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Résumé . 

Dans le cadre de ce mémoire, nous avons étudié le transport d'une enzyme lysosomale , la 

calhepsine C, dans des cellules d'hépalome 7777 de Morris. Le fractionnement subcellulaire par 

centrifugation isopycnique en gradient de saccharose de cellules marquées à la [ 35s l méthionine a 

permis de suivre le transfert des précurseurs de l'enzyme. de leur site de synthèse. au niveau du 

réticulum endoplasmique, vers les lysosomes, via l'appareil de Golgi et le "trans Golgi network •. 

Durant ce transfert, il est apparu que les précurseurs de la cathepsine C se trouvaient associés, de 

manière temporaire, à des membranes. 

La possibilité d'une voie alterne. indépendante du mannose-6-phosphate a été envisagée pour 

le transfert de la cathepsine C vers les lysosomes d'hepalome 7777 de Morris . 

Abstract . 

ln this work, the transfert of the lysosomal enzyme, cathepsin C. was studied in Morris 

hepatoma 7777 cells . Subcellular fraclionation by isopycnic centrifugation in sucrase gradients of 

ce lis labelled with [ 35s] methionine has allowed to follow the transfer of the precursors of the 

enzyme, from their site of synthesis, al the endoplasmic reticulum, to lysosomes, via the Golgi 

apparatus and the "trans Golgi network" . During the transfer it has been observed. that the 

precursors of cathepsin C are transienlly associated to membranes. 

The possibility of an alternative mecanism for the transport of enzymes to lysosomes, 

independent of the mannose-6-phosphate has been considered . 
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CHAPITRE 1 : 1 NTRODUCT ION. 

A. Les lysosomes. 

Les lysosomes, constituant le compartiment digestif principal des 
cellul es d'eucaryotes, sont responsables de la dégradation de matériel 
extrace l lulaire internai isé par endocytose et de matériel in tracellulaire 
ingéré par autophagie. 

Le concept de lysosomes s'est développé grâce à l'intégration de 
données biochimiques et morphologiques (De Duve et Wattiaux, 1966; De 
Duve, 1983). 

Biochimiquement, les lysosomes ont d'abord été définis comme des 
ent ités contenant un certain nombre d'hydrolases acides. Plus tard, 
l'examen en microscopie électronique de fractions enrichies en 
phosphatase acide permit l'identification des lysosomes comme des 
parti eu les denses aux électrons, séparées du cytoplasme par une membrane 
simple (Novikoff et al, 1956). 

Actuellement, plus de cinquante enzymes lysosomales ont été 
découvertes; on retrouve des protéases, des nue léases, des glycosidases, 
des sul fatases, des lipases, et des phosphatases, pouvant dégrader 
pratiquement toutes les catégories de macromolécules biologiques 
(Ho ltzman, 1976). 

Nombre de ces enzymes sont l1bérées dans le m111eu env1ronnant 
quand l'organite est physiquement ou chimiquement détruit. Dans ce cas, on 
peut affirmer que ces hydrolases sont déjà sous forme soluble avant la 
rupture de la membrane. D'autres hydrolases ne sont libérables que plus 
diff ic1 lement et ne peuvent être directement so lubil 1sées dès la rupture 
membranaire. Dans ces conditions, on peut dire qu'elles font partie de la 
membrane ou qu'elles y sont liées par liaison de type faible. La couche 
sous-jacente à la membrane formant le halo clair pourrait jouer un rôle de 
protection contre les hydrolases acides présentes à l'intérieur des 
lysosomes (Sheeler et Bianchi, 1980). 
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Parmi les enzymes membranaires, on retrouve 13 

glucocérébrosidase,la glucosidase et la sialidase. La phosphatase acide, la 
glucuronidase et la cathepsine D peuvent être parfois présentes dans la 
membrane. L'activité des enzymes est optimale aux alentours de pH 5, ce 
qui correspond au pH existant dans l'organite (Reijngoud et Tager, 1973; 
0hkuma et Poo le, 1978) . Mego a demontré q~e le maintien du gradient de 
pH est dû à une pompe électrogénique insérée dans la membrane qui, après 
hydrolyse de l' ATP, l Ibère des protons à l'Intérieur des lysosomes (Mego, 
1979). 

