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INTRODUCTION . 1

L'APPAREIL DE GOLGI

Iels

Introduction

La cellule est l'unité de base de tous les
organismes. Chaque cellule est subdivisée en un certain nombre
de compartiments ou organites qui ont chacun un ensemble de

fonctions spécifiques.

Chaque compartiment posséde des protéines
et des marqueurs enzymatiques qui lui sont propres. Apres
synthése sur les polysomes liés au RER, la glycosylation
et le tri des protéines destinées a la membrane plasmiqu%,
aux lysosomes et a la sécrétion s'effectue dans le Golgi.
Les protéines destinées au cytoplasmg mitochondries, pero-
xysomes sont synthétisées sur les polyribosomes cytoplasmi-

ques et ne passent pas dans l'appareil de Golgi.

La premiére description de 1l'appareil de
Golgi a partir de l'étude des cellules nerveuses remonte a

1898 par CAMILLO GOLGI, lauréat du Prix Nobel en 1906.

Présent dans toutes les cellules d'eukaryotes,
l'appareil de Golgi se situe généralement dans la région

périnucléaire de la cellule au niveau des centrioles.

Données morphologiques

(1) (2) (3) (4) (5) (6) (7)

L'appareil de Golgi est constitué par un
systeme de membranes de type lisse limitant une série de

cavités.

Cette membrane d'une épaisseur de 75 A est
une bicouche lipidique ol s'insérent les protéines. Le
dictyosome se reconnalt par l'arrangement régulier des
systémes membranaires qui le constituent ; ceux-ci se pré-
sentent sous forme d'empilements de petits sacs aplatis,
trés allongés et clos appelés saccules. Chaque pile de

4 a 8 saccules qui ont la forme d'un disque légérement

concave, est un dictyosome.




L'appareil de Golgi est une structure polari-
sée. On appelle Cis la face du Golgi ol les vésicules pro-
venant du RER et contenant les glycoprotéines nouvellement
synthétisées fusionnent avec les saccules du Golgi. On
l'appelle aussi zone chromophile (due & la possibilité de la
colorer avec 0s04) ou zone de formation. Les glycbprotéines
passent vectoriellement de la face Cis a la face Trans de
l'appareil de Golgi. La face Trans de l'appareil de Golgi
est habituellement appelée zone de maturation. Elle posse-
de un pH plus bas que le co6té Cis et n'est pas colorable a

l'acide osmique.




I.3.

Données biochimiques

Le Golgi joue un rdle central dans les phéno-
ménes de synthése de protéines destinées a certains compar-
timents intracellulaires et & la sécrétion. La sécrétion
est divisée en plusieurs étapes 1) SYNTHESE 2) SEGREGATION
3) TRANSPORT INTRACELLULAIRE 4) CONCENTRATION 5) STOCKAGE
INTRACELLULAIRE 6) DECHARGE. Le Golgi est impliqué dans

la fin de la premiére étape et les étapes 2 et 3. Le

/processus de sécrétion est un processus généralisé le foie est

spécialisé dans la sécrétion de la plupart des protéines du

plasma en particulier l'albumine et les lipoprotéines.

a) Compartimentalisation du Golgi Cis Median Trans

La premiére constatation qui semblait indi-
quer que l'appareil de Golgi était formé de compartiments
spécialisés quant a leurs fonctions biochimiques, fut
obtenue grace a l'utilisation de la technique de centrifu-

gation isopycnique en gradients de saccharose (6).

Par analyse biochimique de tels gradients,
on a découvert que la mannosidase 1 ne se trouve pas
dans la méme partie du Golgi que la Galactosyl transférase
ou la sialyl transférase. De plus, S. KORNFELD et col-
laborateurs ( 6 ont montré que les enzymes responsables
de l'addition de phosphate aux protéines destinées aux
lysosomes se trouvaient dans une troisieme fraction.
Cependant, cette technique ne permet pas de situer le com-
partiment biochimique tel qu'il est disposé dans la cellu-
le. 11 faut faire appel a la microscopie électronique
pour visualiser ces compartiments. Si on établit par
centrifugation isopycnique que tel enzyme est associé a un
compartiment bien déterminé, on peut ensuite a condition
de purifier cet enzyme et de produire des anticorps
dirigés contre cet enzyme, le localiser in situ par l'une
ou l'autre technique immunocytochimique. C'est ce qui

,

a été fait pour la Galactosyl transférase qui s'est avérée




localisée dans le compartiment Trans du Golgi. (4) (17).

Le schéma a trois compartiments ébauché
ci-dessus ne décrit peut-étre pas completement la struc-
ture du Golgi, il peut exister des subdivisions plus
fines. Il se pourrait fort bien que des recherches
futures révelent de nouvelles unités fonctionnelles mais
il n'y a pas de raison de penser que leur nombre s'accroi-
trait de beaucoup. Cette compartimentalisation des
empilements de 1l'appareil de Golgi faciliterait considéra-
blement la glycosylation séquentielle des protéines, leur
tri et leur adressage a mesure qu'elles traversent

l'appareil de Golgi.

L'organisation du Golgi dépend du bon état
fonctionnel des microtubules (12). Le cytosquelette est
constitué de microtubules, microfilaments, filaments
intermédiaires, et microtrabécules. Les microtubules
sont constitués de tubuline, dimere de deux polypeptides
l1ié de maniére non co valente. Ils sont stabilisés par
des ions Mg++, Guanosine triphophate (GTP). La formation
des microtubules est aussi influencée par certaines proté-
ines (microtubules - associated proteins) (MAPs) et
nécessite des centres organisant les microtubules (MTOCs}.
L'intégrité des microtubules est indispensable a l'orga-
nisation de l'appareil de Golgi. Si on traite les
cellules avec de la colchicine ou de la vinblastine, on
retrouve le complexe de Golgi fragmenté ; les piles des
citernes sont détachées les unes des autres et s'éparpillent

dans le cytoplasme.

Les microtubules sont responsables du maintien
et du fonctionnement du complexe de Golgi, ceci en
arrangeant les piles de citernes en trois dimensions dans
la cellule, en permettant la relation avec d'autres

organelles et en assurant un flux normal de matériel

dans et au dela de 1lui.




b) Les fonctions de l'appareil de Golgi

1)

Clivage protéolytique des pro-protéines

s . o < ,
Un grand nombre de protéines secretées et de

protéines de membrane sont sélectivement clivées durant

leur passage a travers le Golgi. Le précurseur de la
protéine est élagué, coupé et transformé. Le site
covalent de protéolyse est tres uniforme. Dans beau-

coup de cas, le clivage se passe sur un a 4 acides
aminés basiques et résulte dans la libération de lysine
ou asparagine (33).

Une telle activité protéolytique a déja été
utilisée comme marqueur du Golgi. Les protéases de
l'appareil de Golgi peuvent étre transportées avec les
produits de sécrétion. C'est le cas de la proalbumine
proinsuline et des précurseurs de protéines virales.
Ceci n'indique pas cependant que le clivage est un
prérequis pour le transport. Dans le traitement de
la proopiomélanocortine, des clivages successifs
peuvent se passer dans différents compartiments, B-lipo-
tropin et ACTH sont générés durant le transport,
plus tard la conversion en endorphine se passe dans les

s , .
granules de secrétion.

Glycosylation des glycoprotéines et _des protéoglycans_

Les glycoprotéines et les protéoglycans sont
deux classes de molécules existant principalement dans
l'espace extracellulaire mais aussi sur la membrane
plasmique et dans la membrane de l'appareil de Golgi
et des lysosomes. Elles sont synthétisées a l'inté-
rieur des cellules en étroite association avec les
protéines de la membrane plasmique ou du réticulum
endoplasmique ou complexe de Golgi. La partie oligo-
saccharidique semble importante pour l'adressage et
la stabilité de la molécule. Alors que les glyco=-
protéines contiennent en poids 1 a 60 % d'hydrate de
carbone, les protéoglycans en contiennent habituellement

90 & 95 %




Une glycoprotéine posséde une ou des chaines
oligosaccharidiques liées de maniére covalente au
squelette polypeptidique ; c'est ce qui la distingue
des autres protéines. Elle posséde peu de monosaccha-
rides différents (glucose, galactose, mannose,
Nacétylgalactosamine, xylose, acide sialique sont les
plus représentés) mais leur contenu en carbohydrates
varie largement. Les hydrates de carbone jouent un
role clé dans les phénoménes de reconnaissance tels que
ceux qui régulent la différentiation et la croissance;
l'altération de cette reconnaissance peut é€tre un fac-

teur pathologique. (33) (6) (15)

Les chaines oligosaccharidiques sont attachées
au squelette polypeptidique par l'un des cinq résidus
d'acide aminé : asparagine, sérine, thréonine et plus

rarement hypoxylysine, hypoxyproline.

lere etape de la glycosylatlon

Il existe deux types de liaisons chimiques

qui fournissent les sites d'attache O-glycosidique

CHon
OH C———O
|/' N E
'—TO—__CHZ_C
\\OH H//H
Ser
H H- f\‘J
¢=0
CH3
N-glycosidique
CHzOH
C
1 TN S
H H ! 2=
Ho\o C l Asn
H o HN
C=0
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CH3
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La biosynthése des oligosaccharides commence
au niveau du RER. Un simple précurseur contenant
par exemple les complexes saccharidiques GLC3MAN9
(GLCNAC)2 1ié au dolichol phosphorylé sera transféré
du dolichol & un acide aminé de la chaline polypepti-
dique (fig.1 ).

