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PRINCIPALES ABREVIATIONS DANS LE TEXTE
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Adénosine triphosphate
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Guanine
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INTRODUCTION

Le systéme nerveux central a longtemps été considéré comme
une structure "supérieure" différente et isolée du reste de 1'organisme.
Cette notion d'isolement, tout d'abord empirique, fut visualisée par
EHRLICH, lorsqu'en 1885, i1 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 1'antitoxine tétanique inject@e par voie sanguine ne protége pas
1'animal contre les effets de la toxine injectée par voie intracéré-
brale. Par contre, 1'injection intracérébrale de 1'antitoxine s'oppose
aux effets de 1'injection intraventriculaire de la toxine. Ils en con-
cluent que 1'antitoxine, administrée par voie sanguine, ne parvient pas
d 1'encéphale.

Plus tard, GOLDMAN (1909, 1913) injecte par voie intraveineuse
du bleu Trypan & des Lapins. I1 constate que le colorant, qui se lie &
des protéines plasmatiques, colore tous les tissus sauf le cerveau. Mais,
si 1'injection est réalisée par voie intraventriculaire, seul le cerveau
est coloré.

Ces observations sont & 1'origine de 1a notion de BARRIERE HE-
MATO-ENCEPHALIQUE. Ce terme est défini comme &tant "un mécanisme spécial
réglant le passage de diverses substances du sang dans le liquide cépha-
‘lo-rachidien et dans les centres nerveux spinaux" (STERN et GAUTHIER,
1922). '

Cette barriére hémato-encéphalique est composée en réalite,




d'aprés WALTER (1933), de trois barriéres :

- la premiére correspondrait aux cellules épithéliales des
plexus choroides et aux parois .des vaisseaux arachnoidiens ;

- la deuxiéme serait constituée par 1'épendyme et la couche
' gliale superficielle du cortex cérébral en regard des espaces arachnoi-
diens ;

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

Cette derniére occupe une place importante dans les rapports
entre le sang et 1a parenchyme nerveux, car c'est la voie la plus di-~
recte des échanges entre ces différents compartiments.

Les modalités d'échanges de substances au travers de la paroi
‘des capillaires peuvent se regrouper en trois catégories : la diffusion
passive, la diffusion facilitée et le transport actif.

La diffusion passive est observée quand un soluté, placé dans
un solvant, de part et d'autre d'une membrane ou d'une couche cellulaire,
diffuse passivement vers le compartiment le moins concentré jusqu'a ce
que 1'équilibre des concentrations soit atteint.

La diffusion facilitée est un mécanisme de transport stéréo-
spécifique et saturable. Elle se caractérise également par des phéno-
ménes de compétitivité. Elle fait vraisemblablement appel & un systéme
de transporteurs. Elle accroit le transfert des métabolites et de pro-
duits spécifiques.

Le transport actif, lui, nécessite de 1'énergie. Le transport
des ions Nat en est 1'exemple le plus significatif.

A ces trois types i1 convient d'ajouter le transport vésicu-
laire de substances de poids moléculaire élevé, principalement les pro-
téines.




La participation de vésicules de pinocytose dans le transport
de substances, de la lumiére des capillaires vers le tissu extravascu-
laire, a été suggérée pour la premiére fois par PALADE (1953) 3 partir
d'observations en microscopie électronique.

La rareté des vésicules de pinocytose présentes dans les cel-
lules endothéliales des capillaires cérébraux (REYNERS et al., 1975),
et 1a présence de "zonulae occludentes" entre ces cellules sont les deux
caractéristiques morphologiques qui peuvent expliquer 1'imperméabilité
de la paroi vasculaire de la majeure partie du systéme nerveux central
aux substances de poids moléculaire élevé (REESE et KARNOVSKY, 1967 ;
DELORME et al., 1968, 1970 ; DELORME, 1971).

\(; : Les capillaires télencéphaliques et cardiaques sont normale-

. ment classés dans le méme grand groupe, & savoir celui des capillaires ,
continus (MAJNO, 1965 ; SIMON, 1966). En dépit de cette classification,
les capillaires myocardiques différent des capillaires cérébraux par
ces deux mémes caractéristiques morphologiques : Tes cellules y sont
jbintes par des "maculae occludentes” et le transport vésiculaire y est
particuliérement important (KARNOVSKY, 1967, 1968 ; KARNOVSKY et SHEA,
1970).

Ainsi, des capillaires de type continu, présentant une struc-
ture trés voisine, ont un comportement physiologique différent du point
ﬁ{ 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 thyroide, lors de la
résorption de la colloide par les cellules thyroidiennes, en augmentant
le phénoméne de pinocytose. Cette augmentation de la pinocytose est ac-
compagnée d'une augmentation du taux intracellulaire de 3',5'-adenosine
monophosphate cyclique (AMPc).

MASER et al. (1971) font les mémes remarques au niveau de la
vessie de Cobaye.




J00 (1972), a la suite d'injections intrapéritonéales de Ng-0o
dibutyryl-AMPc, constate une augmentation de la pinocytose dans les capil-
laires cérébraux de Souris. Il suggére que 1'AMPc peut jouer un rdle im-
portant dans la régulation de la perméabilité de ces vaisseaux.

Plus récemment, WESTERGAARD (1975) montre que 1'AMPc stimule
1a pinocytose dans les celluies endothéliales des artérioles cérébrales.

Ces quelques exemples suggérent donc que 1'AMPc joue un rdle
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 phénoménes se déroulant au sein
de la cellule.

D'autres nucléotides cycliques ont é&té découverts par la suite
dans tous les organismes : ASCHMAN et al. (1963), PRICE et al. (1967)
mettent en &vidence la présence de guanosine 3',5'-monophosphate cyclique
(GMPc) dans 1'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 & des taux nettement inférieurs 3 ceux
de 1'AMPc (MARKS, 1973). C'est surtout vers le GMPc que les recherches
se sont orientées ces derniéres années (KOLATA, 1973). Comme 1'AMPc, le
GMPc est détecté dans de nombreux tissus d'un méme animal : intestin,
coeur de Rat (ISHIKAWA et al., 1962) ; coeur, cerveau de Rat (GOLDBERG
et al., 1970). L'enzyme responsable de 1a synthése du GMPc est la gua-
nylcyclase. Elle utilise le guanosine triphosphate (GTP) comme substrat,
et n'est active qu'en présence d'ions manganése. Le GMPc est hydrolysé

par une phosphodiestérase des nucléotides cycliques, identique 3 celle
hydrolysant 1'AMPc (MARKS, 1973).

Ce n'est qu'en 1970, que GOLDBERG et al. réussirent 3 mettre en
évidence, dans le coeur de Rat, une augmentation de la concentration




intracellulaire en GMPc, & la suite d'une perfusion d'acétylcholine.
Dans ces mémes conditions, la concentration en AMPc diminue 1é&gére-
ment. D'autre part, 1'adjonction au liquide de perfusion d'isoprotéré-
nol (un analogue de la noradrénaline) provoque une diminution du taux
intracellulaire de GMPc et une augmentation de celui de 1'AMPc.

11 apparait que dans de nombreux phénoménes régulateurs, les
taux d'AMPc et de GMPc intracellulaires soient en concentration inver-
sement proportionnels. Cet antagonisme serait & 1'origine de nombreu-
ses régulations métaboliques (GOLDBERG et al., 1970 ; KUO et al., 1972).

11 semblerait donc que :

- 1'AMPc soit liée trés intimement au phénoméne de pinocy-
tose, la présence d'AMPc pouvant induire ce phénoméne ;
- la pinocytose soit régulée par 1'antagonisme AMPc-GMPc.

Nous nous proposons, pour apporter une preuve supplémentaire
a8 ces deux hypothéses, de déterminer :

K - Dans un premier temps, 1'activité adénylcyclasique des ca-
pillaires télencéphaliques et cardiaques, afin de voir s'il existe une
différence d'activité, en relation avec la pinocytose, entre les deux

- e
types de capillaires que nous aurons auparavant isolés.

- Dans un second temps, 1'activité guanylcyclasique des
capillaires cardiaques et télencéphaliques afin de vérifier si 1'an-
tagonisme AMPc~GMPc s'applique au phénoméne cellulaire qu'est la pi-
nocytose.




MATERIEL ET METHODES




MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL

Notre travail est effectué sur des poulets, midles ou femelles,
de race HYBRO, dgés d'environ 30 jours (+ 1). Ces animaux proviennent
tous de 1'élevage du laboratoire, et sont donc tous soumis aux mémes con-
ditions de nutrition, environnement...

IT - METHODES

Afin de doser 1'activité des cyclases au niveau des capillaires
cérébraux et cardiaques, il nous faut, dans un premier temps, obtenir une
fraction purifiée de ces capillaires. Pour ce faire, nous devons procéder
d leur isolement aprés homogénéisation des tissus concernés.

T P Y P12 P23 ~FF ¥ PP P

A - Choix de la technique

SIAKOTGS et FLEISCHER (1969) sont les premiers & décrire une
technique d'isolement des capillaires cérébraux. Cette technique est
essentiellement fondée sur 1'utilisation de différentes centrifugations
en gradient de saccharose. Depuis, plusieurs techniques ont &té décrites :

- celles de SESSA et al. (1970), JOO et KARNUSHINA (1973),
MRSULJA et al. (1976) s'appuyent, toutes les trois, sur 1‘'emploi combi-
né de centrifugation différentielle et de centrifugation en gradient de
densité.

- celles de MEEZAN et al. (1974), BRENDEL et al. (1974), LAI
et al. (1975), GOLDSTEIN et al. (1975) consistent & filtrer les tissus

homogénéisés sur des tamis a mailles de tailles différentes.




Mise & nu du crine par eLimination Lotale de La peau et des plumes.

Les §L2ches numerotzes indiquent £'ondre ot Le trace
des incisdions.

- Schéma I -




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

- 1'obtention des capillaires est beaucoup plus rapide par
cette méthode de filtration que par centrifugation.
- T'acquisition des tamis est relativement peu onéreuse.

