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SOMMAIRE

Ce n'est qu'au cours des deux demieres deceimies que les chercheurs se sont davantage

interesses a 1'importance des nucleotides extracellulaires, en particulier aux purines

extracellulaires, et aux roles qu'ils pouvaient bien jouer au niveau des divers systemes

physiologiques des animaux. Au niveau du foie, ils seraient impliques dans la secretion

biliaire dependante de 1'ATP, dans la glycogenolyse et la contraction/relaxation des

vaisseaux sanguins irriguant Ie foie. L'action des nucleotides liberes dans Ie milieu

extracellulaire est mediee par des recepteurs speciflques, les purinocepteurs, que 1'on

retrouve aussi au niveau du foie. La regulation de ces nucleotides au niveau des

recepteurs est effectuee par des enzymes specifiques, les ectonucleotidases. Notre interet

pour Ie sujet nous a amene a la purification et a la caracterisation d'une ectonucleotidase,

1'ATP-diphosphohydrolase hepatique, afln de mieux comprendre Ie role de cette enzyme

au niveau du foie.

Le but de notre travail etait de purifier 1'enzyme afin d'en definir ses caracteristiques

biochimiques et cinetiques. Cette etude pare la voie au clonage de son gene. Les

resultats ont montre que 1'ATP-diphosphohydrolase hepatique possedait des

caracteristiques differentes des ATPDases deja purifiees et caracterisees. De cette etude,

nous avons pu conclure que les ions Ca et Mg sont necessaires pour I'activite de

Fenzyme hepatique. Le pH optimal de catalyse de FATP-diphosphohydrolase hepatique

se situe entre 6,5 et 7,0 alors que celui de 1'ATPDase de la rate de boeuf est de 7,5-8,0

(ATP) et 8,0-8,5 (ADP). Par comparaison a 1'enzyme de la rate de boeuf, elle demontre

une sensibilite moindre aux inhibiteurs mesures (gossypol et azidure de sodium) et aux

sels biliaires (cholate, 7-dehydrocholate, glycocholate, taurocholate et

taurodeoxycholate). Et a notre surprise, des concentrations de 0,05 mM de

taurodeoxycholate et 0,5 mM de taurocholate augmentent de fa^on significative 1'activite

de 1'enzyme. L'enzyme hydrolyse les triphosphonucleosides et les diphosphonucleosides



de fa^on preferentielle. La faible quantite de phosphate mesuree pour Phydrolyse des

nucleotides monophosphates est presumement effectuee par la 5'-nucleotidase. Les

parametres cinetiques de 1'enzyme ont etc determines. Le Km de 1'enzyme est de 21 [iM

pour 1'ATP et de 31 ^iM pour PADP. Les Vmax calcules sont de 0,24 et 0,18

(imolVmin/mg pour 1'ATP et 1'ADP respectivement. Par immunobuvardage, on retrouve

une bande a environ 75 kDa correspondant au type H de 1'ATPDase. Une seconde bande

d'intensite plus faible est retrouvee a une hauteur legerement superieure a la 54 kDa,

correspondant au type I de 1'ATPDase. L'ATPDase hepatique a aussi la particularite de

conserver une activite enzymatique optimale a une concentration elevee de Triton X-100,

soit une concentration de 15 %. L'immunocytochimie, realisee avec 1'anticorps "Ringo",

a permis de localiser 1'enzyme au niveau du foie. La reaction est detectee principalement

au niveau des canalicules biliaires, de 1'epithelium vasculaire, des cellules des muscles

lisses et des hepatocytes. L'intensite de la reaction varie d'un lobule a 1'autre et meme a

1'interieur des lobules, la reaction etant plus intense dans les zones perilobulaire et

periportale.

Ce travail contient une deuxieme partie portant aussi sur une nucleotidase. Dans Ie cadre

de la purification de nucleotidases, des resultats interessants ont mene vers la purification

cTune proteine soluble demontrant des activites phosphohydrolases. L'un des objectifs de

ma maitrise fut de caracteriser une proteine soluble demontrant des activites

nucleotidases et purifiee onginalement par Salma Daoud. Ce peptide, appele peptide S,

est un peptide derive d'une proteine connue ; la calponine. Ces resultats sont presentes

dans V annexe I. Us demontrent qu'un polyphosphate est etroitement lie a la proteine. De

plus, lorsque la proteine est depomvue de cette molecule de polyphosphate, celle-ci ne

possede pas d'activite nucleotidase.
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CHAPITRE 1

LES NUCLEOTIDES EXTRACELLULAIRES ET LE FOIE

1.1 Nucleotides extracellulaires

Les nucleotides sont des molecules qui exercent leur influence sur une multitude de

systemes importants dans Ie metabolisme. A 1'epoque, les chercheurs croyaient que Ie

role des ces molecules etait confine a Fespace intracellulaire. Cependant, des recherches

ulterieures ont montre la presence des nucleotides dans 1'espace extracellulaire (Luthje,

1989). Notre etude portera plus particulierement sur les nucleotides de type purine tels

1'ATP, 1'ADP, 1'AMP ou 1'adenosine.

1.1.1 Sources des nucleotides extracellulaires et mecanismes de relache au

niveau du systeme circulatoire

Les nucleotides extracellulaires sont liberes des cellules par exocytose, mecanisme

impliquant des granules de secretion. La liberation d'ATP de cellules intactes ne

comportant pas de granules indique 1'existence de mecanismes non exocytotiques, encore

jusqu'ici inconnus (Dubyak et al., 1993; Sevigny et Beaudoin, 1994). Ces nucleotides

sanguins originent de sources variees (Figure 1-1) incluant les cellules sanguines, les

1



plaquettes (ou ils sont concentres dans des grains de secretion appeles corps denses) et

les cellules endotheliales. Parmi les elements sanguins, les erythrocytes representent une

source importante de nucleotides. Leur liberation est causee par les forces de

cisaillement du flux sanguin, 1'hypoxie ou simplement par Feclatement des cellules. Les

terminaisons des cellules ner^euses et les cellules musculaires lisses contribuent aussi a

1'apport des nucleotides dans Ie milieu extracellulaire (El-Moatassim et al., 1992;

Sevigny et Beaudoin, 1994).

Gtobules
rouges^

Cellutes
musculaires tisses

^
Lyse

Nucleotides

r~\

Plaquertes

^'^a*

Cellules endothetiales

^ /
Nucl6otides Tenninaison

nen/euse

Figure 1-1. Source des nucleotides extracellulaires dans Ie systeme vasculaire. Les
globules rouges, les plaquettes, les cellules endotheliales et muscles lisses des vaisseaux,
de meme que les terminaisons nerveuses sont des sources importantes de nucleotides
extracellulaires (Tire de Sevigny, 1997).



La rupture de cellules (El-Moatassim et al., 1992; Sevigny et Beaudoin, 1994) ou

retirement mecanique (Wang et al., 1996; Roman et al. 1997) constituent une source

supplementaire de nucleotides dans Ie systeme sanguin. Sous des conditions de stress,

telles Fhypoxie ou 1'inflammation, les cellules vont liberer des nucleotides dans Ie milieu

extracellulaire (Keppens, 1993; Sevigny et Beaudoin, 1994). En considerant ces

nombreuses sources de nucleotides extracellulaires, on peut ensuite se demander quels

roles jouent ces nucleotides au niveau des differents systemes physiologiques.

1.1.2 Importance des nucleotides extracellulaires au niveau des differents

systemes physiologiques

Des roles biologiques importants ont ete attribues aux nucleotides extracellulaires,

notamment au niveau de la permeabilite cellulaire, de la secretion exocrine et endocrine,

de la proliferation des cellules endotheliales, de la contraction-relaxation musculaire

d'une multitude de muscles lisses, de 1'agregation plaquettaire, de la modulation de

Pexcitabilite neuronale, de la croissance de tumeurs et de la mort cellulaire programmee

(apoptose) (Cote et al., 1992a; Sevigny et Beaudoin, 1994). Dans Ie cadre de ce

memoire, une attention toute particuliere sera portee sur 1'importance des nucleotides

extracellulaires et de leur action engendree au niveau du foie (section 1.2.3).

1.1.3 Recepteurs des nucleotides extracellulaires

L'action des nucleotides extracellulaires est mediee par des recepteurs specifiques. II



s'agit des purinocepteurs ou recepteurs purinergiques. Ces demiers sont divises en deux

grandes families soit les purmocepteurs de type Pi ou Pz (se referer a la figure 1-2), selon

leur reponse a Fadenosine ou a 1'ATP/ADP respectivement (Bumstock, 1978, 1980; El-

Moatassim et al., 1992).

Les recepteurs de type Pi reconnaissent 1'AMP et 1'adenosine. Us etaient subdivises en

deux classes originalement: Ai et Az. Cette classification a ete etablie selon la

nomenclature pharmacologique, c'est-a-dire selon 1'affinite des recepteurs aux analogues

de Fadenosine et selon Ie mode de transduction du signal suite a la liaison de 1'agoniste

(Bumstock, 1978, 1980). Par la suite, 1'interet pour les recepteurs purinergiques a

permis de mettre a jour de nouvelles caracteristiques sur les purinocepteurs. Ces

nouvelles infomations ont donne lieu a une reclassification des recepteurs de type Pi en

AI (AIA, AIR), AZ (AZA, Aze), A3 et A4. Cette pluralite de recepteurs repondant a

1'adenosine et a ses analogues explique la complexite de 1'interpretation des modes

d'action de Fadenosine (Fredholm et al., 1994; Windscheig, 1996; Sevigny, 1997;

Bumstock, 1997). Les recepteurs de type Ai et As agissent sur une proteine G{ et inhibent

1'adenylcyclase, alors que 1'action de 1'adenosine mediee par les recepteurs de type Az

s'effectue par 1'intermediaire d'une proteine Gg qui active 1'adenylcyclase et provoque

une augmentation de la concentration d'AMPc (Sevigny et Beaudoin, 1994; Windscheif,

1996). Les recepteurs Ai et A3 peuvent aussi conduire a I'activation de la phospholipase

C via une proteine Gp, ce qui aurait pour effet d'accroitre la concentration de calcium

intracellulaire. Les recepteurs Az peuvent activer une autre enzyme, la guanylate cyclase,

ayant pour role d'augmenter la concentration de GMPc. Les recepteurs de types Pi

mtervi ennent dans la fermeture de canaux calciques (Ai) et dans 1'ouverture de canaux

potassiques (Ai et A2) (Windscheif, 1996). La concentration d'adenosine est un

parametre important puisqu'elle a une affinite superieure pour les purinocepteurs Ai et

peut ainsi les activer a des concentrations beaucoup plus faibles (Jusqu'a mille fois) que

dans Ie cas des recepteurs A2 (Fredholm et al, 1994; Communi et al., 1996; Sevigny,

1997).
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Figure 1-2. Representation des differents purinocepteurs et de leur mode d'action.



Les recepteurs de type ?2 sont des mediateurs de I7 action induite par 1'ADP et 1'ATP (et

ses analogues). Une premiere classification a permis de les subdiviser en plusieurs sous

classes, soit les recepteurs Pzx, ^IY, ^IT, ^iu, ^iz et PZD (Bumstock, 1978, 1980). Le

recepteur ?2x est un recepteur de type canal permeable aux ions sodium, calcium et

potassium. II est implique dans la contraction des muscles lisses. Le recepteur P^y agit

via une proteine G. II est implique dans la majorite des systemes physiologiques, causant

par exemple une augmentation de la glycogenolyse dans Ie foie, une augmentation de la

liberation de surfactant dans les poumons, une vasodilatation lorsqu'active sur les

cellules endotheliales, ... Ensuite, on retrouve les recepteurs Pzu et PZT. Ceux-ci sont

egalement couples a une proteine G pour augmenter Ie niveau de calcium cytosolique et

initier diverses actions physiologiques. L'one des particularites importantes du recepteur

?2u, c'est sa capacite de lier la pyrimidine UTP (Bumstock, 1978,1980, 1997; Sevigny et

Beaudoin, 1994; Fredholm et al., 1994). Quant au recepteur P2T, il est associe aux

plaquettes et repond specifiquement a 1'ADP pour causer Fagregation plaquettaire

(Sevigny et Beaudoin, 1994). Le recepteur Pzz est active par la forme tetra-anionique de

1'ATP (FATP4-) et se retrouve principalement sur les macrophages et les lymphocytes ou

11 controle 1'ouverture des canaux non selectifs permeables aux molecules dont la masse

moleculaire est inferieure a 1 kDa (Sevigny et Beaudoin, 1994; Windscheif, 1996).

Ces recepteurs purinergiques, a 1'except! on des recepteurs Fix et P^z, sont tous couples a

une proteine G. Celle-ci a generalement pour role d'activer la phospholipase C (PLC).

Cette enzyme a pour fonction d'hydrolyser Ie phosphatidylinositol biphosphate (PiPi) en

diacylglycerol (DAG) et en inositol 1,4,5-triphosphate (IPs). Le diacylglycerol va, par la

suite, activer une serie de kinases dont la proteine kinase C. Quant a 1'?3,11 est associe a

un canal calcique. Tous deux auront pour effet cTaugmenter la concentration de calcium

intracellulaire. L'activation des proteines G conduit generalement a la mobilisation du

calcium et a 1'entree de calcium dans la cellule (El-Moatassim et al., 1992; Boarder et al.,

1995; Petit et al., 1996; Bumstock, 1997). Ce systeme permet aussi la regulation de

differentes enzymes par Ie biais des proteines G : adenylcyclase, phospholipase D (PLD)



ou phospholipase Az (PLAz), phosphatidyl choline selective (El-Moatassim et al., 1992;

Boarder etal., 1995).

Tableau 1-1. Classification pharmacologique des recepteurs Pi.

Type Agonistes
preferentiels

Mecanismes
effecteurs

Localisation

Ai CPA=CHA=R-PIA
> Ado

^ adenylylcyclase
(proteine G;)

cep/eau, coeur,

reins,tissus adipeux

A.•2A NECA=CGS21680=
APEC = Ado

T adenylylcyclase
(proteine Gg)

cerveau

A-2B NECA > Ado

APNEA =N6-benzyl-
NECA » Ado

T adenylylcyclase
(proteine Gs)

^ adenylylcyclase
(proteine G)

tractus gastrointestinal,
localisation etendue

testicules, ...

Abreviations : Ado : adenosine; APNEA: N^-2-(4-aminophenyl)ethylasenosine; CGS
21680: 2-[p-(2-carbonyl-ethyl)-phenylethylamino]-5?-N-ethylcarboxamidoadenosine;
CRA : N6-cyclohexyladenosine; CPA : N6-cyclopentyl adenosine; N6-benzyl-NECA : N6-
benzyl -5'-N-ethylcarboxamino adenosine; R-PIA : N6-(R-phenylisopropyl)-adenosine
(tire de Fredholm et al., 1994)



Tableau 1-2. Classification pharmacologique des recepteurs Pz.

Type Agonistes
preferentiels

Mecanismes
effecteurs

Localisation Reponse
typique

PZD ATP >ADP > T PLC cellules chromaffines, liberation
2-MeSATP > APCPP T Ca2+ intracellulaire synaptosomes neurotransmetteurs

PZT 2-MeSADP > ADP t canal Ca2+
(ATP + antagoniste) T PLC

plaquettes agregation
plaquettaire

'IV

'2X

UTP = ATP > ADP

APCPP > ATP >
2MeSATP

T PLC endothel. vasculaire
T autres phosholipases epithel. respiratoire
t Ca intracellulaire

canal cationique muscle lisse
t Ca , depolarisation
membranaire

liberation NO,
prostacycline,
secretion Cl

contraction
muscuiaire lisse

'2Y 2-MeSATP > ADP
ATP

T PLC endothel. vasculaire, liberation NO,
T Ca2+ intracellulaire foie, . .. prostacycline

t autres phospholipases

'2Z BzATP > ATP >
ADP

pore non selectif
(< 900 Daltons)
T Ca2+ intracellulaire

macrophaphages,
lymphocytes

mort cellulaire

Abreviations : 2-MeSADP : 2-methylthio-ADP; 2-MeSATP : 2-methylthio-ATP; APCPP :
a,P-methylene-ATP; BzATP : 3'-o-(benzoyl)-benzoyl-ATP (Tire de Fredholm et al.,
1994 et Communi et al., 1996).



