su f f i t  de comptabiliser l e  nombre de cpm correspondant au 
pic dtAMPCradioactif sur l e  chromatogramme. 

Si x es t  ce nombre, i l  convient là  aussi de retrancher l a  ra- 
dioactivité due au b r u i t  de fond : 

x -(50 cpm x nombre de flacons) = cpm (AMPc radioactif).  

On s a i t  qu'une millimole d'ATP radioactif correspond à 25 Ci. 

Dans notre milieu, nous utilisons 5 pCi , c'est-a-dire 0,2 nanomole d '  ATP 

radioactif. 



A cet ATP radioactif, i l  convient d'ajouter 1'ATP non radio- 

actif présent dans le milieu d'incubation : 2 mM final (100 1 d'incubat + 
150 1 de milieu d'incubation), soit 500 nanomoles. 11 y a donc 500 + 0,2, 

soit environ 500 nanomoles dans notre mi 1 ieu d' incubation. 

Le nombre de moles dlAMPc radioactif formées au cours de 1 ' in- 
cubation est de : 

500 nM 'Pm (AMP~radioactif) = a nanomole d'AMPc radioactif 
cpm (ATP radioactif) 

pour une incubation de 60 minutes avec x mg de protéine. 

L ' activité spécifique de 1 ' enzyme, pour une incubation de 
60 minutes et pour un milligramme de protéine est de : 

a nanomol e dlAMPc radioactif , A ,.. 

soit : A nmole d1AMPC radioactif/60 minutes/mg protéine 
.................................................... 

Une étude cinétique de la formation de 1 'AM! radioactif par 

une fraction de capillaires télencéphaliques ou cardiaques est réalisée 

en vue de déterminer la durée optimale de l'incubation. Nous réalisons 

la même étude.avec les broyats télencéphaliques et cardiaques. Les ré- 

su1 tats sont présentés figure 7. 

La mesure d'une activité enzymatique doit se faire à vitesse 

initiale, c'est-à-dire dans la partie linéaire de la courbe, où la vitesse 



Durée de I incubation (mn) 

Figure 7 

Etude c iné t ique  d e  la ~ o m a t i o n  de  L1AMPC 

L e s  e x p é u w t c a  s o n t  aEaLbEes à 15, 30, 45 et 60 nwuLtes, d a m  Le U e u  
d ' i n c u b a t i o n d é ~ d a m  "Math i& etM&thodes", page . 

Powt chaque du&n é tud iée  : 

La v a e s s e  d e  dohmcu2on d e  L1AMPC e s t  com*a>zte. La q u a U E  en p m t G n e s ,  
LOU d e  chaque expéuence ,  e s t  d e  I m g .  



Distance a I ' origine (cm ) 

Figure 8 

D d ~ b < L t i o n  d e  la iradioacüvLtZ Le Long du ckomatog/rame ap<ri% incuba t ion  
dwant une h e w e ,  à 3 7 ' ~ ,  d a m  un d e u  contenant d e  L'ATP a a c i i o a c t i ~  a v e c  : 

La a é p U o n  sun papim WHATMN 3  MAI a h é  18  h u e s ,  à La tem~&cuk&e 
ambiante. Eeee e6.t 4 é d i A é e  d a m  un s o t v a n t  acide l idobdyhique 66  - 1 - 3 3 ,  pff 3,7. 

La rradioac t ivd t j  est e x p h n é e  en cpn 4m L'axe des  ohxlonnées. L t a b 6 d a e  
donne & dis$ance, en cm, des  diddMented & c h u  à 1'0- ine .  



Cap. cérébraux 

Tableau I I  

nm d '  AMP, formé / mg protéines / 60 minutes l 

Aot ivCtE adEnyLcycb&que des  capL&hes cé~iibmux et candirrques et d u  homogénata 

tUencEphakXquu eR v e ~ ~ u .  

i l 1 aires 
Cap. cardiaques 

27,4 

41,8 

28,3 

40,l 

2696 - 
- --  - -- .- -Xe)---=- - 

27,4 

29,l 

33 ,4 

25,8 

m = 31,5t5,5 nmoles 

Homog. télencépha- Homog. ventricu- 
1 i ques 

P 

- - 

59,O 

48 ,O 

55,8 

65,2 

4lY7 
-- - -.. - - 60,5 

58,2 

37 ,O 

56,3 

45 ,2 

m = 52,7t8,7 nmoles 

88,4 

93 , 7  

83,7 

88,7 

98,3 

87,9 

99,7 

84,8 

91 $7 

103 ,O 

m = 92,0r6,2 nmoles 

62,2 

71,5 

70,4 

68 ,O 

66,2 

55;45 z------ 

61,8 

56,6 

57,8 

65,4 

m = 63,5*5,5 nmoles 



de formation du composé reste constante. 

Pour chaque fraction étudiée, le  taux de formation de l'AMPc 

radioactif reste constant tout au long de l'incubation. Par conséquent, 
afin d'avoir le plus de précision possible, toutes les-études compara- 
tives de 1 'activité adényl cyclasique sont réalisées avec une durée d '  i n -  
cubation de 60 minutes. - 

4 )  Ra- --------- 

Un exemple de profil chromatographique obtenu lors d'une ex- 
périence pour chaque fraction est i l lustré figure 8. 

L'analyse de ces différents profils nous montre la présence 
de quantité variable dlAMP radioactif, suivant l e  type de tissu étudié. 
En effet, l e  pic dlAkIPc radioactif au niveau des capillaires cérébraux 
n'atteint que 2 000 cpm environ, tandis que celui détecté dans le  télen- 
céphale atteint  5 000 cpm. Mais ces valeurs n'ont de signification que 
1 orsqu' el 1 es sont exprimées en activités spécifiques. 

De plus, la présence d'une quantité dlAMP radioactif formé 
au cours de 1 ' incubation dans chaque type de fraction suggère 1 'existence 
d '  une dégradation partiel 1 e de 1 'AM& radioactif nouvel lement formé, dé- 

gradation qu i  ne devrait pas se produire puisque 1 a 3 ' $5 ' phosphodi es- 
-- - téraseZdes nu-cléotides cycliques est  théoriquement inhibée par la théo- 

philline. 

11 semble donc que l'inhibition de la  3 ' , 5 '  phosphodiesté- 
rase des nucléotides cycliques ne soi t  pas réalisée à 100 %. Ce f a i t  
nous a conduit à étudier d'une façon plus précise 1 'inhibition de cet 
enzyme. 

L ' activité adényl cycl asique, déterminée à partir de dix 
expériences (Tableau II) pour chaque type de préparation, es t  i 11 ustrée 
figure 9. 



Figure 9 

Ce duqhamme donne Lw / résu&at~ de L 'L tde  compam&ive de ta dom&on de 
CtAMPc dam Le6 cLL6dé)rentw &~~c;tiom étudiée6. 

A Uomog énat XUencépWque 

les honogentta Xéeencéphcdiques et v e - e s  o n t  une acüv&é mogoyne 
/respectivement de 92 et 63,5 nmo&es d'AMPc/mg ptrot&e/bU minrcltes. 