Le dolichol est une structure polyisoprénoide-de
nature lipidique. Il sert donc d'amorce pour la
liaison de la structure oligosaccharidique (fig. 1
ol le terme lipide représente le dolichol). Cette
glycosylation initiale d'une protéine dans le réti-
culum endoplasmique sera suivie par un processus im-
portant de remodelage de l'oligosaccharide. Les

3 glucoses sont rapidement éliminés. Le reste du

remodelage s'effectue dans le Golgi.

-N-glycosidique 1ié & l'asparagine (26)Fig.2

La liaison N-glycosidique des oligosaccha-
rides aux protéines s'effectue exclusivement par une
liaison GlcNAc-Asn ou le Asn fait partie d'une
séquence A%E:K:%é%ﬁ??EJ’ habituellement a4 un tour béta
de la molécule protéique enroulée (15). L'oligosac-

charide 1ié a l'azote consiste en une région

centrale ayant la structure Man- -1,4-GlcNAc- -1,4-

GlcNAc-Asn.

Fig 2 ¥~
Réticulum
endoplasmique
rugueux

(Dolichol)

Na/A A&

. Séauence preposee pour la transformation des chaines oliccsacchandiques liées a l'azote et rattachées aun
pectice: ®. residus de N-acetyigiucosamine; 9, residus de mannose; Y. resicus ce gluccse; ®, residus ce galactose; ¥,
resiqus d'ac:de sialique. Le trait onduié represente la chaine colvcentcique; e trait disconunu est ‘e mRNA. Les
processus al'inteneur ce la surface omoree se cassent cans ie comolexe ae Golgl. (Modifié et reproguit, avec sermission,
de Lennarz. W.J. The diocrermistry of Giycoproteins and Proteogiycans. Plenum Press, 1880.)




(73

- O-glycosidique 1ié 3 1a sérine ou
MTRLY

la thréonine. (25) (15)

implique les groupements alcools libres des
résidus sérine et thréonine du polypeptide dans une
séquence tripeptidique Asn-Y-Ser(Thr), Y étant un
acide aminé différent de l'aspartate. Le résidu

glucidique le plus communément attaché au résidu

glycosylation (Fig. 3 )

Man] [ Man]

3 [Man Vias ~17\ mm
“L—> =t [GleNAc] —*

Man

MANNOSIDASE | - GIcNAc-TRANSFE 1
:G,cNAC, FERASE GicNAS] MANNOSIDASE I

CMP

CMP
S.

A-TRANSFERASES/
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La séquence de réactions enzymatiques qui
se déroulent dans le Golgi et modifient la partie poly-
saccharidique des glycoprotéines, protéoglycans et
glycosaminoglycans est & ce jour bien connue, surtout

en ce qui concerne les protéines N-glycosylées.

Le processus de traitement des protéines N
liées commence dans la lumiére du reticulum endoplas-
mique par la fixation grAce au dolichol d'un poly-
saccharide unique sur l'asparagine de la glycoprotéine
en formation. Ce polysaccharide posséde 14 molécules
de sucre : 2 GlcNAc, 9 mannoses et 3 glucoses. Avant
que les protéines ne quittent le reticulum endoplasmi-
que, les trois résidus glucoses (et peut-étre un ré-
sidu mannose) se détachent rapidement ; ensuite,
les protéines sont transférées dans des vésicules

jusqu'a 1'appareil de Golgi. (6)

Apreés avoir quitté le reticulum endoplasmi-
que, les divers types de glycoprotéines bordant la
face CIS d'un empilement de l'appareil de Golgi por-
tent toutes le méme polysaccharide. Cependant,
une fois a l'intérieur de l'empilement, les protéines

destinées aux lysosomes sont reconnues et sont pour-

vues d'un groupement phosphate fixé en position 6

Sur un mannose. Elles ne subissent guére de modifi-
cations ultérieures. Les protéines porteuses de
l'étiquette "phosphate" sont capturées par un systéme
de récepteurs spécifiques et emballées dans des
vésicules qui vont fusionner avec les lysosomes.

Le ou les récepteurs 3 mannose 6P existent au

niveau du Golgi Cis et Trans.

Les protéines destinées 3 la sécrétion ou

a la membrane plasmique sont transformées plus radi-

calement. Une telle modification résulte de la
perte de la plupart de leurs résidus mannoses, perte
qui se déroule en deux étapes. D'"abord, une enzyme

appelée mannosidase I enléve 3 molécules particulieé-

res de mannose i la protéine. Si le processus
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s'arréte la, la glycoprotéine est appelée glycopro-
continue ,Une enzyme appelée Glc Nac transférase I attach
une molécule de GlcNac a l'une des mannoses restants ;
puis l'enzyme mannosidase 11 enléve encore 2 résidus
mannoses et l'enzyme Glc Nac transférase 11 ajoute

une autre molécule de Glc Nac. A la fin du proces-

sus, d'autres enzymes ajoutent du galactose. Enfin,

une addition d'acide sialique termine la séquence
oligosaccharidique complexe de la glycoprotéine.

(étapeJ dans fig.2 ).

La vitesse de la glycosylation est mise en
évidence par l'utilisation d'isotopes radioactifs :
on peut visualiser par autoradiographie le passage
d'une glycoprotéine depuis sa formation au niveau
du réticulum endoplasmique jusqu'a sa sécrétion au
niveau de la membrane. Si on marque au tritium les
acides aminés constituant de la protéine, on consta-
te qu'apreés trois minutes, celle-ci se situe au niveau

de la membrane du réticulum endoplasmique. (10)

Les protéines sont alors encapsulées dans
une vésicule de transport constituée d'un fragment

de 1la membrane du réticulum.

Aprés 20 minutes, les vésicules ont fusion-
né avec la membrane de la citernme du coté Cis de

l'appareil de Golgi.

Aprés 90 minutes, le Golgi bourgeonne du
coté Trans et les protéines sont retrouvées dans les

granules de sécrétion.




3 minutes: 20 minutes: 90 minutes:
silver grains over the ER silver grains over the silver grains over
Golgi apparatus secretory vesicles

Les protéoglycanes sont aussi des protéi-

nes comportant des chaines oligosaccharidiques liées par
co valence a leur squelette polypeptidique, mais les
oligosaccharides différent chimiquement et en abondance
de ceux liés aux glycoprotéines. Les chalnes
d'oligosaccharides des protéoglycanes possédent des
segments saccharidiques répétitifs qui renferment
- une glucosamine ou galactosamine
- un acide uronique (sauf pour le
sulfate du kératane)
- ils contiennent presque tous un
groupe sulfate soit sous forme
O-ester ou sous forme de N-sulfate
(a2 l'exception de l'acide hyaluro-
nique)
- ils ne contiennent en principe pas
d'acide sialique.
(15)
On peut distinguer 7 types de polysaccha-
rides, attachés de maniére covalente aux polypeptides
des protéoglycanes, différents par leur composition en
monoméres, leur liaison glycosidique, la quantité et
l'endroit de leurs substituants sulfatés. Tous,
sauf l'acide hyaluronique, renferment des glucides sul-

fatés.
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Acide hyaluronique:

Chondroitine-
suifates:

Kératane-sulfates:

Héparine et
heparane-suifate:

Dermatane-sulfate:

Fig 4

2, GlelA =% GicNAe 22 Gletia. 22 GieNiAe — 12
22 GleUA 22 GalNAc =% GleUA =2 Gal 22, Gal =% Xyl — Ser
|

4- ou 6-sulfate

]
" s, GleNAc — Asn (kératane-sulfate 1)
r{ l
O

=% GlcNAc _— Gal —_ GlcNAc — Gal Ve

l I S @
6-sulfate 6-sulfate “GalNAc — Thr{Ser) (kératane-sulfate Il)

|
Gal-Nana

6-sulfate

al.4 I al ai ¥ .
2 1UA 24 GieN 2% GleUA 2% GIcNAE —2 GlcUA —2 Gal ——+ Gal —= Xyl —» Ser

| |
2-sulfate SO7 ou Ac

o a
B4 LUK 22, GaiNAc 225 GIeUA 225 GalNAe = GleUA —= Gal ——+ Gal —~— Xyl — Ser
| |

2-suifate  4-sulfate

Résumé des structures des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes. (GicUA, acide o-glucuronique;

IdUA, acide L-iduronique; GicN. o-glucosamine; GaiN, p-gaiactosamine; Ac, N-acetyle; Gal, o-galactose; Xyl, o-xyiose;
Ser, L-sénne; Thr, L-threonine; Asn, L-asparagine; Man, o-mannose; Nana, acide N-acétvineuraminique.) Les structures
sommaires ne sont que des repreésentations gualitatives; par exemple, elles ne reflétent pas la composition de I'acide
uronigue des polysaccnarides hyorides tels que I'hepanne et le dermatane-sulfate qui contiennent a la fois de |'acide
L-iduronique et de i'acide o-glucuronique. Il ne faudrait pas non pilus penser que ies substituants indiques sont toujours
presents; e.g., la plupart des residus d'acide iduronique dans I'heparine transportent un groupement 2-suifate, mais une
proportion beaucoup plus petite de ces résidus sont suifatés dans le dermatane-suifate. (Légérement modifié et
reproduit, avec permission, de Lennarz, 'NV.J. The Biochemistry of Giycoproteins and Protecgiycans. Plenum Press, 1980.)

La formation des polysaccharides utilise

des voies & peu prés similaires a celles responsables

de l'attachement et de la croissance des chaines

oligosaccharidiques des glycoprotéines N liées.

Une UDP-XYL transférase attache 1 XYL du

glucide nucléotidique a la sérine pour former la

liaison O-Glycosidique Xyl-Sér, ceci pour les voies

de glycosylation 2, 4, 5 de la fig-4 . Une UDP-

Gal-N-Ac transférase semblable intervient probablement

dans la formation de la liaison O-glycosidique entre

Gal-N-Ac et la sérine (ou la thréonine). (Voies 1 et 3

de la fig. 4 ). Il est quasi certain que la liai-

son N-glycosidique entre Glc-N-Ac et l'azote de la

fonction amide de 1'Asn implique le dolichol -P-P (voie

Le processus d'élongation de la chaine fait interve-

nir les

sucres nucléosides diphosphates agissant

comme donneur.

3
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Ici la terminaison des protéoglycanes
résulte de la sulfatation des glucides et de 1la
progression du polysaccharide particulier loin du

site dans la membrane ol s'effectue la catalyse.

Cette addition est particuliérement impor-
tante pour les mucopolysaccharides des cellules

épithéliales, gastrointestinales et des chondrocytes.

(8).

Il est & noter que les groupements S04
peuvent marquer non seulement les protéoglycans
mais aussi des stéroides, les phénols, les dérivés

tyrosines et les lipides.

Deux étapes interviennent dans l'addition
de groupements S04 aux chaines oligosaccharidiques
(8) : - formation de composés possédant des groupes

sulfates actifs. L'activation du sulfate
nécessite des ATP et deux types d'enzymes :

ATP sulfurylase catalyse la réaction entre

ATP et S04

Adénosine - 5' - phosphosulfate (APS)
3' - phosphoadénosine APS-phosphokinase

-

- le sulfate activé est transféré a la molécule

acceptrice par une deuxiéme classe d'enzyme :

les éulfotransférases. (15)
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Remargge 1

» s'agrégent
eén complexes qui peuvent &tre de PM 50 x 106 daltons.

Ces agrégats s'intercalent dans la substance fondamentale

entre les fibres de collagéne (15 )

Rgmargue 2

Les glycosaminoglvcans sont des Structures oligosacchari-

diques qui ont été enlevées du squelette protéique du

précurseur protéoglycane. (15) (Fig. 5 )

serine H—(":—CHI—Ogalacto%lactose “ ﬂ
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J
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Retrait, réutilisation et recyclage des composés de

membrane
Le trafic est centrifuge et centripéte.

Lors de la synthése et de l'exocytose, il est dirigé

vers l'extérieur ; lors de l'endocytose, il est

dirigé vers l'intérieur de la cellule. TOUTES les pro-

téines de membranes d'une cellule d'eukaryote sauf celles

des mitochondries et des peroxysomes trouvent leur

origine dans le réticulum endoplasmique et acquieérent

leur individualité par un processus de différenciation

complexe au cours duquel des vésicules bourgeonnent

du réticulum endoplasmique et fusionnent avec le

Golgi (Fig, g ) (43 ).

C'est le Golgi qui occupe la place
centrale dans le tri des composants membranaires et
les adresse au Golgi, a la membrane plasmique, au
lysosome, aux granules de sécrétion et peut-&tre &

l'enveloppe nucléaire.

La distribution se fait probablement
par des vésicules qui bourgeonnent aux extrémités des

citernes .

Ce mouvement de membranes s'accompagne
donc par un retrait tout 3 fait sélectif de certains
composés de la membrane du réticulum d'abord, du Golgi

ensuite ou peut-&tre méme des différents saccules.

La composition oligosaccharidique d'une
glycoprotéine dans une vésicule porteuse est la
mémoire moléculaire du dernier compartiment cellulaire
auquel la glycoprotéine a été exposée. Qu'est-ce qui
régule le mouvement de ces vésicules et leur spécificité
de telle sorte que chaque compartiment intracellulaire
garde son individualité ? Il a été suggéré que
l'initiation serait lide & l'accrochage d'un '"coat"

8@ l'extrémité des citernes de Golgi suivi du



Fig 7
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bourgeonnement de vésicules (& l'intervention de
protéines ou cytosol et ATP) mais qu'est-ce qui
détermine la fusion de ces vésicules donneuses avec
la membrane acceptrice ? Quels sont les récepteurs
responsables de la spécificité des interactions ?

Toutes questions qui restent ouvertes.

Au cours du mouvement centripéte,
lors de l'endocytose, les mouvements membranaires
sont aussi tout aussi importants. Ils ont été
mis en exergue par le fait que les macrophages inter-
nalisent, pendant le processus d'endocytose,
jusqu'a 200 % de leur surface membranaire par heure.
Il est certain que la synthése ne peut compenser
cet influx de membrane et qu'un retour des membranes
internalisées vers la surface s'impose. L'endocy-
tose par récepteurs fait intervenir plusieurs
compartiments membranaires : le ligand passe de la
membrane plasmique ou des régions spécialisées de
celle-ci par les endosomes ou réceptosomes, pour
aboutir aux lysosomes. Le récepteur est soit
recyclé i partir de l'endosome vers la membrane
plasmique ou détourné vers l'appareil de Golgi ou il
serait réparé avant de rejoindre la membrane plasmi-

que. (Fig. 7 ) (14)
Mode de géglicgmgng des glzcgpzogéings dans le Golgi

Deux modéles ont été proposés pour ex-
pliquer comment les 8lycoprotéines traversent l'appa-

reil de Golgi. (6) (32).

Premiére hypothése : 1a progression des citernes.

Une nouvelle citerne se forme lors de

la fusion des vésicules provenant du réticulum endoplas-

mique avec la face Cis d'un empilement et la citerne

néo-formé progresse vers l'intérieur de l'empilement.




O
A

— O

granules de sécrétion
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A mesure que d'autres citernes se forment sur la
face Cis, la citerne se déplace a travers l'empile-
ment . Au cours de sa progression, les activités
biochimiques se modifient et la citerne assume
successivement les Zonctions des 3 compartiments ;
arrivée sur la face Trans, la citerne se fragmente

en vésicules qui conduisent les protéines a destina-

tion.

membrane plasmique

lysosomes

it <

. ({;Z\\\j granules \de sécretion

Cette hypothése est abandonnée a

Qoo oo XeXeXelelel

l'"heure actuelle.