II est a preciser que cette classification des recepteurs est basee sur des informations

pharmacologiques. Cependant, la venue d'outils biotechnologiques a permis d'amener

de nouvelles informations sur la structure de ces recepteurs. L'ADNc des recepteurs PZT,

^iv, PIX st P2Y a etc clonee. Plusieurs recepteurs de type Pzx ont aussi ete clones. Les

analyses ont montre que ces demiers se comportent comme des canaux cationiques non

selectifs actives par 1'ATP. L'architecture de ces recepteurs est tout a fait

caracteristique : deux zones hydrophobes transmembranaires separees par un domaine

extracellulaire riche en cysteines. L'analyse des sequences des recepteurs Pzu et PIY a

permis de les associer a la superfamille des recepteurs heptahelicoi'daux couples aux

proteines G et activant la phospholipase C (Fredholm et al., 1994; Communi et al., 1995;

Windscheif, 1996; Bumstock, 1997). La liaison des nucleotides se fait aux sixieme et

septieme domaines transmembranaires (Bumstock, 1997). Suite a Facquisiton de

nouvelles informations par la biologie moleculaire, une reorganisation complete de la

classification des recepteurs de type ?2 a ete proposee et s'est rapidement imposee. Dans

cette nouvelle nomenclature, les recepteurs possedant une activite intrinseque de canal

cationique sont baptises ?2x alors que les recepteurs heptahelicoi'daux couples aux

proteines G sont appeles Pzy. Les recepteurs Pzx possedent maintenant de nombreuses

sous-divisions; les recepteurs Pzxi, ^2x2, ••• jusqu'a P2X8 ont ste clones et identifies

(Wmdscheif, 1996; Bumstock, 1997). Les recepteurs P^z des macrophages qui sont lies a

des pores non selectifs ont ete associes aux recepteurs Pzxi. Les recepteurs P^, P^ et

?2T obtiennent alors 1'appellation PZYI, P2Y2 st P2Y3 respectivement. On retrouve

egalement des recepteurs qui se comportent comme des recepteurs pyrimidinergiques,

ayant une grande affinite pour 1'UTP. II s'agit des recepteurs P2Y4 et ?2Y6 (Windscheif,

1996; Bumstock, 1997). Cette nouvelle nomenclature est encore appelee a se modifier

puisque de nouveaux sous-types de recepteurs n'ayant pas leur homologue

pharmacologique ont ete clones (Fredholm et al., 1994; Communi et al., 1995;

Windscheif, 1996; Bumstock, 1997).



1.1.4 Regulation des nucleotides extracellulaires

Bien que les nucleotides extracellulaires soient necessaires a une multitude d'activit^s

physiologiques, leur concentration dans Ie milieu extracellulaire doit etre rigoureusement

controlee. La regulation du niveau des nucleotides extracellulaires est effectuee par des

ectoenzymes, plus specifiquement, des ectonucleotidases (Keppens, 1993; Meier, 1995;

Beaudoin, et al., 1996; Zimmermann, 1996; Che et al., 1997; Thorsten, 1997). II existe

aussi un systeme de transport pour les nucleosides, qui permet de reguler la concentration

de ces molecules dans Ie canal biliaire. II s'agit d'un syteme de transport dependant du

sodium (Meier, 1995; Che et al., 1997; Thorsten, 1997). Les ectoenzymes constituent

une famille d'enzymes que I'on retrouve a la surface membranaire de nombreuses

cellules de mammiferes et dont Ie site catalytique est expose a 1'espace periplasmique

(Cote, et al., 1992, Plesner, 1995). Plus particulierement, notre laboratoire s'est interesse

a 1'ATP-diphosphohydolase (ATPDase; E.C. 3.6,1.5) ou apyrase. Les ATPDases sont

activees par les ions Ca2+ et Mg2+. Le tableau 1-3 regroupe les differents types

d'ATPDases connus chez les mammiferesjusqu'a maintenant.

L'ATP-diphosphohydrolase a pour role d'effectuer 1'hydrolyse sequentielle des residus Y

et P phosphate des triphospho- et diphosphonucleotides, tel 1'ATP et ADP. L'AMP ainsi

forme est ensuite hydrolyse en adenosine par la 5'-nucleotidase (Meyerhof, 1945). II

s'agit d'une enzyme ubiquitaire; elle a tout d'abord ete associee aux tubercules de

pommes de terre (Kalckar, et al, 1944), puts elle a ete purifiee a partir de diverses

plantes, insectes hematophages et autres invertebres (Beaudoin, et al., 1996). Elle a ete

purifiee pour la premiere fois chez les mammiferes, en 1980, dans Ie laboratoire de

Beaudoin (Beaudoin et al. 1980; LeBel et al., 1980). La purification de 1'enzyme a

permis d'obtenir une fraction riche en activite phosphohydrolase (68 unites/mg de

proteines) qui a, par la suite, ete caracterisee en details (Beaudoin et al., 1980; Laliberte

et al., 1982). Des lors, trois types d'ATP-diphosphohydrolase distincts ont ete identifies
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dans les tissus de mammiferes: ATP-diphosphohydrolase de type I, II et III qui sont toutes

trois des glycoproteines. Cependant, elles different de par leur poids moleculaire, leur

pH optimal et leur courbe de denaturation. Le type I est une proteine de 54 kDa. Apres

traitement a la N-glucosidase F, son poids est alors de 35 kDa. Les types II et IIE sont des

proteines de 78 kDa. L'anticorps dirige contre la partie N-terminale de la sequence

d'acides amines du type I reagit a la fois avec les types II et IEL II existe une forte

homologie entre ces trois types d'ATPDases. Le type I serait une forme tronquee de

1'ATP-diphosphohydrolase (Sevigny et al, 1996; Sevigny, 1997). Le type I est retrouve

dans Ie pancreas et a un pH optimal de 8,0 alors que Ie type H a ete identifie dans la

majorite des organes et possede un pH optimal de 7,5 (Cote et al, 1992). Quant au type

HI, 11 est retrouve dans la trachee et Ie poumon. Son activite est optimale a un pH de 7,0

a 7,3 (Picher et al., 1993, 1994). Les types I et II de 1'ATPDase sont presents dans la rate

(Sevigny, 1997). Recemment, quelques unes des ATP-diphosphohydrolases ont ete

clonees et sequencees. Suite a 1'analyse de ces sequences, une forte homologie a ete

retrouvee entre 1'ATPDase et un marqueur d'activation des lymphocytes B humains qui a

ete identifle comme etant CD39 (Christofforidis et al., 1995; Sevigny et al. 1995; Handa

etGuidotti, 1995).

1.1.5 Localisation de FATPDase

L'ATP-diphosphohydrolase est une enzyme ubiquitaire dans ce sens qu'on la retrouve

dans chacun des grands systemes physiologiques : systeme digestif, systeme respiratoire,

systeme circulatoire, systeme immunitaire et systeme nerveux (Cote et al., 1992a,b;

Picher et al., 1992,1993; Sevigny et Beaudoin, 1994; Sevigny et al., 1995; Beaudoin et

al., 1997; Sevigny, 1997; Sevigny et al, 1997a; Benrezzak et al., 1998; Sevigny et al.,

1998). L'enzyme est localisee a des endroits strategiques dans ces systemes et influence
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Tableau 1-3. Proprietes biochimiques des ATP-diphosphohydrolases de mammiferes.

Source d'ATPDase

Pore

Pancreas [1-4]

Boeuf

Aorte [4-9]

Rate [10]

Poumon [11]

Muscle lisse de
la trachee [12]

pH optimum
(substrat)

8,0 (ATP)
9,0 (ADP)

7,5
(ATP & ADP)

7,5-8,0 (ATP)
8,0-8,5 (ADP)

7,5
(ATP & ADP)

7,3
(ATP & ADP)

K^.app
ATP

7,3
3,1

23 ±3
14 ±1

7±2

15±2

IMM)
ADP

7,4
5,6

12 ±2

9

Mr
(kDa)

132 ±19
58 et/ou 28

110
189 ±30

100

70 ±3

71 ±5

Ratio
ATP/ADP

1,1

1,1

1,0

1,4

1,5

Homme

Vaisseaux [13] 75 1,1
ombilicaux

Placenta [14,15] 7,0-7,5 (ATP) 10 20 62 1,1
7,5-8,0 (ADP) 82
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Tableau 1-3. Propriete biochimiques des ATP-diphosphohydrolases de mammiferes
(suite)

Source d'ATPDase

Rat

Placenta [16]

Glandes salivaires
[17]

pH optimum
(substrat)

8,0
(ATP & ADP)

8,0 (ATP)
9,0 (ADP)

Smi
ATP

50

13

app fuM)
ADP

33

15

Mr
(kDa)

67

Ratio
ATP/ADP

u

1,0

Glandes mammaires 8,0 (ATP) 12 16 0,9
[17-19] 9,0 (ADP) 1,3

Uterus [17,18] 8,0 (ATP) 12 27 67 1,4
9,0 (ADP) 1,5

Reins [20,21] 8,0 12 21 66 0,6
(ATP & ADP) 0,9

Synaptosomes de 8,0 3,7-5,6
Fhypothalamus [22] (ATP & ADP)

Synaptosome du cortex 8,0-8,5 80 45 2,3
cerebral adulte [23] (ATP & ADP)

Plaquettes sanguines 7,5-8,0 24 ±0,56 31 ±2,65 1,5
[24] (ATP & ADP)

(Tire de Sevigny, 1997)

1. LeBel et al., 1980; 2. Laliberte et al., 1982; 3. Laliberte et Beaudoin, 1983; 4. Cote et
al., 1991; 5,6. Cote et al., 1992b,c; 7. Miura et al., 1987; 8. Yagi et al., 1989; 9. Picher et
al, 1996; lO.Moodieetal., 1991; 11. Picheretal., 1993; 12. Picheret al., 1994; 13. Yagi
et al., 1992; 14. Kettlun et al., 1994; 15. Christoforidis et al., 1995; 16. Pieber et al.,
1991; 17,18. Valenzuela et al., 1989, 1992; 19. Alvarez et al., 1996; 20. Sandoval et al.,
1996; 21. Valenzuela et al., 1996; 22. Schadeck et al, 1989; 23. Battastmi et al., 1991;
24. Frassetto et al., 1993.
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la concentration des nucleotides extracellulaires.

I. Systeme digestif

La localisation immunocytochimique des ATPDases dans les differents tissus du systeme

digestif des mammiferes ont montre une reaction tres intense avec 1'anticorps dirige

contre la partie N-terminale de 1'ATPDase au niveau de Festomac et des intestins. Plus

specifiquement, 1'enzyme a ete retrouvee sur les cellules epitheliales, les cellules

musculaires lisses, les cellules reticulaires et les lymphocytes de ces organes. La reaction

au niveau des glandes gastriques est aussi tres intense. Elle a ete localisee dans Ie

systeme ductal des glandes associees au systeme digestif (Sevigny et al., 1998). La

membrane plasmique de la portion luminale et basolaterale des cellules acinaires du

pancreas de rat demontre une activite ATPDase.

L'immunolocalisation montre que les acini pancreatiques reagissent fortement avec

Fanticorps dirige centre 1'ATPDase (Sevigny et al., 1995). L'ATP-diphosphohydrolase

etant situee a des endroits strategiques dans Ie systeme digestif, elle pourrait jouer

plusieurs roles importants dans ce systeme, notamment dans la secretion des electrolytes,

dans la secretion glandulaire, dans la contraction musculaire lisse, ainsi que dans Ie

controle du flot sanguin (Cote et al., 1992a; Sevigny et al., 1998).

II. Le coeur et Ie systeme sanguin

De nombreuses etudes biochimiques et cytochimiques ont montre non seulement la
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presence d'activites phosphohydrolases dans les cellules endotheliales intactes et les

cellules musculaires lisses des gros vaisseaux sanguins (Heyns et al., 1974; Pearson et al.,

1980; Miura et al., 1987; Yagi et al., 1991; Cote et al., 1992b; Sevigny et al., 1997a),

mais aussi a la surface des cardiomyocytes intacts (Bowditch et al., 1985). Cote et al.

(1992b) ont demontre que la couche inteme de 1'aorte contient 1'ATPDase. Les deux

zones de la couche inteme, la media et Fintima, ont ete separees et les resultats obtenus

ont revele que les deux couches presentaient des activites ATPDasiques, Cependant, la

plupart de 1'activite a ete retrouvee dans la media. Celle-ci est composee principalement

de cellules musculaires lisses. L'enzyme a ete purifiee et identifiee comme 1'ATP-

diphosphohydrolase de type II (Cote et al., 1992b). Une reaction immunologique intense

a ete identifiee au niveau de la membrane plasmique des cellules des fibres de Purkinje

(Beaudoin et al., 1997). Des activites ATPasiques ont aussi ete repertoriees a la surface

des erythrocytes par Engelhardt (1957). La presence de 1'enzyme au niveau des muscles

lisses du systeme sanguin suggere un role dans la contraction et la relaxation des

vaisseaux sanguins. L'enzyme possede aussi la propriete d'inhiber 1'agregation

plaquettaire (Sevigny et Beaudoin, 1994; Cote, et al., 1992a).

ffl. Systeme immunitaire

Dans Ie systeme immunitaire, des activites nucleotidases ont ete identifiees au niveau des

granulocytes et des leukocytes (DePierre et Kamovsky, 1974a,b; Weiss et Sachs, 1977;

Smolen et Weissman 1978; Medzihradsky et al., 1980; Smith et Peters, 1981; Smith et

al., 1981; Wilson et al., 1981; Ochs et Reed, 1984). Des activites ATPases ont aussi ete

identifiees au niveau des macrophages, des cellules mononucleaires, des lymphocytes et

des mastocytes (Demand, et al., 1974; Cooper et Stanworth, 1977; Chakravarty et

Echetebu, 1978; Kragball et Ellegaard, 1978; Chakravarty et Nielsen, 1980). Une etude
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approfondie sur la localisation de 1'enzyme au niveau de la rate et des tissus lymphoi'des

par Fequipe de Benrezzak (1998) a permis de confirmer la presence de 1'ATPDase au

niveau de la pulpe blanche et la pulpe rouge de la rate, des tissus lymphoi'des situes Ie

long du tractus gastro-intestmal et a la surface des lymphocytes et des cellules "natural

killers". De plus, la presence de 1'enzyme a ete revelee sur la membrane des amygdales

et sur les plaques de Peyer (Benrezzak, 1998). De par sa localisation dans Ie systeme

immunitaire, 1'enzyme jouerait un role important dans la modulation de la cytotoxicite

des macrophages et des neutrophiles, de 1'activite des cellules "natural killer", dans Ie

relachement de mediateurs de 1'inflammation par les mastocytes, dans la reponse

immunitaire des leukocytes a des stimuli inflammatoire et aussi la modulation de la

croissance tumorale ainsi que de la mort cellulaire (Cote et al., 1992a).

IV. Systeme nerveux

Des ATPDases ont ete detectees dans Ie systeme ner^eux et Ie cerveau. II existe

d'ailleurs une litterature exhaustive rapportant des activites ecto-ATPase et ecto-ADPase

dans ces tissus (Agren et al., 1971; Stefanovic et al., 1974, 1976; Nagy et Rosenberg,

1981; Nagy et al., 1983; Kegel et al., 1997). White (1978) a ete Ie premier a observer

1'hydrolyse rapide de 1'ATP dans les synaptosomes de 1'hypotalamus. La presence de

1'enzyme degradant 1'ATP a ete conflrmee par les techniques d'immunolocalisation.

Cette demiere a ete identifiee sur la membrane plasmique pre-synaptique par Sorensen et

Mahler en 1982, L'ectonuclease retrouvee au niveau des synaptosomes du cerveau de

poulet a ete caracterisee par 1'equipe de Nagy (Nagy et Rosenberg, 1981; Nagy et al.,

1983). De plus, la presence de 1'ATPDase aurait ete confirmee au niveau des cellules

gliales et des neuroblastomes (Kegel et al., 1997). II existe une ATPDase presente au

niveau des capillaires du cerveau (Picher et al., 1993) et de la glande pituitaire (Lorenson
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et al., 1981). La localisation d'ATPases et ATPDases dans Ie cerveau a aussi ete realisee

par des analyses sur Northern blot par Fequipe de Kegel et collaborateurs (1997). La

presence de 1'enzyme dans Ie systeme nerveux jouerait un role important dans la

modulation de Fexcitabilite neuronale et Ie relachement des neurotransmetteurs et des

hormones (Cote et al., 1992a; Beaudoin et al., 1996)

V. Systeme respiratoire

En 1971, Ryan et Smith ont observe la presence d'activites ATPasiques et ADPasiques

au niveau des cellules endotheliales et vasculaires (Ryan et Smith, 1971). Suite a ces

travaux, il a ete demontre que les membranes plasmiques des fractions microsomales du

poumon possedaient des activites phosphohydrolases (Dawson et al, 1985; Picher et al.,

1993). Ensuite, 1'ATP-diphosphohydrolase de type III a ete purifiee dans Ie poumon de

boeuf (Picher et al., 1992). L'immunolocalisation a permis de detecter la presence de

V enzyme sur Fepithelium respiratoire de la trachee jusqu'aux cellules alveolaires, ainsi

qu'au niveau des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins et du systeme

respiratoire (branches, bronchioles, sac alveolaire), des glandes muqueuses, des

chondrocytes, des leucocytes, ainsi que sur les cellules endotheliales et mesotheliales

(Sevigny et al., 1997b), L'enzyme, de par sa localisation, permettrait done Ie controle de

la contraction et la relaxation des muscles lisses du systeme respiratoire (Cote et al.,

1992a; Sevigny et al., 1997b), de la secretion de mucus et de surfactant, du transport a

travers Pepithelium des ions chlorures, la frequence des battements ciliaires, Elle peut

aussi permettre de prevenir la thrombose pulmonaire (Sevigny et al., 1997b).
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1.2 Description et anatomie du foie

1.2.1 Histologie du foie

Situe dans Ie quadrant droit superieur de 1'abdomen, immediatement sous Ie diaphragme,

Ie foie constitue la plus grosse glande de Forganisme (Hould, 1982). II est pouryu d'une

circulation sanguine tres riche. II est desser^i par 1'artere hepatique et la veine porte qui

achemine les substances absorbees au niveau de Fintestm, a 1'exception des lipides

(Leeson, et al., 1971; Hould, 1982). La veine porte apporte Ie sang de 1'intestin, puts

celui-ci est achemine vers les cellules hepatiques via Fartere hepatique. Ses veines se

jettent dans la veine cave inferieure. La veine porte et 1'artere hepatique entrent dans Ie

foie et les canaux biliaires et Ie quittent par une region appelee hile, une fente

transversale situee a la face inferieure du foie (Leeson et al, 1971). II s'agit d'une glande

dite amphicrme car 11 produit des secretions de type endocrine et de type exocrine. Ceci

est du au fait que les hepatocyt.es qui Ie composent possedent une double polarite : 1'une

vasculaire correspondant a la fonction endocrine et 1'autre canaliculaire correspondant a

la secretion biliaire (Coujard, et a1., 1980; Hould, 1982).