Les c a ~ e a  tUencéphzLLques et cartdiaques ont une acturLté moyenne 
/rebpeotivement de 3 1 , 5  et 52,7 nmoLu dtAMPc/mg p~otéCne/60 mivuLte6. 

Lw moyennw et Les écah;td t g p e s  dont cuLcLLeZd à ~XVLWL de 1 0  exp&iences 
(voi t  ltabLeau 11). 



L'activité spécifique trouvée au niveau des capil laires car- 

diaques (52,7 2 8,7 nmol. d1AMPC radioactif formé/mg protéines/60 minutes) 

est très proche de celle trouvée au niveau de l'homogénat ventriculaire 

(63,5 nmol. d1AMPCradioactif formé/mg protéine/60 minutes). 

Par contre, 1 ' acti vi té mesurée au ni veau des capi 11 aires té1 en- 
céphal iques (31,5 nmol. dlAMPc radioactif/mg protéine/60 minutes) est beau- 

coup plus faible que celle obtenue avec un homogénat de télencéphale 

(92,O 2 6,2 nmol. d1AMPC radioactif/mg protéine/60 minutes). 

Ainsi que nous 1 ' avons suggéré (CECCHELLI , 1977) 1 ' inhibition 
de la 3',5' phosphodiestérase de nucléotides cycliques ne semble pas to- 

tale. De plus, 1'AMP est obtenu en quantités variables, comme nous venons 

de le voir, en fonction de la fraction étudiée. La cafeine, utilisée au 

début de nos recherches, comme inhibiteur est-elle en cause ? 

Pour le vérifier, nous remplaçons la caféine par d'autres inhi- 
bi teurs de 1 a 3' ,5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques, déjà uti- 
lisés par d'autres chercheurs : 

- Di thiothréïtol (PANNBACKER et BREVARD, 1972) 
- Théophill ine (SWISLOCKI et TIERNEY, 1973) 

(RYAN et STORM, 1974) 

- Dérivé RO 20 1724 (4-(3-butoxy-4-méthoxy)-2-imidazolinone) 
(SHEPPARD et WIGGAN, 1971) 

(NAHORSKI et ROGERS, 1976) . 

Les expériences d'inhibition sont réalisées sur chaque frac- 

tion (capi 1 1 aires té1 encéphal i ques et cardiaques, homogénats té1 encépha- 
1 i ques et cardiaques) , avec 1 es produits pr8ci tés, à des concentrations 

de 2,5 et 10 mM. De plus, pour chaque type d'expérience, les concentra- 

tions d'AMPc non radioactif sont de 2 à 5 mP4. 



Distance à 1 '  origine (cm ) 

F igure 10 

D&fibuLion de la tradioacCivLtE, l e  long d u  c h t o t m - t o g ~ e d ,  aphès incuba- 
Zion de capdX&tes c i h E b x ,  c h a n t  60 mirutu ,  d a u  un nulieu contenant de l1AMPC 
hadioauXd et comme CnkibLtw de la 3 ', 5 ' phosphodiutémue cycLique : 

La MdioactivLtE ut e x m 8 e  en cprn am l 'axe  d u  oadonnEu, tandis qu'en 
a b s d 6 e  @~wL&, en ctn, lu dditancu des di&j&e&u aches  à l 'ohigine.  



Formation ~ ' A M P ~  Digradation dlA~Pc 

Mrt8nm a I 'origim (cm ) 

Figure 11 

Chacun d e s  chhom&ogtrananes aepthente la WoacCi.v.Sé détec- 
Zée Le Long d e s  choma.togtuunmes a p 2 ~  incubaLLon d e s  ~ L V U L A  écha&- 
Loris pendant une h u e ,  à 3 7 O C  avec de L'ATP tradioacZi2j ( a  - b - c - 
d )  ou deL1AMPCtradioa&d ie - 6 - g - hl. 

La cobnne de gauche indique Les qurzWé6 dlAMPc d o a ~ d  
domnées, c&e de choite, t e s  q U é 6  dlAMPc dEghadZes dam Le m h e  
zempb . 

L u  cttrLomatoghamme6 /reptébenté6 cotuebpondent de hauR: en bas : 
aux capLUahes cîhébtraux, a - e ; aux capitlaiheb w u i i a ~ u e s ,  6 - 6 ; 
au hoqat  Zéeencéphalique, c - g ; au hoya;t v e ~ ~ e ,  d - h. 

La /radioac;tivité es t  e x p h é e  en c p  a m  L'axe d a  oadonnées 
2an.d.b qu' en a b s a s e  2j&wrent, en cm, Les did.tanca d u  di&p~ents  
taches à 1' o*ine. 



L'examen de la figure 16' permet de tirer plusieurs concl usions : 

. La présence d'un inhibiteur est indispensable. En effet, 
lors de l'expérience réalisée avec un milieu d'incubation dépourvu d'inhi- 

bi teur 99 % de 1 ' M P c  est transformé en ATP, ADP , AMP, Adé, Ado (Figure 1 la) . 
. La caféine, la théophilline et le dérivé RO 10 1724 exercent 

une action inhibitrice sur la 3 ' , 5 '  phosphodiestérase de nucléotides cy- 

cliques (Figure II c-d-e) car après incubation, i l  reste environ 90 % 

dlAMPcradioactif dans le milieu. 

Dans tous les cas, une quantité variable d1AMPCradioactif, 

suivant le tissu étudié, est dégradée. L'inhibition complète de la 3',5' 

phosphodiestérase de nucléotides cycliques n'est pas obtenue. De plus, 

comme le montre le tableau III, dans aucune des fractions, i l  n'est ap- 
paru de différences significatives (mis à part le dithiotreïtol) entre 

les différents produits testés. 

- =z - - ---- - .-- - - 

C'est pourquoi, nous avons choisi l'inhibiteur et les concen- 

trations les plus couramment utilisés, à savoir 10 mM de théophilline. 

Les profils chromatographiques obtenus dans ces conditions, 

avec chaque type de tissu, sont représentés dans la figure II. 

Les pourcentages de dégradation de l1AMPCradioactif, que nous 

retenons, sont ceux donnés dans la 4ème colonne du tableau III. 

Les résultats montrent que la dégradation est sensiblement 

du même ordre de grandeur dans les capillaires télencéphaliques et car- 

diaques isolés (10 et 11 %) et peu différents pour les broyats télencé- 

phal iques et cardiaques (26 et 32 %) . 



Tableau III 

Cap. cérébraux 

Cap. cardiaques 
r 

Pomcentage d e  dég-on d e  L'AMP, pm Lu 3 ' ,5 '  p h o s p h o d i e s 2 ~ e  des  
nu&EoLkiu cq&ques des  d i u r n e 6  dh~~ciZori6,  phcée6  danb un W e u  d ' i n -  
cubation sari6 i n k i b i t m ,  ou en pbence  d e  ~ k i o J t h t r e ï t o L ,  d e  cadeoie, d e  

Ithéopkieeine ou de dWvE RU 201 724. 

Lu ira- ob.iewd s o n t  .ta moyenne d e  3 exp&encu p o u  chaque uikihi- 

item et chaque d t r a d n .  