Du point de vue morphologique, les lysosomes présentent une grande 
diversité de taille et de forme, ce qu1 contribue à rendre leur 
identification difficile. l ls contiennent du matériel dense aux électrons et 
peuvent prendre l'aspect de petites vésicules arrondies, de 0, 1 à 0,8 µ 
(Sheeler et Bianchi, 1980), de grandes vacuoles, en particulier lorsque 
l'autophagie est importante, voire de structures tubulaires (Nichols, 1982) 
aussi bien dans les cellules saines que dans le cas de certaines affections 
telle que la maladie de Gaucher. Suivant leur état, on 
distingue également, en microscopie électronique, 
primaires, les lysosomes secondaires, les corps 
télolysososmes. 

-Les lysosomes ,or/maires 

les lysosomes 
résiduels ou 

Ce sont des vésicules de bourgeonnement originaires de la face trans 
de l' appareil de l'appareil de Golgi, qui présentent une réaction positive 
histochimique pour la phosphatase acide. Ce sont des organites qui n'ont 
pas encore participé à des réactions de digestion. 

-Les lysosomes secondaires 

Structures dans lesquelles les hydrolases sont présentes avec le 
matériel, à dégrader, en dégradation ou dégradé (Novikoff et Holtzman, 
1976). Les lysosomes secondaires sont formés à partir de lysosomes 
primaires ayant fusionnés soit avec des vacuoles hétérophagiques soit 
avec des vacuoles autophag1ques. Les vacuoles hétérophag1ques sont des 
phagosomes formés par endocytose, les vacuoles autophagiques 
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contiennent des éléments propres au cytoplasme ce l1ulaire isolés par une 
membrane. 

-Les cor,os résiduels 

Les substances endocytées, et une partie des organites 
autophagocytés qui ne seront pas digérés dans les lysosomes secondaires, 
vont être retenus temporairement dans des vacuoles résiduelles. Ces 
lysosomes f arment a lors des structures appelées corps résiduels. 

Comme il a été signalé plus haut, les lysosomes forment 
princi palement un système de digestion intracellulaire comparable, à 
l'exception de sa discontinuité, au tube digestif des organismes 
évolués.me Duve et Wattiaux, 1966). On distingue 2 types de fonctions 
possibles(Ftg.1 ): 

-La fonction /Jétéro,o/Jagique. 

Une fois la fusion entre lysosome et phagosome réa l isée, les 
diverses hydrolases vont agir sur leur substrat spécifique. On retrouvera 
ainsi dans les lysosomes secondaires différentes molécules de petite 
taille utiles à la cellule, et des produits inutilisables. On peut se demander 
quels sont les substrats de ces hydrolases? 
De façon générale, on retrouvera des polymères ou des composés complexes 
comprenant des protéines, du DNA et RNA, des polysaccharides, des lipides, 
des phosphates et des hydrates de carbone situés sur des glycoprotéines ou 
des glycolipides. 
L'hydrolyse de ces macromolécul es n'est pas le fait d'une seule enzyme 
mais de l'action concertée de plusieurs hydrolases. Prenons pour exemple 
le cas d'une protéine. L'hydrolyse initiale est effectuée par les cathepsines 
D et E, clivant la protéine en plusieurs fragments de taille variable. Ces 
peptides résiduels seront hydrolysés en dipeptides et acides aminés par 
les cathepsines A, B, C et l'arylamidase. 11 sera possible à ces acides 
ami nés de traverser la membrane lysosomale soit par diffusion passive ou 
facilitée, soit par le transport actif et d'intervenir dans le métabolisme 
cellulaire, au niveau du cytoplasme. Quant aux corps résiduels ils pourront 
fus ionner avec la membrane plasmique, et être rejetés par exocytose. 
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-La l onct ion autojJl7agique 

Cette fonction a pour rôle de digérer les constituants 
cytoplasmiques propres à la cellule. 
Une fois isolés du cytoplasme par une membrane, certains organites vont 
fusionner avec les lysosomes primaires pour être ensuite hydrolysés. C'est 
ainsi que l'on va retrouver dans les vacuoles autophagiques des 
m1 tochondr1es , du rét1culum endoplasm1que 11sse et rugueux, assurant 
ai nsi leur turn-over . 