Du a sa position strategique dans la circulation. Ie foie joue de nombreux roles

importants au niveau de 1'homeostasie, notamment dans Ie maintien de la concentration

de glucose, du metabolisme lipidique (synthese, entreposage, excretion) et de la secretion

biliaire. De plus, il sert a la desintoxication du sang en detruisant ou transformant des

substances toxiques pour 1'organisme. Le foie est aussi la source de synthese de facteurs

de coagulation (heparine, prothrombine, fibrinogene) (Leeson et al, 1971; Homer-

Andrews, 1979; Hould, 1982) et constitue 1a source pn'ncipale de synthese des

nucleotides (Che et al. 1997). II synthetise plusieurs proteines plasmatiques (albumine,
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globulines) ainsi que plusieurs vitamines (fonction de stockage de certaines vitamines

hydrosolubles ou Uposolubles) et sert aussi de site d'entreposage des lipides et du

glycogene. Ces roles sont assures par les hepatocytes (Leeson et al, 1971; Homer-

Andrews, 1979; Hould, 1982). Un role phagocytaire est aussi attribue au foie, cependant

ce sont les cellules de Kupffer qui assurent cette fonction. Celles-ci sont situees pres des

sinusoi'des (Elias et al., 1978; Coujard, 1980 ; Hould, 1982). Le foie possede aussi un

pouvoir de regeneration tres remarquable. L' organisation du processus de reparation

depend de la nature de la blessure. Les cellules entrent en division intense mais elles

sont toutefois capables de s'hypertrophier et de s'hyperplasier. Les canaux biliaires

peuvent egalement proliferer activement et donner naissance a de nouvelles cellules

hepatiques (Leeson et al., 1971; Sigal et al., 1992).

Le foie est divise en differents lobes qui sont ensuite subdivises en lobules (figure 1-3)

que certains auteurs definissent comme etant 1'unite fonctionnelle du foie (Leeson et al.,

1971; Hould, 1982). Un lobule est delimite par des espaces portes localises a chaque

extremite du lobule. Au centre, de chacun des lobules hepatiques, on retrouve la veine

centro-lobulaire. Chaque espace porte est compose de ce que 1'on appelle la triade

hepatique (figure 1-4). La triade hepatique comprend un embranchement de la veine

porte et de Fartere hepatique et un embranchement du canal biliaire. On retouve aussi

des canaux lymphatiques au niveau de 1'espace porte (Leeson et al, 1971; Elias et al.,

1978; Hould, 1982). Notons que les cellules disposees en peripherie d'un lobule sont tres

bien imguees alors que celles situees pres de la veine centro-lobulaire sont les plus

eloignees de leur apport nutritif (Leeson, et al., 1971). Les cellules se deplacent de fa^on

unidirectionnelle. Page des cellules etant proportioimelle a la distance de Fespace porte.

II existe un gradient d'activite decroissant de la peripherie vers Ie centre selon 1'age des

cellules (Sigal, 1992). Ainsi, Ie foie a pu etre divise en trois zones differentes: une zone

peri-lobulaire dite d'activite permanente, une zone intermediaire d'activite variable et

une zone centrale de repos permanent qui n'entrerait en action qu'en cas de surcharge

fonctionnelle (Coujard et al., 1980; Sigal, 1992).
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Figure 1-3. Representation d'un lobule hepatique (Tire de Elias et al., 1978).
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1-4. L'espace porte ou la triade hepatique comprend un embranchement de
ra^erchepatique^ ime branche de la veine porte (V) possedant uneparoi vasculaire
tres"mmcemais etont de plus grosse taille que Fartere, un petit canal biliaire con
d'un'Tevetement de cellules epitheliales cubiques (D) et parfois un oudes vaisseaux

apparaissant comme des fentes bordees par un endothelium (L). ^ a)
W^op^og[^~(750X) (Tire de Leeson et al, 1971) et b) schematisation (Tire de
Eliasetal.1978).
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Figure 1-5. Representation (Tune cellule hepatique (Tire de Hould, 1982).
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Les hepatocytes sont les unites de base constituant Ie foie. II s'agit de cellules

epitheliales de forme polyedrique possedant au mmimum six a huit faces et sont

pourvues d'un noyau spherique ou ovoide, dans lequel on peut distinguer un ou deux

nucleoles et une chromatine assez abondante et distribuee uniformement (figure 1-5). Le

cytoplasme contient les organites habituels. Les cellules hepatiques sont arrangees en

travees anastomosees et ramiflees qui forment un reseau tri-dimensionnel. Chacune des

ces couches ainsi formees n'a qu'une seule cellule d'epaisseur. Les espaces formes entre

ces cellules permettent de constituer des capillaires sinusoides ou des canalicules

biliaires. Les canalicules biliaires sont Ie produit de Faccolement et de 1'invagination de

la membrane plasmique de deux hepatocytes (Leeson et al., 1971; Elias et al., 1978;

Homer-Andrews, 1979; Coujard, 1980; Hould, 1982). Tel que mentionne, les

hepatocytes sont des cellules polarisees possedant trois surfaces differentes

morphologiquement et fonctionnellement. II s'agit du domaine basal ou sinusoi'dal qui

fait face a la circulation, du domaine lateral et du domaine apical situe du cote biliaire

(Coujard, et al, 1980; Hould, 1982; Che et al., 1997).

1.2.2 Secretion biliaire

I. La bile

Le foie secrete quotidiennement environ 0,5 litre de bile dans Ie duodenum par un

systeme canaliculaire (Ganong et al., 1983). Les constituant majeurs de la bile sont les

sels biliaires. Ie cholesterol, les pigments biliaires, la lecithine et certains mineraux

inorganiques (sodium, potassium, chlore) (Vander, et al., 1989). Du point de vue de la

fonction gastro-intestinale, les sels biliaires sont les composants les plus importants de la

bile car ils sont indispensables a la digestion et a 1'absorption des lipides, ainsi qu'a
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1'elimination du cholesterol. La bile permet 1'emulsion des graisses en diminuant la

tension de surface et 1'absorption des vitamines liposolubles. Elle constitue un reservoir

d'alcalis qui aident a neutraliser la chyme acide de 1'estomac. II s'agit aussi d'une voie

importante d'excretion des medicaments, des pigments biliaires et des substances

minerales (cuivre, zinc et mercure) (Harper et al., 1982). Les sels biliaires servent de

detergent pour emulsifler les lipides et les rendre accessibles aux lipases pancreatiques.

La bile, contenant les acides biliaires, emprunte la voie du cycle enterohepatique. Elle

est tout d'abord dechargee dans Ie duodenum. Ensuite, les acides biliaires sont

reabsorbes par Ie petit intestin et retoument au foie par la veine mesenterique superieure

et la veine porte. Environ 80 a 90 % des acides biliaires secretes sont reabsorbes de

1'intestin et transportes dans Ie foie pour etre secretes de nouveau (Leeson et al., 1971;

Homer-Andrews, 1979). Les acides biliaires sont presents sous forme de sels bihaires a

un pH physiologique. Us sont synthetises dans 1'hepatocyte a partir du cholesterol (Suchy

et al., 1997) (Fig. 1-6). Le sel biliaire present majoritairement dans la bile est Ie cholate

et Ie chenodeoxycholate (Homer-Andrews, 1979; Goodman et al., 1980; Harper et al.,

1982). Ensuite, ils sont conjugues a la glycine et a la taurine pour former les sels biliaires

correspondants: glycocholate, glycochenodeoxycholate, taurocholate et

taurochenodeoxycholate. Ces sels biliaires sont synthetises dans Ie foie et constituent les

acides biliaires primaires. Lorsqu'ils sont secretes dans 1'intestin avec la bile, ils peuvent

subir des modifications par 1'action des micro-organismes. Us sont alors transformes en

sels biliaires dits secondaires tels Ie deoxycholate, Ie lithocholate. Ie glycodeoxycholate,

Ie taurodeoxycholate. Ie glycolithocholate et Ie taurolithocholate (Ganong, 1983;

Chambers andDickwood, 1993).
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Figure 1-6. Structure du (a) cholesterol, (b) de Facide taurocholique et (c) de 1'acide
glycocholique.

Le taurocholate fait aussi partie des constituants majeurs de la bile (Bresse, 1953; Lnoue

et al, 1982; Nishida et al, 1991). Les cholates possedent aussi des derives semi-

synthetiques comme Facide dehydrocholique qui est tres utilise comme agent

hypocholesterolemiant favorisant la secretion biliaire ainsi que comme medicament

contre la constipation en diminuant 1'absorption de 1'eau et des electrolytes (Goodman et

al., 1980).

EL Secretion biliaire et mecanismes de transport impliques

La bile est secretee a la face apicale des cellules hepatiques a travers la membrane
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plasmique qui forme les canalicules biliaires. Les canalicules biliaires s'ecoulent dans

des diverticules situes aux extremites des plus petits canaux biliaires. Ces diverticules

sont accoles aux cellules parenchymateuses et se continuent sous forme de petits canaux

a parois tres fines. Ces canaux courts, appeles cholangioles, se transforment a leur tour

en canaux biliaires. Les canaux biliaires convergent ensuite pour former Ie canal

hepatique. Ce demier se divise en deux pour former Ie canal cystique et Ie canal biliaire

commun. La bile est deversee dans la circulation sanguine, dans Ie duodenum (Leeson et

al., 1971). Un petit reservoir se detache du canal choledoque sous la face inferieure du

foie pour ainsi former la vesicule biliaire. Cette demiere permet de concentrer la bile et

de la liberer lors de divers stimuli gastro-intestinaux (Vander et al., 1989).

Des 1970, la comprehension d'un systeme comme Ie transport biliaire suscitait beaucoup

d'interet. C'est avec une methode developpee pour la preparation de vesicules isolees

que de nouvelles experiences ont ete realisees et out pemiis de faire avancer les

connaissances sur ce sujet. Le transport de la bile peut s'effectuer a differents niveaux.

Au retour de la circulation sanguine, les sels biliaires empnmtent une voie de transport

pour passer des sinusoi'des a 1'hepatocyte. Ensuite ils prennent une seconde vote de

transport pour circuler a 1'interieur de 1'hepatocyte. Le passage des sels biliaires de

1'hepatocyte aux canalicules biliaires necessite differentes voies de transport diffe (figure

1-7).

Le transport des sels biliaires des sinusoi'des a Fhepatocyte est couple a un transporteur

dependant du sodium, Ie Nctp (Na+-taurocholate-cotransportmg polypeptide). Un second

transporteur, cette fois-ci independant du sodium, permet aussi 1'entree de la bile du cote

basolateral (Che et al., 1997; Suchy et al., 1997; Kast et al., 1994; Sippel et al., 1997,

1994), Ce transporteur a ete clone : Oatpl (Na+-independent organic anion transporter)

et reconnu comme un transporteur multispecifique pour les sels biliaires. II s'agit d'un

systeme de transport pour les anions organiques stimule par 1'ion chlorure (Meier, 1995;

Suchy et al., 1997), Le transport des sels biliaires se produit de fa^on predominante dans
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les hepatocytes situes pres de 1'espace porte, creant un gradient de sel entre la zone 1

(periportale) et la zone 3 (periveineuse). Les sels arrivent a 1'hepatocyte, pour la plupart,

liees a des proteines plasmiques (Meier, 1995). Le transport de la bile a 1'interieur de

Fhepatocyte s'effectue selon deux modes principaux, 1'un associe a des compartiments

intracellulaires, impliquant 1'appareil de Golgi et/ou Ie reticulum endoplasmique

(transport vesiculaire dependant des microtubules) et Ie second systeme est un transport

direct aux canalicules via la liaison a des proteines cytosoliques. La seconde voie est la

voie principale de transport de la bile dans la cellule hepatique (Nishida et al., 1991;

Meier, 1995). Quant a la secretion de la bile dans les canalicules biliaires, elle peut etre

effectuee selon trois modes de transport soit un mode de transport dependant du potentiel

membranaire (-35 a 40 mV), un second dependant de 1'ATP pour Ie transport du

taurocholate et des acides biliaires contenant des groupements glucuronides ou sulfates,

ainsi qu'un demier mode de transport dependant des ions OH- ou HC03- (Meier, 1995;

Suchy, 1997). La charge des chaines laterales est un facteur determinant pour Ie

transport de la bile a travers 1'hepatocyte. Les acides biliaires charges sont secretes dans

la bile de maniere efficace. Les acides biliaires contenant un groupement sulfate

(position 3) ou (3- ou 24-) glucuronide sont des substrats pour differents transporteurs,

probablement un transporteur multispeciflque pour les anions organiques (cMOAT ou

MrP2), aussi ATP-dependant, mais different des ATPases (Meier, 1995; Trauner, 1997;

Suchy et al., 1997). Le transporteur canaliculaire des sels biliaires (cBST) medie la

secretion des sels biliaires monovalents. Environ 50 % de la secretion de la bile est

dependante du potentiel membranaire (Suchy et al., 1997). Le flot biliaire est aussi

influence par les contractions spontanees des canalicules qui sont stimules par 1'ATP et

sont associes a une augmentation de Ca2+ intracellulaire (Meier, 1995). Le transport de

la bile des sinusoides au domaine canaliculaire de 1'hepatocyte represente 1'etape

limitante du transport biliaire (Sippel et al., 1994, 1997). L'entree des sels biliaires dans

les canalicules est suivie d'une entree passive d'eau. Les acides biliaires peuvent inhiber

leur propre secretion lorsque la concentration est elevee dans Ie canal biliaire (Suchy et

al., 1997).
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Figure 1-7. Schema illustrant les differents modes de transport de la bile a travers et a 1'interieur de
I'hepatocyte et a travers Ie canal biliaire.



Les nucleotides purinergiques sont presents dans la bile, ce qui indique que les

hepatocytes peuvent relacher des nucleotides dans les canalicules ou ils seraient degrades

en adenosine par des ecto-ATPases et la 5'-nucleotidase. Dans les hepatocytes, les ecto-

ATPases et la 5'-nucleotidase sont associees a la membrane des canaux biliaires.

L'adenosine est transportee dans les hepatocytes par un systeme de transport des

nucleotides Na+-dependant present dans la membrane canaliculaire. Le mecanisme par

lequel 1'ATP entre dans les canalicules n'est pas encore connu. Des evidences ont

suggerees que la proteine canaliculaire MDR accomplit cette fonction. On a propose

aussi F existence de transporteurs specifiques pour 1'ATP. Un autre mecanisme propose

serait Ie transport de 1'ATP par des vesicules intracellulaires qui fusionnent avec la

membrane et relache 1'ATP. Ces elements ont done conduit au concept que les acides

biliaires et les autres composes organiques sont tranportes dans la bile par un mecanisme

ATP-dependant (Che et al., 1992,1997; Suchy et al., 1997).