Notre techhique s'inspire de celle de BRENDEL et al. (1974).
Grace & cette technique ces auteurs obtiennent une fraction de microvais-
seaux, comprenant & la fois des capillaires, des veinules et des artério-
les. En 1a modifiant 1égérement, nous recueillons une fraction purifiée
de capillaires (CECCHELLI, 1977).

B - Isolement des capillaines télencéphaliques

- - - > 0P e . - " = . - -

Les animaux sont sacrifiés par décapitation. Le crane est
rapidement mis & nu, en incisant la peau recouvrant la téte. Ensuite, la
boite cranienne est ouverte & 1'aide d'une paire de gros ciseaux. Le sché-

ma 1 indique les différentes étapes de ce prélévement.

Les hémisphéres cérébraux, sitdt dégagés, sont plongés le plus
rapidement possible dans le milieu d'homogénéisation oxygéné et réfrigéré,
placé dans un bain de glace pilée.

- e —— -

Le miTieu utilisé est celui décrit par MEEZAN et al. (1974).
IT s'agit d'une solution d'Earle tamponnée par de 1'H.E.P.E.S. & pH 7.4.
Cette solution comprend :

116 mM NaCl
16 md KCE
1 mM NaH2P04, HZO

0,8 mh MgSO,, 7 H,0




5,6 mM Glucose
1,8 mM Ca.Ca(’.2
2,8 md H.E.P.E.S. (Acide N-2-hydroxyéthylpipéra-
zine-N-2 Zthane sulfonique)
0,01 % Sénum ALbumine Bov.ine
50 mg Penicillium G et Sinepto-sulfate par Litre.

Une dizaine de télencéphales sont ajoutés dans le tube d'un
homogénéiseur & main DOUNCE de 40 m1 (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 & la
clearance du piston B).

] Toutes les opérations ultérieures sont effectuées en chambre
réfrigérée (+ 4°C).

L'homogénat est versé sur un tamis de nylon (Toile & bluter -
ZURICHER BEUTELTUCHFABRIK A.G.), dont les mailles ont un cbté de 212 pm.

Le matériel retenu sur le tamis est lavé abondamment & 1'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 filtrat, repris dans un homogénéiseur DOUNCE de 100 ml, su-
bit une nouvelle homogénéisation qui, comme la précédente, comporte vingt
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 diamétre des mailles est de 90 um.
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La filtration 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, et la toile est 1i
encore lavée par un jet puissant de solution de MEEZAN.

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

La pellicule de capillaires flottant & la surface du liquide
est recueillie et placée dans un bécher contenant 2 ml de solution de
MEEZAN.

=+ = " ’La totalité de 1'isolement, depuis le sacrifice des animaux

Jusqu'd la récupération des capillaires, est réalisée en une demi-heure
environ.

C - Tsolement des capillaires cardiagues

1) Prefevement du matZriel
Les animaux sont, 13 aussi, sacrifiés par décapitation. Aprés
une large thoracotomie, les différents troncs artériels et veineux sont
sectionnés. Le coeur, prélevé, est placé dans une solution de MEEZAN. I1
est ensuite disséqué afin de ne conserver que les ventricules. Les diffe-
rentes activités enzymatiques sont déterminées & partir des capillaires
de ces ventricules.

-

Compte tenu de la structure du tissu cardiaque, il est impos-
sible d'homogénéiser avec un homogénéiseur & main les ventricules ainsi
isolés. Ceux-ci sont d'abord hachés dans un broyeur FISCHER dont la grille
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PRELEVEMENT
/

TELENCEPHALE PAROIS VENTRICULAIRES

Fischer
(Grille de 1 millimétre)

HOMCGENEISATION - Piston clearance A : 20 AR

)

| I Tamis 300 um

/

Filtrat

Tamis 212 um

HOMOGENEISATION - Piston clearance B : 20 AR

' v | Tamis 90 um

CENTRIFUGATION - 3 000 g

PELLICULE SURNAGEANTE

Tableau I

Résumé de £a technique d'isolement des capillaires.
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est faite de mailles de 1 mm de coté.

Le broyat recueilli est placé dans 30 & 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 m1 (KONTES). L'homogénat est
versé sur un tamis, dont les mailles ont 300 um de coté. Le tamis est
lavé abondamment.

Le filtrat ainsi obtenu est ensuite traité de 1a méme maniére
que 1e filtrat obtenu aprés la premiére homogénéisation lors de 1'isole-
ment des capillaires télencéphaliques.

Le tableau 1 résume les différentes phases des isolements.

D - Controle de La yuret? de L'isolement en microscopie
électronique

Afin de doser 1'activité enzymatique sur une fraction compo-
sée uniquement de capillaires, i1 est nécessaire de contrdler la pure-
té des isolements.

Les capillaires, télencéphaliques ou cardiaques, isolés sont
* immergés dans une solution fixatrice de glutaraldéhyde a 2,5 % dans un
tampon phosphate Soerensen 0,1 M, pH 7,2. I1s sont ensuite centrifugés
dans une microcentrifugeuse (TH-12. JANETZKI) d 9 800 x g pendant 15
minutes. Le sédiment ainsi obtenu est lavé pendant une heure dans du
tampon phosphate Soerensen 0,1 M, pH 7,2 contenant 0,18 M de saccha-
rose. Aprés une postfixation & 1'acide osmique a 1 % dans le méme 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 1'examen en microscopie électronique, les coupes sont
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contrastées par une technique de double coloration & 1'acétate d'uranyle
a 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 & 1'aide d'un microscope &lectro-
nique ELMISCKOP 1 A de SIEMENS.

Des contrdles sont réguliérement effectués afin de vérifier la
reproductibilité de la technique d'isolement.

C'est le dosage des nucléotides cycliques nouvellement formés
qui nous permet de déterminer 1'activité adénylcyclasique et guanylcycla-
siquedes capillaires cérébraux et cardiaques.

A - Determination de L'activité de £'adZnyleyclase

- o g -

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

Adénylcyclase Phosphodiestérase cyclique
ATP ------------ R e — » AMP
ATPase ;
i YOIE-----)I
AP
ADPase Lj g
1
v
, AMP
5'nucléosidase 3
]
Ag‘nosine
Nucléosidase :
]
K"nine
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Pour mettre en évidence 1'activité adénylcyclasique, i1 convient,
d'une part, d'inhiber 1'action de tous les :enzymes de la voie 2, d'autre
part, 1'activité de 1'adénylcyclase étant mesurée par la quantité d'AMPc
formée, de bloquer 1'activité de la phosphodiestérase des nucléotides cy-

cliques.

2) Choix de ta méthode
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 1'activité adénylcyclasique ont été dé-
crites. Parmi les plus récentes, citons celles de :

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

- KUO et GREENGARD (1972), fondée sur la capacité de 1'AMPc
d'activer & faible concentration les protéines kinases qui catalysent
la phosphorylation d'un subtrat protéique.

Ces techniques &tant particuliérement onéreuses, nous nous
sommes tournés vers des techniques plus accessibles mais néanmoins
fiables.

Les techniques les plus utilisées font appel, soit & 1a chro-
matographie de partage bidimensionnelle (MARINETTI et al., 1969), par-
fois complétée par une migration suppiémentaire d'un systéme solvant
dans une troisiéme dimension (DOUSA et RYCHLICK, 1970), soit & 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 métabolites de 1'ATP.

RAC et al. (1971) ainsi qu'OSNES et al. (1972) proposent des
méthodes plus simples utilisant la chromatographie monodimensionnelle.
Mais celles-ci ne résolvent pas le probléme de la séparation de tous les
dérivés de 1'ATP.
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Notre choix s'est porté sur la technique mise au point par
VERBERT et CACAN (1972). Elle utilise un procédé d'électrophorése sur pa-
pier. Ce procédé permet de séparer parfaitement adénine, adénosine, AMPc
d'un ensemble comprenant 1'ATP, 1'ADP et 1'AMP.

, Afin d'obtenir une séparation compléte de tous les métabolites
de 1'ATP, nous avons mis au point une méthode de chromatographie sur pa-
pier dans un solvant introduit par TURBA et TURBA (1951) pour séparer
1'ATP de 1'ADP.

3) Milieu d'incubation

- — - - - - - - -

La composition du milieu d'incubation est la suivante :

- Tris HCL pH 7,4 20 mM
- MgC1, 4 mM
- Théophilline 10 mM
- ATP non radioactif 2 mM

AMPc non radioactif 2 mM
Phosphoénolipyruvate 50 mM
Pyruvate kinase 5 ul
[3H] -ATP 5 uCi-0,2 nm

La théophylline et 1'AMPc non radioactif, en concentration
élevée ont pour but d'atténuer, voire d'inhiber, 1'action de la phospho-
diestérase des nucléotides cycliques (DRUMMOND et DUNCAN, 1970).

Le phosphoénolpyruvate et la pyruvate kinase constituent un
systéme régénérateur d'énergie s'opposant & la dégradation de 1'ATP par
la voie 2 et oriente la réaction vers la voie 1 (DRUMMOND et DUNCAN,
1870).

Les capillaires isolés sont homogénéisés dans un appareil de
Potter - Elvehjem BRAUN, pendant trois fois vingt secondes & 1 500 tours
par minute, dans 2 ml de tampon Tris-HCI.
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Figure 1

Strweture des complexes boratés 4onmés avee L'adenosine et ses composés
phosphonyliés
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Ensuite, dans un tube 3 essais, on verse 100 ul1 de milieu
d'incubation et 150 ul de broyat de capillaires. Le tout est vigroureu-
sement agité puis incubé pendant une heure, dans un bain-marie & 37°C.

La réaction est arrétée, en ajoutant, pour 100 u1 de milieu d'incubation,
un excés de chacun des métabolites de 1'ATP (20 ug).

a - Princeipe

La figure 1 montre que 1'AMPc, contrairement & 1'adénosine

et aux dérivés phosphorylés de celle-ci, ne peut pas former de complexes
boratés. I1 devient alors possible, en ajustant le pH & 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'boratés
ne géne en rien la migration des nucléotides 5' phosphate, puisque 1'in-
fluence de 1'ionisation des groupements phosphorylés reste prépondérante
(CACAN, 1974).

b - Mode opératoine

150 ¢1 de 1'incubat sont déposés sur une ligne tracée & 9 cm
du bord inférieur de papier Whatman 3 MM. La feuille est imprégnée par
un tampon borate de sodium & 1 % (P/V), ajustée @ pH 7,5 par 1'addition
d'acide citrique 1 M.