Les lysosomes interviennent dans un grand nombre de processus 
bi ologiques.On peut citer : 

-la nutrition 
-la lyse cellulaire pendant la différenciation et la 

métamorphose 
-la destruction des globules rouges agés et des cellules 

mortes 
- la kératinisation de la peau 
- la sécrétion d'hydrolase par le spermatozoide pour 

permettre la pénétration de l'ovule lors de la 
fécondation 

-la résorption de l'os par les ostéoclastes . 

Les enzymes lysosomales sont aussi impliquées dans la destruction 
d'agents infectieux tels les bactéries et virus entrés dans le cellule par 
phagocytose, ainsi que dans la dégradation d'hormones, le transport de 
protéines et de lipides comme par exemple les lipoproteines de fa ible 
densité (L.D.U. Ces dernières pénètrent dans la cellule par endocytose via 
un récepteur spécifique (Golstein et al , 1985) 
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B L · endocytose 

Comme on vient de le voir, la fonction lysosomale implique 
fréquemment l'internalisation de substances externes,par la cellule. Les 
petites molécules hydrophobes peuvent traverser la double couche 
1 ipidique de la membrane plasmique par diffusion simple ou facilitée. 

Pour faire entrer dans le cytoplasme les mo !écules hydrophiles ou 
des ions, la cellule doit faire appel à des mécanismes particuliers 
impliquant l'action de "transporteurs". 

L'entrée des macromolécules biologiques dans la cellule se fait grâce 
au phénomène d'endocytose. On distingue 2 types d'endocytose: 

- La pinocytose ( ou endocytose ), qui consiste en l'ingestion de 
substances solubles. On connait 2 types d'endocytose différentes. On 
distingue tout d'abord l'endocytose adsorptive par récepteurs. La capture 
des molécules à internaliser se fait suite à l'interaction de ces molécules 
avec des récepteurs spécifiques situés sur la face extracellulaire de la 
membrane plasmique. 11 s'agit d'un mécanisme permettant à la cellule de 
capter et de concentrer des molécules biologiques spécifiques, telles que, 
par exemple, la transferrine, les lipoprotéines à faible densité ( LDL ) ... 
Dans le second type d'endocytose, appelé endocytose fluide, la cellule 
ingère, au hasard, une portion de matériel extracellulaire qui se retrouve 
enfermée par une invagination de la membrane plasmique. La pinocytose 
est un mécanisme courant chez de nombreuses cellules. 

-La phagocytose est, à l'opposé, réservée à certaines cellules 
spécialisées, tels les macrophages. Elle consiste en une ingestion de 
particules plus volumineuses comme des microorganismes ou des débris 
cel lulaires. 

Le cycle de !'endocytose débute à hauteur des régions spécialisées 
dans la membrane plasmique, qui sont des zones de dépression de celle-ci 
recouvertes du côté cytoplasmique de structures denses aux électrons 
constitué de clathrine ( coated pits ). Les "coated pits" ont une existence 
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très brève, puisque très rapidement à partir de là, se forment par 
invagination progressive de la membrane des vésicules recouvertes ou 

"coated vesic les" . 

Les vésicules d'endocytose, ayant perdu leur couverture de c lathrine 
fusionnent ensuite dans un compartiment prélysosomal avec les endosomes 
qui eux-mêmes délivrent leur contenu dans les lysosomes. Dans le cas 
particulier de !'endocytose adsorptive par récepteur, c'est dans le 
compartiment endosomal que se produit la dissociation entre les 
molécules exogènes internalisées et leur l igand correspondant, du fait de 
l'acidité du contenu endosomal. 

A la F1g.2,est reproduit un schéma de !'endocytose adsoptive par 
récepteurs appliqué aux L.D L. 

c Bl osynthèse des enzymes lysosomales 

Les enzymes lysosomales, ainsi que les protéines de sécrétion et les 
protéines de la membrane plasmique, sont synthétisées sur des polysomes 
associés au reticulum endoplasmique rugueux (R.E.R) ,(voir F1g.3). 