U identification des proteines responsables du transport des sels biliaires a travers la

membrane a fait 1'objet de nombreuses recherches. En 1960, Novikoff et Essner

(Novikoff et Essner, 1960) ont demontre par immunocytochimie la presence d'une

ATPase dans Ie foie de mammiferes. Depuis ce temps, plusieurs activites nucleotidases

associees a la membrane plasmique des cellules hepatiques ont ete decrites dans la

litterature (Novikoffet Essner, 1960; Wattiaux et al., 1968; Lin et Fain, 1984). Dans les

hepatocytes, 1'ecto-ATPase et la 5' nucleotidase sont principalement localisees dans Ie

domaine canaliculaire de la membrane plasmique (Lin, 1989). En 1985, Lin et ses

collaborateurs ont purifie une proteine demontrant une activite ATPasique dependante du

calcium et du magnesium. Celle-ci a ete identiflee comme etant une ecto-ATPase (Lin et

Guidotti, 1989; Aurivillius, 1990; Lin et al., 1991). L'enzyme a ete ensuite clonee et son

poids moleculaire a ete estime a approximativement 60 000 Da sur gel de polyacrylamide

SDS-PAGE. La localisation de 1'enzyme par immunofluorescence a permis de determiner

que 1'ecto-ATPase etait restreinte a la membrane canaliculaire et Ie clonage et Ie

sequen^age du cDNA ont permis de predire qu'il s'agissait d'une glycoproteine de 519
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acides amines, ayant un poids moleculaire de 110 kDa (Lin and Guidotti,1989;

Aurivillius, 1990; Lin et al., 1991). Cependant, aucune activite ATPasique n'a ete

detectee apres transfection de 1'ADNc de cette proteine. Cette ATPase a ete identifiee a

une molecule d'adhesion: C-CAM et ne coderait pas pour une ATPDase (Plesner, 1995;

Knowles, 1995). C-CAM semble etre la meme proteine que les proteines d'adhesion

HA4, ppl20, gpllO qui out ete purifiees et identifiees comme des recepteurs possibles de

1'ATP permettant Ie transport de la bile a travers la membrane de 1'hepatocyte vers Ie

canalicule biliaire (Margolis et al., 1989; Becker, 1993; Kast et al., 1994; Najjar et al.,

1994; Plesner, 1995; Sippel, 1997; Che et al, 1997).

Une proteine possedant une activite ATPasique mais n'utilisant pas 1'ADP a aussi etc

mise en evidence par Ohkubo et ses collaborateurs (1980). II s'agit d'une glycoproteine

et metalloproteine ayant un pH optimum de catalyse de 7,5 et ayant un poids moleculaire

de 65000 daltons. Le groupe de Lotersztajn a purifie une ATPase de haute affinite avec Ie

calcium et Ie magnesium dans la membrane plasmique du foie de rat (Lotersztajn et al.,

1981). D'autres activites ATPasiques ont ete repertoriees et purifiees par Mego (1984),

ainsi que Ezaki et ses collaborateurs (1992). Deux proteines membranaires possedant des

activites ATPasiques et ayant un pH optimal de 5 et 8 unites respectivement (Mego,

1984) et une proteine, situee a la surface membranaire, hydrolysant 1'ATP et ADP et

activee par Ie Ca et Ie Mg et ayant un pH optimal de 4,5 (Ezaki et al., 1992) ont ete

puriflees.

Lors d'essais « Northern blot » sur des echantillons de foie humain, bovin et de rat,

Kaczmarek et al. (1996) ainsi que Kegel et collaborateurs (1997) ont demontre la

presence d'un tres faible signal lors de 1'hybridation avec une sonde specifique pour

FATPDase (ribosonde antisense CD39). Le niveau d'ARNm dans Ie foie est done tres

faible pour les ATP-diphosphohydrolases (Kegel et al., 1997).
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1.2.3 Recepteurs purinergiques au niveau du foie

Chez les mammiferes. Ie foie est Ie site majeur de la synthese de novo des nucleotides de

type purine (Che et al., 1992, 1997). Ceci situe Ie foie a un niveau important dans

1'utilisation des purines. La concentration en adenosine dans Ie foie est de 4,95 ± 0,89

UM (Che et al., 1997). Ainsi, les tissus endommages ou dont Ie niveau de purines est

plus faible generent un ou des signaux accroissant la synthese des purines par Ie foie qui

les relache dans Ie sang. Ces nucleotides sont ensuite recaptures, puis retrouves dans la

bile. L'hepatocyte est la source majeure d'ATP dans les canalicules biliaires. Un

dommage severe ou aigu du foie peut contribuer a reduire 1'apport de purines aux tissus

ou organes comme les muscles ou Ie cer/eau qui dependent particulierement de ces

molecules provenant du foie (Che et al., 1997). Par exemple, en hypoxie, 1'ATP est

relache et s'accumule dans les canalicules biliaires, ce qui peut produire une cholestase

(diminution de la secretion biliaire) associee a un accroissement de la concentration de

calcium intracellulaire (Che et al., 1992).

L'ATP, 1'ADP et 1'AMP relaches des hepatocytes et des canaux biliaires influencent la

regulation de la secretion biliaire (Che et al., 1992, 1997). Us sen/iraient de facteurs de

regulation de la secretion autocrine et paracrine (Sippel et al., 1994; Che et al., 1997).

L'ATP et ses derives sont presents en concentration suffisante dans la bile pour activer

les recepteurs presents sur la membrane canaliculaire (Meter, 1995; Che et al., 1997;

Thorsten et al., 1997). Au niveau du foie, les nucleotides, dont 1'action est mediee par les

purinocepteurs, seraient impliques dans la glycogenolyse (Keppens et De Wulf, 1986;

Keppens, 1993), la contraction canaliculaire (Nathanson, 1991; Che et al., 1992, 1997),

la permeabilite cellulaire des jonctions serrees (Nathanson, 1991, 1992), la secretion

biliaire (Nathanson, 1991), la genese de 1'uree (Guinzberg et al., 1987), la

neoglucogenese (Koike et al., 1992), 1'accroissement du niveau de phosphatidates

(Bocckino et al., 1987; Keppens, 1993) et la contraction/relaxation des vaisseaux
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sanguins irriguant Ie foie (Haiissinger et al., 1988; Mathie et al., 1991).

L'action de 1'ATP et 1'ADP est mediee, en partie, par des recepteurs de type P^

(Schlenker et al, 1997; Wolkoff et al., 1995) et P2y (Che et al., 1997, 1992; Keppens,

1993; Haussinger et al., 1987; Keppens et De Wulf, 1986), alors que 1'action de

Fadenosine est mediee par des recepteurs de type Pi : A2 (Mathie et al., 1991; Charest et

al., 1985). Le tableau 1-4 resume les differents recepteurs retrouves au niveau du foie.

II est a noter que la reponse des recepteurs a ces molecules est cinq fois plus effective

pour 1'ATP que 1'ADP. Cela est du au fait que 1'effet de 1'ADP est principalement du a

son action sur Ie recepteur Pzy (Boarder et al., 1995).

L'adenosine, via les recepteurs Pi (Az), interagit sur plusieurs aspects du metabolisme

cellulaire du foie (Mathie et al., 1991; Charest et al., 1985). Elle a pour effet

d'augmenter la glycogenolyse par 1'activation de la glycogene phosphorylase, de stimuler

la genese de 1'uree et de diminuer la synthese proteique (Tinton et al., 1996). La hausse

de la glycogenolyse implique 1'augmentation de 1'AMPc libere en reponse a 1'adenosine

(Keppens, 1993; Charest et al., 1985). La glycogene phosphorylase est activee par une

elevation de la concentration de 1'AMPcyclique et en meme temps, la glycogene synthase

est transformee sous sa forme inactive par 1'intervention d'une kinase dependante de

1'AMP cyclique (Granner et al., 1989). L'adenosine favorise aussi la vasodilatation des

vaisseaux imguant Ie foie (Mathie et al., 1991).

La reponse a 1'ATP et a 1'ADP dans la glycogenolyse implique 1'action des recepteurs de

type PSY (Keppens, 1993). L'effet de 1'ATP sur la glycogenolyse, via les recepteurs de

type ?2, se produit de fa(?on biphasique. On obserye une premiere phase d'activation

rapide de la glycogenolyse puis une seconde phase, plus lente et progressive, marquant

une diminution de la synthese du glucose (Koike et al, 1992; Vanstapel et al., 1991).

L'activation des recepteurs purinergiques conduit a 1'activation de la glycogene

phosphorylase en activant des enzymes effectuant la conversion de la forme b inactive en
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la forme a active de la glycogene phosphorylase et inhibe la glycogene synthase. La

regulation de ces enzymes constitue 1'etape limitante dans la glycogenolyse (Petit et al.,

1996; El-Moatassim et al., 1992; Vanstapel, 1991). L'augmentation de la glycogenolyse

depend de la concentration calcique dans la cellule (Boarder et al., 1995; El-Moatassim

et al., 1992). Le diacylglycerol est un activateur de la proteine kinase C. Celle-ci

n'active pas la glycogene phosphorylase mais serait plutot responsable de 1' inhibition de

la glycogene synthase (Keppens, 1993). Les recepteurs P2u localises dans la membrane

apicale sont impliques dans la reponse secretrice canaliculaire (Thorsten et al., 1997;

Schlenker et al., 1997; Wolkoff et al., 1995). Ceci est du a 1'augmentation du calcium

intracellulaire dans 1'hepatocyte en reponse a 1'ATP ou 1'UTP (Wolkoff et al., 1995),

Les recepteurs ?2u sont aussi impliques dans 1' activation de la glycogenolyse (Boarder et

al., 1995; Beaudoin et Sevigny, 1994). Un autre phenomeme important associe aux

purinocepteurs est la regulation autocrine du volume des cellules par la liberation d'ATP

extracellulaire. Lors de 1'etirement mecanique de la cellule, de 1'ATP est relache et se

liera ensuite a un recepteur Pz. Un canal chlore sera ensuite active, liberant du chlore

permettant ensuite a la cellule de retrouver sa forme initiale. Le recepteur P2u est done

implique dans la regulation de la pression osmotique des cellules hepatiques (Wang et

al., 1996; Roman et al., 1997).

Les nucleotides purines ont aussi pour roles de provoquer la relache et de stimuler la

synthese des prostaglandines et des thromboxanes (Vanstapel et al., 1991; Haussinger et

al, 1988) par les cellules de Kupffer (Vanstapel et al., 1991). Les reponses de la pression

sanguine et de la glycogenolyse aux nucleotides extracellulaires sont partiellement

mediees par les thromboxanes (Bz) et les prostaglandines (Ez, D^). Us exercent un effet

direct sur la pression portale, sur Ie relachement du glucose, du calcium et du potassium

sans qu'il y ait d'effet exerce sur la glycogene phophorylase (Haussinger et al,, 1988).

De plus, PATP accroit Ie niveau de phosphatidates via la stimulation de Factivite de la

phospholipase D. Le role physiologique des phosphatidates serait lie a 1'influx calcique

et possiblement a Finhibition de I'effet du glucagon sur 1'AMPc. L'augmentation de
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calcium intracellulaire est aussi influence par Ie glucagon puisque celui-ci joue un role

sur Ie niveau d'AMPc des hepatocytes (Keppens, 1993; Bocckino et al., 1987).

La presence de recepteurs ?2 (P2u et Pzy) et Pi (A2) au niveau du foie suggere 1'existence

d'ectonucleotidases qui seraient responsables du metabolisme des purines qui controlent

ou influencent Ie transport biliaire dependant de 1'ATP, la contraction et relaxation des

vaisseaux sanguins irriguant Ie foie ainsi que la glycogenolyse.

Tableau 1-4. Recepteurs purinergiques retrouves dans Ie foie.

Recepteurs Agonistes Action physiologique

PI As Adenosine et AMP T de la glycogenolyse (effet biphasique)

EfFet vasodilatateur

?2 PZY ATP, ADP et analogues T de la glycogenolyse (efFet biphasique)

?2u ATP, UTP et analogues T de la glycogenolyse (effet biphasique)

Regulation osmotique

Implique dans la secretion biliaire
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1.3 Hypothese de travail

1.3.1 Premisses

Depuis les demieres decennies, de nombreux auteurs ont decrit la presence d'activites

ATPasiques (Novikoff et Essner, 1960; Emmelot et al., 1964, 1968; Ohkubo et al., 1980;

Lotersztajn et al., 1981; Ezaki et al., 1981; Lin et Fain, 1984; Mego, 1984) et ADPasiques

(Wattiaux-de-Coninck and Wattiaux, 1969; Ezaki et al., 1981) au niveau de la membrane

plasmique du foie. Dans les hepatocytes, Fecto-ATPase et la 5'-nucleotidase out ete

associees a la portion canaliculaire des hepatocytes et a la membrane plasmique (Lin,

1989). Lors d'essais preliminaires, un signal a ete obtenu par Sevigny (1997) sur

Western Blot en utilisant 1'anticorps "Ringo" dirige sur la partie N-terminale de

1' enzyme. Cependant, sur Northern blot avec des echantillons de foie humain, bovin et

de rat, Kegel et al. (1997) et Kaczmarek et al. (1996) n'ont reussi qu'a obtenir un tres

faible signal en utilisant une sonde specifique pour 1'ATPDase (ribosonde antisense

CD39). Ceci n'expliquerait pas Ie signal obtenu sur Western blot et suggererait la

presence d'un nouveau type d'ecto-ATPDase au niveau du foie.

1.3.2 Hypothese de travail

Les observations decrites a la section precedente nous ont amenes a formuler 1'hypothese

suivante: parmi toutes les enzymes responsables de 1'activite phosphohydrolase dans Ie

foie de mammiferes, il existerait une ATP-diphosphohydrolase ayant des caracteristiques

differentes des ATPDases deja connuesjusqu'a maintenant. De plus, cette enzyme serait
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localisee au niveau du parenchyme et des canaux biliaires. Celle-ci, de par son activite,

aurait pour role principal de controler la concentration des nucleotides extracellulaires au

niveau du foie.

1.3.3 Objectifs

1. Purification partielle et caracterisation biochimique de 1'enzyme du foie et etude de

1' influence des sets biliaires.

2. Immunolocalisation de 1'enzyme dans Ie foie afin de mieux definir ses roles dans cet

organe.
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CHAPITRE 2

MATEMEL ET METHODES

2.1 Materiel

L'anticorps anti-lapin IgG conjugue a une phosphatase alcaline, 1'ATP, 1'AMP, 1'azidure

de sodium, Fethylenediaminetetraacetique (EDTA), Ie p-D-fmctofuranosyl-a-D-

glucopyranoside (sucrose), 1'ammonium molybdate, 1,2,3-propanetriol (glycerine). Ie

Ponceau S, Ie sodium deoxycholate, Ie tetramisole, 1'imidazole, Ie vert de malachite. Ie

tween 20, Ie Nitro blue tetrazolium (NET), Ie 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

(BCIP), Finhibiteur de trypsine (SBTI), Ie phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), la bile

et les extraits biliares (acide taurocholique, acide taurodeoxycholique, acide sodium-

glychocholique, acide dehydrocholique, acide cholique) provenaient de SIGMA

Chemical CO., St-Louis, MO, USA. L'ADP, 1'AMP, Ie Triton X-100 et Ie lumi-Phos 530

ont ete achetes chez Boehringer-Maimaheim, Laval, Quebec Canada. Le CaClz, Ie

MgCl2, Ie paraformaldhehyde et Ie polyoxyethylene [20] sorbitan monolaureate (Tween

20) etaient commandes a la compagnie Fisher Scientific Co. (Montreal, Quebec,

Canada). Nous nous sommes procures 1'albumine serique bovine (BSA), la matrice

d'agarose (DEAE Bio-Gel A), Ie SDS, les standards de poids moleculaires, 1'Amido

black. Ie bleu de Coomassie ainsi que la polyacrylamide a la compagnie Bio-Rad

Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada. Les membranes d'lmmobilon-P ont ete

achetees chez Millipore Corp., Bedford, MA, U.S.A, Les foies de pores provenaient de

F abattoir Bienvenue, St-Valerien, Quebec, Canada.
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2.2 Methodes

2.2.1 Essais enzymatiques

Nous avons mesure 1'activite phosphohydrolase par la methode colorimetrique au vert de

malachite. II s'agit d'une methode tres sensible, de 1'ordre du nanomolaire (Baykov et al.,

1988, Geladopoulos et al., 1990). Le reactif a une coloration initiale orangee. La

presence de phosphate inorganique libere dans Ie milieu d'incubation suite a la reaction

enzymatique permet d'obtenir une coloration verte dont la densite optique est mesuree

par spectrophotometrie a 630 nm.

Solutions A: 7,5 % (p/v) de molybdate cTammonium dissout dans 1'eau nanopure

B: 0,122 % (p/v) de vert de malachite dans 1'acide sulfurique 6N

C: 11 % (p/v) Tween 20

Le reactif colorimetrique est prepare dans les proportions de 2,5:10:0,2 ml de solutions A,

B et C respectivement. L'enzyme est mise dans Ie tampon de dosage (Tris 50 mM,

Imidazole 50 mM, calcium 8 mM et Tetramisole 50 mM (un inhibiteur de la phosphatase

alcaline)) a pH 7,5. La calcium est done present sous forme d'ion divalent: Ca La

reaction debute avec I'aj out de 0,2 M de substrat (ADP ou ATP). Cette concentration de

substrat correspond a environ vingt-cinq fois Ie Km de Fenryme et donne un faible bruit

de fond pour la determination de la concentration de phosphate inorganique produit. La

reaction est arretee lorsque Ie reactif colorimetrique est ajoute (0,25 ml) au melange, Des

standards de phosphore inorganique permettent d'evaluer la quantite de phosphate libere

par F enzyme.
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L'activite mesuree est exprimee en unite d'eiizyme. Une unite d'enzyme correspond a la

quantite d'enzymes necessaire au relachement d'une micromole de phosphate

inorganique/ min./ mg de proteines, a 37 °C (LeBel et al., 1980). Les proteines sont

mesurees selon la methode de Bradford (Bradford et al, 1976) en utilisant 1'albumine de

serum bovin comme standard.