VERBERT et CACAN (1972) utilisent un procédé d'électrophorése
3 haut voltage (3 000 V - 45 minutes), ce qui leur permet d'obtenir une
séparation compléte de tous les dérivés de 1'ATP. L'&lectrophorése a
haut voltage ne permettant pas 1'examen d'un grand nombre d'é&chantillons
a 1a fois, nous avons dii pratiquer des &lectrophoréses & bas voltage
(200 V - 16 heures), ce qui peut expliquer la mauvaise séparation de
1'ATP, 1'ADP et 1'AMPc (Figure 2a). ’
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Figure 2

Separation des differnents métabolites de L'ATP :

a - Migrnation &lectrophonétique des dénivés de L'adénine. L'électro-
phondse, a 200 V - 15 mA, a une durde de 16 heures.

b - Migration chromatographique des dénivés de L'adénine. La chro-
matographie est néalisée en tampon isobutynique 66-1-33, pendant 18 hewres.

Les nombres, indiqués en em, donnent La distance qui sépare chaque métabo-
Lite de L'ATP du depot initial.

Les nectangles de 8 cm de Long sur 1 em de Lange, permettent, une fodis de-
coupes, de compten dans chaque glacon de comptage, exactement La méme surface

de papier.
/ane
R wk
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5) Chromatographie

———————— LR N Mg gy

a - Tampon

La chromatographie est réalisée en une seule étape dans un
tampon isobutyrique 66-1-33, pH 3,7 (66 ml d'acide isobutyrique, 1 ml de |
i NH40H concentré, 33 ml d'HZO). I1 est réalisé, en versant 10 ml de NH40H

_concentré dans 329 ml d'eau distillée, puis en ajoutant 661 ml d'acide
-~ ——isobutyrique.

b - Mode opératoine

30 ul de 1'incubat sont déposés sur une ligne tracée & 9 cm
du bord inférieur d'une feuille de papier Whatman 3 MM. La chromatogra-
phie s'effectue pendant 18 heures environ i la température de la piéce
(Figure 2b).

e - - B i T P iy P uputp gt
e ——— Y L.

e e Le dosage des protéines des homogénats totaux et des fractions
capillaires est déterminé par la méthode de LOWRY et al. (1951).

B - Détermination de L£'activitié guanyleyclasique

" Dans la cellule Te GTP est métabolisé suivant le schéma :

Guanylcyclase Phosphodiestérase cyclique

1
GTPase ;z

v VOIE ----p1
GDP 4
' !
GDPase ). v
v 2
GMP
(]
5' nucléosidase 1
v

Guanosine
Nucléosidase ;2;

Guanine
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On voit donc que, comme lors de 1'&tude de 1'adénylicyclase, il
suffit d'inhiber 1'activité des enzymes dégradant le GTP en guanine, et
le GMPc en GMP, pour que la concentration en GMPc augmente dans le milieu
d'incubation et soit un reflet de 1‘activité guanylcyclasique.

- wn W = - -

Deux méthodes différentes sont généralement utilisées pour
le dosage de la guanylcyclase. La premiére, 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 1'incuba-
tion est isolé par chromatographies successives sur alumine et résine
échangeuses d'ions (LIMBIRG et LEFKOWITZ, 1975 ; SULAKHE et al., 1976b ;
ZWILLER et MANDEL, 1978).

Mais ces méthodes ne permettent pas d'obtenir simultanément
tous les métabolites du GTP (GDP, GMPc, GMP, Guanosine, Guanine). C'est
pourquoi, nous avons mis au point une technique de chromatographie sur
papier, qui a 1'avantage de séparer et de permettre la récupération de
tous les métabolites du GTP.

3) Mcbieu dincubation
La composition du milieu d'incubation, décrit pour le dosage
de 1'activité guanylcyclasique, varie énormément suivant les auteurs.
C'est pourquoi, nous avons procédé & des essais destinés & 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
MnC'l2 5 mM
GMPc non radioactif 2 mM
Phosphoénolpyruvate 10 mM
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Figure 3

Séparnation chromatoghraphigue de fa guanine et ses denives :

a - Migrhation chromatographique des métabolites du GTP, en tampon
Lsobutynique 57 - 4 - 39, pH = 4,3 (Acide isobutyiique : 57 m€ ; NH4OH concen-
née : 4 ml ; eau : 39 ml) pendant 30 heures, 4 La températurne du Laboratoire.

b - Mignation chromatographique des métabolites du GTP, en tampon
Asobutyrnique 66 - 1 - 33, pH = 3,7 (Acide {sobutyrique : 66 mb ; NH40H concen-
thée : 1 ml ; eau : 33 ml) pendant 30 heures, d La Zempérnature du Laboratoire.

Les nombres, indiqués en cm, donnent La disiance qui A8pare chaque méta-
bolite du GTP du dépot Linitiak.

Les nectangles de 8§ cm de Long sur 1 cm de Large penme,ttent; une $04s
gécoup@s, de compten dans chaque glacon de compiage exactement La méme surface
e papien.
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- Pyruvate kinase 5 ug

- Théophilline 10 mM

- Triton X-100 0,75 %

- [3H]-6TP 5 uCi - 0,2 nm

. La technique opératoire est identique 3 celle utilisée
1ors de 1'étude de 1'adénylcyclase. La durée de 1'incubation est cepen-

-

dant ramenée & vingt minutes (voir rédsultats).

Afin d'obtenir une meilleure séparation entre le GIP et le
GDP, TURBA et TURBA (1951) utilisent un tampon isobutyrique 57-4-39,
pH 4,3 (acide isobutyrique, NH4OH concentré, eau distillée). L'expé-
——-—ience nous a montré qu'avec le tampon 66-1-33, pH 3,7 la séparation

—_=ntre le GMPc et le GMP est meilleure (Figure 3). Le protocole expéri-
77T mental est identique 3 celui utilisé lTors de 1'étude de 1'adénylcyclase,

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

ture ambiante.

L'analyse de chaque tache, révélée en lumiére ultraviolette,
se fait exactement de 1a méme facon que Tors de 1'étude de 1'activité
"»adény1cyc]as1que
C - Etude de £'4inhibition de La 3',5' phosphodiesternase
des nucliotides cycligues

Cette &tude de 1'inhibition de la phosphodiestérase des nu-
cléotides cycliques a été réalisée dans les mémes conditions que les
études des activités adénylcyclasiques et guanylcyclasiques.

Cependant, de 1'AMPc ou du GMPc radioactifs sont substitués dans
le milieu d'incubation & 1'ATP ou GTP radioactifs.

L'efficacité de 1'inhibition de la phosphodiestérase des
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nucléotides cycliques nous est donnée par la quantité d'AMPc ou GMPc ra-
dioactif dégradée. '

Différents inhibiteurs ont été essayés, certains non spécifiques :
Dithiothreitol (Sigma), d'autres spécifiques : Caféine (Sigma), Théophil-
line (Sigma) et dérivé RO 201724/001 (Laboratoires Hoffman-La Roche).
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RESULTATS

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

A - Tsolement des capillairnes télencéphaliques

La fraction capillaire télencéphalique peut étre considérée
comme presque entiérement constituée de capillaires. L'examen au micros-
cope &lectronique (Figure ¢4) montre que les capillaires représentent 90
a4 95 % de la totalité des &lements isolés. Quelques artérioles, veinules
et quelques noyaux constituent les autres éléments.

B - Tsolement des capillaires cardiaques

La fraction capillaire cardiaque n'est pas aussi pure que la
fraction capillaire télencéphalique. Elle contient environ 75 3 80 % de
capillaires. Les artérioles et les veinules représentent elles environ §
a 10 % des autres éléments. Le reste consiste en fragments de cellules
musculaires cardiaques, comprenant essentiellement des myofilaments et
des mitochondries (Figure 5).

2 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE ADENYLCYCLASIQUE

A - Analyse de La séparation de Lo nadioactiviti Lorns de
£'8Rectrophonise et de La chromatographie

La figure 2 (page 18) montre les résultats obtenus aprés sépa-
ration des différents métabolites de 1'ATP, soit par électrophorése (Fzi-
gure 2a), soit par chromatographie (Figure 2B).
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Figure 4

Fraction capillaires is5088s a partin de télencéphales de Poulets agés de 30 jours

La pluparnt des vaisseaux visibles sont des sections de capillaires dont
quelques-uns contiennent encore des nithrocytes (E). Les cellules endotheliales
(En) sont bien conservies et généralement entounées de Leur basale (B). Les autres
constituants de cette graction sont des vaisseaux plus Langes, spécialement de pe-
Lites antinioles (Ar). Quelques vaisseaux sont encore entounds par des cellules
perivasculaires et des ELéments cellulaires dont quelques uns sont des pleds astro-
cytaines (A).

Photo A : échelle 1 500
Photo B : échelle 2 500
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Figure 5

Fraction capillaires {50884 a& narntin de ventrnicules de Poulets agés de 30 jours

Les capillaines sont toufjours Les Eléments Les plus importants de cette
graction (envinon 75 %). L'ondigine de La contamination n'est pas seulement vascu-
Laire mais aussi musculaine (environ 15 %), en particulien des myofibrilles (M4)
et des mitochondrnies (M). Les cellules endothiliales (En) sont souvent entouwrées
de Leur Lame basale (B) et sont plus ou moins alténées.

Photo A : échelle 7 500
Photo B : échelle 2 500
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Quelle que soit la méthode utilisée, la tache visualisant
1'AMPc est nettement délimitée.

Mais la séparation de tous les métabolites de I'ATP, en élec-
trophorése (Figure 2a), n'est pas parfaite. En effet, la présence de
sels entraine trés souvent une mauvaise répartition de 1'ATP, ADP et
1'AMP, et ceux-ci ne forment qu'une seule tache.