Broyat cérébral 

Sans inhibiteur 

99% 

98% 

Dithiothréitol 

99% 

97% 

RO 201724 . 
12% 

3 

13% 

1 

Caféine 

10% 

11% 

Théophilline 

10% 

11% 



3 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE GUANYLCYCLASIOUE 

La figure 3 montre les résultats obtenus après séparation 

des différents métabolites du GTP, par chromatographie sur papier (Fi- 

gure 3 ) en tampon isobutyrique, NH40H concentré, eau (57-4-39, pH 4 , 3 )  

et en tampon 66-1-33, pH 3,7 (Figure 3 ) ,  page 19. 

La chromatographie en tampon 66-1-33 permet une excellente 

séparation de tous les métabolites du GTP. De plus, avec ce tampon, la 

distance séparant les taches de GMP et de GMPc est de 1 'ordre de 5 à 6 cm. 

En tampon 57-4-36, elle varie de 3 à 4 'cm. 

I ) P.b~bu-Cion ....................................... de la U a c C L v L t é  Le Long 

L'analyse systématique de la radioactivité le long du chroma- 

togramme (Figure 12) montre une succession de pics de radioactivité. Ces 
pics correspondent à la distribution des taches visualisées en lumière 

ultraviolette ( F i p e  12). 

a - ACitiOn de lu c o n c W o n  en GTP non tradioadL6 

Comme lors de l'étude de l'activité adi3nylcyclasique, nous 

ajoutons au GTP radioactif, dans le milieu d'incubation, 2 mM de GTP non 

radioactif, afin d'accélérer la vitesse de réaction en augmentant la auan- 

tité de substrat fourni à l'enzyme. 



@ GTP GDP GMP GME GuoGua 

- 1  O O 0 0  

MstanceàI origine (an) 

Figure 12 

a - SEpauCion chtromatagmphLque d e s  méaîzboUte6 du GTP. Un d5.quo.t (40 r i t )  
du  miLieu d t i n c u b ~ o n  est  p&cL owr un pupien WHATMAN 3MM. La choma*tagmpkie 
dwre 30 h u e s ,  à lu t e m p W e  ambiante, d a ~ 6  t e  40tvant bLLiVant : acide d o -  
bu;ty@ue, Nff40ii concen.&ée, eau ( 66 - 7 - 33 ) , pH 3,7. C&e chrLoma/tagmpkie 
petunet une aépvmtion com@ète de ; . ou  t e s  dé&véb du GTP. Les nombtta donnervt 
lu diaZance, en cm, d e s  diddihentes a h e s  à tlo&Lgine. 

b - V A W ~ n  de lu Nidioad%v.&tE t e  Coy  du chomaXognamne. L e s  a@- 
.tUwzcéphaeique6 ( 1 m g )  oont  incuba à 37 C pendant une h w e ,  dans Ce 

nKRieu dtincuba.CLon d é U  da.m t e  Itex;te, txlge 18.  



Concentration en Triton (%) 

Figure 13 

A&on de c o n c e ~ o n  du W o n  X-100 4 ~ r  l'activ&é guanq&cqcLa.bLque 

L u  capdXa&es cahdiayueb A e.t XéewzcépMques A ho& incubé6 pendant 
20 mivutu, à 3 T ° C ,  d m  un miLiu dlincub&on contenant des  conceruhations 
ctoAbante4 0 - 0,5 - 1 - 1,5  8 de .?%.ton X-700. 

En oaionnee , wu6 in di quo^ 4!a quamXtE de GMPc domée pwuiant 20 nKnuLe6 
à 37OC p o u  un miUghanme de pho.iéine. En a b b d b e  , hon t  indiquées le6  aZ6- 
6 E u n . t ~  concen;trra;tiovu de itrti;tan X-100, coviltme6 daru l e s  W e u x  d'incuba- 
;tio ns auccesaiga . 



Lors des expérimentations, nous ne notons aucune formation de 

GMPc radioactif. De plus, 92 % de la radioactivité sont toujours locali- 

sés, mëme après 60 minutes d'incubation, au niveau de la tache correspon- 

dant au GTP radioactif sur le chromatogramme. Ce résultat nous suggère 

deux hypothèses : 

- Nous n'avons pas d'activité guanylcyclasique dans nos tis- 
sus. 

- Cette activité est si faible qu'elle n'est pas détectable, 
le GTP radioactif étant trop dilué dans le GTP non radioactif. 

C'est pourquoi, nous avons étudié l'action de concentrations 

croissantes de GTP non radioactif (O - 0,5 - 1 - 2 mM) sur l'activité 
guanyl cycl as i que. 

Nous n'observons une formation de GMPc radioactif que, lors- 

que notre milieu ne contient pas de GTP non radioactif. Ce résultat est 
- 

en accord avec ceux obtenus par VESELY et al. (1976) et SULAKHE et al. 

(1976a). 

b - A d o n  du W o n  X- 700 

HARDMANN et al. (1973), CHRISMAN et al. (1975), KIMURA et 

MURAD (1974) montrent l'action activatrice du triton X-100 sur la gua- 

nylcyclase. Ils pensent que la guanyl cyclase est une enzyme profondé- 

ment incorporée dans la membrane plasmique. Le triton, en désagrégeant 

cette membrane, permettrait une libération de l'enzyme dans le milieu 

d'incubation. 

Nous effectuons des incubations à des concentrations de tri- 

ton X-100 : O - 0,5 - 1 - 1,5 %. Les résultats obtenus sont illustrés 

par la f i g m e 1 3 .  

Les concentrations de triton X-100, comprises entre 0,5 et 1 %, 



2 2' Concentration a> ions Mg et h (mM) 

Figure 14 

L e 6  capiUuhe6 catrdiaque6 ( 0 & A  ) ct tUencéphdkqueb  1 a A 1 
a o n t  i n c u b a  pendant 20 minultu à 37OC, d a m  un mL&eu couztenan:t de6 conce&a- 
aXom aoAaauzte6 O - 2 - 5 - 7 1 :  rnM d'Lova Mn++ i O 1 Mg++ ( A e t A  1. 

En okdonnée , n o u  xxrdiquons la quan;ti;té d e  GMP, domnée duan2 C'incubartian 
p o w  un tnü2Lig-e d e  pioXéine. En a b a d o e  , a o n t  indcquEes Le6 dibd&evLtes 
c o n c ~ o ~  en mM de6 i o n s  Mn" et Mg++, contwue6 dans Le6 dLdd&euilb nuZeux. 



Figure  15 

Chacun d e s  choma-toghammes tteyuté6en;te la /radioactivLté détecctée Le Long d u  
chom&ogtuzphi~ ap&a hncuba;tion d a  d i v w  é c h a W o m  pendant une h u e  avec 
du GTP ( a  - 6 )  ou du GMPc ( c  - d ) .  

La cotonne de gauche indique en a, lu q u a M é  de GMP, bornée L o u  de L'incu- 
bation de un rndkkgttamme de capdXahes téemcéphaeiques pendant 20 miwtes,  à 
3 T ° C ,  en c ,  lu d é g t u t d ~ n  de ce GMPc davu Les mêmes concfLtLon6 d ' a p h l w z c u .  