2.2.2 Purification de PATPDase porcine hepatique

I. Fractionnement cellulaire

Les activites ATPase et ADPase out ^te puriflees selon la procedure decrite par Sevigny

(1997). Quelques modifications ont ete apportees puisque 1'enzyme etait mstable dans

ces conditions de purification. Le foie de pore provenait directement de 1'abattoir et etait

decoupe en fins morceaux puis homogeneise au Polytron. Un homogenat de 10 % (v/v) a

ete effectue dans un tampon Tris 25 mM, sucrose 0,25 M, PMSF 0,1 mM et SBTI 20

Hg/ml a pH 7,5, a 4°C. Apres flltration sur coton-fromage triple epaisseur, 1'homogenat

a ete centrifuge a 600 g (2100 rpm), 15 min. a 4°C avec Ie rotor JA-14. Cette etape

permettait de se debarasser des debris cellulaires et des noyaux (Ozols, 1990). Le

sumageant recueilli est centrifuge de nouveau, mais cette fois-ci, a une vitesse de 22 000

g (12 000 rpm) durant lh30, a 4°C en utilisant Ie meme rotor que precedemment (JA-

14). Le culot enrichi en mitochondries et en fractions microsomales (Ozols, 1990) a ete

resuspendu dans Ie tampon d'homogenisation et broye au Potter-Elveijhem avec embout

de teflon. La suspension a ensuite ete deposee sur un coussin de sucrose 40 %. Un

maximum de 5 mg de proteines par ml doit etre depose, Apres une centrifugation a 100

000 g durant 2h30, a 4°C (26 000 rpm; SW-28), la fraction enrichie en membranes a ete

recueillie. Deux lavages successifs avec NaHC03 1 mM, puis EDTA 2 mM ont ete

39



effectues. Puis, les echantillons ont ete resuspendus et congeles dans un tampon

contenant du Tris 5 mM a pH 8 et du glycerol 7,5 %. L'activite apeciflque et la

concentration de proteines de chacune des fractions recueillies ont ete dosees afin de

suivre Factivite tout au long des differentes etapes de purification. Le schema de la

figure 2-1 decrit les etapes de purification effectuees.

IL Solubilisation des proteines membranaires

Les proteines membranaires out ete solubilisees dans du Triton X-100, un detergent non

ionique. Une concentration de 15 % Triton X-100 est utilisee pour la solubilisation de

1'ATPDase hepatique dans un tampon Tris 20 mM, a pH 8. Par la suite, ce melange a ete

centrifuge a 100 000 g (35 000 rpm; 50.2 Ti) durant une heure a 4°C. Le sumageant est

recueilli et depose sur une colonne echangeuse d'ions.

ffl. Purification sur colonne echangeuse d'ions

Une colonne DEAE-Agarose comprenant 18 ml de matrice et ayant une capacite

d'environ 10 mg de proteines par ml de matrice a ete utilisee pour cette purification. La

colonne a 6te prealablement activee avec du NaOH 0,01 N puis rincee avec un tampon de

base DEAE (Triton X-100 0,1 %, glycerol 7,5 % et Tris 5 mMpH 8, a 4°C).

L'echantillon a ete depose et elue a une vitesse de 10 a 20 ml par heure (maximum 30 ml

par heure). Les fractions ont ete receuillies avec un collecteur de fractions LKB Bromma

2111 Multirac. Un gradient de NaCl variant de 0,05 M a 0,3 M a ete applique sur la

colonne pour permettre 1'elution des proteines. Les proteines residuelles ont ete

decrochees de la colonne par une solution NaCl 2 M,Triton X-100 0,1 %. Les proteines

et 1'activite phosphohydrolase ont ete dosees dans chacun des tubes recueillis.
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Homogenat 10 %

600g, 15 min., JA-14

/'\
Culot 1 Surnageant 1

22000& lh30,JA-14

/'\
Culot 2 Surnageant 2

lOOOOOg, 2h30, Sw28

Coussin de sucrose 40 %

Fraction particulaire
Culot

Figure 2-1. Schema illustrant Ie fractionnement cellulaire du foie.
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2.2.3 EIectrophorese des proteines et immunobuvardage de type Western

I. Gel SDS-PAGE

Une electrophorese sur gel de polyacrylamide en conditions denaturantes a ete effectuee

sur les fractions actives selon Laemmli (1970). 20 (ig de proteines par puits ont ete

deposes sur mini-gels de polyacrylamide 11 %. Les proteines sur gel ont ete visualisees

par coloration au bleu de Coomassie (bleu de Coomassie 0,25 %, isopropanol et acide

acetique 10 %) durant Ih environ.

IL Immunobuvardage de type Western: transfert et detection

Le transfert des proteines sur membrane de nylon (Immobilon-P) a ete effectue a 1'aide

d'un appareil de transfert « semi-dry ». La membrane de Nylon a ete mouillee dans Ie

methanol durant quelques secondes, puis equilibree dans Ie tampon de transfert (Tris-

Base 25 mM, glycine 0,192 M, methanol 15 % (v/v)) durant 10 min. Le gel a aussi ete

incube dans ce meme tampon. Le transfert des proteines a ete effectue durant 30 min.

sous tension de 15 V pour un mini-gel. Les proteines transferees sur la membrane ont ete

revelees par la methode de coloration au Ponceau rouge: 2% Ponceau S (p/v), 30 %

(p/v) acide trichloroacetique (TCA) et 30 % (p/v) acide sulfosalycilique. Le standard a

ete colore dans une solution d'Amido Black (Amido Black 0,1 % (p/v), methanol 10 %

(v/v) et acide acetique 2 % (v/v)) duranf 5 min. Cette coloration est plus sensible, plus

stable et les bandes se visualisent tres bien sur photo, sans utilisation de filtre.

Pour la detection de FATPDase, nous avons utilise un anticorps dirige contre la portion

N-terminale de 1'ATP-diphosphohydrolase (KSDTQETYGALDLGGA). La revelation a

ete effectuee a 1'aide d'une technique utilisant la chemiluminescence (lumi-phos 530).

L'anticorps utilise, "Ringo", est un anticoq^s polyclonal reconnaissant les types I et H de

1'ATP-diphosphohydrolase (Sevigny, 1997).
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La membrane de Nylon a ete humectee dans une solution de mouillage (NaCl 0,9 %,

Tween 20 0,5 %, Tris 20 mM pH 7,4 et methanol 25 %) durant 45 mm. Ensuite, les sites

non specifiques ont ete bloques en incubant 10 min. dans la solution A de bloquage

(NaCl 0,9 %, Tris 20 mM, albumine serique bovine (BSA) 0,2 %, lait en poudre 1 % et

Na2P04 10 mM, a pH 7,4, a 25 °C). La membrane a subi une seconde incubation, cette

fois-ci de 50 min. dans la solution A fraiche. Apres, deux rin^ages de 5 min. out ete

effectues avec la solution B (NaCl 0,9 %, BSA 0,1 % et Tris 20 mM a pH 7,4, a 25 °C).

Ensuite, la membrane a subi une incubation de 2 heures avec 1'anticorps primaire

"Ringo" (anticorps dirige contre 1'ATP-diphosphohydrolase) dilue 1:10 000 dans la

solution C (NaCl 0,9 %, BSA 1 %, Tween 20 0,02 % a pH 7,4, a 25 °C). Pour eliminer

les anticorps libres nous avons fait 5 rin^ages successifs de 4 min. avec la solution B.

Une incubation de lh30 avec 1'anticorps secondaire dilue (1:10 000) dans la solution C a

permis la lisaison de 1'anticorps secondaire conjugue a la phosphatase alcaline. Une

nouvelle serie de rin^ages a ete effectuee afin d'eliminer les anticorps secondaires libres.

Pour la revelation des bandes d'ATP-diphosphohydrolase a 1'aide du substrat

chemiluminescent, la membrane a tout d'abord ete equilibree dans Ie tampon pour la

phosphatase alcaline (Tris-HCl 0,1 M, NaCl 0,1 M a pH 9,5, a 20 °C) durant 2 a 5 min.,

a 37 °C. Puts elle a ete placee dans un sac scelle dans lequel nous avions depose une

dizaine de gouttes (environ 3 ml par cm2) de substrat pour la luminescence (lumi-phos

530). Le liquide a ete etendu sur toute la membrane et Ie surplus est elimine. II est

important d'eliminer la presence de toutes les bulles d'air avant de sceller de nouveau Ie

sac. La membrane a ete incubee 5 min. a la temperature de la piece, puis 5 a 15 min., a

37 °C atm d'augmenter la reaction luminescente. Le film a ete expose durant 15 a 25

minutes a la temperature de la piece, puts developpe dans la chambre noire.
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2.2.4 Detection des activites enzymatiques par electrophorese en conditions non

denaturantes (enzymogramme)

Chaque echantillon a d'abord ete solubilise dans une solution contenant du Triton X-100

(0,7 %) et du deoxycholate de sodium (1,5 %) et depose sur gel de polyacrylamide 10 %

dans Ie tampon (3X) suivant : glycerol 30 %, Tris-base 195 mM et Bleu de Bromophenol

0,003 % a pH 6,8. Le gel de polyacrylamide contenait 0,1 % de Triton X-100 et

deoxycholate de sodium. II a ete soumis a un courant de 10 mA pendant environ 1

heure. La migration doit se faire a la temperature de 4 °C atm de conserver Factivite

enzymatique. Apres la migration. Ie gel a ete coupe et incube a 37 °C dans Ie tampon de

dosage (section 2.2.1) durant 10 min. afin d'acclimater Ie gel. Ensuite, on a ajoute Ie

substrat (ATP ou ADP) a une concentration de 5 mM et cela toujours dans Ie meme

tampon. Les bandes sont visibles apres 12 a 24 heures d'incubation, toujours a 37 °C. On

observe des bandes blanches visibles grace a la formation d'un depot de phosphate de

calcium.

2.2.5 Caracterisation de I'ATP diphosphohydrolase hepatique

L Effet du pH sur V enzyme et determination du pH optimum :

Afin de determiner 1'influence du pH sur Factivite catalytique de 1'enzyme, nous avons

utilise les tampons d'incubation suivant : Tris 50 mM, imidazole 50 mM, calcium 8 mM

et tetramisole 50 mM et avons fait varier Ie pH de 5 a 9, a 37 °C. L'experience a ete

realisee sur la fraction particulaire du foie de pore.
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H. Effet de Fazidure de sodium et du gossypol sur 1'ATP diphosphohydrolase
du foie et de la rate:

L'azidure de sodium, un inhibiteur non specifique des ATPDases, etait fraichement

prepare et additionne au tampon de dosage pour obtenir une concentration finale de 10

mM. Le gossypol etait ajoute pour obtenir une concentration finale de 0,035 mM. Pour

realiser cette experience, nous avons utilise les fractions particulaires du foie de pore et

de la rate de boeuf. Les essais etaient effectues a 37 °C dans 1 ml de milieu d'incubation

(Tris-imidazole 50 mM, CaClz 8 mM et tetramisole 5,0 mM, a pH 7,5).

m. Influence du calcium (Ca2+) et du magnesium (Mg2+) sur 1'ATPDase
hepatique :

Des concentrations croissantes de magnesium ou de calcium ont ete ajoutees (0 a 10

mM) afln d'etudier leurs effets sur 1'activite enzymatique de 1'ATPDase. 1 mM EDTA

est ajoute a la solution ne contenant pas de calcium ou de magnesium. Les essais ont ete

effectue sur la fraction particulaire de foie de porc. Le tampon de dosage Tris-imidazole

50 mM, CaClz 8 mM et tetramisole 5,0 mM, a pH 7,5 a ete utilise lors de ces essais.

TV. Specificite de substrat:

Nous avons compare la vitesse d'hydrolyse des triphospho-, des diphospho- et des

monophosphonucleosides. Des concentrations finales de 200 {AM de

triphosphonucleosides (ATP, CTP), de diphosphonucleosides (ADP, GDP) et de

nucleosides monophosphates (AMP, GMP et UMP) ont ete utilisees pour les dosages sur

la fraction particulaire du foie de pore afln de determiner la specificite de 1'enzyme pour

certains substrats. Les essais etaient effectues dans Ie meme tampon de dosage decrit

precedemment.
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V. Influence du Triton X-100 sur Pactivite enzymatique:

L'activite de 1'enzyme a ete mesuree dans un tampon contenant des concentrations de 0 a

15 % de Triton en utilisant la fraction particulaire du foie de pore dans un milieu

d'incubation Tris-imidazole 50 mM, CaCl2 8 mM et tetramisole 5,0 mM, a pH 7,5.

VI. Determination des parametres cinetiques de 1'enzyme du foie :

Les parametres cinetiques (Km et Vmax) ont ete determines en utilisant des concentrations

finales variant de 10 a 200 (^M de substrat, soit 1'ADP ou 1'ATP. Les essais cinetiques

etaient effectues a 37 °C dans 1 ml de milieu d'incubation (Tris-imidazole 50 mM, CaClz

8 mM et tetramisole 5,0 mM, a pH 7,5). La reaction debutait par 1'addition du substrat.

Les essais ont ete effectues avec la fraction purifiee de 1'ATPDase de foie de pore.

VDL Effet des sels biliaires sur 1'ATP diphosphohydrolase hepatique et de la
rate:

Pour detenniner 1'influence des sels biliaires et leurs conjugues sur les fractions

particulaires de foie de pore et de la rate de boeuf, les dosages ont etc effectues en

utilisant Ie 7-dehydrocholate, Ie cholate, Ie glycocholate. Ie taurocholate et Ie

taurodeoxycholate dans des concentrations finales variant de 0 a 2 mM en utilisant un

tampon Tris-imidazole 250 mM, CaCl2 2,5 mM, pH 7.0, a 37 °C .
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2.2.6 Immunocytochimie

Le foie fraichement coupe a ete fixe dans une solution contenant du paraformaldehyde 2

% et du glutaraldehyde 0,17 % dans un tampon contenant du cacodylate de sodium 0,1 M

et du sucrose 4 % a pH 7,4. Le tissu a ete deshydrate en utilisant des concentrations

croissantes d'ethanol et em-obes dans la parafflne. Des coupes de 4 [im de tissu ont ete

deposees sur des lames polyioniques (Superfrost Plus Fisher, Montreal, Canada). Apres

la solubilisation de la paraffine avec du xylene, les morceaux de tissus ont ete rehydrates

dans des solutions d'ethanol avec des quantites croissantes d'eau, puis rinces dans une

solution NaCl 150 mM, Tris 0,1 M, pH 7,5 (tampon TBS). Les tranches ont ensuites ete

incubees dans Ie tampon TBS contenant de la glycine 0,1 M et soumis a un traitement b

chaleur et pression elevees (Miller, 1995) induisant Ie recouvrement des epitopes et cela

dans un tampon contenant du EDTA 1 mM et du Tris 10 mM, pH 8.0 durant 9 min.

Apres, un lavage a ete effectue dans Ie tampon TBS supplemente de BSA 1 % et de lait

ecreme 1 % durant 30 minutes, a la temperature de la piece, pour eliminer les sites de

liaisons non specifiques de Fanticorps. Les sections sont incubees a 4 °C durant toute

une nuit avec 1'antiserum de 1'ATPDase (1:100) ou Ie serum pre-immun puis lavees dans

Ie tampon TBS plusieurs fois et incubees avec un anticorps monoclonal de souris (anti-

IgG de lapin) conjugue a la phosphatase alcaline (1 :100) durant 2h a la temperature de la

piece. La visualisation de 1'ATP-diphosphohydrolase se fait avec les substrats

NBT/BCIP et des photos sont prises au microscope Zeiss, avec un film Kodak T Max

100.
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CHAPITRE 3

RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Resultats

3.1.1 Purification de PATPDase hepatique

Nous avons effectue la purification de 1'ATP-diphosphohydrolase et mesure I'activite

nucleotidase au niveau du foie de pore pour chacune des etapes de puriflcation efifectuees.

Les activites sont rapportees au tableau 3-1. II s'agit des resultats d'une experience qui a

ete reproduite 3 fois. Ces resultats montrent un enrichissement des fractions sans

toutefois augmenter 1'activite ATPasique et ADPasique. Un gel revele au bleu de

Coomassie demontre la progression de la purification (figure 3-2c). Une quantite de 10

Ug de proteines a ete deposee dans chaque puits. On note une augmentation de 1'activite

dans la fraction particulaire, celle-ci est de 22 fois plus elevee lorsque comparee a

1'homogenat. Apres la solubilisation au Triton X-100, il y a une perte considerable de

1'activite enzymatique due a la sensibilite de 1'enzyme aux detergents. La purification de

1'enzyme a 1'aide de la colonne DEAE-agarose echangeuse d'anions permet d'eliminer une

grande quantite de proteines (figure 3-1). Cependant, on note aussi une perte

considerable d'activite suite a cette etape de purification. Dans chacune des fractions

dosees, 1'activite de 1'ATPDase est superieure avec 1'ATP plutot qu'avec 1'ADP.
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Tableau 3-1. Bilan de purification de FATP-diphosphohydroIase hepatique en
utilisant I'ADP comme substrat. L'experience a ete repetee 5 fois. Representation
d'une experience effectuee en triplicata.