Chacune de ces protéines présentent à son extrémité N-terminale un 
peptide "signal" constitué de 15 à 20 acides aminés hydrophobes. Cette 
séquence"signal"interagit avec une particule de nature ribonucléoprotéique 
la "signal recognition particle" ou "S.R.P". Ce complexe se fixe sur la 
membrane du RE via une autre protéine, la "docking protéin"; le transfert 
vectoriel et co-traductionnel de la chaine polypeptidique naissante, à 
travers la membrane du RE, dans la lumière de celui-ci, peut dès lors se 
produire ( Walter et al, 1984 ).Puisque les protéines de sécrétion de la 
membrane plasmique et des lysosomes suivent la même voie de 
synthèse,e lles se retrouvent toutes en mélange dans le RER . Des 
mecanismes de tri interviendront plus tard, pour diriger ces protéines vers 
leur destination finale. 

Les enzymes lysosomales ainsi que les protéines de sécrétion et les 
protéines de la membrane plasmique sont N-glycosylées, de manière co-
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traductionnelle, également, au niveau des résidus ASN, lorsque la séquence 
consensus ASN-X-Thr ou Ser est présente. La glycosylation consiste en un 

transfert, en bloc sur la chaine peptidique, d'un oligosaccharideJ préformé 
(composé de 2 résidus de N-acétylglucosamlne, 9 résidus mannose et 3 
résidus glucose) et porté par un intermédiaire lipidique, le dolichol 
pyrophosphate, inseré dans la menbrane du RER 

Dans le RER, la séquence "signal" est éliminée; de plus le "façonnage" 
de la partie hydrocarbonée des protéines néosynthétisées commence. Elle 
débute par l 'excision de 3 résidus glucose et d'un résidu mannose. Les 
protéi nes sont ensuite transportées, par l' intermédiaire de vésicules, vers 
le Golgi ou d'autres modifications post-traductionnelles s'opèrent. De plus, 
c'est au niveau du Golgi que seront triées les protéines selon leurs 
destination, c'est à dire, soit vers les granules de sécrétion, soit vers la 
membrane plasmique, soit vers les lysosomes. 

Durant leur passage à travers le Golgi les résidus hydrocarbonés des 
protéines de sécrétion et de la membrane plasmique sont transformés en 
oligosaccharides complexes, par addition de N-acétylglucosamine, de 
galactose et d'ac ide sialique principalement. 

Bien que, dans certains cas, les chaines d'hydrates de carbone 
portées par les précurseurs d' enzymes lysosomales peuvent subir des 
modif ications semblables, la modification la plus importante subie par 
ce lles-ci consiste en l' acquisition de résidus mannose 6 phosphate. Cette 
mod ification implique l'intervention de 2 enzymes. Dans une première 
étape, l' UDP-N-acéty 1 g l ucosam i ne- lysosoma l enzyme N­
a ce ty l g l ucosam i ne-phosphotransf érase transfère une N-acéty 1 g 1 ucosam i ne 
1 -phosphate à partir d' UDP-N-acétylglucosamine sur un résidu mannose 
pour f armer un intermédiaire phosphodiester.Cette enzyme se situe à l' 
endroit critique du mécanisme de tri dépendant du mannose-6 phosphate, 
car elle doit pouvoir reconnaître spécifiquement les enzymes à destination 
lysosomales. 11 a été proposé que la phosphotransférase reconnaît un 
"domaine" particulier, qui est commun à toutes les enzymes lysosomales, 
mais absent dans les glycoprotéines non lysosomales. La nature de ce 
domaine est encore inconnu à l'heure actuelle, mais on pense que la 
conformation aurait un rôle à jouer. 
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Ensuite, la N -A acétylglucosamine -1 - phosphodiester - N -
acéty lglucosaminidase enlève la N -acétylglucosamine, libérant ainsi un 
groupe phosphate en position 6 du mannose. 
Le mannose-6-phosphate ainsi formé constitue l'élément majeur de 
reconnaissance des enzymes lysosomales. 11 présente une grande affinité 
pour des récepteurs spécifiques au mannose-6-phosphate présents dans le 
Golgi, de telle sorte que les enzymes lysosomales vont être dérivées de la 
voie des protéines de secrétion. 