La coiionne de dnoae indique en 6, lu q u a W é  de GMPc bornée L o u  de L'in- 
cubaition de un ~~e de c a - ~  v e W c u & & u  pendant 20 m i w t u  à 
3 T ° C ,  en d ,  la déghada.CLon de cs  GMPC dam Les mêmes  covuLCion6. 

La hadioadvLté ut exptLimée en cpm aclh L'axe d e s  o/rdonnées Xandin qu'en 
abac&ae Les dis;tanceb, en cm, d e s  cLLbdetren;tu Zachu à L ' o ~ g h n e .  



Tableau IV 

Pouncentage de dégnadauon du GMPc PM. 4a 3 ' ,  5 '  phoaphodiestWe d e s  nu&Eo- 
a u  cycLiquu des dtracaXon6 E.tud.iéu, pkhcéu dam un m.tUw dlincubcLtion 
bans inkibLtewt, ou en ptésence de ; t h é o p W n e ,  de cadéine ou de d&vé 

R0 207724. 

i 

Lu n é b W  0 b t e ~ ~ ~ 6  aant k5.1 mo yenne de 3 expétLiencu pom chaque inkibdewr 
& chaque ~ u c t i o n .  

Sans inhibiteur 

98% 

97 % 

Capi 1 1  aires té1 encéphal iques 

Capillaires cardiaques 

Caféine 

2% 

3% 

Théophilline 

2% 

2,5% 

RO 201724 

3 ,5% 

3 % 



nous donnent un plateau d'activité maximale. Nous avons donc opté pour 

une concentration moyenne de 0,75 %. 

c - Aotion des  hn~ Mn" et Mg++ 

ZWILLER et MANDEL (1978) montrent l'action activatrice des 

ions Mn++, et inhibitrice des ions Mg* sur 1 'activité guanylcyclasique 

du cerveau de Rat. 

Nous plaçons dans le milieu d'incubation des concentrations 

croissantes de ces deux types d'ions (Figure 14). 

Nous constatons une stimulation maximale de 1 'activité guanyl- 

cyclasique dans les deux types de capillaires pour une concentration en 

~ n *  de 5 mM. De pl us, nous remarquons que 1 es ions M ~ *  n ' ont aucune 
action sur 1 'activité guanyl cycl asique quel le que soit 1 eurs concentra- 

tion dans le milieu d'incubation. Ces données sont en accord avec les 

résultats obtenus par VESELY et al. (1976) et ZWILLER et MANDEL (1978b). 

d - 1 ~ b . U o n  de .ta 3 ' , 5 '  pizoaphodLes.t&tue de s  d E o i t i d e s  cyd-Lques 

Lors de l'étude de l'adénylcyclase, nous ne sommes pas parve- 
, nus à bloquer totalement-l'action de la 3',5' phosphodiestérase cyclique. 

Afin de vérifier le degré d'inhibition de cette enzyme, nous avons recon- 

duit le même type d'expérimentation. 

La figure 15 nous donne un exemple des résultats obtenus. 

Quel que soit l'inhibiteur utilisé (théophilline 10 mM ; Ca- 
féine 10 mM et RO 20 1724 10 mM) associé à 2 mM de UIPC non radioactif, 

nous obtenons dans les deux types de capillaires, un blocage total de 

1 a 3 ' ,5 ' phosphodiestérase des nucl éotides cycl i ques (T'abZeûu IV). 

Par conséquent, nous utilisons, comme inhibiteur de la dégra- 

dation du GMPc radioactif nouvellement formé, de la théophilline à une 

concentration de 10 n*l et 2 nM de GMPc non radioactif. 



Concentration en proteines 

Figure 16 

- Le grraphe a n o u  rnontrre lu q u a m é  de GMP, t~adioactid domnée en 20 m i -  
vuta, b du c o n c ~ o n d  mo.&anteb de p~oit&eb, parr l e s  capLUa&a cc- 
/rébtuucx. C e s  c o n c e W o m  hon t  données en abauhaa. EUa a o n t  e x m é a  en 
ug de po.té.ines. i *\a 

- Le gtraphe b noud donne La quanUé de GMP, /radioacCLa bornée pm tu ca- 
p L k 2 a . h ~  iwidhques en 20 minu..ta, à d e b  c o n c ~ o n b  choxb~antes de p~oitéi- 
n a .  C e s  c o n c e M o n s  aont aphimées en p l  d'incubat placé dam l e  Wu 
et à LU co t~~~pondance  en ug de 13/~oit&Lne6 a@èo doaage de6 po.téineb paA la 
mahode de LOWRY et d. ( 7 957 ) . 



Durée ôe 1 ' incubation ( mn) 

Figure 17 

L e s  exp&~Lences ho& n&zUées dam Le mi.&eu d ' incuba t ian  dé& page 18  , 
à 3T°C. La bée d e  L1incuba;tion e 6 X  d e  0 - 70 - 20 - 30 - 40 - 50 minu;tes. 

La c o m b e ,  jdeonnée d e  0 , cornespond aux tréb- abXenus avec  LU ca- 
p.LUahes u v d i a q u e s  ; c&e mmquée d e  n u u  donne Le6 /t&W obXe~1~b  
avec  Le6 capdXuhes t U e n c é p U q u e s .  



Une étude de la concentration en protéines du mi 1 ieu d '  incu- 

bation est réalisée (Figure 16). 

Pour les deux types de capillaires étudiés, la vitesse de 

formation du GMP, reste constante jusqu'à une concentration en protéines 

d'environ 900 pg, ensuite elle s'annule rapidement. 

C' est pourquoi , dans notre travai 1 , nous ne donnons comme va- 
leur de 1 ' activité enzymatique Que l es valeurs obtenues avec des concen- 
trations en protéines inférieures à 900 ug. 

3 )  _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  €.tude cinéfigue _ _ _ _ _ _ _ _ _  de La guany&yc+g _ _ _  
'- ---Sb -- -u _.-_* ---.- < -- - - . - 

Une étude cinétique de la formation du GMP, par les capil- 

laires télencéphaliques et cardiaques est réalisée en vue de détermi- 

ner la durée optimale de l'incubation. 

Les résultats sont présentés figure 17. 

Pour chaque fraction étudiée, la vitesse de formation du GMPc 

croît régulièrement de O à 25 minutes et s'annule après 30 minutes. 

Par conséquent, toutes les études comparatives de 1 'activité 

guanylcyclasique sont réalisées avec une durée d'incubation de 20 minutes. 

4 )  Ra- --------- 

Un exemple de chromatogramme obtenu à partir d'une expérience 

pour chaque fraction est présenté figure 1s. 

L'analyse de ces différents scintigrammes nous montre la 

présence de faibles quantités de GMPc radioactif (500 cpm environ par pic). 



Capillaires cardiaques Capillaires télencéphaliques 

m = 3,58 + 0,33 pmoles m = 3,08 I 0,38 pmoles 

d . 

Tableau V 

Ac&Lvi-tZ guanyLcyckAique des capLU!akes .téeenc&plzaeiques EX m d i a q u u  A a L é d .  



53. 

L'activité guanyl cycl asique détermi née à partir d ' un nombre pl us 
important d'expériences (Tableau V) est représentée figure 18. 