Etapes

Homogenat

FP

Fraction
solubilisee
Triton 15 %

Colomie
DEAE

Activite
totale
(U)

324

139

69.9

8.9

Activite
specifique

(U/mg)

0,011

0.243

0.127

0.09

Rendement

(%)

100

43

22

6.4

Facteur de
purification

1.0

22

12

8.2

Ratio
ADP/ATP

0.31

0.82

0.52

0.62

L'enzyme a ete localisee apres electrophorese effectuee en conditions non denaturantes.

La figure 3-2a permet d'identifier 1'enzyme. Celle-ci est representee sur Ie gel par une

bande blanche visible par la presence d'un precipite de phosphate de calcium. Les

substrats utilises sont 1'ATP et 1'ADP. En utilisant comme substrat 1'ADP, on obserye

deux bandes caracteristiques de 1'ATP-diphosphohydrolase de la rate (temoin positif).

Une bande de hauteur intermediaire est obseryable sur Ie gel. En revelant avec 1'ATP

comme substrat, on observe sensiblement Ie meme patron de migration qu'avec 1'ADP.

La bande inferieure se trouve a une position legerement plus basse que la bande du

temoin positif. La bande intermediaire est toujours visible sur Ie gel. Ces resultats
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Figure 3-1. Profit de purification de FATP-diphosphohydroiase hepatique sur
colonne echangeuse d'anions DEAE-agarose. L'experience a ete repetee au moins 4
fois. Representation d'une experience.
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Figure 3-2. a) Gel effectue en conditions non denaturantes, revele avec 1'ADP
comme substrat permettant de demontrer la presence de PATP-diphosphohydrolase
dans Ie foie. b) Immunobuvardage de type Western revele par chemiluminescence.
L'anticorps dirige contre 1'ATP-diphosphohydrolase du pancreas de pore reagit
avec V enzyme du foie de pore. c) Gel revele au bleu de Coomassie.
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montrent que les memes bandes pourraient etre a la fois responsables des activites

ATPasique et ADPasique et correspondre a 1'ATP-diphosphohydrolase. Le patron de

migration obtenu differe legerement entre la fraction de I'enzyme partiellement purifiee

(FP) et celle recoltee suite a la colonne DEAE. II semble que 1'activite apres la colonne

DEAE soit trop faible pour que 1'on puisse observer la bande intermediaire ou que celle-ci

ne soit tout simplement pas presente dans cette fraction.

L'anticorps primaire "Ringo" dirige contre la partie N-tennmale (16 premiers acides

amines) de 1'ATP-diphosphohydrolase du pancreas de pore a permis d'identifier une

ATPDase au niveau du foie (figure 3-2b). Ces resultats nous montrent une bande

majeure correspondant approximativement a une masse moleculaire de 75 000, a une

hauteur legerement inferieure a 1'ATPDase de type II de la rate de boeuf. Une seconde

bande est observee legerement au-dessus de la bande de 54 kDa. II est a noter que Ie

patron de migration obtenu est Ie meme pour 1'enzyme partiellement purifiee et celle

puriflee par colonne chromatographique DEAE-agarose.

3.1.2 Caracteristiques biochimiques de I'ATPDase hepatique

Le pH optimal de 1'enzyme partiellement purifiee a ete determine en utilisant une serie de

tampons dont Ie pH variait de 5 a 9 unites et mesure avec 1'ATP ou 1'ADP comme

substrat. L'activite catalytique maximale de 1'enzyme se situe a un pH legerement acide.

La figure 3-3 montre que Ie pH optimal de 1'enzyme se situe autour de [6.5 - 7.0] pour

PADP et FATP.

Nous avons ensuite etudie 1'influence du calcium et du magnesium sur 1'ATPDase

hepatique partiellement puriflee. Les figures 3-4a et 3-4b montrent que 1'enzyme est

stimulee par la presence de calcium (sous forme Ca ). L'activite demeure elevee (0,295
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± 0,003 ^molPi/min/mg avec ADP et 0,45 ± 0,01{imolPi/min/mg) pour des

concentrations de 1 a 10 mM de calcium. II est a noter qu'en utilisant 1'ATP comme

substrat, nous obserwns une l^gere baisse de 1'activite a 2,5 mM. La figure 3-4b) montre

1'influence du magnesium sur 1'activite nucleotidase de la fraction particulaire. Avec ATP

ou ADP comme substrat, 1'activite maximale est presque atteinte a 1 mM MgClz. A 2,5

mM, Factivite maximale est atteinte (0,370 ± 0,004 ^mol/min/mg pour 1'ATP et 0,248 ±

0,004 (Amol/min/mg pour 1'ADP), puis redescend legerement jusqu'a 0,33 ± 0,2

^molPi/min/mg pour FATP et 0,224 ± 0,002 ^molPi/min/mg pour une concentration de

10 mM. L'absence de Ca2+ et de Mg2+ supprime 1'activite. Cette experience permet de

demontrer que les ions divalents sont necessaires a Factivite de 1'ATP-

diphosphohydrolase hepatique.

La figure 3-5 illustre les effets de 1'azidure de sodium (a) et du gossypol (b). Les

resultats sont presentes en pourcentage d'activite relative au controle sans inhibiteur. Un

test d'analyse de variance (ANOVA) post hoc de Tuckey a permis d'indiquer les

differences significatives entre les echantillons contenant les inhibiteurs et Ie controle.

L'azidure de sodium est coimu comme un inhibiteur non specifique des ATPDases et des

ATPases mitochondriales (Cote et al., 1992c). On observe une inhibition de 1'activite de

1'ATPDase de la rate en presence de 10 mM d'azidure de sodium ou de 0,035 mM de

gossypol. Ces effets ont ete observes en utilisant 1'ADP et 1'ATP comme substrats. Pour

ces memes concentrations d'inhibiteurs, aucun effet n'a ete observe pour 1'enzyme du foie

pour Ie gossypol alors que pour 1'azidure de sodium, on observe une difference

significative seulement en utilisant 1'ATP comme substrat. II est a noter que 1'enzyme du

foie demontre une sensibilite moindre au gossypol et a 1'azidure de sodium que 1'enzyme

de la rate.

53



0,500

0,450 -|

0»

c
I
Q-

p

ko

0,400 -}

0,350

0,300 -\

0) 0,250
3
cr
£ 0,200
^®
Q.
w 0,150

''S3 0.1CX]

0,050 -|

0,000

-ADP
-ATP

4,5 5,5 6,5

pH
7,5 8.5

Figure 3-3. Determination du pH optimal de FATP-diphosphohydrolase avec ADP
ou ATP comme substrat. Resultat de 4 experiences distinctes effectuees en triplicata.
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Figure 3-4. Influence du calcium (a) et du magn^sium (b) sur I'hydrolyse de
et de FADP. Resultat de 2 experiences distinctes effectuees en triplicata.
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Tableau 3-2, Influence du gossypol (0,035 mM) et de Pazidure de sodium (10 mM)
sur l'activit6 des 1'ATPDases de differents tissus,

Inhibiteur

NaNs

Gossypol

Enzyme

Rate

Rate

Foie

Foie

Aorte

Rate

Foie

Aorte

ATP
(% inhibition)

48
43
13
20
32

65

2
51

ADP
(% inhibition)

67

57

4,6

5

55

47

0
44

References

CoteetaL, 1992c

Sevigny, 1997

Sevigny, 1997

Coteetal., 1992c

Pour evaluer la specificite de V enzyme pour differents substrats, 1'activite de la fraction

particulaire du foie a ete comparee avec differents nucleotides. Ces resultats sont

representes a la figure 3-6, Des concentrations de 200 ^iM finales de

triphosphonucleotides (ATP, CTP), de diphosphonucleotides (ADP, GDP) et de

nucleotides monophosphates (AMP, GMP et UMP) out ete utilisees pour les dosages.

L'activite est comparee avec 1'activite de 1'enzyme avec ATP comme substrat et exprimee

en activite relative par rapport a 1'ATP qui correspond a 100 % d'activite. L'enzyme

catalyse Fhydrolyse de 1'ATP avec une grande vitesse. On observe aussi une grande

specificite pour Ie CTP et les diphosphonucleotides (ADP et GDP). Une tres faible

activite est mesuree avec les nucleotides monophosphates. L'hydrolyse des nucleotides

monophosphates est effectuee presumement par la 5'-nucleotidase qui pourrait se

retrouver dans cette fraction. La presence de cette enzyme au niveau de la membrane

plasmique est d'ailleurs bien connue (Knowles, 1983). Ces resultats sont en accord avec

ceux obtenus precedemment par Cote et collaborateurs (1992c) ou une activite de
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catalyse plus elevee pour les triphosphonucleotides que pour les diphosphonucleotides a

ete observee, alors que 1'activite pour les nucleotides monophosphates demeure tres

faible.

La presence de 1'enzyme dans Ie systeme biliaire, nous a incite a etudier 1'effet des sels

biliaires et de leurs conjugues sur 1'activite de 1'ATPDase hepatique, en utilisant les

fractions partiellement purifiees du foie et de la rate. Les resultats sont presentes en

pourcentage d'activite par rapport a un controle sans sel biliaire (100 %) et ont ete soumis

a un test d'analyse de variance (ANOVA) post hoc de Tuckey. L'effet des sels biliaires a

ete mesure sur 1'ATPDase de la rate a litre comparatif en utilisant 1'ADP comme substrat.

Les sels biliaires et leurs conjugues utilises sont Ie 7-dehydrocholate (fig. 3-7), Ie sodium

cholate (fig. 3-8), Ie glycocholate (fig. 3-9), Ie taurocholate (fig. 3-10) et Ie

taurodeoxycholate (fig. 3-11). Dans 1'ordre du millimolaire, les sels biliaires out un effet

inhibiteur sur 1'ATPDase de la rate et du foie. La fraction particulaire du foie montre une

sensibilite moindre au glycocholate que la fraction particulaire de la rate. En effet, 1 mM

de glycocholate cause une diminution significative de 1'activite de 1'enzyme de la rate

alors que pour Ie foie on n'observe one baisse significative qu'a 2 mM. En presence du 7-

dehydrocholate, seule 1'activite de 1'enzyme de la rate diminue et cela, de fa^on marquee

pour une concentration de 1 mM (concentration maximale utilisee pour ce sel). Le

taurodeoxycholate provoque une diminution de 1'activite enzymatique a partir de 0,5 inM

pour FATPDase de la rate de boeuf. Fait surprenant en ce qui conceme 1'enzyme du foie,

on observe une augmentation signiflcative de I'activite specifique a une concentration de

0,05 mM et une diminution de I'activite enzymatique a partir de 1 mM. En presence de

taurocholate, une diminution de 1'activite de la fraction particulaire de la rate est obseryee

a partir de 1 mM alors qu'une augmentation est observee a 0,5 mM taurocholate pour

1'enzyme du foie. Le cholate de sodium reduit 1'activite a une concentration de 1 mM et

cela, a la fois pour 1'enzyme de la rate et celle du foie. II apparait clairement que

1'enzyme du foie est moms sensible que 1'enzyme de la rate aux differents sels biliaires

utilises et a leurs conjugues. II est important de noter que Ie taurocholate a une

concentration de 0,5 mM et Ie taurodeoxycholate a une concentration de 0,05 mM ont
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Figure 3-5. Effet du gossypol (0,035 mM) et de 1'azidure de sodium (10 mM) sur
I'activite de FATP-diphosphohydrolase du foie et de la rate, mesuree avec 1'ADP (a)
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Figure 3-7. Effet du 7-dehydrocholate sur 1'ATP-diphosphohydrolase du foie et de
la rate avec ADP comme substrat. Resultats de 4 et 3 experiences distinctes pour Ie
foie et la rate respectivement. Legende: * : p < 0,05, ** : p < 0,01 et *** : p < 0,001.
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Figure 3-8. Effet du cholate sur FATP-diphosphohydroIase du foie et de la rate avec
ADP comme substrat. Resultats de 3 et 2 experiences distinctes pour Ie foie et la rate
respectivement Legende: * : p < 0,05, ** : p < 0,01 et *** : p < 0,001.
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Figure 3-9. Effet du glycocholate sur FATP-diphosphohydrolase du foie et de la rate
avec ADP comme substrat. Resultats de 3 et 2 experiences distinctes pour Ie foie et la
rate respectivement. Legende: * : p < 0,05, ** : p < 0,01 et *** : p < 0,001,
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Figure 3-10. Effet du taurocholate sur l^ATP-diphosphohydrolase du foie et de la
rate avec ADP corn me substrat. Resultats 3 experiences distinctes pour Ie foie et la
rate. Legende: * : p < 0,05, ** : p < 0,01 et *** : p < 0,001.

63



**

0,01 0,05 0,5

Taurodeoxycholate (mM)

Figure 3-11. Effet du tau rod eoxycho late sur rATP-diphosphohydroIase du foieei de
la rate avec ADP comme substrat. Resultats de 3 experiences distinctes pour Ie foie et
la rate. Legende: * : p < 0,05, ** : p < 0,01 et *** : p < 0,001.
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pour effet d'augmenter de fa<?on significative 1'activite specifique de la fraction

particulaire du foie. L'experience a ete realisee dans des conditions sous les

concentrations micellaires critiques. En effet, les concentrations micellaires critiques

pour Ie cholate. Ie taurocholate et Ie taurodeoxycholate sont entre 13 et 15 mM, 10 et 15

mM et 2 et 6 mM respectivement (Dawson et al., 1985).

La purification de FATPDase, une enzyme membranaire, necessitait qu'elle soit

solubilisee avant d'etre deposee sur colonne DEAE-agarose. Les resultats obtenus lors

des essais permettant de verifier la sensibilite de 1'ATPDase de la fraction particulaire a

un detergent non-ionique, Ie Triton X-100, sont d'ailleurs inattendus. La figure 3-12

demontre 1'effet de differentes concentrations de Triton sur Pactivite de 1'enzyme. II est

a noter qu'une forte concentration de Triton (jusqu'a 15 % ) aete utilisee lors des essais

enzymatiques. Les resultats decoulant de ces essais montrent qu'il y a une perte plus

elevee de 1'activite phosphohydrolase pour de faibles concentrations. En utilisant des

concentrations de 0 a 2,5 % de Triton, Factivite relative au controle qui ne contenait pas

de detergent est de moins de 30 %. Cependant, pour des concentrations de 10 %, on

conserve 80 % de 1'activite alors que pour une concentration de 14-15 %, I'activite

demeure sensiblement a son maximum. Une meme concentration de proteines a ete

utilisee soit 1 mg/ml pour chacun des essais d'activite.

Ensuite, nous avons poursuivi la caracterisation de FATPDase hepatique en procedant a

la determination des parametres cinetiques de 1'ATPDase hepatique. La fraction purifiee

sur colonne DEAE a ete utilisee lors des experiences pour la determination des

parametres cinetiques. Les figures 3-13a et 3-13b illustrent les courbes ayant permis de

determiner les caracteristiques cinetiques de 1'enzyme. Le Km et Ie Vmax de 1'ATPDase

pour 1'ADP et I'ATP de 1'enzyme out ete obtenus par la methode graphique de Woolf-

Augustinson-Hofstee. Une droite de pente negative et ne passant pas par 1'origine est

obtenue. Sur cette droite, 1'ordonnee a 1'origine represente Vmax et Ie Km est determine

par Finverse de la pente (Dixon et Webb, 1979). Le Kmapp a ete estime a 21 y.m et Ie
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Figure 3-12. Effet d'un detergent, Ie Triton X-100, sur la fraction particulaire du
foie avec ADP corn me substrat. Resultats de 3 experiences distinctes.
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Figure 3-13. Determination des parametres cinetiques par la methode graphique de
Woolf-Augustinson-Hofstee avec comme substrats PATP ou 1'ADP. Resultats de
trois experiences distmctes.
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Vmaxapp a 0,24 HmolPi/min/mg avec 1'ATP comme substrat. Le Kmapp pour 1'ADP a ete

estimea31 ^im etleVmaXgpp a 0,18 (imolPi/min/mg.

3.1.3 Immunolocalisation

L'immunolocalisation a permis de montrer que 1'enzyme est localisee principalement

dans Ie domaine membranaire du canal biliaire. On observe d'ailleurs un fort signal au

niveau des canalicules biliaires et du canal biliaire. Au niveau lobulaire, Ie signal des

ATPDases est variable d'un lobule a 1'autre. De plus, 1'intensite des signaux varie parmi

les cellules a 1'interieur d'un meme lobule. Les cellules de la zone perilobulaire sont

definitivement plus reactives que celles localisees dans la zone centrale et en peripherie

de la zone centrolobulaire. La zone perilobulaire comprend des cellules considerees

pour etre les plus actives autant du point de vue metabolique que proliferatif (Sigal et al,

1992) ce qui expliquerait la forte immunoreactivite dans cette region. Tel qu'attendu, les

cellules musculaires lisses sont aussi immunoreactives.