Seconde hypothése : le transfert vésiculaire.

Les glycoprotéines sont transportées
d'un compartiment au suivant par des vésicules

formés par bourgeonnement de la membrane des citernes.

Jusqu'a une date assez récente, ’
l'hypothese de la progression des citernes était la
plus généralement admise. Cependant, le saut d'une
protéine d'un empilement de Golgi & l'autre et 1'in-
dividualité de la composition encymatique des
citernes sont manifestement incompatibles avec cette
hypotheése. Les glycoprotéines sont donc proba-
blement transportées d'un compartiment au suivant

par des vésicules.
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d) Blegampe gF replipativn 48 DapReiedl de Balgl (@2

C'est PERRANCITO qui a spécialement
exploré le phénoméne de replication au niveau de l'appa-
reil de Golgi. Il constate que la division de 1l'appareil
de Golgi ne correspond pas jusqu'a un certain point
a la division cellulaire. A cette division de 1l'orga-
nelle, il donne le nom de dictyocineése. L'appareil de
Golgi se subdivise en plus petites unités lesquelles

sont appelées dictyosomes.

En 1957, GATENBY a proposé la repro-
duction par fission, par fragmentation. Il se peut que
l'organelle se divise différemment dans les différents
types de cellules ou étapes de développement ; mais
c'est une structure complexe incluant la différentiation
d'une face par rapport a l'autre. Sa replication semble
inclure quelques principes complexes de l'organisation
cellulaire. On ne peut donc pas se limiter a l'hypo-

thése de la fragmentation.

En 1969, BROWN et en 1971 MOLLENHAUER
émettent l'hypothése que l'organisation de l'envelop-
pe des citernes proviendrait de l'extension de membranes

provenant d'autres régions cellulaires.

En 1965, BROUCK a proposé que
l'enveloppe nucléaire et le RER seraient la source des
citernes proximales. Le RER aurait lui-méme une

origine nucléaire.




Fig 7 bis
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¢) Legdgmzyubs-parqueurs Sn Solgly, " (Fig 7 bis )

La plupart des marqueurs du Golgi connus

jusqu'a présent sont en relation avec le processus de gly-

cosylation des protéines elles-mémes synthétisées dans

le réticulum endoplasmique rugueux.

DANS LA PARTIE CIS

La mannosidase I a pour role de retirer les mannoses des
glycoprotéines ( g ).

La N-Acetyl glucosaminyl phosphotransférase transfére
une N-Acetyl glucosamine sur un mannose restant de la
chaine oligosaccharidique. ( ¢)
Phosphodiesterglycosidase

NADH cyt C réductase / joue le rdle de couple redox. (43}
Nucléoside diphosphate phosphatase : dégrade 1'UDP
relaché suite au transfert de galactose de 1'UDP-Gal aux
glycoprotéines naissantes ( 14).

Phosphodiestérase : clive li1 N-Acetyl glucosamine a

partir du mannose-6-P. (31).

DANS LA PARTIE MEDIANE

Glc-N-Ac transférase : transfere le Glc-N-Ac sur le
mannose restant de la chalne oligosaccharidique nais-
sante (g ).

Mannosidase II : enléve encore 2 mannoses (6 ).

Fucosyl transférase : transfere du fucose au polypeptide

naissant (g ).

DANS LA PARTIE TRANS

Galactosyl transférase : cfr schéma ci-contre.

Sialyl transférase : cfr schéma ci-contre.

Thiamine pyrophosphatase (TTPase) : son activité est due
a la Nucléoside

diphosphatase diphosphatase (UDPase)

CMPase : dégrade le CMP relaché aprés transfert de
l'acide sialique du CMP-acide sialique a la chaine
oligosaccharidique naissante (6 ).

Phosphodiéstérase : cfr ci-dessus.

pH : aux environs de (& ).
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f) Composition de la membrane du Golgi

1) Les protéines

Sur gel d'électrophorése de polyacryla-
mide SDS jusqu'a 40 bandes peuvent étre mises en évi-
dence . Leurs poids moléculaires s'échelonment entre

10 000 et 300 000. (13).

Aucune bande ne compte plus de 5 % du

tiofal s

Les principales bandes ont un poids
moléculaire de 210 000, 130 000, 80 000, 70 000,
67 000, 45 000, 43 000, 38 000, 30 000, 20 000. (16)(13)

Sur membranes de Golgi purifiées, apreés
l'utilisation de cycloheximide qui va vider le Golgi
de tous les produits de sécrétion, on peut mettre en
évidence 4 protéines majeures de poids moléculaire
de 115.000, 83 000, 67 000, .50 000 Il semblerait
que ce soient les protéines les plus abondantes de

la membrane de Golgi. (34)

Le poids moléculaire de la galactosyl
transférase se situe généralement entre 35 000 et
55 000 daltons et la valeur la plus représentée est
de 50 000 daltons. Cette différence de poids molé-
culaire de la galactosyl transférase est fonction
de l'espéce, de l'origine et de la méthode de sépa-
ration des protéines. Par exemple chez 1'homme,
la galactosyi transférase du sérum, par la technique
de filtration sur gel le PM se situe entre 70 000 et
75 000 alors ; en SDS-PAGE il est de 49 000.
Par contre chez le rat, au niveau du foie, en SDS-
PAGE, il est de 67 000 daltons alors qu'en équilibre

de sédimentation il est de 48 200 daltons. (17)
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Le récepteur des enzymes lysosomaux
posséde un PM de 215 000 daltons. Sa situation au
niveau du Golgi reste encore fort discutée ;

BROWN et FARQUHAR ( 44)1e localisent au niveau du
Golgi CIS, d'autres chercheurs le localisent dans la

partie TRANS et parfois dans les deux parties. (18)

Les sialyltransférases sont restreintes
a un systéme d'interconnection consistant aux
citernes TRANS du Golgi et un réseau tubulaire TRANS.
Deux protéines ont été identifiées comme étant des
sialyltransférases et correspondent aux poids molécu-

laires de 41 000 et 47 000 daltons. (28)

Les lipides du Golgi (11)

Les composés lipidiques de la membrane
de Golgi sont nécessaires dans les processus de gly-
cosylation et de sécrétion, le transport intracellu-
laire et la fusion de membrane. On peut relever
la présence de glycérophopholipides, sphingomyéline,
cholestérol et ubiquinone en grand pourcentage (voir
tableau). La vitamine A est aussi un lipide présent
de la membrane de Golgi mais elle se retrouve cepen-
dant dans un grand nombre de fractions subcellulaires.
Récemment, on lui a attribué une fonction dans la mem-
brane en rapport avec la glycosylation des glycopro-
téines (11). Le cholestérol apparait étre en pro-
portion plus élevée dans le foie que dans d'autres
organes, ceci serait a mettre en relation avec les
propriétés sécrétrices du foie. (il est A noter ce-

pendant que la plus grande proportion de cholestérol

se retrouve dans la pembrane plasmique

Tableau

Protéines
lipides phosphorylés : 51,3 pg/mgr
glycérophospholipides phosphorés 47 pg/mgr
ubiquinone 7,5 pg/mgr
vitamine A 4,9 pg/mgr

phosphore total 7756 Pg/mgr
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3) Les phospholipides de la membrane de Golgi (11)

(voir tableau)

Les phospholipides sont les constituants
principaux des lipides de membranes.
Ce groupe de lipides contient du phosphore sous forme
d'acide phosphorique. Ils contiennent 2 molécules
d'acides gras estérifiant le premier et le deuxieéme
hydroxyle du glycérol, alors que le troisieme hydroxyle
forme une liaison ester avec l'acide phosphorique. Un
groupe alcool estérifié par l'acide phosphorique est
localisé sur la téte polaire de la molécule de phospho-
lipides. D'aprés l'alcool terminal, on a différents
types de phospholipides. Tous, sauf la sphingomyéline,
contiennent du glycérol.
Les proportions de phospholipides présents dans le Golgi

ont été estimés par (11 ) sur le' foie de Tat

Tableau

Protéines

phosphatidylcholine 109,6 pgr/mgr
phosphatidyléthanolamine 40,4 ugr/mgr
sphingomyéline 15,3 ugr/mgr
phosphatidyl Inositol 16 jpgr/mgr
phosphatidylsérine 5,4 pgr/mgr
composés lyso 6,9 pgr/mgr

Indéterminés 2,61 pgr/mgr
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II. LES ANTICORPS MONOCLONAUX

La propriété fondamentale des anticorps
est leur "SPECIFICITE'" induite par les antigeénes correspondants.
Un sérum normal contient une diversité d'anticorps dans des
proportions variables, mais par immunisation intensive, un ani-
mal formera de grandes quantités d'anticorps qui constitueront
alors une part importante de ses immunoglobulines sériques,

dont la concentration globale sera fortement accrue.