L'activité spécifique trouvée au niveau des capillaires car- 

diaques (3,58 t 0,33 picomol es de GMPc radioactif/mg protéine/20 minutes) 

est très proche de celle trouvée au niveau des capillaires télencéphaliques 

(3 ,O8 t 0,36 picomoles de GMPc radioactif/mg protéine/ZO minutes). 



Fiaure 18 

Ce dcagmmme donne Le6 h é 6 W  d e  L ' m e  c o m p n a t i v e  d e  La ~omai%on du 
GMP, dam la deux &aotiow é;tudiéed. 

L e d  c a w e d  carrdiayues et i t é e e n c é p W q u e d  o n t  une ac;tivLté moymne 
h e s p e c t i v e m e n t  d e  3,58 et 3,08 picomoles d e  G M P c / m ~  pno.teUie/ZU N u e s .  

L a  moyenned et Les éc& t y p a  don t  dcuRé4 à pcm% d e  expetLicnce.b 
(va& ;tcrbLuu V )  . 



D 1 SCUSS 1 ON ---------- 



DISCUSSION ---------- 

1 - CHOIX DE LA METHODE 

Le dosage de 1 ' activité adényl cycl asi que et guanyl cycl asi que 
à partir dlATP ou de GTP nécessite, dans le milieu d'incubation, la pré- 

sence d'un système régénérateur d'énergie et d'un inhibiteur de la 3' ,5' 

phosphodiestérase des nucléotides cycliques. Le système régénérateur 

d'énergie permet de fabriquer. de 1'ATP ou du GTP, au cas où ces derniers 

seraient dégradés par 1 es nucl éotidases présentes dans 1 es ce1 1 ul es des 

membranes endothéliales. L'inhibiteur de la 3',5' phosphodiestérase des 

nucléotides cycl iques empêche 1 a dégradation de 1 'AMPc nouvel lement-for- 

mé en AMP. 

Dans notre étude, i l  fa1 lait vérifier que ces dégradations 
étaient bien évitées. C 'est pourquoi, nous avons choisi d' analyser tous 

les produits du métabolisme de 1'ATP et du GTP. Cette façon de procéder 

diffère de celle de DRUMMOND et DUNCAN (1970), SWISLOCKI et TIERNEY 

(1973), J ~ O  et al. (1975), ENGELHART et al. (1976), st LOUIS et SULAKHE 
(1976) qui, eux, ne collectent et n'analysent que la fraction Gluée con- 

tenant 1 ' AMPc . 

La méthode chromatographique utilisée nous permet une sépara- 

tion complète, en une seule étape, de tous les dérivés de 1'ATP ou du 

GTP. Ainsi, i l  est possible, in vitro, d'analyser le métabolisme de ces 

deux nucléotides. 

II - ACTIVITE ADENYLCYCLASIQUE DES HOMOGENATS ET CAPILLAIRES ISOLES 

L ' activité adényl cycl asique détermi née dans 1 es homogénats 



de télencéphale et de myocarde est relativement élevée. Ce1 a n' a rien de 

surprenant. Dans le cerveau, l'adénylcyclase se rencontre en grande quan- 

ti té dans 1 es membranes synaptiques principalement (RODBELL, 1975 ; 

NATHANSON et GREENGARD, 1976 ; KEBABIAN, 1977 ; PHILLIS, 1977 ; BARTFAI, 

1978). En ce qui concerne le coeur, l'adénylcyclase est essentiellement 

localisée dans le sarcolemme des cellules myocardiques (ENGELHART et al., 

Chez le Rat, SWISLOCKI et TIERNEY (1973) montrent que l'acti- 

vité adénylcyclasique est beaucoup plus importante au niveau du tissu 

cérébral qu'au niveau du myocarde (environ treize fois). Nos résultats 

vont dans 1 e même sens que les 1 eurs. En effet, 1 'activité adényl cycl a- 

sique du télencéphale de Poulet est environ 1,5 fois supérieure à ce1 le 

rencontrée au niveau du myocarde de Poulet. 

L'activité adénylcyclasique obtenue à partir du myocarde de 

Pou1 et est pl us importante que ce1 1 e rapportée par DRUMMOND et DUNCAN 
(1970) pour le coeur de Pigeon (13,4 nmoles d1AMPC/mg protéine/60 mi- 

nutes), par st LOUIS et SULAKHE (1976) pour le coeur de Cobaye (6,2 

nmol es d' AMPc /mg protéinel60 mi nutes), par SWISLOCKI et TIERNEY (1973) 

et ENGELHART et al. (1976) pour le myocarde de Rat (respectivement 3,4 

et 10,96 nmol es d ' A M P ~  /mg protéi ne/60 minutes). Nos résultats concer- 

nant le broyat télencéphalique sont aussi supérieurs à ceux publiés par 

SWISLOCKI et TIERNEY (1973), J ~ O  et al. chez le Rat (respectivement 45 

nmol es d 'AFIPc/mg protéine/60 minutes et 1 387 nmol es d1AMP, /mg protéine/ 

5 minutes soit 16,6 nmoles dlAMPc/mg protéine/60 minutes). 

Ces différences peuvent être dues au fait que tous ces résul- 

tats sont obtenus sur des animaux d'espèces différentes (Rat, Cobaye, La- 

pin, Chien, Poulet). De plus, la composition du milieu d'incubation varie 

énormément suivant les chercheurs : absence d'ATP non radioactif dans le 

milieu, absence de système régénérateur d'énergie pour tous ces auteurs. 

De plus, la durée relativement longue de la préparation de leurs échan- 

ti 1 lons, pl us de deux heures pour J ~ O  et al . (1975) par exemple, peut 



expliquer une baisse d'activité de l'adénylcyclase. SNYDER et DRUMMOND 

(1978) ont en effet montré que l'activité de cet enzyme diminue avec 

le temps. 

L'activité adénylcyclasique de la fraction capillaires isolés 

ne peut être comparée, en ce qui concerne uniquement le télencéphale, 

qu ' avec 1 es valeurs obtenues par J ~ O  et al . (1975), qui sont les seuls 
à avoir réalisé, chez le Rat, une étude similaire à la nôtre. NEMECEK 

(1980) met en évidence la présence d'activité adénylcyclasique dans les 

capillaires isolés de tissus adipeux de Hamster. Ces résultats ne peuvent 

être comparés aux nôtres, car ils sont exprimés en milligramme de poids 

sec et non en milligramme de protéine. 

L'activité spécifique de 1 'adénylcyclase que J ~ O  et al (1975) 

déterminent dans une fraction riche en capi 1 1  aires té1 encéphal iques est 

de 10 245 pmoles dlAMPc/mg protéine/5 minutes soit 122,8 nmoles dlAMPc 

/mg protéine/60 minutes. L'activité adénylcyclasique que nous mesurons 

dans les capillaires télencéphaliques isolés de Poulet est de 31,5 nmoles 

d1AMPC/mg protéine/dO minutes, soit environ quatre fois moins. 

Plusieurs arguments peuvent être avancés pour expliquer ces 

différences : le travail de J ~ O  et son équipe est réalisé sur des Rats. 

Nos résultats sont obtenus sur les Poulets, i l  est possible qu'il existe 

une différence interspécifique d'activité entre ces animaux. CECCHELLI 

(1977) montre qu'il existe chez le Poulet des différences d'activité 

adényl cycl as i que interracial es. 