La figure 3-14a illustre la coloration a 1'hematoxyline et a 1'eosine du parenchyme du foie

de pore. Cette coloration fait ressortir la configuration lobulaire du foie avec la veine

centrolobulaire et la triade hepatique comprenant une ramification de la veine porte. Ie

canal biliaire et une arteriole hepatique. La figure 3-14b demontre que les cellules

parenchymales reagissent positivement a 1'anticorps, avec une variation d'intensite d'un

lobule a 1'autre et que les cellules situees dans la zone perilobulaire etaient plus reactives.

A plus fort grossissement, on peut observer une reaction tres intense au niveau du

canalicule biliaire et des hepatocytes avoisinants (figure 3-15a). La figure 3-15b montre

une forte activite de 1'endothelium vasculaire, des cellules canaliculaires et des

hepatocytes. Le controle negatifa ete effectue avec du semm pre-immun (figure 3-15c).
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Figure 3-14. Immunocytochimie du foie. A. Coloration a Phematoxylme et a 1'eosine
du parenchyme du foie de pore demontre la configuration lobulaire du foie avec la veine
centrolobulaire (fleche), une ramification de la veine porte (fleche courbee), Ie canal
biliaire (fleche ondulee) et une arteriole hepatique (grosse fleche) (125X). B.
Immunolocalisation de 1'ATPDase au niveau des cellules parenchymales. Les cellules
localisees dans la zone perilobulaire (triangle isocele) sont plus reactives que celles
situees dans la zone centrolobulaire (triangle equilateral). La triade hepatique est aussi
reactive (fleches courbees) (125 X).





Figure 3-15. Immunocytochimie du systeme canaliculaire biliaire. A. Une coloration
intense est observee au niveau des canalicules biliaires (fleche) avec un signal intense sur
les hepatocytes voisins (triangle equilateral) (200 X). B. La triade hepatique comprenant
une veine dont 1'endothelium demontre une forte activite. Les cellules canaliculaires
(fleche) et les hepatocytes (triangle equilateral) reagissent positivement (500 X). C.
Controle negatif avec Ie serum pre-immun. Aucune reaction n'est observee (500 X).
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3.2 Discussion

Des travaux d'immunolocalisation realises par Novikoff et Essner ont montre la presence

d'une ATPase dans Ie foie de mammiferes (Novikoffet Essner, 1960). Depuis, plusieurs

activites ATPasiques (Emmelot et al., 1964, 1968; Ohkubo et al., 1980; Lotersztajn et al.,

1981; Ezaki et al., 1981; Un et Fain, 1984; Mego, 1984) et ADPasiques (Wattiaux-de-

Coninck et Wattiaux, 1969; Ezaki et al., 1981) ont ete decrites dans la litterature. Dans

les hepatocytes, 1'ecto-ATPase et la 5'-nucleotidase sont principalement localisees dans Ie

domaine canaliculaire de la membrane plasmique (Knowles, 1983). En 1980, notre

laboratoire a rapporte la presence d'une ATP-diphosphohydrolase (ATPDase) dans Ie

pancreas de pore (LeBel, 1980). Depuis, 1'enzyme a ete purifiee a homogeneite et

localisee par immunohistochimie dans plusieurs organes et tissus (Cote et al, 1992a;

Beaudoin et al., 1996). Le cDNA de cette enzyme a ensuite ete clone et sequence. La

sequence correspondant a la proteine clonee est la sequence du CDS 9, un marqueur

cellulaire situe a la surface des lymphocytes. Puis, recemment, 1'equipe de Che et

collaborateurs a suggere que 1'ATPDase serait responsable de 1'activite ATPase dans Ie

foie et serait associee aux canalicules biliaires (1997).

Ces recherches nous out alors menes vers la puriflcation et la caracterisation d'une

ATPDase au niveau du foie. Nos resultats montrent la presence d'une ATP-

diphosphohydrolase hepatique possedant des camcteristiques differentes des ATPDases

de mammiferes deja connues. La purification de Fenzyme par la methode utilisee donne

un enrichissement en activite ADPasique de la fraction particulaire de 22 fois par rapport

a 1'homogenat. La fraction particulaire de 1'ATPDase de 1'aorte montre un

enrichissement de 33 fois en activite ADPasique comparativement a Fhomogenat (Cote et

al., 1991; Sevigny et al., 1997a). La purification sur colonne echangeuse d'anions permet

d'eliminer environ 75 % des proteines sans toutefois qu'il y ait augmentation de 1'activite

specifique, ce qui traduit une inactivation importante de 1'enzyme. Nous avons constate

que V enzyme n'etait pas stable au cours de nos manipulations, malgre les precautions
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employees: utilisation d'inhibiteurs de proteases, travail a 4 °C et rapidite de

manipulations. La solubilisation de 1'enzyme posait aussi un grand probleme puisque de

faibles concentrations de Triton X-100 ne permettaient pas de conser^er une activite

assez elevee pour etre deposee sur colonne comparativement a 1'enzyme de 1'aorte ou

apres solubilisation au Triton (0,3 %), la fraction particulaire pouvait etre deposee sur

colonne echangeuses d'ions (Sevigny et al., 1997). L'utilisation de concentrations

elevees de Triton X-100, soit 15 % permettait de conserver une bonne activite soluble de

1'ATPDase hepatique pour des purifications ulterieures. Lors de la purification sur

colonne echangeuse d'anion. Ie Triton est elimine avant que ne soit recoltee notre proteine

d'interet. II est possible qu'en utilisant une concentration elevee de Triton, un

environnement hydrophobe soit cree autour des proteines, ce qui permettrait de conserver

une plus grande partie de leur activite. Nous avons utilise des techniques de puriflcation

favorisant 1'activite de 1'ATP-diphosphohydrolase hepatique. La purification de l'en2yme

se faisait a un pH pres de la neutralite, dans des tampons permettant la stabilite des

proteines, en evitant les changments de conditions physiques bmsques (gel-degel), en

conservant des concentrations elevees de proteines et en utilisant des inhibiteurs de

proteases. Malgre les precautions prises, 1'enzyme semble tres sensible lorsqu'elle se

trouve hors de son milieu naturel. Pour de meilleurs resultats, les futures purifications

pourraient etre effectuees dans des tampons au pH optimal de catalyse de 1'enzyme soit

7,0 au lieu de 7,5.

Nous avons confirme la presence de differentes isoformes de 1'ATPDase hepatique par

des analyses biochimiques, des eazymogrammes et par immunobuvardage. Les resultats

d'immunobuvardage montrent une bande majeure correspondant a une masse moleculaire

d'environ 75 000, a une hauteur legerement inferieure a celle de 1'ATPDase de type It de

la rate de boeuf. Une seconde bande, situee legerement au-dessus de la bande de 54

kDa, apparait beaucoup plus faiblement. Ce patron de migration se retrouve a la fois sur

la fraction particulaire et la fraction purifiee sur colonne echangeuse d'anions. Sur les

enzymogrammes, un patron de migration legerement different a ete obtenu. On observe
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les deux bandes caracteristiques du temoin positif comprenant les ATPDases de types I et

II. Une bande intermediaire est aussi observee dans la fraction particulaire et cela, en

utilisant 1'ATP ou 1'ADP comme substrat. La fraction particulaire du foie de rat et la

fraction purifiee sur colonne DEAE contiennent les deux isoformes correspondants aux

types I et II de 1'ATPDase.

Les ATP-diphosphohydrolases hepatiques possedent des caracteristiques biochimiques

uniques. Tout d'abord, il s'agit d'enzymes dont Ie pH optimal de catalyse est legerement

acide. II est de 6,5-7,0 avec comme substrat 1'ATP ou 1'ADP ce qui est inferieur aux pH

obtenus pour les ATPDases purifiees jusqu'a maintenant. Le pH optimal de catalyse est

de 7,5 et 8,0 pour les ATPDases de type II et de type I respectivement (Sevigny, 1997).

L'activite enzymatique des fractions particulaires etudiees depend de leur contexte

membranaire. Ceci peut expliquer les differentes caracteristiques de 1'ATPDase du foie

comparativement aux ATP-diphosphohydrolases deja purifiees, dont son efficacite de

catalyse plus elevee a un pH plus acide.

Nos resultats ont aussi montre que 1'ATPDase hepatique etait moins sensible aux sels

biliaires et a leurs conjugues que 1'enzyme de la rate. Dans 1'ordre du millimolaire, les

sels biliaires out un effet inhibiteur sur 1'ATPDase de la rate et du foie. L'ATPDase

hepatique montre une sensibilite moindre au glycocholate que la fraction particulaire de

la rate. L'activite enzymatique de la fraction particulaire du foie est diminuee

signiflcativement a une concentration de 2 mM glycocholate comparativement a 1 mM

pour Fenzyme de la rate. En presence du 7-dehydrocholate, seule 1'activite de I'enzyme

de la rate diminue et cela, de fa9on marquee pour une concentration de 1 mM. Le

taurodeoxycholate provoque une diminution de 1'activite enzymatique a partir de 0,5 mM

pour 1'ATPDase de la rate de boeuf. Pour Ie taurocholate, la diminution de 1'activite de

la fraction particulaire de la rate est observe a partir de 1 mM. On observe une

augmentation significative de 1'activite specifique a une concentration de 0,05 mM

taurodeoxycholate et a 0,5 mM taurocholate pour 1'enzyme du foie. De plus. Ie

taurodeoxycholate cause une diminution de 1'activite enzymatique de FATPDase du foie
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a partir de 1 mM. Le cholate de sodium reduit 1'activite a 1 mM de 1'enzyme de la rate et

du foie. Ces resultats mettent en evidence une nouvelle caracteristique de 1'enzyme du

foie; celle-ci est moins sensible aux differents sels biliaires et conjugues utilises que

1' enzyme de la rate.

Une autre particularite de 1'ATPDase hepatique est sa sensibilite moindre aux inhibiteurs

des ATPases (gossypol et azidure de sodium) que 1'ATPDase de la rate de boeuf. Une

inhibition de 1'activite de 1'ATPDase de la rate en presence de 10 mM d'azidure de sodium

et aussi en presence de 0,035 mM de gossypol. Ces effets ont ete observes en utilisant

1'ADP et 1'ATP comme subst-ats. Pour ces memes concentrations d'inhibiteurs, aucun

effet n'a ete observe pour 1'enzyme du foie pour Ie gossypol. En utilisant 1'azidure de

sodium comme inhibiteur, on observe une difference significative seulement en utilisant

1'ATP comme substrat. Ces observations confirment les resultats anterieurs obtenus par

Sevigny et collaborateurs (1997) et par 1'equipe de Cote (1992c) (voir tableau 3-2) sur la

rate et 1'aorte de boeuf,

Selon Kegel et ses collaborateurs et Kaczmarek et al., seul un signal tres faible est obtenu

sur Northern blots, en utilisant une sonde speciflque pour 1'ATPDase (ribosonde

antisense CDS 9) alors qu'un niveau d'activite eleve est mesure dans Ie foie. Ces resultats

et les resultats obtenus par Kegel et collaborateurs (1997) et Kaczmarek et al. (1996)

permettent de supposer qu'il existerait des differences structurales entre 1'ATPDase

hepatique et celles deja purifiees chez les mammiferes. Les caracteristiques differentes

peuvent etre associees a une structure primaire specifique ou a de modifications

cellulaires differentes lors de la maturation (glycosylation, phosphorylation ou acylation).

Un environnement lipidique different peut aussi jouer dans la specificite de 1'enzyme. Le

contexte membranaire de 1'enzymejoue un role preponderant dans la determination de ses

caracteristiques. Ceci pourrait aussi expliquer qu'elle soit moins sensible aux sels

biliaires que 1'ATPDase de la rate.
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Les parametres cinetiques ont ete calcules a partir des courbes tracees par la methode de

Woolf-Augustinson-Hofstee. Le Kmapp de 1'enzyme est de 21 (iM pour 1'ATP et de 31

^iM pour 1'ADP. Les Vmax calculees sont de 0,24 et 0,18 ^imol/min/mg pour 1'ATP et

1'ADP respectivement. En se referant au tableau 1-3, nous pouvons observer que

1' enzyme possede une affinite pour 1'ADP et 1'ATP comparable aux differents tissus ou

organes representes. La vitesse maximale de l'en2yme du foie est inferieure aux Vmax

retrouvees dans la litterature. La Vmax pour 1'aorte est de 1,09 ^mol/min/mg (Cote et

al., 1992c), celle du poumon est de 1,1 ^moVmin/mg (Picher et al., 1992) et celle de la

trachee est de 1,9 Hmol/min/mg (Picher et al., 1994). Le degre de purete de la fraction

utilisee aurait pu affecter les parametres cinetiques mesures et expliquerait que Vmax serait

moins elevee que pour les autres fractions. Les ions CSL^ et Mg^ sont necessaires pour

1'activite de Fenzyme. L'ATPDase de 1'aorte (Cote et al., 1992c), du poumon (Picher et

al., 1992)et de la trachee (Picher et al., 1994) requierent aussi la presence des ions Ca^~ ou

Mg2+ pour qu'il y alt reaction enzymatique.

Les resultats ont montre que 1'ATP-diphosphohydrolase de foie avait une activite

catalytique plus elevee pour les triphosphonucleotides que pour les diphosphonucleotides,

alors que 1'activite pour les nucleotides monophosphates demeure tres faible. Ces

resultats sont en accord avec ceux obtenus precedemment par Cote et collaborateurs pour

1'ATPDase de 1'aorte (1992c). L'activite d'hydrolyse des nucleotides monophosphates

peut etre due a la presence de la 5'-nucleotidase dans la fraction partiellement purifiee

utilisee pour les dosages.

La presence des recepteurs ?2 (Piu et Pzy) et Pi (As) au niveau du foie a permis

d'identifier leurs roles au niveau de la glycogenolyse (Keppens et De Wulf, 1986;

Keppens, 1993), de la contraction canaliculaire (Nathanson 1991; Che et al., 1992, 1997),

de la permeabilite cellulaire des jonctions serrees (Nathanson, 1991, 1992), de la

secretion biliaire (Nathanson, 1991), de la genese de Furee (Guinzberg et al., 1987), de la

neoglucogenese (Koike et al., 1992), de 1'accroissement du niveau de phosphatidates

(Bocckino et al., 1987; Keppens, 1993) et de la contraction/relaxation des vaisseaux
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sanguins irriguant Ie foie (Haussinger et al., 1988; Mathie et al., 1991). L'identification

des recepteurs purinergiques dans Ie foie laissait presager la presence d'une ATPDase au

niveau hepatique. Les travaux d'immunolocalisation ont permis de confirmer la presence

de F enzyme au niveau hepatique.

Tel que decrit dans Ie chapitre 1, FATP diphosphohydrolase a ete localisee dans plusieurs

organes et tissus. On la retrouve notamment au niveau des cellules des muscles lisses des

differents systemes physiologiques et tel qu'attendu, 1'enzyme est aussi presente dans les

muscles lisses et dans 1'epithelium des vaisseaux imguant Ie foie. Elle contribuerait au

controle des nucleotides impliques dans la contraction des muscles lisses imgant Ie foie.

On retrouve aussi 1'enzyme en bordure des canalicules biliaires et au niveau des

difFerents hepatocytes. Un role dans Ie controle de la secretion biliaire, dont 1'un des

modes de transport depend de 1'ATP, pourrait alors lui etre attribue puisque la presence

de 1'ATPDase a ces endroits strategiques permettrait Ie controles des nucleotides. Selon

Sigal (1992), 1'activite decroit de la peripherie vers Ie centre. On a pu constater qu'au

niveau lobulaire. Ie signal des ATPDases est variable d'un lobule a 1'autre et que

1'intensite des signaux variaient parmi les cellules a 1'interieur d'un meme lobule, les

cellules de la zone perilobulaire etant plus reactives que celles localisees dans la zone

centrale et en peripherie de la zone centrolobulaire. L'ATP-diphosphohydrolase est

localisee dans la zone peri-lobulaire dite d'activite permanente, la ou Ie transport biliaire

est effectue de fa<?on predominante (Coujard et al., 1980; Sigal, 1992). Une fois de plus,

ces resultats montrent 1'implication possible de 1'ATPDase dans Ie controle des

nucleotides agissant au niveau des differents systemes metaboliques du foie.
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CHAPITRE 4

CONCLUSION GENERALE

De nombreuses etudes sur les cellule hepatiques et differentes fractions cellulaires du foie

ont montre la presence d'activites ATPasique et ADPasique elevees associees a la

membrane plasmique (Novikoff et Essner, 1960; Emmelot et al., 1964, 1968; Wattiaux-

de-Coninck et Wattiaux, 1969; Ohkubo et al., 1980; Lotersztajn et al., 1981; Ezaki et al.,

1981; Lin et Fain, 1984; Mego, 1984). Dans une revue recente, Che et ses collaborateurs

(1997) ont suggere la presence d'une apyrase dans Ie systeme canaliculaire biliaire.