Par contre, la technique chromatographique donne, facilement
en une seule &tape, une bonne séparation de tous les métabolites de
1'ATP (Figure 2b). De plus, cette méthode est trés peu sensible 3 la
concentration en sel du dépot et permet donc 1'analyse d'une quantité
minime de matériel. V

Pour ces raisons, 1a chromatographie sur papier a été préfé-
rée & 1'électrophorése, en vue d'une meilleure séparation de tous les

métabolites de 1'ATP.

B - Activite adényleyclasique

L'analyse systématique de la radioactivité le long du chroma-
togramme (Figure 6a) montrent une succession de pics. Ces pics corres-
pondent 3 la distribution des taches visualisées en Tumiére ultravio-
lette (Figure 6b).

a - Mesure de La nadioactiviti Life aux différents métabolites
de L'ATP

Soit E, 1'ensemble des coups par minute (cpm) donné par le
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Figure 6

: a - Separation chromatographique des métabolites de L'ATP. Un aliquot (40 ul)
du milieu d'incubation est placit sur un papier WHATMAN 3 MM. La chromatographie
dure 18 heures, a La température ambiante. ELLe est néalisée dans Le solvant sui-
vant : acide Lsobutynique, NH OH concentrée, eau (66 - 1 - 33), pH 3,7. Cette chro-
matographie permet une séparnation de tous Les dénives de L'ATP. L'abscisse donne
La distance, exprimée en cm, des difglrentes taches & L'onigine.

b - Distrnibution de La nadicactivitié Le Long du chromatogramme. Les capil-
Laires telencéphaliques (1 mg) sont incubls & 37°C pendant une heure, dans un mi-
Lieu d'incubation déenit dans Le texte page 15.

BUS
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compteur & scintillation (INTERTECHNIQUE SL 30) sur 1'ensemble du chro-
matogramme.

Ces cpm correspondent & la radioactivité des 5 uCi d'ATP in-
troduit dans le milieu d'incubation.

A cette valeur nous devons retirer le bruit de fond propre &
chaque flacon de comptage. Avant chaque manipulation nos flacons de
comptage, remplis de liquide de scintillation, sont précomptés. Le nombre
de cpm de chaque flacon de comptage vide correspond au bruit de fond de
chacun d'eux. Ce bruit de fond varie de 23 & 47 cpm. Dans nos calculs,
nous surestimons le bruit de fond en lui donnant la valeur de 50 cpm.

Nous devons retirer & E cpm :
50 cpm x nombre de flacons de comptage. Le nombre de cpm pro-
venant uniquement de 1'ATP radioactif placé dans le milieu est de :

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

b - Caleul du nombre de cpm provenant de L'AMR radioactif

I1 suffit de comptabiliser le nombre de cpm correspondant au
pic d'AMP. radioactif sur le chromatogramme.

Si x est ce nombre, i1 convient 13 aussi de retrancher la ra-
dioactivité due au bruit de fond :
x -(50 cpm x nombre de flacons) = cpm (AMP. radioactif).

¢ - Caleul du nombre de moles d'ATP présentes dans Le milieu
d'incubation

On sait qu'une millimole d'ATP radioactif correspond & 25 Ci.
Dans notre milieu, nous utilisons 5 uCi, c'est-a-dire 0,2 nanomole d'ATP
radioactif.
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A cet ATP radioactif, i1 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. I1 y a donc 500 + 0,2,

soit environ 500 nanomoles dans notre milieu d'incubation.
d - Activite adényleyclasique

Le nombre de moles d'AMP. radioactif formées au cours de 1'in-
cubation est de : '

200 nM x cpm (AMPcradioactif) _ . \.nomote d'AMP; radiocactif
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_nanomole d'AMPcradioactif _ A
x

soit : A nmole d'AMF. radioactif/60 minutes/mg protéine

=R==== 242+t 4+t 3 2+ 2 -+ 1+t 3 3+ 1+

- - - - - ——— —r o - - e v - o - - o ——

Une étude cinétique de Ta formation de 1'AMR. radioactif par
une fraction de capillaires télencéphaliques ou cardiaques est réalisée
en vue de déterminer la durée optimale de 1'incubation. Nous réalisons
1a méme &tude.avec les broyats télencéphaliques et cardiaques. Les ré-
sultats sont présentés figure 7.

La mesure d'une activité enzymatique doit se faire & vitesse
initiale, c'est-a-dire dans la partie linéaire de la courbe, ol la vitesse
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Figure 7
Etude cinétique de La 4ormation de Z'AMPQ

Les experiences sont nealisées a 15, 30, 45 et 60 minutes, dans Le miliou
d'incubation décrnit dans "Matériels et Méthodes", page

Pour chaque graction étudide :
a - @ Homogénat télencéphalique
O Homogénat cardiaque
b - A Capillaires cardiaques
A Capillaines telenciphaliques.

La vitesse de fommation de L'AMF, est constante. La quantité en protéines,
Lons de chaque expérience, est de 1 mg.
P

Hith
{\ﬂ;}.i‘ }
e
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Figure 8
Formation d'AMP, dans Les différents Zchantillons

Distribution de La nadioactivite Le Long du chromatogramme aprds incubation
durant une heure, a 37°C, dans un milieu contenant de £'ATP radicactif avee :

a - Capillaires cérnébraux

b - Capillaires cardiaques

¢ - Homogénat télencéphalique
d - Homogénat ventriculaine

La stparation sur papien WHATMAN 3 MM a duré 18 heures, & La temprature
ambiante. Elle est néalisée dans un solvant acide isobutyrique 66 - 1 - 33, pH 3,7.

La nadioactivits est exprimie en cpm sur L'axe des ondonndes. L'abscisse
donne £a distance, en em, des différentes taches a L'onigine.

BUS
ULLE
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Cap. cérébraux Cap. cardiaques Homog. télencépha- | Homog. ventricu-

ligues laires
nm d'AMP. formé / mg protéines / 60 minutes

27,4 59,0 88,4 62,2
41,8 48,0 93,7 71,5
28,3 55,8 83,7 70,4
40,1 65,2 88,7 68,0
26,6 - 41,7 98,3 66,2

T —gE 0|~ 60,5 87,9 55yl
27,4 58,2 99,7 61,8
29,1 37,0 84,8 56,6
33,4 56,3 9,7 57,8
25,8 45,2 103,0 65,4

m = 31,5¢5,5 nmoles | m = 52,7+8,7 nmoles |m = 92,0+6,2 nmoles m = 63,5¢5,5 nmoles

Tableau I1I

Activite adényleyclasique des capillairnes cérdbraux et cmd,iaque,é et des homogénats

télencephaliques

et ventniculaines.
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de formation du composé reste constante.

Pour chaque fraction étudiée, le taux de formation de 1'AMP.
radioactif reste constant tout au long de 1'incubation. Par conséquent,
afin d'avoir le plus de précision possible, toutes les &tudes compara-
tives de 1'activité adénylcyclasique sont réalisées avec une durée d'in-
cubation de 60 minutes. -

- o - ——

Un exemple de profil chromatographique obtenu Tors d'une ex-
périence pour chaque fraction est illustré figure 8.

L'analyse de ces différents profils nous montre la présence
de quantité variable d'AMP radioactif, suivant le type de tissu étudié.
En effet, le pic d'AMP. 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
lorsqu'elles sont exprimées en activités spécifiques.

De plus, la présence d'une quantité d'AMP radioactif formé
au cours de 1'incubation dans chaque type de fraction suggére 1'existence
d'une dégradation partielle de 1'AMR. radioactif nouvellement formé, dé-
gradation qui ne devrait pas se produire puisque 1a 3',5' phosphodies-
térase des nucléotides cycliques est théoriquement inhibée par la théo- -
philline.

I1 semble donc que 1'inhibition de 1a 3',5' phosphodiest&-
rase des nucléotides cycliques ne soit pas réalisée a 100 %. Ce fait
‘nous a conduit & étudier d'une fagon plus précise 1'inhibition de cet
enzyme.

L'activité adénylcyclasique, déterminée & partir de dix
expériences (Tableau II) pour chaque type de préparation, est illustrée
Ffigure 9.
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Figure 9

Ce diagramme donne Les nésultats de L'étude comparative de La fommation de
L'AMP, dans Les différentes gractions etudiles.

A
B

C
D

Homogénat télencéphalique
Capillaires cernébraux
Homogénat carndiaque
Capillaires cardiaques

Les homogénats télencEphaliques et ventrniculaires ont une activité moyenne
nespectivement de 97 et 63,5 nmoles d'AMP./mg protéine/60 minutes.

Les capillainres télencéphaliques et cardiaques ont une activité moyenne
nespectivement de 31,5 et 52,7 nmoles d'AMP,/mg protéine/60 minutes.

Les moyennes et Les Gcants types sont caleulss & partin de 10 expiriences

{voan tablfeau I1).
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L'activité spécifique trouvée au niveau des capillaires car-
diaques (52,7 * 8,7 nmol. d'AMP. radioactif formé/mg protéines/60 minutes)
est trés proche de celle trouvée au niveau de 1'homogénat ventriculaire
(63,5 nmol. d'AMF.radioactif formé/mg protéine/60 minutes).

Par contre, 1'activité mesurée au niveau des capillaires télen-
céphaliques (31,5 nmol. d'AMP. radioactif/mg protéine/60 minutes) est beau-
coup plus faible que celle obtenue avec un homogénat de télencéphale
(92,0 £ 6,2 nmol. d'AMR. radioactif/mg protéine/60 minutes).

C - Etude de £'inhibition de La 3'-5' phosphodiesitirase cyclique

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 caféine, utilisée au
début de nos recherches, comme inhibiteur est-elle en cause ? '

Pour le vérifier, nous remplacons la caféine par d'autres inhi-
biteurs de 1a 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques, déja uti-
lisés par d'autres chercheurs :

- Dithiothréitol (PANNBACKER et BREVARD, 1972)

- Théophilline (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 (capillaires télencéphaliques et cardiaques, homogénats télencépha-
liques et cardiaques), avec les produits précités, & 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 & 5 mM.
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Figure 10
Etude de £'inhibition de La 3',5' phosphodiestinase des nucliotides cycliques

Distrnibution de La nadioactivitié, Le Long des chromatoghammes, apnés Lincuba-
tion de capillaines cérnibraux, durant 60 minutes, dans un miliew contenant de £'AMF,
radioactif et comme inhibiteun de La 3',5' phosphodiesténase cycligue :

a - Pas d'inhibiteun
Du dithiothnéitol
De La cagéine
Du dénivé RO 20/1724
De La thiophilline.