Les dosages de 1 ' activité adényl cycl asique sont effectués sur 
ce que ces auteurs appel lent "une fraction riche en capillaires". Le con- 

trôle ultrastructural de leurs échantillons n'est représenté que par une 

seule section de capillaires prise à fort grossissement, et non pas par 

une ou plusieurs plages prises à faible grossissement. Aussi n'avons-nous 

pas une vue d'ensemble de leurs échantillons pour juger du degré de pu- 

reté de leurs isolements. Au début de cette étude, lors de l'application 

stricte de leur technique, les contrôles en microscopie électronique ont 



révélé que la fraction ainsi isolée contenait à la fois des capillaires, 

des veinules, des artérioles et de nombreux débris de neurones. Or, l'ac- 

tivi te adényl cycl asique de 1 ' homogénat té1 encéphal i que étant environ 
trois fois supérieure à 1 'activité de nos capi 1 laires télencéphal iques 

isolés, i l  se peut que le contaminant ait augmenté la valeur de l'acti- 
vité enzymatique au niveau de la "fraction riche en capillaires". Il se 
peut aussi qu'en appliquant leur méthode d'isolement au Poulet les con- 

ditions d'isolement ne soient plus identiques. La structure du tissu ner- 

veux du Poulet est différente de celle du Rat. Ces différences peuvent 

se traduire par une contamination plus importante de la fraction capillaire. 

L ' activité adényl cycl asi que des capi 1 1  ai res cardiaques n ' a 
fait jusqu'ici l'objet d'aucun dosage. L'activité spécifique trouvée au 

niveau des capi 1 laires cardiaques (52,7 2 8,7 nmol es d 'AMPc /mg protéine/ 

60 minutes) est très proche de celle trouvée au niveau du broyat ventri- 

culaire (63,s t 5,5 nmoles d1AMPc/mg protéine/60 minutes). 

Par conséquent, le fait que notre isolement ne soit pas tota- 

lement pur (75 à 80 % des capillaires) n'a qu'une importance relative. 

Le contaminant, ayant une activité enzymatique très proche de celle des 

capillaires cardiaques, ne peut que très légèrement modifier la valeur 

moyenne de leur propre activité. Cette valeur ne peut être que très lé- 

gèrement surestimée. 

III - ACTION DE LA 3'5' PHOSPHODIESTERASE DES NUCLEOTIgES CYCLIQUES 
SUR LA DEGRADATION DE L1AMPC 

Au cours de nos travaux, nous avons été amenés à prendre en 

considération le rôle de la 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cy- 

cliques. Cet - enzyrne catalyse la réaction de dégradation de 1 'WP, en 

AMP (APPLEMAN et al., 1973 ; AMER et KREIGHBAUM, 1575 ; KAKIUCHI et al., 

1975). WEISS et COSTA (1968), BRECKENRIDGE et JOHNSTON (1969), DALTON 

et al. (1974) montrent que, suivant les tissus étudies, et même à l'in- 

térieur d'un mëme tissu, l'activité de la 3',5' phosphodiestérase des 



nucléotides cycliques varie énormément. Nous n'avons jamais réussi a 
inhiber totalement cet enzyme. D 'autres auteurs ont rencontré les 

mêmes problèmes lors de l'étude spécifique de l'enzyme (WEISS, 1973 ; 

DALY, 1975 ; NAHORSKI et ROGERS, 1976 ; KRUSE et SCHOLZ, 1978 ; NEMOZ 

et al., 1978 ; STEFANOVICH, 1979). 

La dégradation de liAMPC nouvellement formé est sensiblement 

du même ordre de grandeur dans les homogénats té1 encéphal iques et car- 

diaques : elle est respectivement de 25 à 32 %. 

Dans 1 es capi 1 1 aires té1 encéphal i aues et cardi aques i sol és , 
cette dégradation est de l'ordre de 10 et 11 %. 

Notre but est de réaliser uniquement une étude comparative 

de 1 ' activité adényl cycl asique dans 1 es deux types de capi 1 1 aires . Nous 
n'avons donc pas de corrections â apporter aux valeurs de nos activités 

adenyl cycl asi ques, compte tenu que, comme nous venons- dè 1 e voir, 1 a dé- 

~radation de 1 'AMPc dans les deux types de capillaires, est du même 
ordre de grandeur. Par contre, i l  n'est pas possible de comparer 1 'acti- 

vi té adényl cyclasique d'un homogénat a ce1 le de capi 1 1  aires isolés à 

partir de ce broyat, sans tenir compte de 1 'action de la 3' , 5 '  phospho- 

diestérase des nucléotides cycliques car le taux d'inhibition de la 

transformation de 1 ' AMPc en AMP varie de 1 à 1,5 au niveau du tissu cé- 

rébral et de 1 à 3 pour le tissu ventriculaire. 

IV - ACTIVITE GUANYLCYCLASIOUE 

L'activité guanylcycl.asique des capillaires cardiaques et té- 

lencéphaliques isolés n'a fait jusqu'ici l'objet d'aucune étude. Nos ré- 

su1 tats sont donc les premiers. 

L ' activité spécifique de 1 a guanyl cycl ase trouvée au niveau 

des capi 1 1  aires cardiaques (3,58 i 0,33 pmoles de GMPc/mg protéine/20 mi- 

nutes) est très proche de celle trouvée au niveau des capillaires 



té1 encéphal i ques (3 $08 t 0,38 pmol es de GMPc /mg protéi ne/20 mi nutes) . 

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par les auteurs 

quant à 1 'action du tri ton X-100 sur 1 'activité guanylcycl asique. HARDMAN 

et al. (1973), CHRISMAN et al. (1975), KIMURA et MURAD (1974), SPRUIL et 

al. (1978) donnent une activité maximale de la guanyl cycl ase dans di ffé- 

rents tissus, en particulier le coeur et le cerveau, pour une concentra- 

tion en triton X-100 égale à 1 %. 

Quant à l'action des ions ~ n + +  et fvlgC+, VESELY et al. (1976) 

et ZWILLER et MANDEL (1978) montrent que, dans le coeur et le cerveau de 

Rat, l'activité maximale de la guanylcyclase est obtenue pour une con- 

centration en ions ~ n + +  de 5 iM. Ils montrent, tous les deux, 1 'action 

inhibitrice des ions M~*. Nos résultats sont en accord avec les leurs. 