Dans Ie cadre de cette maitrise, nous avons montre la presence d'une ATP-

diphosphohydrolase au niveau du foie et que celle-ci possedait des proprietes

biochimiques uniques. De plus, 1'immunolocalisation de 1'ATPDase au niveau du foie a

ete effectuee.

Les analyses biochimiques, les experiences d'immunobuvardage et les enzymogrammes

ont confirme la presence d'une apyrase ou ATPDase au niveau du foie. En comparaison

avec les differentes ATPDases deja caracterisees, 1'ATPDase hepatique demontre des

caracteristiques biochimiques differentes. Premierement, son pH optimal de catalyse est

legerement inferieur aux ATPDases de mammiferes deja purifiees. Son pH optimal de

catalyse est de 6,5-7,0 avec comme substrat 1'ATP ou 1'ADP, alors qu'il est de 7,5 et 8,0

pour les ATPDases de type II et de type I respectivement. Deuxiemement, cette enzyme

a la particularite cTetre insensible au gossypol et cTavoir une sensibilite moindre a

1'azidure de sodium que les autres types d'ATPDases. L'effet des sels biliaires (cholate,

7-dehydrocholate, glycocholate, taurocholate et taurodeoxycholate) sur 1'ATP-

diphosphohydrolase hepatique demontre aussi une particularite nouvelle de 1'enzyme

comparativement a celle de la rate. Ainsi, FATPDase du foie demontre une sensibilite
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moindre aux sels biliaires. Et etonnamment, des concentrations de 0,05 mM de

taurodeoxycholate et 0,5 mM de taurocholate augmentent de fa^on significative 1'activite

de F enzyme. Le patron de migration obtenu par immunobuvardage montre que

FATPDase du foie est differente de celle contenue dans la rate. Une bande majoritaire

est observee a une hauteur de 75 kDa, ce qui est legerement inferieur a 1'ATPDase de

type II. On observe aussi une bande plus faible, autour de 54 kDa, correspondant

possiblement au type I de 1'ATPDase.

La caracterisation de I5 enzyme s'est poursuivie par la determination des parametres

cinetiques, les besoins de Fenzyme en ions calcium et magnesium et la specificite de

1'ATPDase hepatique pour differents substrats. Le Kmapp de 1'enzyme est de 21 [iM

pour 1'ATP et de 31 ^iM pour 1'ADP. Les Vmax calcules sont de 0,24 et 0,18

(imol/min/mg pour FATP et 1'ADP respectivement. De cette etude, nous avons pu

conclure que les ions Ca et Mg sont necessaires pour 1'activite de 1'enzyme.

U enzyme hydrolyse les triphosphonucleosides et les diphosphonucleosides de fa^on

preferentielle. La faible quantite de phosphate mesure lors de 1'hydrolyse des nucleotides

monophosphates est effectuee par la 5'-nucleotidase. De plus, une etude sur 1'influence

du Triton X-100 sur 1'activite de 1'enzyme a permis d'observer que I7 enzyme resistait a

de grandes concentrations de Triton (jusqu'a 15 %).

Par 1'immunolocalisation, on a pu demontrer que 1'enzyme etait principalement presente

dans Ie domaine membranaire du canal biliaire, au niveau des cellules musculaires lisses

des vaisseaux imguant Ie foie, en bordure de I'epithelium vasculaire et au niveau des

differents hepatocytes. Ainsi, elle contribuerait au controle des nucleotides

extracellulaires impliques dans la contraction des muscles lisses irrigant Ie foie, dans la

secretion biliaire et au niveau des differents systemes metaboliques du foie

(glycogenolyse, genese de 1'uree). Le signal des ATPDases est variable d'un lobuie a

I'autre et Pintensite des signaux varie aussi parmi les cellules a 1'interieur d'un meme

lobule. Les cellules de la zone perilobulaire sont plus reactives que celles localisees dans
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la zone centrale et en peripherie de la zone centrolobulaire. L'ATP-diphosphohydrolase

est localisee dans la zone peri-lobulaire dite d'activite pemianente, la ou Ie transport

biliaire est effectue de fa^on predominante (Coujard et al., 1980; Sigal, 1992). Ces

resultats montrent 1'implication possible de 1'ATPDase dans Ie controle des nucleotides

agissant au niveau des differents systemes metaboliques du foie via les recepteurs

punnergiques.

En conclusion, les analyses biochimiques ont permis de demontrer la presence de 1'ATP-

diphosphohydrolase au niveau hepatique et que celle-ci possedait des caracteristiques

nouvelles. De plus, etant donne la presence de recepteurs Pi (Piu et P2y) et Pi (Ai) au

niveau du foie, cela suggere que 1'enzyme serait impliquee dans les trois grands systemes

controles par les nucleotides soit Ie transport biliaire dependant de 1'ATP, la contraction

et relaxation des vaisseaux sanguins irriguant Ie foie ainsi que la glycogenolyse. La

localisation de FATP-diphosphohydrolase a permis de montrer que FATPDase etait

presente au mveau de ces grands systemes metaboliques et cela supporte 1'idee selon

laquelle cette ectonucleotidase serait un modulateur predominant de 1'action des

nucleotides extracellulaires. Cette etude sur 1'ATPDase hepatique pare la voie au clonage

de son gene. L'etude des variations de 1'enzyme dans les differents systemes

m^taboliques du foie permettrait d'etudier les differentes pathologies associees aux

differentes fonctions du foie (secretion biliaire, glycogenolyse, genese de 1'uree). De plus,

les recherches sur 1'ATPDase hepatique constitue un pas important pour la connaissance

cTun des parametres qui affectent la composition et Ie niveau de secretion biliaire dans les

conditions nomiales ou pathophysiologiques.
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ANNEXE I

CARACTERISATION DU PEPTIDES S
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INTRODUCTION

Dans Ie cadre d'etudes sur les ectonucleotidases de mammiferes, plusieurs enzymes ont

ete mises en evidence au niveau des vaisseaux sanguins. Des travaux preliminaires

effectues par Daoud (1997) ont demontre la presence d'une proteine soluble ayant une

activite nucleotide phosphatase et ayant aussi la particularite d'etre resistante a la chaleur

(70 °C). Etant donne que les enzymes sont generalement tres sensibles a la chaleur, la

purification de cette proteine dotee d'une activite ADPasique, appelee peptide S, est

devenue d'un grand interet.

La proteine a ete puriflee et Ie sequen9age du peptide S a ete effectue, ce qui nous a

permis de determiner Ie poids moleculaire de la proteine qui se situe aux alentours de 14

500 daltons (Daoud, 1997). De plus, nous avons pu demontrer qu'il s'agissait, en fait,

d'un peptide derive d'une proteine connue, la calponine (calmodulin-actm-and-

tropomyosin-binding protein), une proteine associee aux filaments fms \ des muscles

lisses. II s'agit d'une proteine importante impliquee dans Ie mecanisme secondaire

dependant du calcium de regulation de la contraction de muscles lisses (Walsh, 1991 et

Winder, 1991). Le peptide S possede une sequence homologue de 93 % avec la

calponine (Daoud, 1996). Cette proteine a la propriete d'inhiber 1'activite de la

magnesium ATPase (Makuch et al. 1991; Walsh, 1991 et Winder, 1991). L'activite

inhibitrice de la calponine depend de son etat de phosphorylation. C'est dans son etat

non phosphoryle que la calponine lierait 1'actine et inhiberait la Mg2+-ATPase de la

myosine (Winder, 1990). La figure 1-1 illustre Ie role attribue a la calponine dans la

regulation de 1'interaction actine-myosine au niveau du muscle lisse.
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Relaxation Contraction 2+.Etat intermediaire [CaA"]

- Calponine

Tete de
myosme

Actine

Tropomyosine

Figure 1-1. Modele illustrant Ie role possible de la calponine dans la regulation de
Pinteraction actine-myosine au niveau des muscles lisses (Walsh, 1991).
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Le fragment purifle de la calponine semble demontrer des proprietes catalytiques

inhabituelles, c'est-a-dire qu'il demontre une activite phosphatase non specifique et que

la reaction ne semble pas se completer.

Les cellules musculaires lisses de 1'aorte peuvent etre stimulees a se dedifferencier,

notamment suite a un bris cellulaire, et a perdre leurs proprietes contractiles. II y a alors

proliferation de ces cellules. Cela peut conduire a la formation des plaques

atherosclerotiques. La calponine peut servir de marqueur de la differenciation cellulaire

dans les muscles lisses (Gimono, 1990; Maguchi et al., 1995), puiqu'il existe quatre

isoformes differentes de 1'enzyme et qu'elles ne sont pas toutes presentes au meme stade

de differenciation cellulaire (a, P, y, et i ). Son expression est dependante de 1'etat de

differenciation des cellules musculaires lisses (Maguchi et al., 1995). II serait interessant

de connaitre ce qui arrive a ce fragment lors du developpement d'une maladie telle

Fatherosclerose ou lors de la (de)differenciation cellulaire. L'etude du peptide S serait

done d'un grand interet au niveau medical.

Le peptide S semble accroche a un polyphosphate. La presence d'un polyphosphate lie a

un fragment d'une proteine impliquee dans la contraction musculaire (calponine) pourrait

semr de reservoir d'energie dans la contraction musculaire lisse. Le phosphate servirait

a former de FATP pour une meilleure reponse lors de la contraction des muscles lisses

(Komberg, 1995).
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HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Premisses

Le peptide S, purifie dans notre laboratoire, a ete identifie comme un fragment de la

calponine, mie proteine impliquee dans la contraction musculaire lisse (Daoud, 1996). Ce

fragment de la calponine semble demontrer des proprietes catalytiques inhabituelles. La

reaction est rapide (en dega de 10 secondes), comporte une hydrolyse spontanee et ne

semble pas se complete!. De plus, 11 semblerait qu'un polyphosphate soit etroitement lie

a ce peptide.

Hypothese de travail et objectifs

Les observations enoncees ci-dessus, nous ont menes a formuler 1'hypothese que Ie

peptide S serait responsable d'une activite nucleotidase soluble et qu'il serait etroitement

lie a un polyphosphate. En premier lieu, nous voulions effectuer la separation du peptide

S et du polpyphosphate pour ensuite proceder a la caracterisation du peptide S.
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MATERIEL ET METHODES

1. Materiel

Se referer a la partie 2.1 du chapitre 2 de ce present memoire pour Ie materiel utilise dans

Ie cadre de cette partie experimentale. Les vaisseaux utilises (veina cava) provierment de

1' abattoir Giroux, a Bromptomville, Quebec

2. Methodes

2.1 Extraction du peptide S

Des Ie sacrifice de 1'animal, les vaisseaux sanguins (veina cava) etaient isoles et mis sur

glace pour Ie transport jusqu'au laboratoire. Les vaisseaux sanguins etaient ensuite

eminces en fins morceaux et passes au Polytron dans un tampon Tris-Base en presence

des inhibiteurs de proteases (PMSF et SBTI), a un pH de 7,5. L'homogenat ainsi obtenu

a ete filtre sur trois epaisseurs de coton-fromage. Puts 1'homogenat a etc passe trois fois

au Potter Elveijhem et centrifuge pendant 15 min., a 600 g, a 4 °C en utilisant Ie rotor JA-

14. Cette premiere centrifugation pemiettait d'eliminer les gros debris cellulaires. Le

sumageant etait ensuite soumis a une nouvelle centrifugation, mats cette fois-ci, a une

force de 28 000 g, durant 90 min., a 4 °C, toujours avec Ie rotor JA-14. Le sumageant

etait conserve et chaufFe a 70 °C durant 15 min. Ensuite, une nouvelle centrifugation a

ete effectuee afin d'eliminer les proteines denaturees. Une demiere etape a ete effectuee

pour concentrer 1'echantillon. II s'agit d'une centrifugation sur membrane selective avec

des Centripreps de Amicon. Les tubes ont ete soumis a une force de 3000g (3500 RPM)

pendant 30 min., a 4 °C. Cette operation etait repetee deux fois pour une duree de 15
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min. et etait suivie d'une centrifugation de 5 min. pour recuperer Ie maximum de

proteines dans Ie sumageant.

2.2 Separation du phosphate du peptide S a Paide d'une colonne

chromatographique G-25

Les fractions obtenues apres centrifugation a 1'aide des membranes selectives etaient

lyophylisees et resuspendues dans un minimum d'eau nanopure avant d'etre deposees sur

colonne. Le phosphate inorganique a ete separe du peptide S a partir d'une colonne

chromatographique G-25. La colonne 6tait equilibree avec Ie tampon d'elution (50 mM

histidine, 50 mM Hepes et 2,5 mM MgCl2, a pH 8,0). Des fractions de 0,5 ml ont ete

recueillies de la colonne par un collecteur de fraction LKB Bromma 2111 Multirac. Les

fractions contenant du phosphate out ete identifiees par la methode au vert de malachite

en utilisant un echantillon avec seulement du tampon de dosage comme controle.

Ensuite, les proteines de chaque fraction et Pactivite phosphohydrolase des fractions

contenant du phosphate ont ete mesurees selon les methodes decrites a la section 2.2.1 du

chapitre 2 en utilisant un tampon de dosage different: 50 mM histidine, 50 mM Hepes et

2,5mMMgCl2,apH8,0.

2.3 Effet de la phosphatase alcaline sur 1c polyphosphate detache du peptide S

Au tampon contenant Ie polyphosphate separe de la proteine, on ajoutait 20 [i\ de

phosphatase alcaline (0,028 unites). Le dosage du phosphate etait effectue, a des temps

differents, par la methode au vert de malachite telle que decrite a la section 2.2.1 du

chapitre 2, mais en utilisant Ie tampon de dosage decrit a la section precedente.
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RESULTATS

Lors de la purification de cette proteine, une grande quantite de phosphate empechait de

bien evaluer 1'activite phosphohydrolase de la proteine. Plusieurs methodes ont ete

utilisees afin de separer Ie phosphate de la proteine. Une colonne de Sephadex G-25 a

permis de separer la proteine du phosphate (que 1'on soup9onne etre un polyphosphate)

(se referer a la figure 1-2).

Le peptide depourvu de tout phosphate ne demontre pas d'activite phosphohydrolase.

L'activite du peptide S a etc dosee et la proteine ne contient pas d'activite nucleotidase.

Nous avons mesure Factivite de la calponine purifiee. Celle-ci a ete gracieusement

foumie par Ie laboratoire du docteur Michael P. Walsh, Calgary. Les resultats de notre

experience demontrent que la calponine ne possede pas d'activite ATPasique ou

ADPasique.

La figure 1-3 nous montre Feffet de la phosphatase alcaline sur Ie polyphosphate. On

observe qu'un maximum d'hydrolyse est atteint apres 10 minutes d'incubation avec la

phosphatase alcaline. L'hydrolyse du polyphosphate semble incomplete. II devient

impossible, dans ces conditions, de determiner la longueur de ce polyphosphate.

87



35T

30

-RxsFhste

•Rrot6ines

1'2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 16 17 18 192021 22232425 ^27 2829 30 31 32 33 3435
Fracture (rri)

Figure 1-2 Sepration du polyphosphate lie au peptide S a I'aide d'une G-50. Resultat

de 4 experiences distinctes.
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Figure 1-3. Effet de la phosphatase alcaline sur Ie peptide S, accumulation du
produit avec Ie temps. Moyenne de 4 experiences distinctes effectuees en triplicata.
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CONCLUSION

Dans Ie cadre de la purification de nouvelles nucleotidases, nous avons mis en evidence

une proteine soluble demontrant des proprietes catalytiques phosphatases inhabituelles.

La proteine semblait etroitement liee a un polyphosphate. Une fois Ie polyphosphate

separe du fragment de la calponine, celui-ci ne demontre plus d'activite phosphatase. Le

peptide S n'est done pas une nucleotidase. II a ete possible de doser la calponine entiere

et les resultats ont demontre que la calponine ne possedait pas d'activite

phosphohydrolase. Des experiences d'hydrolyse du phosphate a 1'aide de la phosphatase

alcaline ne nous out pas pennis d'evaluer la taille de ce polyphosphate.

La proteolyse peut constituer un probleme a plusieurs etapes de la purification. La

presence de proteases peut mener a des conclusions erroneees. La calponine etant tres

sensible aux proteases (Mak, 1997)1, il est aussi possible que lors de la purification la

calponine ait ete fragmentee par des proteases et que nous soyons en presence d7 un

produit de la proteolyse de la calponine. Ce fragment de la calponine pourrait jouer un

role important dans 1'etude du developpement de 1'arteriosclerose ou lors de la

(de)differenciation cellulaire puisque 1'expression de la calponine est, elle-meme,

dependante de I'etat de differenciation cellulaire des cellules musculaires lisses (Magushi

et al., 1995). De plus, la decouverte d'un polyphosphate dans la cellule pourrait etre d'un

interet tout aussi grand. La presence de ce polyphosphate pourrait servir de reservoir

d'energie: Ie phosphate servant a former de 1'ATP, pour une reponse efficace lors de la

contraction musculaire lisse (Komberg, 1995).

(1) MAK, A.S. Juin 1997. Can. Fed. Of Biol. Soc. Quebec. Canada. (Communication personnelle).
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