La nadioactivite est exprimée en cpm sun L'axe des orndonnées, tandis qu'en
abscisse gigunent, en cm, Les distances des difgérentes taches a L'onigdine.
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Figure 11

Chacun des chromatogrammes neprisente La nadioactivité détec-
L2e Le Long des chromatogrammes aprnis Lincubation des divers échantil-
Lons pendant une heure, @ 37°C avec de L£'ATP nadioactif (a - b - ¢ -
d) ou de £'AMP, nadioactif (e - § - g - h).

La colonne de gauche indique Les quantités d'AMP, radioactif
gonmées, celle de droite, Les quantités d'AMP, dégradies dans Le méme
Zemps. :

Les chromatogrammes neprésentés conrespondent de haut en bas :
aux capillaines cénébraux, a - e ; aux capillairnes cardiaques, b - § ;
au broyat télencéphalique, ¢ - g ; au broyat ventriculaire, d - h.

La nadioactivite est exprimée en cpm surn £'axe des ordonnies
tandis qu'en abscisse figurent, en em, Les distances des dif4érents
Zaches a L'ornigine.
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L'examen de la figure 10 permet de tirer plusieurs conclusions :

. La présence d'un inhibiteur est indispensable. En effet,
lors de 1'expérience réalisée avec un milieu d'incubation dépourvu d'inhi-
biteur 99 % de 1'AMPc est transformé en ATP, ADP, AMP, Adé, Ado (Figure 1la).
. La caféine, la théophilline et le dérivé RO 10 1724 exercent
une action inhibitrice sur la 3',5' phosphodiestérase de nucléotides cy-
cliques (Figure 11 c-d-e) car aprés incubation, il reste environ 90 %
d'AMP. radioactif dans le milieu.

Dans tous les cas, une quantité variable d'AMﬁ:radioactif,
suivant le tissu étudié, est dégradée. L'inhibition compléte de l1a 3',5'
phosphodiestérase de nucléotides cycliques n'est pas obtenue. De plus,
comme le montre le tableau III, dans aucune des fractions, il n'est ap-
paru de différences significatives (mis & part le dithiotreitol) entre
les différents produits testés.

C'est pourquoi, nous avons choisi 1'inhibiteur et les concen-

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

Les profils chromatographiques obtenus dans ces conditions,
avec chaque type de tissu, sont représentés dans la figure 11.

Les pourcentages de dégradation de 1'AMP.radioactif, que nous
retenons, sont ceux donnés dans la 4éme colonne du tableau III.

Les résultats montrent que la dégradation est sensiblement
du méme ordre de grandeur dans les capillaires télencéphaliques et car-
diaques isolés (10 et 11 %) et peu différents pour les broyats télencé-
phaliques et cardiaques (26 et 32 %).

o - mme———
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Sans inhibiteur| Dithiothréitol| Caféine | Théophilline | RO 201724
Cap. cérébraux 99% 99% 10% 10% 12%
Cap. cardiaques 98% 97% 11% 11% 13%
Broyat cérébral IOQ% 98% 26% 25% 27%
Broyat cardiaque 100% 99% 34% 32% 32%

Tableau III

Etude de L'inhibition de Za 3',5' phosphodiestérase des nucliotides cycliques :

Pourcentage de dégradation de L'AMP, par La 3',5' phab;qhouuzé/me des

nucliotides cycliques des diverses gractions, plactes dans un milieu d'in-
cubation sans inhibiteur, ou en présence de dithiothnditol, de cagéine, de
théophilline ou de dérnivé RO 201724.

Les nesultats obtenus sont La moyenne de 3 expériences pour chaque Anhibi-
Leun et chaque graction.
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3 - DETERMINATION DE L'ACTIVITE GUANYLCYCLASIQUE

A - Analyse de La sCparation de La radioactivits Lons de La
chromatogranhie

La figure 3 montre les résultats obtenus aprés 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 & 6 cm.
En tampon 57-4-36, elle varie de 3 a 4 cm.

B - Activite guanyleyclasique

L'analyse systématique de la radioactivité le long du chroma-
togramme (Figure 12) montre une succession de pics de radioactivité. Ces
pics correspondent & la distribution des taches visualisées en lumidre
ultraviolette (Figure 12).

—— - - - - - —--

a - Action de La concentration en GTP non nadioacti4

Comme lors de 1'étude de 1'activité adénylcyclasique, nous
ajoutons au GTP radioactif, dans le milieu d'incubation, 2 mM de GTP non
radiocactif, afin d'accélérer la vitesse de réaction en augmentant la guan-
tité de substrat fourni & 1'enzyme.
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Figure 12

a - SEparation chromatographique des métabolites du GTP. Un aliquot (40 ul)
du miliew d'incubation est placé sur un papien WHATMAN 3MM. La chromatographie
dure 30 hewres, & La température ambiante, dans Le solvant suivant : acide {80-
butyrique, NHyOH concentriée, eau (66 - 1 - 33), pH 3,7. Cette chromatographie
permet une sEparation complite de tous Les dénivés du GTP. Les nombres donnent
La distance, en cm, des différentes taches a L'onigine.

b - Distrnibution de La nadioactiviti Le £0n% du chromatogramme. Les capil-
Laines télencéphaliques (1 mg) sont incubés & 37°C pendant une heure, dans Le
milieu d'incubation déenit dans Le texte, page 1§.




43,

| I | I
c
E
8§ 5
} — -—
o
£
e 4l -
S
o
=]
E 3.
E —
5 2 |- -
g
-3
G
g r .
LovERTE e 2l _.._6-
E
a O
I ! | 1
0 Q5 1 15

Concentration en Triton (%)

Figure 13

Action de La concema,téoﬁ du tuiton X-100 surn L'activité guanyleyclasique

Les capitlaines cardiaques [\ et télencéphaliques A sont incubds pendant
20 minutes, d 37°C, dans un milieu d'incubation contenant des concentrations
crodlssantes 0 - 0,5 - 1 - 1,5 % de trniton X-100.

En ondonnée , nous {ndiquons La quantit? de GMP, fonmée pendant 20 minutes

2 37°C pouwr un milligramme de protiine. En abscisse S sont indiquées Les dif-
gerentes concentrations de trniton X-100, contenues dans Les milieux d'incuba-

Lions successifs.
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Lors des expérimentations, nous ne notons aucune formation de
GMQ: radioactif. De plus, 92 % de la radioactivité sont toujours Tlocali-
sés, méme aprés 60 minutes d'incubation, au niveau de la tache correspon-
dant au GTP radioactif sur le chromatogramme. Ce résultat nous suggére
deux hypothéses :

- 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 radjoactif.

C'est pourquoi, nous avons &tudié 1'action de concentrations
croissantes de GTP non radioactif (0 - 0,5 -~ 1 - 2 mM) sur 1'activité
guanylcyclasique.

Nous n'observons une formation de GMPC radioactif que, lors-
que notre milieu ne contient pas de GTP non radiocactif. Ce résultat est
en accord avec ceux obtenus par VESELY et al. (1976) et SULAKHE et al.
(1976a).

b - Action du trniton X-100

HARDMANN et al. (1973), CHRISMAN et al. (1975), KIMURA et
MURAD (1974) montrent 1'action activatrice du triton X-100 sur la gua-
nylcyclase. Ils pensent que la guanylicyclase est une eniyme profondé-
ment incorporée dans la membrane plasmique. Le triton, en désagrégeant
cette membrane, permettrait une libération de 1'enzyme dans le milieu
d'incubation.

Nous effectuons des incubations & des concentrations de tri-
ton X-100 : 0 - 0,5 -1 - 1,5 %. Les résultats obtenus sont illustrés

par la figure 13.

Les concentrations de triton X-100, comprises entre 0,5 et 1 %,
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pmol.de GMR:. formé/mg protéines/20mn

o
2 S . *10

Concentration en ions Mg2et Mﬁ2(mM)

Figure 14

Action des ions Mg** ot Mn't sun £'activité guanyleyclasique

Les capillaires carndiaques (Q et D) et télenciphaliques (@ et A)
sont incubés pendant 20 minutes & 37°C, dans un milieu contenant des concentra-
tions croissantes 0 - 2 - 5 - 10 mM d'dons Mntt (O et @) et Mg** (DAet A).

En ondonnée , nous indiquons La quantité de GMP. fonmée durant L'incubation
pour un miLlighamme de protéine. En abscisse , sont indiquies Les digfPrentes
concentrations en mM des ions Mn** et Mg**, contenues dans Les differents milieux.
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Figure 15

Chacun des chromatogrammes représente fLa radioactivité ditectie Le Long des
chromatographies apres Lncubation des divers Echantillons pendant une heure avec
du GTP {(a - b) ou du GMP, (c - d).

La colonne de gauche indique en a, La quantité de GMP, foamée Lors de 2'incu-
bation de un millighamme de capillaires télenciphaliques pendant 20 mimwtes, &
37°C, en ¢, La dégradation de ce GMP, dans Les mémes conditions d'expériences.

La colonne de droite indique en b, £a quantité de GMP, gommée Lons de L'in-
cubation de un millighamme de capillaires ventriculaires pendant 20 minutes a
37°C, en d, La digradation de ce GMP, dans Les mémes conditions.