I1.1. Les anticorps en général Fig. 8 (40) (9)

Les immunoglobulines sont constituées de
4 chaines polypeptidiques : deux chaines légeéres (L) de
210 a 220 a.a (de 25 000 daltons) associées a une paire
de chaines lourdes d'environ 450 a.a (de 50 a 77 000

daltons).
La formule générale est H2L2.

Des ponts disulfures relient les chalnes

entre elles.

Fig 8
pont
| disulfure
‘ |
sites région I | — ]
Ge liaison cigarmére | § e Cu3
a l'antgene | o— ] — ]
@ chaine lource
450 résidus
chaine
oligosaccharidique

chaine légere
212 résidus

Structure de base d’une IgG. Les régions N-terminales des
chaines lourdes (H) et des chaines Iégeres (L) sont caractérisées par
des sequences variables (V) appelées respectivement régions V,, et V.
Le reste de la molécule a une structure relativement constante. La par-
tie constante de la chaine !égeére est appelée région C, . La partie cons-
tante de la chaine lourde comprend 3 régions différentes : C,1 CH2 et
C,.3. Ces régions globulaires. stabilisées par des ponts dxsulfures intra-
carenanre& sont appelées «domaines». Les 2 sites de liaison a I'anti-
gene sont localisés dans les domaines variables. La région charniére,
segment mal défini de la chaine lourde. est locaiisee entre C,1 et C2:
la flexioilité de cette zone permet des variations de distance emre !es 2
sites de liaison a I'antigene, leur assurant ainsi une ingépendance ope-
rationnelle. Les chaines polysaccharidiques sont attachées au
domaine C, 2.
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La fonction spécifique de liaison & un
antigéne est localisée 4 l'extrémité de chacune des
branches de cet Y. Les immunoglobulines sont bivalentes
ce qui veut dire que chaque extrémité de l1'Ig va recon-

naitre un déterminant antigénique identique.

Il existe au niveau de la partie N
terminale une zone de 107 a4 113 aa variables qui est
constituée de 3 séquences appelées 'zones hypervariables".
C'est elle qui va déterminer la spécificité de l'anti-

corps pour son antigéne.

Le reste constitue la partie constante.
Il existe plusieurs types de chaines H :4,¥Vu,€JSqui
correspondent aux Ig A, G, M, E et D. Les chailnes

légéres peuvent &tre de deux types soit chaines K (kappa),

soit lambda.

Les liaisons covalentes (pont disulfure)
€t non covalentes permettent une Structuration secondaire,

tertiaire et quaternaire.

L'action dégradante de certains enzymes :

sur une immunoglobuline G est représentée a la Fig.

L a pepsine clive la chaine lourde en libérant
les fragments F(ab)2 et pFc . Une hydrolyse prolongée coupe
le fragment central en peptides de faible poids moléculaire.
La papaine clive la molécule dans la région charniére (au
résidu 224) libérant 2 fragments Fab et un fragment Fc ;la

coupure ultérieure du fragment Fc libé&re Fc' .
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Pour engendrer la production d'anticorps
ar l'organisme, l'antigéne doit remplir certaines
g P

conditions.

Il est nécessaire que celui-ci possede
un poids moléculaire suffisamment élevé (> 1 000) et
au moins deux épitopes. Il doit aussi étre assez diffé-
rent du self (le self étant tout ce qui est propre
a l'individu). Plus cette différence sera grande, plus

l'"immunogénicité de cet antigéne sera marquée.
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L'antigéne doit aussi entrer en contact
avec le systéme immunitaire. Ceci par voie parentérale :
voie intraveineuse, intramusculaire et sous cutanée,

accidentelle ou expérimentale.

De maniére fondamentale, on peut dire qu'une
substance étrangére sera immunogéne pour autant qu'elle

soit reconnue par les lymphocytes du receveur.

Le pouvoir immunogéne d'une particule peut
étre augmenté par addition d'adjuvants. On appelle
adjuvant, des substances non antigéniques par elles-mémes
qui, mélangées a4 un antigéne en augmentent l'immunogéni-
cité. Le plus communément utilisé est l'ajuvant de
FREUND complet et/ou incomplet, constitué d'un mélange
d'huiles minérales et de substances particuliéres dérivées

de la pétrochimie.

L'adjuvant de FREUND complet est obtenu par
adjonction de mycobactérium tuberculosis tués par la

chaleur.

Les anticorps monoclonaux

L'intérét des anticorps monoclonaux réside
dans le fait de disposer d'un seul clone comme source
permanente d'anticorps de méme classe, de méme affinité,
dirigée contre un seul "épitope'. C'est ce qu'on
appelle la spécificité de l'anticorps monoclonal. Mais
celle-ci ne pourra jamais étre établie de maniére absolue
car il n'est pas possible de tester chaque source alterna-
tive de tissus. La spécificité ne pourra étre établie
que dans le contexte de l'utilisation potentielle de

l'anticorps.
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Fusion et clonage

Lorsque l'on injecte un agent immunogéne a
un animal, celui-ci répond par la synthése de toute une
série d'anticorps dirigés contre les différents épitopes
de cet antigéne. Ces anticorps ne font pas nécessaire-
ment partie de la méme classe isotypie et n'ont pas
nécessairement une affinité semblable .Un sérum est donc constitué

d'un mélange d'anticorps variables.

Or chaque anticorps est fabriqué par un
clone unique de lymphocyte B. Par la technique du clonage
et dilutions limites, il est possible d'isoler statistique-

ment une seule cellule (par puits de culture).

Mais les cellules cultivées in vitro ne
vivent que quelques générations ... Il a donc été
nécessaire de trouver une méthode qui permette de les faire
vivre éternellement. Le probléme fut résolu lorsque
KOHLER et MILSTEIN ( 9 ) eurent l'idée de fusionner des
cellules de myélone de souris avec des lymphocytes B
issus de la rate d'une souris immunisée avec un antigeéne
choisi. Les cellules hybrides nées de cette fusion
sont appelées hybridomes. Elles possédent a la fois
le caractére immortel du myélome et la propriété lympho-

cytaire de produire des anticorps spécifiques.

Par la technique de clonage classique, il
est possible d'isoler 1l'hybridome, de le conserver indéfi-
niment et de le multiplier avec la production de grandes
quantités d'anticérps identiques par la spécificité, la

classe et l'affinité.
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Principe de la production

La fusion de 2 types cellulaires est réali-
sée grace au P E G (polyéthyleéne glycol), agent actif sur
les membranes. Le nombre de cellules hybrides est faible
et il est nécessaire d'avoir un rapport de 10 / 1 -(cellu-
le lymphocytaire sur cellule cancéreuse) pour obtenir

des résultats valables.