Deux récepteurs au mannose-6-phosphate ont été isolés et 
purifiés.Tous deux sont des glycoprotéines transmembranaires. L'un 
présente un poids moléculaire de 215 Kd (Hoflack and Kornfeld, 1985), 
l'autre de 46 Kd.(Varki and Kornfeld, 1985) . Le récepteur 46 Kd requiert la 
présence de cations bivalents pour interagir avec les résidus mannose-6-
phosphate. Les deux récepteurs perdent toute affinité pour leurs ligands à 
des pH voisins de 5,5. Cette propriété est comme on va le voir 
extrêmement importante dans le mécanisme de transfert. 
Le complexe récepteur-ligand quitte l'appareil de Golgi par l'intermédiaire 
de vésicules "recouvertes" et se retrouve dans un compartiment 
prélysosomal dans lequel la dissociation du ligand se produit suite à 
l'acidification du contenu de ce compartiment. 
Le récepteur recycle vers le Golgi pour se fixer à d'autres 
précurseurs,tandis que les enzymes lysosomales sont acheminées 
finalement vers les lysosomes. Un faible pourcentage des enzymes 
lysosomales (5 à 20%) est secrété par les ce l lules,avant d'atteindre les 
lysosomes. Une partie de ces enzymes peut se fixer sur le récepteur à 
mannose-6-phosphate qui se trouve sur la membrane plasmique et être 
internal1sée vers les lysosomes par endocytose. Les pools intra- et extra­
ce llulaires des récepteurs au mannose-6-phosphate sont en équilibre et 
s'échangent rapidement (Vladutiu et al, 1979). 

En plus des modifications apportées aux rés1dus hydrocarbonés,les 
enzymes lysosomales subissent un refaçonnage important de leur chaîne 
pept idique. Les enzymes sont synthétisées sous forme de préproenzymes et 
possèdent une double extension N-terminale (Skudlarek et al, 1984). La 
préséquence ou séquence "signal" est é 11 m 1 née dans 1 e R.E.R. 
immédiatement après le transfert du polypeptide à travers la membrane de 
ce lui-ci.La proséquence,quant à el le,est é l iminée,se lon les enzymes,sur 
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une période qui s'étend de quelques heures à plusieurs jours. Des coupures 
protéolytiques supplémentaires peuvent encore se produire dans certains 
cas,notemment au niveau de la portion C-terminale (Erikson and 
Blobel, 1983). 
Le façonnage protéolytique débute dans les prélysosomes et s'achève une 
fois l'enzyme libérée dans les lysosomes (Gieselman et al, 1984). 

L'appare11 de Golgi est un système de lamelles superposées constitué 
de quatre compartiments les Golgi,cis, médian, trans et le "trans Golgi 
network" (Griffith and Simons, 1986). 
Un système de vésicules transporte les protéines néosynthétisées du R.E.R. 
vers le compartiment cis du Golgi. Les protéines de secrétion et de la 
membrane plasmique passent à travers le Golgi médian et trans,pour se 
retrouver dans différents types de vésicules à hauteur du "trans Golgi 
network", pour être dirigées vers leur destination finale. 
Bien que les protéines lysosomales reçoivent leur marqueur mannose-6-
phosphate dans le Golgi cis,l'endroit précis où elles se fixent au récepteur 
au mannose-6-phosphate est encore sujet à discussion. 
Brown et Farquahr ( 1984), s'appuyant sur des données immunohisto logiques 
observent une concentration du récepteur au mannose-6-phosphate dans le 
Go lgi cis et proposent que le complexe ligand-récepteur se forme à cet 
endroit et quitte le Golgi à ce niveau également. D'autres auteurs 
(Vladutiu, 1983) ayant observé la présence de chaines oligosaccharidiques 
complexes (porteuses de galactose et d'acide sialique) au niveau de 
protéines lysosomales, considèrent que celles-ci doivent traverser le 
Golgi et sortir à hauteur du "trans Golgi network",puisque l'addition de 
galactose et d'acide sialique ne peut se faire que dans le trans Golgi 
( Vladutiu, 1983). Comme les récepteurs au mannose-6-phosphate ne sont 
jamais détectés dans les lysosomes, les vésicules "couvertes" 
transportant des précurseurs des enzymes lysosomales, à partir du 
Golgi,doivent fusionner avec des éléments d'un compartiment 
prélysosomal , dans lequel un abaissement de pH provoquera la dissociation 
des enzymes du récepteur, qui sera quant à lui recyclé vers le Golgi. 
Brown et a 1( 1986) ainsi que Kornf e ld( 1987),considèrent que ce 
compartiment prélysosomal fait partie du système endosomal et que de ce 
fait, il existe à un moment donné une convergence entre les voies 
biosynthétique et d'endocytose du transport vers les lysosomes. 
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D. Voles alternes de transport des enzymes lysosomales. 