Corne le montrent HARDMAN et SUTHERLAND (1969), STEINER et 

al. (1972), FERRENDELLI et al. (1970, 1972, 1975), M O 0  et GORDAN (1979), 

1 ' activité guanyl cycl asi que est beaucoup pl us fai bl e que 1 ' activité adé- 

nylcyclasique dans tous les tissus qu ' i 1s ont étudiés (cerveau, coeur, 
foie). L'activité guanylcyclasique est de l'ordre de la picomole de 

GMPc tandis que l'activité adénylcyclasique est de l'ordre de la nano- 

mole dlAMPc. Nos résultats confirment ces travaux. L'activité adényycy- 

clasique varie dans nos capillaires isolés de 52,7 nmoles d1AMPC radio- 

acti f/mg protéi ne/60 mi nutes, pour 1 es capi 1 1  aires cardiaques , à 31 $5 

nmol es d 'AMPc radioactif/mg protéine/60 mi nutes, dans les capi 1 1  aires 

cérébraux. 1' activité guanyl cycl asique varie, el le, dans ces mêmes ca- 

pi l l aires isolés, de 3,58 pmol es de GMPc radioactif/mg protéi ne/60 mi - 
nutes à 3 ,O8 p o l  es de GMPc radioacti f/mg protéi ne/60 mi nutes. HOFHANN 

et al. (1977) donnent une activité adénylcyclasique variant entre 14,l 

et 24,l pmol es de GMPc/mg protéi ne/60 mi nutes dans di fférentes régions 

du cerveau de Rat. Aucune étude de 1 ' enzyme n ' a été réal isée jusqu 'à  

présent sur le télencéphale de Poulet. 



V - ACTION DE LA 3',5' PHOSPHODIESTERASE DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR LA 
DEGRADATION DU GMP- 

La 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques catalyse 

aussi la dégradation du GMPc en GMP (NATHANSON, 1977). Quel que soit 

l'inhibiteur de la 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques 

utilisé, nous obtenons un blocage à 100 % de l'activité de cet enzyme 

L'existence de différentes formes de 3',5' phosphodiestérase des nucléo- 

tides cycliques à spécificité de substrat est montrée par AMER et 

KREIGHBAUM f1975), WELLS et al. (1975). PHILLIS (1977) pense que les 

3 ' ,5 ' phosphodiestérase cycl i que catabol isent 1 es deux types de nucl éo- 

tides (AMP, et GMPc) mais présentent une affinité plus élevée pour un 

type ou 1 'autre, suivant le taux de 1 'un ou 1 'autre nucléotide cyclique 

présent dans la ce1 lule. 

NQS résultats tendent à confirmer l'hypothèse de l'existence 

d ' au moins deux formes de 3 ' ,5 ' phosphodi estérase des nucléotides cy- 
cliques. En effet, l'enzyme qui catabolise la dégradation de l1AMPC 

n'est, par les différents produits testés, qu'inhibé à 90 % dans les Ca- 

pi l l aires isolés. Ce1 ui qui dégrade le GMPc , dans ces mêmes capi l l aires, 
l'est à 100 %, à moins bien sûr qu'il s'agisse du même enzyme. Mais i l  

aurait une affinité pl us grande pour 1 'AMPc , ce qui expl iquerai t 1 a dé- 

gradation plus importante de ce nucléotide cyclique. 

La comparaison des activités guanylcyclasiques des deux types 

de capillaires isolés est donc possible. 11 n'existe pas de différence 

significative dans les capillaires télencéphaliques et cardiaques isolés. 

V I  - ACTIVITE ADENYLCYCLASIQUE, GUANYLCYCLASIQUE ET PINOCYTOSE 
Existe-t-il une relation entre les activités adényl cyclasi- 

que et guanylcyclasique des capillaires cérébraux et cardiaques et le 

phénomène de pinocytose ? 



La réponse à cette question est d'une très grande importance 

dans un très grand nombre de cas pathologiques, tels que l'ischémie ou 

l'hypertension. Dans ces conditions, une augmentation de la pinocytose 

est décri te spécialement dans les artérioles du cerveau (BEGGS et 

WAGGENER, 1976 ; WESTERGAARD et al., 1976, 1977 ; WESTERGAARD, 1977 ; 

LAURSEN et WESTERGAARD, 1977 ; BOLWIG et al., 1977 ; HEDLEY-WHYTE et 

al., 1977) et les parois artérielles (DELORME, soumis à publication). 

J ~ O  et al. (1975) considèrent que cette relation existe depuis qu'ils 

ont montré que 1 ' injection de N602 di butyryl -AblPc provoque une augmen- 

tation de la pinocytose au niveau des capillaires cérébraux chez la Sou- 

ris. Nos résultats semblent confirmer cette hypothèse. En effet, si 1 'on 

compare les capillaires télencéphaliques aux capillaires cardiaques où 

le phénomène de pinocytose est beaucoup plus important, on constate que 

l'activité adénylcyclasique des capillaires cardiaques est 1,6 fois plus 

élevée que ce1 le déterminée au niveau des capi 1 lai res té1 encéphal iques . 
Comme le montre KARNOVSKY (1967, 1968) au niveau des capillaires cardia- 

ques, on rencontre aussi une forte activité pinocytotique. Or, c'est 

aussi dans 1 es capi 1 1 aires cardiaques que 1 ' activité adënyl cycl asique 
est la plus élevée. 

La différence d'activité spécifique adenyl cycl asique entre 

les deux types de capillaires peut s'expliquer d'au moins deux façons : 

i l  est possible de penser que la valeur de 1 'activité adénylcyclasique 

est le reflet exact du contenu en adényl cyclase des membranes pl asmiques 

des ce1 1 ul es endothël i al es de chaque type de capi 1 1 aires. Donc, 1 ' ab- 
sence relative d' adényl cycl ase dans les cap? 1 1  aires té1 encéphal iques par 

rapport aux capillaires cardiaques pourrait expliquer la rareté des vé- 

sicules de pinocytose. Mais i l  est possible d'envisager que chaque type 

de capillaires contient la même quantité d'enzymes alors que ces enzymes 

peuvent être activés ou inhibés 'suivant le type de capillaires où ils 

se trouvent. Dans le cas qui nous intéresse, i l  y aurait inhibition de 

1 'adényl cyclase dans les capil laires télencéphal iques. FOLKMAN (1971) mon- 

tre que les propriétés enzymatiques de vaisseaux neuroectodermaux sont gouver- 

nées par des substances spécifiques libérées par les tissus où les capillaires 

se développent. 11 semblerait donc que ce soit la première hypothèse qui 



soit la plus plausible. Mais cette question ne pourra être résolue qu'en 

réalisant une étude biochimique d'activation de l'adénylcyclase par du 

NaF, par exemple, et une étude cytochimique de la localisation de l'adé- 

nylcyclase dans les deux types de capillaires. 

La différence significative d'activité adénylcyclasique entre 

1 es capi 1 1  aires té1 encéphal iques et cardiaques est donc un argument en 
faveur d'une participation effective de l'adénylcyclase dans l'induction 

de la pinocytose. 

Des études concernant l'addition de nucléotides cycliques, de 

leurs dérivés dibutyryl ou d'agents connus comme étant des inhibiteurs 

de la 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques ont été réali- 

sées sur le système immunitaire chez l'Homme (STOSSEL, 1977). L'AMP, 

exerce un effet légèrement inhibiteur sur l'endocytose des polynucléaires 

humains (STOSSEL, 1977). Le GMPc augmente la phagocytose des neutrophiles 

(IGNARRO et CECH, 1976) mais n'a aucun effet sur les monocytes (SANDLER 

et al., 1975) et sur les neutrophiles (BOXER et al., 1974). 

Des études réalisées sur l'induction de la pinocytose dans 

d'autres types de cellules donnent des résultats tout aussi contradic- 

toires. Des produits augmentant le taux d1AMPC intracellulaire.des ma- 

crophages pulmonaires montrent que tantôt ils inhibent la pinocytose 

(MASON et al., 1973) tantôt ils 1 'augmentent (SCHMIDT-GAYK et al., 1975). 