Apres fusion, il est nécessaire de pouvoir
éliminer tout ce qui n'est pas hybride. On utilise donc
des cellules myélomateuses défectives pour un enzyme inter-
venant dans une des voies accessoires de syntheése de
1"ADN : HGPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl trans-
férase) et/ou TK (thymidine kinase). En présence d'une
substance bloquant la voie majeure de synthése des nucléo-
tides (aminoptérine), seules subsistent des cellules qui
posseédent les enzymes de ces deux voies de remplacement.
Dés lors, dans un milieu H A T (hypoxanthine + aminoptéri-
ne + thymidine ), les cellules résultant de la fusion d'un
lymphocyte normal et d'une cellule mydlomateuse défective
pourront survivre grdce a l'apport enzymatique d'origine
lymphocytaire. Tandis que les cellules myélomateuses
non fusionnées auront un blocage non compensé de leur
synthése d'ADN, les lymphocytes normaux meurent naturel-

lement apreés 1 a 2 semaines.
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Production d’anticorps monoclonaux. Les animaux
(g€néralement souris ou rats) sont immunisés avec !'antigene.
Lorsqu'une bonne réponse en anticorps est obtenue les lympnocytes
spleniques sont prepares (les cellules aes nodules lympnoides oeuvent
aussi étre utilisées). Ces cellules sont fusionnées avec des cellules
d'une lignée de myélome par acdition de polyéthyiéne glycol (PEG) qui
nduit la fusion memoranaire. Seulement une petite oroportion ces ce!-
ules fusionne avec succes. Le melange est ensuite mis en culture dans
un milieu contenant «HAT». HAT est un mélange d'hypoxanthine, ami-
optérine et thymidine. L'aminoptérine est une toxine puissante qui blo-
Jue une voie metabolique. Cette voie peut étre shuntée si la celluie est

antigene

o

fusion <; n
cellules de myeélone ont un défaut metabolique et ne peuvent utiliser le

shunt, de sorte qu'elles meurent en milieu HAT. Quand la cuiture est

jéveioppée en milieu HAT, elle contient les cellules spléniques. les cel-

ules de myélome et les hybrides. Les premiéres meurent naturellement culture en HAT

apres .1-2 semaines ; les secondes sont tuées par le HAT, mais les

yorides survivent car ils ont I'immortalité des cellules de myélome et le
shunt meétabolique des cellules spléniques. Certains auront également

a capacité de produire des anticorps comme les cellules spléniques.
‘ous les puits contenant des cellules se muitipliant sont testés cour la

ourrie avec les intermeciaires metaboliques hypoxanthine et thymi- cellules soléniques myélome
jine. Les cellules spléniques peuvent pousser en milieu HAT, mais les (HAT résistantes) (r'\_‘ox_rsecretglm)
sensible),

yroduction de I'anticorps sounaité (souvent par RIA ou ELISA) et. s'ils SSES > =
ont positifs, la culture est clonee, c'est-a-dire répartie dans des ola- | J
Jues de teile sorte qu'il ny ait qu'une cellule par puits. Cela conne un

lone cellulaire provenant d'une seule celluie souche qui est a la fois U_MLH_H_U
mmortelle et productrice d'anticorps (monocional). q;

cépistage des puits positifs

clones progucteurs d'anticoros,

Les hybridomes sélectionnés par analyse de

la spécificité de l'anticorps produit pourront servir a

une production abondante de celui-ci par 2 méthodes diffé-
| rentes : soit par croissance en milieu de culture, soit
par inoculation des cellules fusionnées a une souris
histocompatible ; dans ce cas, une tumeur se développera

avec sécrétion de l'anticorps qui pourra étre récolté.
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Les antlcorps monoc lonaux dirigés contre l'appareil de Golgi

Jusqu'a présent, l'utilisation d'anticorps
monoclonaux a abouti a l'identification de quelques constituants

de la membrane de l'appareil de Golgi.

En 1982, Daniel LOUVARD (23) a immunisé
des lapins avec du Golgi de foie de rat purifié. Le polysérum
obtenu est dirigé contre un simple polypeptide de 135 kD, en
SDS-PAGE, qui se localise dans la partie centrale du Golgi et
de nombreuses vésicules coatées. Ce polypeptide semble avoir
un rdole dans le transport de matériel du Golgi a la surface
cellulaire. Il serait différent de la Galactosyl transférase
de foie de rat (PM 46,5 kD) et de la sulfotransférase (PM 43,5
kD) de rein de rat. Ces poids moléculaires ont été déterminés
par chromatographie sur gel. En 1983, TOUGARD et al (21) au
moyen de cet anticorps polyclonal repérent la protéine de 135 kD
au niveau des citernes TRANS, des lysosomes et de la membrane

plasmique mais pas dans les granules de sécrétion de la membrane.

BURKE et al (19), la méme année, ont produit
un anticorps monoclonal dirigé contre une protéine de méme poids
moléculaire (135 kD) de Golgi de foie de rat. Celle-ci semble
se localiser au niveau de la membrane, a la lumiére des citernes

du Golgi et au niveau de 1 ou 2 citernes Seulement

En 1982, LIN et al (20) identifient au
moyen d'un anticorps monoclonal une protéine de 110 kD qui coin-
cide avec la localisation cytochimique de la thiamine pyro-
phosphate. L'immunofluorescence réveéle une structure lamellaire
et vacuolaire ainsi qu'une localisation au niveau de 1la

membrane plasmique mais pas a la surface externe de la cellule.

En 1984, CHICHEPORTICHE et al (24), grace
a un anticorps monoclonal dirigé contre le Golgi de cellules
myélomateuses, identifient 2 protéines de 54 kD et 84 kD qui ne
sont pas des glycoprotéines N liés mais seraient des protéines
a oligosaccharides 0-1liés. Elles sont localisées dans la

partie médiane de la pile du Golgi.
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En 1984, SMITH et al ( ) constatent que
les souris non immunisées produisent des anticorps dirigés contre
le Golgi de pancréas de rat et en tirent avantage pour produire
deux anticorps monoclonaux dirigés contre des protéines inté-
grales de la membrane de Golgi.

L'anticorps 1 se fixe sur deux bandes de 103 - 108 kD et

l'anticorps 2 se fixe sur trois bandes 180 - 103 - 108 kD.

BUT DU TRAVAIL

Les marqueurs biochimiques les plus
utilisés jusqu'a présent sont les enzymes marqueurs diverse-
ment localisés dans les citernes du Golgi : Mannosidase, Galac-
tosyl transférase, Sialyltransférase et thiamine pyrophosphatase.
Ils ne peuvent étre utilisés a des fins cytochimiques, sauf

la thiamine pyrophosphate.

11 est donc nécessaire pour résoudre le
role central du Golgi dans le trafic vésiculaire existant entre
les différents compartiments membranaires de faire appel a des
anticorps monoclonaux qui répondent a cette définition. Un
anticorps monoclonal présente plusieurs avantages par rapport
a un polysérum : la nécessité d'éliminer par préabsorption
les anticorps indésirables est abolie. Il est parfois tres

malaisé d'éliminer les anticorps contaminants d'une facgon

e —e —
i - - e e ——

absoluel//fﬁgrggiyclonal ser;Md{riéé.conifé/Tés proté?ﬁﬁﬁ\\\\

ma jeures de la préparation de Golgi ce qui n'est pas le cai//
pour un anticorpsrgogoclanal}/ Enfin, les monoclonaux sont

faciles a produire et ceci en grande quantité.

Les problémes sous jacents qui pourraient
étre élucidés gradce a de tels marqueurs sont 1) les transports
vésiculaires réticulum endoplasmique --- Golgi CIS --- Golgi
Médian --- Golgi Trans etc... qui s'effectuent lors de la
biogenése de protéines et glycoprotéines et 2) les recyclages

membranaires qui accompagnent l'endocytose. Des anticorps
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monoclonaux anti-Golgi permettraient aussi de distinguer
jusqu'a quel point une membrane est individualisée : un
saccule de Golgi posséde-t-il ou non des protéines communes
a un autre saccule, au réticulum endoplasmique, a la membra-
ne plasmique ou aux lysosomes. Enfin, si l'on arrive a
produire un anticorps dirigé contre une protéine localisée

a la face externe du Golgi, celui-ci permettrait de purifier

par affinité le Golgi en grande quantité.

L'intérét des anticorps monoclonaux anti-
golgi serait renforcé par l'utilisation d'anticorps monoclo-

naux anti-lysosomes et anti-membrane plasmique.

C'est pour toutes ces raisons, que
nous nous sommes attachés a purifier des membranes de Golgi,
a produire des anticorps monoclonaux dirigés contre celui-ci

et a essayer de caractériser les antigénes correspondants.
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Matériel & Méthodes

Cette purification est basée sur 1'equilibration du Golgi a sa
propre densité e 1,10 dans un gradient de saccharose discontinu . On part
de la fraction ML ajustée a la densité de 1,17 au moyen d'une solution de
saccharose 1,32 .

Aprés centrifugation a 25 000 rpm pendant 2,30 heures , le Golgi
se retrouve a 1'interface des fractions de densité 1,14 et 1,07 du gradient.

On appelle II cette couche du gradient contenant le Golgi et le
reste est rassemblé en fraction I tandis que II est resuspendu dans du
saccharose 0,25 M et recentrifugée & 40 000 tours / minute pendant 40
minutes ; ceci pour permettre 1'élimination du saccharose et replacer le
Golgi dans un milieu isotonique .

On obtient la fraction G et son surnageant S2 . G étant la fraction
purifiée en Golgi que 1'on pourra utiliser pour 1'immunisation ( Gi ) et
pour 1'analyse et les dosages (GD) .