Bien que la voie au mannose-6-phosphate soit un mécanisme 
important de ciblage des enzymes lysosomales, il est clair que d'autres 
mécanismes doivent exister. 

Cela est en effet apparu évident après des observations faites chez 
des patients atteints de mucolipidose 11 ("I-cell disease") ou 111 ("pseudo­
Hurler polydistrophy"). Les cellules de ces patients sont déficientes en 
phosphotransférase, ce qui a pour conséquence que les enzymes 
lysosomales ne peuvent ni recevoir le marqueur mannose-6-phosphate ni 
se fixer au récepteur spécifique (Mueller et al, 1983). 
Les fibroblates de ces patients sécrètent les enzymes lysosomales au lieu 
de les envoyer vers les lysosomes. Par contre, dans d'autres cellules, 
telles que les hépatocytes, les cellules de Kupfer et les leucocytes 
possèdent un taux d'activité d'enzymes lysosomales quasiment normal, 
bien qu'elles soient également déficientes en phosphotransférase. 

D'autre part, des enzymes te! les que la B-glucocérébrosidase et 
l'acéty l - Co A - a - D -glucosamine - N - acétyltransf érase, protéines 
membranaires ne sont pas phosphorylées et donc sont dirigées vers les 
lysosomes par un mécanisme indépendant du mannose-6-phosphate. 

Récemment, on a mis en évidence divers cas où d'autres enzymes 
lysosoma les sont temporairement associées à des membranes durant leur 
transport. 

La phosphatase acide dans des cellules BHK transfectées par du cDNA 
codant pour cette enzyme est synthétisée sous forme d'un précurseur 
polypetidique transmembranaire glycosylé de 60 Kd. Ce précurseur est 
transporté endéans les 30 minutes vers le Golgi où il subit un remaniement 
de sa partie hydrocarbonée, par la formation d'oligosaccharides complexes. 
Les vésicules se détachant du "trans Golgi network" transportent ces 
précurseurs vers les lysosomes, sur une période de plusieurs heures. 
Durant cette période et avant que le transfert dans les lysosomes n'ait 
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l ieu, les précurseurs effectuent un va-et-vient continuel entre la 
membrane plasmique et un compartiment pré lysosomal. Le précurseur est 
so lubilisé après coupure protéolytique une fois que ce lui-ci atteint les 
lysosomes. On ne détecte pas de mannose-6-phosphate sur ce précurseur. 

Une activité de protéase acide dans les endosomes de macrophage 
chez le lapin fut identifiée par Diment et Stahl (1985). Suite à l'utilisation 
d'anticorps spécifiques, cette enzyme s·est révélée être la cathepsine D. 
Elle serait présente dans les endosomes sous forme membranaire et dans 
les lysosomes sous forme soluble. La cathepsine D est synthétisée sous 
forme d'un précurseur membranaire inactif. La forme inactive est 
transformée en enzyme active, toujours associée à la membrane. Par la 
suite, il y aura après quelques heures, libération de l'enzyme so luble dans 
les lysosomes (Diment and Stahl, 1988). Ces observations n'excluent pas 
bien entendu l'intervention du tri via le récepteur au mannose-6-
phosphate, mais il est toutefois certain qu'il existe une association de 
l'enzyme à la membrane dans les endosomes et probablement dans le Golgi. 

11 reste encore à savoir quel type d'interaction s'établit entre la 
cathepsine D et la membrane des endosomes. 11 se pourra1t que 
l'association de la cathepsine D se fasse par l'intermédiaire d'une séquence 
d'ancrage du type KDEUK: lysine, D: asparagine, E: glutamine, L: leucine) 
présente à l'extrémité C-terminale de l'enzyme; cette séquence étant 
nécessaire pour la rétention des protéines dans le R.E . 