Inversement, 1 ' ingestion de parti cules de 1 atex augmente 1 é- 

gèrement (SEYBERT et al., 1973) ou ne modifie pas (MANGANIELLO et al., 

1971) 1 e taux d i  AMPc intracel 1 ul aire des macrophages pulmonaires de La- 

pin. Par contre, PARK et al. (1971) constatent, lors de la phagocytose 

de particules de polystyrène par ces mêmes leucocytes de Lapin, une aug- 

mentation du taux intracellulaire d1AMPC. MANGANIELLO et al. (1971) mon- 

trent que la phagocytose d'émulsion d'huile de paraffine, par des leuco- 
cytes humains, provoque une 1 égère augmentation du taux d 'AMPc intracel - 
lulaire. 



Ainsi, suivant le type de cellules étudiées et pour un même 

type de cellule, selon l'espèce considérée, l'endocytose s'accompagne 

ou non d' une augmentation du taux i ntracell ul aire d 'AMPc . 

Cependant, 1 'AMPc stimule 1 a pinocytose dans 1 es ce1 1 ul es 

de la vessie de Grenouille (MASER et al., 1971) et provoque par pino- 

cytose 1 ' ingestion de 1 a col loide dans 1 es ce1 1 ul es thyroïdiennes 

(RODESCH et al., 1970). 

Ces résultats montrent que d'une façon ou d'une autre, dans 

certains types cellulaires, les nucléotides cycliques interviennent dans 

le mécanisme de la pinocytose. Mais comment ? Pour l'instant, la réponse 

n 'est pas encore connue. 

L' endocytose est accompagnée d ' augmentations importantes du 
métabolisme ce1 1 ulaire : consommation d'oxygène, glycolyse, glycogéno- 
lyse, activation du shunt des pentoses phosphates (KARNOVSKY, 1962). 

SCWcZIDT-GAYK et al. (1975) montrent la simultanéité de ces phénomènes 

1 ors de 1 a phagocytose de parti cul es de polystyrène par 1 es macrophages 

al véol aires humains. De pl us, MOSES (1976) rapporte qu'une augmentation 

du taux intracellulaire dbAMPC conduit à une élévation de la glycogéno- 

lyse et à une inhibition de la synthèse du glycogène, donc à une pro- 

duction accrue d'énergie pour la cellule, énergie indispensable à la 

réalisation de la pinocytose (synthèse de membranes plasmiques, par 

exemple) . 

L'endocytose nécessite la présence de protéines contractiles 

afin d'assurer la formation des vésicules (STOSSEL, 1977). La présence 

d'actine et de myosine vient d'être récemment démontrée dans les ce1 1 ules 
endothéliales de capillaires cérébraux (OWMAN et al., 1977 ; LE BEUX et 
MILLEMOT, 1978) et dans 1 es capi 1 1  aires périphériques (OWMAN et al . , 
1977). DEDMAN et al. (1979) montrent le rôle joué par 1 'AMPc et le ~ a + +  

sur les mi crofi 1 aments et 1 es mi crotubul es des ce1 1 ules non muscul aires . 
Comme lors de la contraction musculaire 1 e ~a'+ semble jouer un rÔl e 

important dans la formation des vésicules d'endocytose. STOCKEN et KLEIN 



(1975) montrent qu' i 1 induit la pinocytose chez 1 'amibe. 

L ' AMPc régule 1 ' activité de nombreuses enzymes, par 1 ' inter- 
médiaire de système phospho-déphospho (ROBINSON et al., 1971). Les points 
d'impact de I1AMPC sont les protéines kinases. Les protéines kinases ont 
pour rôle de phosphoryler d'autres enzymes qui, de ce fait, deviennent 
actives et peuvent réguler de nombreux métabol i smes (SCOTT et DOUSA, 1978). 

JOHNSON et al. (1972) montrent le rôle de 1 'AMP, sur la sti- 

mu1 ation de 1 a phosphoryl ation des protéi nes des mi crof i 1 aments qui ré- 

gulent 1 a mobi 1 i té des fibroblastes. 

11 est donc possible de spéculer sur le fait que la phosphory- 
lation des protéines polymérisables puisse être régulée par des nucléo- 
tides cycliques, avec intervention probable des ions ~a++. Mais pour 1 'ins- 
tant aucune preuve n'est apportée à cette hypothèse, dans le cas de la pi- 
nocytose dans les capillaires. 

On ne trouve pas de différence significative entre les activi- 
tés guanyl cycl asiques des capi 11 aires té1 encéphal iques et cardiaques. 

La théorie de GOLDBERG et al. (1973) : "les régulations du 
métabolisme cellulaire pourraient être influencées par les interactions 
entre 1 'AMPc et le GMPc ( à  un taux élevé d1AMPC correspond un taux intra- 
cellulaire plus faible de GMPc, et inversement), ne semble pas s'appli- 
quer au phénomène induisant la pinocytose. La généralisation de ce con- 
cept était tentante. Mais, comme le montre KOLATA (1973), les effets op- 
posés de l1AMPC et du GMPc sont restreints à certains systëmes cellulaires 

tels que, par exemple, la glycogénolyse, la glycogénëse. Il faut distin- 
guer de ces systèmes ceux qui sont susceptibles d'être influencés par un 
seul type de nucléotide comme, par exemple, la production de stéroïdes 
par le cortex surrenal (KOLATA, 1973). 

La pinocytose ne serait donc pas, d'après nos résultats, un 
système contrôlé par un antagonisme entre le taux intracellulaire d1AMPC 
et de GMPc. Seul llAMPc semble intervenir dans l'induction de ce phéno- 
mène. 



CONCLUS ION 



CONCLUSION ---------- 

Lors de ce travai 1 , nous apportons un argument en faveur d ' une 
participation effective de 1 'adényl cycl ase dans 1 'induction de 1 a pinocy- 

tose au niveau des capillaires. '----/ 

De plus, nous montrons que dans les capil laires isolés le phé- 

nomène de pinocytose ne semble pas régi par 1 ' antagonisme des deux nucléo- 
tides cycliques, l'AMPc et le GMP,. 

Plusieurs critères doivent être remplis pour affirmer qu'un 

nucléotide cyclique induit l'endocytose (STOSSEL, 1977) : 

1. Le phénomène de pinocytose doit augmenter le taux intra- 

cellulaire de ce nucléotide ; 

2. Une nucléotidase cyclase doit exister dans les membra- 

nes pl asmiques des ce1 1 ul es ; 

3. Les inhibiteurs de la 3 ' , 5 '  phosphodiestérase des nucléo- 
tides cycliques doivent augmenter le phénomène de pinocytose ; 

4 .  L'addition de nucléotides cycliques ou de leurs dérivés 

doit augmenter 1 a pinocytose ; 

5 .  Les produits augmentant le taux intracellulaire de nu- 

cléotides cycliques doivent accroître la pinocytose. 

La vérification de ces différents points, afin de confirmer 

nos hypothèses au ni veau des capi 1 1  aires té1 encéphal iques et cardiaques , 
fera 1 'objet d'études ultérieures. 
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