A partir du gradient de saccharose , on obtient donc 4 fractions I,

II , S2 et GD/Gi .
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Pour obtenir " ML" , on part de 5 foies de rat .

HOMOGENAT

DENSITE

1,07

1,14

::fffz,z'

e

VO AT

1,24
T

"4

52

~

G

Dounce loose 20 fois
saccharose 0,25 M 10 minutes
centrifugation & 1700 rpm™ 0°C
1500 rpm
1500 rpm
rotor 30 & 20 000 rpm ( 217W’t
20 000" rpm

centrifugeuse Beckman L5 65

gradient de saccharose
7ml
7ml
14m1 -
7ml

25 000 rpm 2,5 heures
rotor SW 28 dans la L2-75

(centrifugeuse Beckman )

dans du saccharose 0,25 M
pendant 40 minutes a

40 000rpm dans le rotor
60 TI dans 1a L5 65 .

NB :Les solutions de saccharose ont été décrites par MORRE et al

eiles contiennent du TRIS maléate 37,5mM , pH 6,5 , du dextran

T5001%, duMgCl2 5 mM .
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2 EVALUATION DE LA PURIFICATION DU GOLGI

Pour évaluer le degré de purification du Golgi , il est
nécessai}e de doser dans les différentes fractions les enzymesmarqueur
des différentes membranes .

Pour calculer Te rendement du dosage enzymatique , il est
nécessaire de calculer la récupération a chaque étape du fraction-

nement . Pour cela on doit comparer :

E+N=N+ML + PS . H=E+ N
ML =1+ II .
I1 =S2 + G .

L'enzyme marqueur du Golgi utilisé est la Galactosyl transférase .
Pour quantifier le degré de contamination de G paf d'autres mem-

ur la membrane glasmlque.
branes , on a pris la 5'AMPase et 13 phosphod1esterase alcaline et la

NADPH cyt C réductase pour le réticu]um endoplasmique .

-

On a ajouté a ces dosages enzymatiques , le dosage des protéines
On peut calculer 1'activité spécifique relative qui nous donne une

valeur de la purification du Golgi

ASR = % d'activité enzymatique dans la fraction par rapport & H
% de protéines dans la fraction par rapport a H .
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2.AMESURE DES ACTIVITES ENZYMATIQUE ET DOSAGE DES PROTEINES :

La Galactosyl transférase , enzyme marqueur du Golgi transfeére
un groupe GAL . L 'activité enzymatique se dose par la radioactivité
comparée lors du transfert d'un groupement Gal marqué au 14C a
1'ovalbumine ; celle-ci précipite au TCA (0°C) glacé sur des -
morceaux de papier Watman .

. 14 ) ; : ¥
UDP - Gal ~'°C préparation enzymatique Gal

+ Ovalbumine -
uridine diphosphogalactose 3 s sP s
(uridine diphosphogal 7 °C,60',pH 6,2

C ovalbumine

cCpm mesuré au
C substrat ) triton X100 0,4% compteur .

MnC12 10mM
Mercaptoéthanol 30mM

Lfactivité enzymatique est mesurée prés lyse membranaire au triton
X 10070,4 % .
2.2 Phosphodiéstérase alcaline :

La phosphodiestérase alcaline est un enzyme marqueur de la
membrane plasmique . En présence du substrat , le thymidine 5'
monophosphate paranitrophenyl diester , & 25°C durant 30 minutes ,
1'enzyme hydro]yse»]a Tiaison entre la thymidine 5' monophosphate et
le paranitrophenyl et libére le paranitrophénol coloré en jaune en
milieu alcalin .

THYMIDINE 5'monophosphateparanitrophényldiester
(substrat 0,75mM )
préparation enzymatique a 25°C
pH 9,6 10"

THYMIDINE 5' phosphate
=t

paranitrophenol jaune en milieu alcalin .




a
I
m—c/\’—-c"‘a‘
/7‘"§> AR °¢L\~//{H_s.g °
Ne= " —o—P—-0—CHg 20 C 5 ._:H.s
o TLTTRA] 2 |
, ) " V
| | (=} =
cH OH ’:'—c—CHa
: cH L
e Ve
= cH t|=H
A3 . 5'AMPase .
La 5'AMPase scinde un phosphate inorganique & partir
du 5'amp .

substrat utilisé

reaction

: 5'AMP  pH 7,5

grs =
GO o
=] . "
HQ g’ﬁ C)—%\ pH 7.5 : HC—CHE\ . P;b—zpl—cH
&% = 5 I
OH CH N . .

A4 .

A T'interventionde
le cyt C en s'oxydant

d'absorption & 550 nm .

La NADPH cyt C reductase .

1'enzyme ,

Le cytochrome C réduit présente un maximum

37

le NADPH sous forme reduite,réduit
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, rd 0 + Ly tchrome C
oxyde

I
\ ' o *+(Cytochrome €
reduit
+
R
RASPT

25 . Les protéines .

Dénaturation des protéines par NaOH 0,5 N . Les groupes tyrosines
réagissent avec le réactif de Folin en donnant une coloration bleue .
( Te tryptophane donne aussi cette coloration ).Extrémement sensible .
On mesure 1'absorbance & 540 nm .

La mesure de 1'absorbance en méme temps que les échantﬂ]ons »d'un
€talon serum albumine i 400 ug par ml servira & déterminer la concen= -

tration en protéines par gramme de foie de chacun des échantillons

étudiés .
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3 . PURIFICATION DE LYSOSOMES ET DE MEMBRANE LYSOSOMALE DE FOIE DE RAT .

Les lysosomes de foies de rat sont obtenus par centrifugation
isopycnique de la fraction mitochondriale 1é&gére .

Un gradient isopycnique est un gradient de densité oh'}es par-
ticules sont centrifugées jusqu'a ce que leur densité soit égale a
celle du milieu , de telle sorte que Ta vitesse de migration de la
particule dans le champ centrifuge tende vers O .La densité de la particule
varie selon le milieu utilisé .

Ce dernier dans ce cas particulier est le Nycodenz .

Les solutions de Nycodenz et de saccharose & densités égales
nfont pas la méme osmolalité .Une solution de Nycodenz est hypotonique
par rapport a& une solution de saccharose de méme densité . Par conséquent
les lysosomes et les mitochondries qui possédent un espace osmotique vont
s'équilibrer dans une région de plus faible densité dans un gradient
de Nycodenz (comparé & un gradient de saccharose ) . Les peroxysomes
ne possédent pas d'espace osmotique : Teur densité d'équilibration sera
identique dans Tes deux milieux .De plus , les mitochondries soumises
a une forte pression subissent une modification de 1a perméabilité de
la membrane interne , leur densité sera plus élévée . Ceci permet une

meilleure purification des lysosomes que dans un gradient de saccharose .
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Pour obtenir la fraction mitochondriale 1égére , il faut passer par

différentes étapes générales d'un fractionnement .

HOMOGENAT

NM LP5

PS

potter 2500 rpm ,saccharose 0,25M
filtrer 0°C

4 12 500 rpm 0,16 w2t rotor 30 0°C
12 500
12 500

20 000 rpm rotor 30 217 Wlt

0°C

sur gradient isopycnique

1’

1.10 6 ml
1,135 7 ml
1.145 6 ml
1516 12 ml

2 heures au rotor SW 27
0°C

I
Lysosomes= II

v 7 s s

T

lysosomeSdialysésl nuit a 0°C dans
5 Litres de Na HCO3 T mM

milieu hypotonique

S1
S2
53
S4

-
C1 + H20

1

C2 + NaCl 0,15 M
L

C3 + NaCl 1,15 M
1)
C4 + NaCl 0,15 M

MEMBRANES DE LYSOSOMES .
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Nous obtenons 11 fractions :
°®H = cellulés intactes
° NM =enrichies en noyaux et mitochondries
° L = enrichies en lysosomes , peroxysomes et mitochondries .

° PS = fraction microsomale : membrane plasmique , Golgi ,vésicules et
cytoplasme .

® 2 fractions de lysosomes intacts (gradients)
I = peroxysomes + mitochondrie
II = fraction lysosomale intacte

° 5 fractions lors de la lyse de la membrane lysosomale.
4 surnageants S1 S2 S3 S4

.1 culot = la membrane lysosomale
=NM+L +PS
=1+ 11

IT =Mb +S1 +S2+S3 +754 .