La nadioactivité est exprimée en cpm sun £'axe des ondonnies tandis qu'en
abscisse figurent Les distances, en om, des différentes taches & L'origine.
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Sans inhibiteur

Caféine | Théophillinel RO 201724
Capillaires télencéphaliques 98% 2% 2% 3,5%
Capillaires cardiaques 97% 3% 2,5% 3%
Tableau IV

Etude de L£'inhibition de La 3',5' phosphodiesténase des nucliotides cycligues :

Pourcentage de dégradation du GMP, par La 3',5' phosphodiesténase des nucléo-
tides cycliques des gractions Studiles, placies dans un milieu d'incubation
sans inhibiteun, ou en présence de theophilline, de cafiine ou de dernivé.

RO 201724.

Les nBsulitats obtenus sont La moyenne de 3 expériences pour chaque Lnhibiteurn

et chaque graction.
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nous donnent un plateau d'activité maximale. Nous avons donc opté pour
une concentration moyenne de 0,75 %.

¢ - Action des ions Mn'" et Mg®”

ZWILLER et MANDEL (1978) montrent 1'action activatrice des
ions Mn++, et inhibitrice des ions Mg++ sur 1'activité guanylcyclasique
du cerveau de Rat.

Nous plagons dans le milieu d'incubation des concentrations
croissantes de ces deux types d'ions (Figure 1¢).

Nous constatons une stimulation maximale de 1‘'activité guanyl-
cyclasique dans les deux types de capillaires pour une concentration en
++ . +
Mn " de 5 mM. De nlus, nous remarquons que les ions Mg = n'ont aucune
action sur 1'activité guanylcyclasique quelle que soit leurs 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 - Inhibition de La 3',5' phosphodiestirase des nuclBotides cycliques

Lors de 1'étude de 1'adénylcyclase, nous ne sommes pas parve-
nus d& bloguer totalement_1'action de la 3',5' phosphodiestérase cyclique.
Afin de vérifier le degré d'inhibition de cette enzyme, nous avons recon-
duit le méme type d'expérimentation.

La figure 15 nous donne un exemple des résultats obtenus.

Quel que soit 1'inhibiteur utilisé (théophilline 10 mM ; ca-
féine 10 mM et RO 20 1724 10 mM) associé a 2 mM de GMPC non radioactif,
nous obtenons dans les deux types de capillaires, un blocage total de
1a 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques (Tableau IV).

Par conséquent, nous utilisons, comme inhibiteur de la dégra-
dation du GMPC radioactif nouvellement formé, de la théophilline & une
concentration de 10 mM et 2 mM de GMPC non radioactif.
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Figure 16
Etude de La concentration en proiiéines du milieu d'incubation

Le miliew d'incubation est mmque a celul déenit page 18, La dunie de
L' incubation est de 20 minutes & 37°C.

- Le graphe a nous montre La quantité de GMP, nadioactif formée en 20 mi-
nutes, 4 des concentrations croissantes de motunu, par Les capillaines ci-
nébrnaux. Ces concentrations sont données en abscisses. ELLes sont exprimées en

ug de protéines. \;3
Uoane
N

- Le graphe b nous donne La quan,u,te de GMP, radioactif formée par Les ca-
pillairnes cardiaques en 20 minutes, & des concanﬂz.a/twm crodissantes de protéd-
nes. Ces concentrations sont exprimées en ul d'incubat placé dans Le milieu
et a Leurn cornespondance en ug de protéines apris dosage des proiiéines par La
méthode de LOWRY et al. (71951]).
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Figure 17

Etude cindtique de La 4ormation du GMP.

Les expéniences sont néalisies dans Le milieu d'incubation décnit page 18,
d 37°C. La dunée de £'incubation est de 0 - 10 - 20 - 30 - 40 - 50 minutes.

La counbe, jalonnde de O , correspond aux rZsultats obienus avec Les ca-

pillairnes candiaques ; celle marquée de @ nous donne Les ndsultats obtenws
avec Les caplllaines télenciphaliques.
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e - Concentration en protéiines dans Le milieu d'incubation

Une étude de la concentration en protéines du milieu d'incu-
bation est réalisée (Figure 16).

Pour les deux types de capillaires étudiés, la vitesse de
formation du GMPc reste constante jusqu'a une concentration en protéines
d'environ 900 pg, ensuite elle s'annule rapidement.

C'est pourquoi, dans notre travail, nous ne donnons comme va-

leur de 1'activité enzymatique que les valeurs obtenues avec des concen-
trations en protéines inférieures a 900 ung.

- ——— - - -l o ——— g - . > - - - - -

£ it g

Une étude cinétique de la formation du GMPC par les capil-
laires télencéphaliques et cardiaques est réalisée en vue de détermi-
ner la durée optimale de 1'incubation.

Les résultats sont présentés figure 17.

Pour chaque fraction étudiée, la vitesse de formation du GMa:
croit réguliérement de 0 & 25 minutes et s'annule aprés 30 minutes.

Par conséquent, toutes les études comparatives de 1'activité
guanylcyclasique sont réalisées avec une durée d'incubation de 20 minutes.

Un exemple de chromatogramme obtenu & partir d'une expérience
pour chaque fraction est présenté figure 15.

L'analyse de ces différents scintigrammes nous montre la
présence de faibles quantités de GMPC radioactif (500 cpm environ par pic).
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Capillaires cardiaques Capillaires télencéphaliques
pmole de GMPc formé/20 minutes/mg prot.| pmole de GMPC formé/20 minutes/mg prot.
3,80 3,64
3,49 3,23
3,66 3,18
3,51 3,11
3,02 3,07
4,21 3,00
3,42
m= 3,58 + 0,33 pmoles : m= 3,08 + 0,38 pmoles
Tableau V

Activite guanyleyclasique des capillaines télencéphaliques et cardiaques {s0LEs.

YR
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L'activité guanylcyclasigue déterminée & partir d'un nombre plus
important d'expériences (Tableau V) est représentée figure 18.

L'activité spécifique trouvée au niveau des capillaires car-
diaques (3,58 = 0,33 picomoles de GMPC radioactif/mg protéine/20 minutes)
est trés proche de celle trouvée au niveau des capillaires télencéphaliques
(3,08 + 0,38 picomoles de GMR: radioactif/mg protéine/20 minutes).
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GMP cyclique formé
p mole/mg protéines /20 mn

Figure 18

Ce diaghamme donne Les résuliats de L'étude comparative de fa fonmation du
GMPQ dans Les deux fractions Etudiées.

Les capillaines carndiaques et télenciphaliques ont une activitZ moyenne
nespectivement de 3,58 et 3,08 picomoles de GMP, /mag protiine/20 minutes.

Les moyennes et Les Ecants ZLypes sont caleulds a parntin de huit expéniences
(voin tableau V).

A Capillaines carndiaques
B Capitlairnes télencphaliques.
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DISCUSSION

I - CHOIX DE LA METHODE

Le dosage de 1'activité adénylcyclasique et guanylcyclasique
d partir d'ATP ou de GTP nécessite, dans le milieu d'incubation, 1a pré-
sence d'un systéme régénérateur d'énergie et d'un inhibiteur de la 3',5'
phosphodiestérase des nucléotides cycliques. Le systéme régénérateur
d'énergie permet de fabriquer de 1'ATP ou du GTP, au cas ol ces derniers
seraient dégradés par les nucléotidases présentes dans les cellules des
membranes endothéliales. L'inhibiteur de 1a 3',5' phosphodiestérase des
nucléotides cycliques empéche la dégradation de 1'AMPE nouvellement for--—
mé.en AMP. )

Dans notre étude, i1 fallait vérifier que ces dégradations
étaient bien &vitées. C'est pourquoi, nous avons choisi d'analyser tous
les produits du métabolisme de 1'ATP et du GTP. Cette facon de procéder
différe de celle de DRUMMOND et DUNCAN (1970), SWISLOCKI et TIERNEY
(1973), J00 et al. (1975), ENGELHART et al. (1976), St LOUIS et SULAKHE
(1976) qui, eux, ne collectent et n'analysent que la fraction é&luée con-
tenant 1 'AMPC .

La méthode chromatographique utilisée nous permet une sépara-
tion compléte, en une seule étape, de tous les dérivés de 1'ATP ou du
GTP. Ainsi, i1 est possible, in vitro, d'analyser le métabolisme de ces
deux nucléotides.

IT - ACTIVITE ADENYLCYCLASIQUE DES HOMOGENATS ET CAPILLAIRES ISOLES

L'activité adénylcyclasique déterminée dans les homogénats
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de t&lencéphale et de myocarde est relativement &levée. Cela n'a rien de
surprenant. Dans le cerveau, 1'adénylicyclase se rencontre en grande ‘quan-
tité dans les membranes synaptiques principalement (RODBELL, 1975 ;
NATHANSON et GREENGARD, 1976 ; KEBABIAN, 1977 ; PHILLIS, 1977 ; BARTFAI,
1978). En ce qui concerne le coeur, 1'adénylcyclase est essentiellement
localisée dans le sarcolemme des cellules myocardiques (ENGELHART et al.,
1976).

Chez le Rat, SWISLOCKI et TIERNEY (1973) montrent que 1'acti-
vité adénylcyclasique est beaucoup plus importante au niveau du tissu
cérébral qu'au niveau du myocarde (environ treize fois). Nos résultats
vont dans le méme sens que les leurs. En effet, 1'activité adénylcycla-
sigue du télencéphale de Poulet est environ 1,5 fois supérieure 3 celle
rencontrée au niveau du myocarde de Poulet.

L'activité adénylcycliasique obtenue & partir du myocarde de
Poulet est plus importante que celle rapportée par DRUMMOND et DUNCAN
(1970) pour le coeur de Pigeon (13,4 nmoles d'AMR:/mg protéine/60 mi-
nutes), par St LOUIS et SULAKHE (1976) pour le coeur de Cobaye (6,2
nmoles d'AMPC/mg protéine/60 minutes), par SWISLOCKI et TIERNEY (1973)
et ENGELHART et al. (1976) pour le myocarde de Rat (respectivement 3,4
et 10,96 nmoles d'AMPC/ﬁg protéine/60 minutes). Nos résultats concer-
nant le broyat télencéphalique sont aussi supérieurs a ceux publiés par
SWISLOCKI et TIERNEY (1973), J00 et al. chez le Rat (respectivement 45
nmoles d'AMPC/mg protéine/60 minutes et 1 387 nmoles d'AMa:/mg protéine/
5 minutes soit 16,6 nmoles d'AMFE/mg protéine/60 minutes).