3,2 . MESURE DES ACTIVITES - ENZYMATIQUES ET DOSAGE DES PROTEINES .

1 . PHOSPHATASE ACIDE .

CHoOH T‘HEDH
oH 5 . :
ll:HO—P;O i - CHoH T P
| X a7'C l
oH
triton X 100 dosage colorimétrique du

phosphate inorganique .
Absorbance d g50 nm .

L'activité totale , aprés lyse membranaire au triton X 100 est calculée,
en umole de phosphate inorganique 1ibéré par minute et par gramme de foie .
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c1,04

préparation enzymatique
M .
HO 0 N— I‘OZ
37°C pH = 3,6 .
OH

triton X100

P.nitrophényl-B-D—
galactopyranoside

substrat
CHZOHO
HO OH
@ + OF N02
' dabsordance i 400 nm
OH

coloré en jaune en milieu alcalin .
L'activité totale , aprés lyse membranaire au triton X 100 est calculé en

umole de para nitrophenyl B D galactopyranoside hydrolysé par minute et par
grammes de foie .

3 . DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV .

Nr—ca-cr-%—c::—'m — CH—CO —NH l XN
cCH_ CH
= 2
‘ e e
cH,
pH 8
a7’ e

1
NH_o— CHo—CO— N — CH-COCH
b
CH, CHo s
| N 7

CHa

L'enzyme élimine & partir de 1'extrémité NH? - d'un peptide

deux acides aminés en rompant la liaison peptidique

Le substrat
utilisé ici libére la naphtylamine fluorescente qui peut aussi étre
colorée en bleu sous forme de diazoique
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4 . Dosage des protéines .

Due a Ta présence de NYCODENZ dans les différentes fractions
avant dialyse , la methode de dosage des protéines par folin s'avére étre
inadéquate .

Pour cela on va utiliser la methode '‘a 1a fluorescamine .
Ce furam est 4 Phenyl spiro ( FURAN-2 (3) 1'phthalan 3,3 dione . ce réactif
agit premiérement avec les amines primaires et forme une subtance intensément

fluorescente .

La fluorescence est proportionnelle & la concentration en amine
et est stable quelques heures . pH =9




44

4. PURIFICATION DE MEMBRANES PLASMIQUES .
1. A partir d'une quantité connue de foie de rat , on prépare un
homogénat (H) dans un milieu de TRIS 0,005 M et 0,15 M KC1 ,pH 8 & 4°C.

On place Te foie dans un petit recipient de 50 ml (SORVALL) avec
du milieu dans des proportions 10 grammes de foie dans 30 ml-de milieu.

On tourne pendant 7" a pleine vitesse puis om homogénise au DOUNCE
loose 25 fois ; on filtre sur dux épaisseurs de gaze .

On obtient H que 1'on centrifuge a 5 000 rpm pendant 15 minutes.
On décante directement sans lavage . Le culot "Cl"est resuspendu au
Dounce Loose(10fois) avec du saccharose 1,33 afin d'obtenir la densité
de "1,205" .

On réalise alors un grdient discontinu avec différents couches
de densité décroissante a partir du fond C1 = 1,205 ; 1,19 ; 1,18 ;
1,16 . On centrifuge pendant une heure au rotor SW 27 a 27 000 rpm .

La fraction II contenant l1a membrane plasmique se retrouve a
1jinterfface des couches de densité 1,15 et 1,18 . Le reste du gradient
constitue la fraction I . La fraction II est diluée dans HEPES %mM pH 8
et passée:a Tlultraturax 15 " & vitesse forte puis centrifugé a 40 000
rpm au rotor 60 . Le culot C2 est resupendu dans 1'HEPES 1mM PH 8 dill.

On realise alors un deuxiéme gradient discontinu .C2 a une
densité de 1 est déposé au dessus du gradient discontinu , les autres
densités étant de 1,142 ; 1,155 ; 1,182 . On le fait tourner une nuit
& 27 000 rpm dans le rotor SW 27 & 0°C . La membrane plasmique
s'équi]ibre a 1'interface des solutions de saccharose 1,142 et 1,155.
On dilue Ta fraction 6 fois avec de 1'eau glacée et on la centrifuge
a 40 000 rpm pendant 45 minutes .

Les différents .culots sont rassemblés et resuspendus dans le méme

tampon Imidazole a une dilution de 0,04 ( c'est a dire les membranes

plasmiques correspondant a 1 gramme de foie dans 0,04 ml ).




HOMOGENAT [H) mixer au Sorvall vitesse maximum 7" & 0°C .

N

s1 Cl rotor JA 20 5000 rpm 15 MINUTES & 0°C .
o

35 9 Sm] L ﬁ
38 % 5 ml }
41 % 5 il 2

P

1 V 23 ml

J<<i__4122 \\~___,,J

2 est dilué 10 fois dans du tampon HEPES 1mM
PH 8 et mélané & 1'ultraturrax 15 "™ & full speed

Rotor 60 TI 40 000 rpm 60" a 0°c .

ngr””J\\\ﬁg s resupspendu dans tampon HEPES 1mM
pH 8 densité 1

dilué 6 fois avec tampon Imidazol 1mM pH 7,4

!

"k - ]
= 1142
40 000 rpm 1 heure & 0°C =-1455
/L = 1,18

S4 Mb4 DILUTION 0,04
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4.2 . EVALUATION DE LA PURIFICATION DE CA MEMBRANE PLASMIQUE .

Pour cela on utilise différents enzymes de référence : la 5' AMPase , la
dipeptidylpeptidaselV et 1a phosphodiéstérase alcaline pour la membrane
plasmique . La monoamine oxydase comme enzyme marqueur ‘de la membrane externe
des mitochondries et 1a NADPH cyt C réductase comme enzyme marqueur du RER$
pour calculer le degré de purification , le rendement en membrane p1asmique
et 1a bonne récupération , i1 faut tenir compte que :

H = S+C,

C,= Gl + Mb,
Mb, = S2 + C2
C2 = G2 + MB2

Mb2 = S3 + Mb3
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5 IMMUNISATION DE SOURIS BALB/C PAR UNE PREPARATION DE GOLGI PURIFIEE .

date A sérum B sérum
15-09-86 immunisation 1234 . 17234
1234
1-10-86 rappel 1
10-10-86 rappel 1234
14-10-86 fusion 1 5]
21-11-86 rappel 234
27-11-86 rappel 1234 234 8]
1234
2-12-86 1234
1234
=[4]
LEGENDE :
A : huit souris ( 4 mdles et 4 femelles ) ont été immunisées au moyen d'une

émulsion constituée pour moitié d'adjuvant de Freund complet et pour
moitié d'une préparation de Golgi purifié ( & 1,50 mg de protéines par
ml )dans'NaC1 9 %, (injection d'environ 5 ul dans les "FOOT PADS" “des
deux pattés postérieures ) .

Chaqué rappel est effectué en injection intramusculaire au moyen d'une
émulsion constituée pour moitié d'adjuvant incomplet de FREUND et pou.
moitié d'une préparation de Golgi & 5 mg de protéines par ml dans NaCl
9% .

B : 4 souris (1234 ) onté&té immunisées au moyen d'une émulsion constituée
pour moitié d'adjuvant de FREUND complet et pour moitié d'une préparation
de Golgi @ 5 mg de protéines par ml dans NaCl 9 %, .

Chaqué'rappel est effectué en injection intramusculaire au moyen
d'une émulsion constituée pour moitié d'adjuvant de FREUND incomplet
et pour moitié d'une préparation de Go]éi d 5mg de protéines par ml
dans NaCl 9 %,
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6 FUSION DES CELLULES MYELOMATEUSES ET DES CELLULES LYMPHOCYTAIRES .

1 Principe de Base :

Le succés d'une fusion réside dans le fait que deux types de
cellules ( lymphocytaire et myélomateuse ) mises ensemble , possédent un haut

taux de parenté entre elles . Par ce fait , la fusion s'effectue & un taux
suffisament rapide en causant des domages minimum aux cellulés .

L'agent fusionnant est le polyethyléne glycol(PEG) . SOUS 1'action
du PEG et sa]ting'out , 1'eau qui se trouvait autour des cellules entoure
les molécules de PEG et de ce fait les cellules se rapprochent et flsionnent.
NB : Les cellules myélomateuses ne produisent pas d'immunoglobulines .

2.METHODE :
Les myélomes qui vont servir<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>