Ces différences peuvent &tre dues au fait que tous ces résul-
tats sont obtenus sur des animaux d'espéces 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 systéme régénérateur d'énergie pour tous ces auteurs.
De plus, la durée relativement longue de la préparation de leurs échan-
tillons, plus de deux heures pour J00 et al. (1975) par exemple, peut
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expliquer une baisse d'activité de 1'adénylcyclase. SNYDER et DRUMMOND
(1978) ont en effet montré que 1'activité de cet enzyme diminue avec
le temps.

L'activité adénylcyclasique de 1a fraction capillaires isolés
ne peut &tre comparée, en ce qui concerne uniquement le télencéphale,
qu'avec les valeurs obtenues par J60 et al. (1975), qui sont les seuls
3 avoir réalisé, chez le Rat, une étude similaire & la notre. NEMECEK
(1980) met en évidence la présence d'activité adénylcyclasique dans les
capillaires isolés de tissus adipeux de Hamster. Ces résultats ne peuvent
gtre comparés aux ndtres, car ils sont exprimés en milligramme de poids
sec et non en milligramme de protéine.

L'activité spécifique de 1'adénylcyclase que JOO et al (1975)
déterminent dans une fraction riche en capillaires télencéphaliques est
de 10 245 pmoles d'AMPc/mg protéine/5 minutes soit 122,8 nmoles d'AMPC
/mg protéine/60 minutes. L'activité adénylcyclasique que nous mesurons
dans les capillaires télencéphaliques isolés de Poulet est de 31,5 nmoles
d'AMPE/mg protéine/60 minutes, soit environ quatre fois moins.

Plusieurs arguments peuvent &tre avancés pour expliquer ces
différences : le travail de J00 et son équipe est réalisé sur des Rats.
Nos résultats sont obtenus sur les Poulets, i1 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'activite
adénylcyclasique interraciales.

Les dosages de 1'activité adénylcyclasique sont effectués sur
ce que ces auteurs appellent "une fraction riche en capillaires". Le con-
trole ultrastructural de leurs échantillons n'est représenté que par une
seule section de capillaires prise 3 fort grossissement, et non pas par
une ou plusieurs plages prises a 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 1'application
stricte de leur technique, les contrdles en microscopie électronique ont
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révélé que la fraction ainsi isolée contenait & la fois des capillaires,
des veinules, des artérioles et de nombreux débris de neurones. Or, 1'ac-
tivité adényicyclasique de 1'homogénat télencéphalique &tant environ
trois fois supérieure & 1'activité de nos capillaires télencéphaliques
isolés, i1 se peut que le contaminant ait augmenté la valeur de 1'acti-
vité enzymatique au niveau de la "fraction riche en capillaires". I1 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 adénylcyclasique des capillaires cardiaques n'a
fait jusqu'ici 1'objet d'aucun dosage. L'activité spécifique trouvée au
niveau des capillaires cardiaques (52,7 = 8,7 nmo]eéd'AMQ:/mg protéine/
60 minutes) est trés proche de celle trouvée au niveau du broyat ventri-
culaire (63,5 + 5,5 nmoles d'AMPC/mg protéine/60 minutes).

Par conséquent, le fait que notre isolement ne soit pas tota-
lement pur (75 & 80 % des capillaires) n'a qu'une importance relative.
Le contaminant, ayant une activité enzymatique trés proche de celle des
capillaires cardiaques, ne peut que trés légérement modifier la valeur
moyenne de leur propre activité. Cette valeur ne peut &tre que trés lé-
gérement surestimée.

IIT - ACTION DE LA 3'5' PHOSPHODIESTERASE DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES
SUR LA DEGRADATION DE L'AM%:

=~

Au cours de nos travaux, nous avons été amenés & prendre en
considération le role de la 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cy-
cliques. Cet enzyme catalyse la réaction de dégradation de 1'AMPC en
AMP (APPLEMAN et al., 1973 ; AMER et KREIGHBAUM, 1975 ; KAKIUCHI et al.,
1975). WEISS et COSTA (1968), BRECKENRIDGE et JOHNSTON (1969), DALTON
et al. (1974) montrent que, suivant les tissus étudiés, et méme 3 1'in-
térieur d'un méme tissu, 1'activité de la 3',5' phosphodiestérase des




59.

nucléotides cycliques varie &normément. Nous n'avons jamais réussi &
inhiber totalement cet enzyme. D'autres auteurs ont rencontré les
mémes problémes lors de 1'étude spécifique de 1'enzyme (WEISS, 1973 ;
DALY, 1975 ; NAHORSKI et ROGERS, 1976 ; KRUSE et SCHOLZ, 1978 ; NEMOZ
et al., 1978 ; STEFANQVICH, 1979).

La dégradation de ]‘AMPc nouvellement formé est sensiblement
du méme ordre de grandeur dans les homogénats télencéphaliques et car-
diaques : elle est respectivement de 25 & 32 %.

Dans les capillaires télencéphaliques et cardiaques isolés,
cette dégradation est de 1'ordre de 10 et 11 %.

Notre but est de réaliser uniquement une é&tude comparative
de T'activité adénylcyclasique dans les deux types de capillaires. Nous
n'avons donc pas de corrections & apporter aux valeurs de nos activités
adénylcyclasiques, compte tenu que, comme nous venons de le voir, la dé-
gradation de 1'AMPc dans les deux types de capillaires, est du méme
ordre de grandeur. Par contre, il n'est pas possible de comparer 1'acti-
vité adénylcyclasique d'un homogénat a celle de capillaires isolés &
partir de ce broyat, sans tenir compte de 1'action de 1a 3',5' phospho-
diestérase des nucléotides cycliques car le taux d'inhibition de la
transformation de 1‘AMPc en AMP varie de 1 & 1,5 au niveau du tissu cé-
rébral et de 1 & 3 pour le tissu ventriculaire.

IV - ACTIVITE GUANYLCYCLASIQUE

L'activité guanylcyclasique des capillaires cardiaques et té-
lencéphaliques isolés n'a fait jusqu'ici 1'objet d'aucune &tude. Nos ré-
sultats sont donc les premiers.

L'activité spécifique de la guanylcyclase trouvée au niveau
des capillaires cardiaques (3,58 + 0,33 pmoles de GMPC/mg protéine/20 mi-
nutes) est trés proche de celle trouvée au niveau des capillaires
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télencéphaliques (3,08 = 0,38 pmoles de GMPC/mg protéine/20 minutes).

Nos résultats sont en accord avec ceux publiés par les auteurs
quant & 1'action du triton X-100 sur 1'activité guanylcyclasique. HARDMAN
et al. (1973), CHRISMAN et al. (1975), KIMURA et MURAD (1974), SPRUIL et
al. (1978) donnent une activité maximale de la guanyicyclase dans diffé-
rents tissus, en particulier le coeur et le cerveau, pour une concentra-

=

tion en triton X-100 égale a 1 %.

Quant & 1'action des ions Mn*t et Mg++, VESELY et al. (1976)
et ZWILLER et MANDEL (1978) montrent que, dans le coeur et le cerveau de
Rat, 1'activité maximale de la guanylcyclase est obtenue pour une con-
centration en ions Mn'* de 5 mM. Ils montrent, tous les deux, 1'action
inhibitrice des ions Mg++. Nos résultats sont en accord avec les leurs.

Comme le montrent HARDMAN et SUTHERLAND (1969), STEINER et
al. (1972), FERRENDELLI et al. (1970, 1972, 1975), KHOO et GORDAN (1979),
1'activité guanylcyclasique est beaucoup plus faible que 1'activité adé-
nylcyclasique dans tous les tissus qu'ils ont étudiés (cerveau, coeur,
foie). L'activité guanylcyclasique est de 1'ordre de la picomole de
GMPC tandis que 1'activité adénylcyclasique est de 1'ordre de 1a nano-
mole d'AMPC. Nos résultats confirment ces travaux. L'activité adénylcy-
clasique varie dans nos capillaires isolés de 52,7 nmoles d'AMQ: radio-
actif/mg protéine/60 minutes, pour les capillaires cardiaques, & 31,5
nmoles d'AMPC radioactif/mg protéine/60 minutes, dans les capillaires
cérébraux. L'activité guanylcyclasique varie, elle, dans ces mémes ca-
nillaires isolés, de 3,58 pmoles de GMPC radioactif/mg protéine/60 mi-
nutes & 3,08 pmoles de GMP. radioactif/mg protéine/60 minutes. HOFMANN
et al. (1977) donnent une activité adénylcyclasique variant entre 14,1
et 24,1 pmoles de GMPc/mg protéine/60 minutes dans différentes régions
du cerveau de Rat. Aucune étude de 1'enzyme n'a été réalisée jusqu'a
présent sur le télencéphale de Poulet.
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V - ACTION DE LA 3',5' PHOSPHODIESTERASE DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR LA
DEGRADATION DU GMPC

La 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques catalyse
aussi la dégradation du GMQ: en GMP (NATHANSON, 1977). Quel que soit
1'inhibiteur de la 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cycliques
utilis&, nous obtenons un blocage & 100 % de 1'activité de cet enzyme
L'existence de différentes formes de 3',5' phosphodiestérase des nucléo-
tides cycliques & spécificité de substrat est montrée par AMER et
KREIGHBAUM (1975), WELLS et al. (1975). PHILLIS (1977) pense que les
3',5"' phosphodiestérase cyclique catabolisent les deux types de nucléo-
tides (AMPC et GMPC) mais présentent une affinité plus &levée pour un
type ou 1'autre, suivant le taux de 1'un ou 1'autre nucléotide cyclique

présent dans la cellule.

Nos résultats tendent & confirmer 1'hypothése de 1'existence
d'au moins deux formes de 3',5' phosphodiestérase des nucléotides cy-
cliques. En effet, 1'enzyme qui catabolise la dégradation de 1'AMﬁ:

n'est, par les différents produits testés, qu'inhibé & 90 % dans les ca-
pillaires isolés. Celui qui dégrade le GMﬁ:, dans ces mémes capillaires,
1'est & 100 %, & moins bien slr qu'il s'agisse du méme enzyme. Mais i1
aurait une affinité plus grande pour 1'AMPC, ce qui expliquerait la dé-
gradation plus importante de ce nucléotide cyclique. '

La comparaison des activités guanylcyclasiques des deux types
de capillaires isolés est donc possible. I1 n'existe pas de différence
significative dans les capillaires télencéphaliques et cardiaques isolés.

VI - ACTIVITE ADENYLCYCLASIQUE, GUANYLCYCLASIQUE ET PINOCYTOSE

Existe-t-i1 une relation entre les activités adénylcyclasi-
que et guanylcyclasique des capillaires cérébraux et cardiaques et le
phé&noméne de pinocytose ? -
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La réponse & cette question est d'une trés grande importance
dans un trés grand nombre de cas pathologiques, tels que 1'ischémie ou
1'hypertension. Dans ces conditions, une augmentation de la pinocytose
est décrite 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 & publication).
J00 et al. (1975) considérent que cette relation existe depuis qu'ils
ont montré que 1'injection de N602 dibutyry]-AMPC provogue une augmen-
tation de la pinocytose au niveau des capillaires cérébraux chez la Sou-
ris. Nos résultats sembient confirmer cette hypothése. En effet, si 1'on
compare les capillaires télencéphaliques aux capillaires cardiaques ou
le phénoméne de pinocytose est beaucoup plus important, on constate que
1'activité adénylcyclasique des capillaires cardiaques est 1,6 fois plus
élevée que celle déterminée au niveau des capillaires télencéphaliques.
Comme le montre KARNOVSKY (1967, 1968) au niveau des capillaires cardia-
ques, on rencontre aussi une forte activité pinocytotique. Or, c'est
aussi dans les capillaires cardiaques que 1'activité adénylcyclasique
est la plus élevée.

La différence d'activité spécifique adénylcyclasique entre
Tes deux types de capillaires peut s'expliquer d'au moins deux facons :
il est possible de penser que la valeur de 1'activité adénylcyclasique
est le reflet exact du contenu en adénylcyclase des membranes plasmiques
des cellules endothéliales de chaque type de capillaires. Donc, 1'ab-
sence relative d'adénylcyclase dans les capillaires télencéphaliques par
rapport aux capillaires cardiaques pourrait expliquer la rareté des vé-
sicules de pinocytose. Mais i1 est possible d'envisager que chaque type
de capillaires contient la méme quantité d'enzymes alors que ces enzymes
peuvent étre activés ou inhibés suivant le type de capillaires ol ils
se trouvent. Dans Te cas qui nobs intéresse, il y aurait inhibition de
1'adénylcyclase dans les capillaires télencéphaliques. FOLKMAN (1971) mon-
tre que les propriétés enzymatiques de vaisseaux neuroectodermaux sont gouver-
nées par des substances spécifiques 1ibérées par les tissus ol les capillaires
se développent. I1 semblerait donc que ce soit la premiére hypothése qui




soit la plus plausible. Mais cette question ne pourra étre résolue gu'en
réalisant une étude biochimique d'activation de 1'adénylcyclase par du
NaF, par exemple, et une étude cytochimique de la localisation de 1'adé-
nylcyclase dans les deux types de capillaires.

La différence significative d'activité adénylcyclasique entre
les capillaires télencéphaliques et cardiaques est donc un argument en
faveur d'une participation effective de 1'adénylcyclase dans 1'induction
de la pinocytose.

Des &tudes concernant 1'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 systéme immunitaire chez 1'Homme (STOSSEL, 1977). L'AMPC
exerce un effet 1égérement inhibiteur sur 1'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 1'induction de la pinocytose dans
d'autres types de cellules donnent des résultats tout aussi contradic-
toires. Des produits augmentant le taux d'AMﬁ: intracellulaire des ma-
crophages pulmonaires montrent que tantdt ils inhibent la pinocytose
(MASON et al., 1973) tantdt ils 1'augmentent (SCHMIDT-GAYK et al., 1975).

Inversement, 1'ingestion de particules de latex augmente 1&-
gérement (SEYBERT et al., 1973) ou ne modifie pas (MANGANIELLO et al.,
1971) le taux d'AMPC intracellulaire des macrophages pulmonaires de La-
pin. Par contre, PARK et al. (1971) constatent, lors de la phagocytose
de particules de polystyréne par ces mémes leucocytes de Lapin, une aug-
mentation du taux intracellulaire d'AMPC. MANGANIELLO et al. (1971) mon-
trent que la phagocytose d'émulsion d'huile de paraffine, par des leuco-
cytes humains, provoque une 1égére augmentation du taux d'AMPC intracel-
Tulaire.
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Ainsi, suivant le type de cellules étudiées et pour un méme
type de cellule, selon 1'espéce considérée, 1'endocytose s'accompagne
ou non d'une augmentation du taux intracellulaire d'AMﬁ:.

Cependant, 1'AMPc stimule la pinocytose dans les cellules
de la vessie de Grenouille (MASER et al., 1971) et provoque par pino-
cytose 1'ingestion de la colloide dans les cellules thyroidiennes
(RODESCH et al., 1970).

Ces résultats montrent que d'une fagon ou d'une autre, dans
certains types cellulaires, les nucléotides cycliques interviennent dans
le mécanisme de la pinocytose. Mais comment ? Pour 1'instant, la réponse
n'est pas encore connue.

L'endocytose est accompagnée d'augmentations importantes du
métabolisme cellulaire : consommation d'oxygéne, glycolyse, glycogéno-
lyse, activation du shunt des pentoses phosphates (KARNOVSKY, 1962).
SCHMIDT-GAYK et al. (1975) montrent la simultanéité de ces phénoménes
lors de 1a phagocytose de particules de polystyréne par les macrophages
alvéolaires humains. De plus, MOSES (1976) rapporte qu'une augmentation
du taux intracellulaire d'AMPC conduit & une élévation de la glycogéno-
lyse et @ une inhibition de la synthése du glycogéne, donc & une pro-
duction accrue d'énergie pour la cellule, énergie indispensable 3 la
réalisation de la pinocytose (synthése 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'étre récemment démontrée dans les cellules
endothéliales de capillaires cérébraux (OWMAN et al., 1977 ; LE BEUX et
WILLEMOT, 1978) et dans les capillaires périphériques (OWMAN et al.,
1977). DEDMAN et al. (1979) montrent le rdle joué par 1'AMPC et le Ca’™"
sur les microfilaments et les microtubules des cellules non musculaires.
Comme lors de la contraction musculaire le Ca'l‘+ semble jouer un rdle
important dans la formation des vésicules d'endocytose. STOCKEN et KLEIN
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(1979) montrent qu'il induit la pinocytose chez 1'amibe.

L'AMPC régule 1'activité de nombreuses enzymes, par 1'inter-
médiaire de systéme phospho-déphospho (ROBINSON et al., 1971). Les points
d'impact de ]'AMPC sont les protéines kinases. Les protéines kinases ont
pour role de phosphoryler d'autres enzymes qui, de ce fait, deviennent
actives et peuvent réguler de nombreux métabolismes (SCOTT et DOUSA, 1978).

JOHNSON et al. (1972) montrent le rdle de 1‘AMg: sur la sti-
mulation de la phosphorylation des protéines des microfilaments qui ré-
gulent 1a mobilité des fibroblastes.

I1 est donc possible de spéculer sur le fait que }a phosphory-
lation des protéines polymérisables puisse étre régulée par des nucléo-
tides cycliques, avec intervention probable des ions ca™. Mais pour 1'ins-

tant aucune preuve n'est apportée & cette hypothése, dans le cas de la pi-
nocytose dans les capillaires.

o -]

On ne trouve pas de différence significative entre les activi-
tés guanylcyclasiques des capillaires télencéphaliques et cardiaques.

La théorie de GOLDBERG et al. (1973) : "les régulations du
métabolisme cellulaire pourraient étre influencées par les interactions
entre 1'AMPC et le GMPc (& un taux élevé d'AMPc correspond un taux intra-
cellulaire plus faible de GMPC, et inversement), ne semble pas s'appli-
quer au phénoméne induisant la pinocytose. La généralisation de ce con-
cept était tentante. Mais, comme le montre KOLATA (1973), les effets op~
posés de 1'AMPC et du GMPC sont restreints & certains systémes cellulaires
tels que, par exemple, la glycogénolyse, la glycogénése. I1 faut distin-
guer de ces systémes ceux qui sont susceptibles d'étre influencés par un
seul type de nucléotide comme, par exemple, la production de stéroides
par le cortex surrénal (KOLATA, 1973).

La pinocytose ne serait donc pas, d'aprés nos résultats, un
systéme contrdlé par un antagonisme entre le taux intracellulaire d'AMR:
et de’GMPC. Seul 1'AMPc semble intervenir dans 1'induction de ce phéno-
méne.




. CONCLUSION
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CONCLUSION

Lors de ce travail, nous apportons un argument en faveur d'une
participation effective de 1'adénylcyclase dans 1'induction de la pinocy-
tose au niveau des capillaires. T

De plus, nous montrons que dans les capillaires isolés le phé-
noméne de pinocytose ne semble pas régi par 1'antagonisme des deux nucléo-
tides cycliques, l’AMPE et le GMPC.

Plusieurs critéres doivent &tre remplis pour affirmer qu'un
nucléotide cyclique induit 1'endocytose (STOSSEL, 1977) :

1. Le phénoméne de pinocytose doit augmenter le taux intra-
cellulaire de ce nucléotide ;

2. Une nucléotidase cyclase doit exister dans les membra-
nes plasmiques des cellules ;

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

4. L'addition de nucléotides cycliques ou de leurs dérivés
doit augmenter la pinocytose ;

5. Les produits augmentant le taux intracellulaire de nu-
cléotides cycliques dojvent accroitre la pinocytose.

La vérification de ces différents points, afin de confirmer
nos hypothéses au niveau des capillaires télencéphaliques et cardiaques,
fera 1'objet d'études ultérieures.
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