E. Biosynthèse de la cathepsine C. 

La cathepsine C ou dipeptidylaminopeptidase 1 (DAP.I) est une 
exopeptidase lysosomale . Son action enzymatique consiste en l'hydrolyse 
de dipeptides à partir de l'extrémité N-terminale de peptides. 
Au laboratoire, on mesure son activité en la faisant agir sur des substrats 
synthétiques du type dipeptidyl naphtylamide .Elle présente, une 
spécificité relativement étendue; cependant,son activité enzymatique est 
maximale lorsque l'acide aminé du dipeptide impliqué dans la liaison 
peptidique à rompre est l'arginine. Elle est par contre totalement inhibée 
si cet acide aminé est la proline. 
Comme tout enzyme lysosomale, son activité enzymatique est maximale en 
milieu acide, aux alentours de pH 5-6. 
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Son activité requi ert des ions ci- et son centre catalytique implique un 
groupement th i o l. 

La cathepsine C est une enzyme multimérique, mais sa composition 
en sous-unités n'a pas encore été complètement élucidée. 
D'après Mc Donald et al ( 1969), l'enzyme serait composée de huit sous­
unités, organisées en deux tétramères, contenant chacun trois polypeptides 
de poi ds moléculai re de 18 kd et un polypept ide de poids molécula ire trois 
fois plus faible so i t de 6 kd . 

De part son activité exoprotéolytique, cette enzyme peut s'employer 
dans des travaux de détermination de séquences d'acides aminés. 

Des études sur la biosynthèse et le transport de la cathepsine C dans 
des monocouches d'hépatocytes et dans des cellules d'hépatome 7777 de 
Morris en culture, ont été entreprises au laboratoire. 

Les précurseurs de la cathepsine C apparaissent en un mélange 
complexe de polypeptides dont les poids moléculaires vont de 59 à 67 Kd. 
Les formes intermédiaires et la forme mature de l'enzyme ( 18 Kd) 
apparaissent 2 à 3 heures après la synthèse dans les hépatomes 7777 
(Mainferme et al., 1985), tandis que dans les hépatocytes les formes 
natives (18 et 6 Kd) sont déjà détectables entre I et 2 heures après la 
synthèse. 11 est à remarquer que le récepteur au mannose-6-phosphate de 
2 15 Kd, cation indépendant est absent dans les ce 1 lules 7777. Le récepteur 
de 46 Kd, cation dépendant est présent. 
La méthode de fractionnement subce 1 lulaire par centrifugation 
di fférentielle a été employée pour su1vre le transport de la cathepsine c 
vers les lysosomes dans les deux types cellulaires cités (Mainferme et 
Wattiaux, 1988, 1989). Dans les deux cas, on observe, au cours 
d'expériences de marquage en pulse chase, la présence des précurseurs de 
la cathepsine exclusivement dans la fraction microsomale, constituée de 
vésicules de RE et de Golgi , aux temps de chasse courts, soit peu de temps 
après leur synthèse. Plus tard, après 30 min de chasse pour les 
hépatocytes et une heure pour les cellules de 7777, on observe un transfert 
de ces précurseurs dans les vésicules de plus grande taille qui sédimentent 
dans la fraction mitochondriale légère. Dès ce moment, commence à 
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apparaitre les formes natives de 18 et 6 kd suite au "façonnage 
protéo 1yt ique". 
Dans le cas des hépatocytes, le transfert des polypeptides vers des 
organites plus lourds dans la fraction mitochondriale lourde, se poursuit, 
contrairement aux cellules d'hepatome 7777, dans lesque 1 les la quasi 
totalité des polypeptides apparentés à la cathepsine C se maintient dans la 
fraction mitochondriale légère . 

F. But du travail 

L'étude de la biosynthèse de la cathepsine C, enzyme lysosomale, 
s'inscrit dans le cadre d'une contribution à l'étude de la biogenèse des 
lysosomes.Deux aspects importants de ce processus ont retenu notre 
attention pour guider ce travail de mémoire. 

Pour étudier le phénomène de transport des précurseurs de l' enzyme 
depuis leur lieu de synthèse, le R.E, jusqu'à leur destination finale, les 
lysosomes, nous avons employé la technique de fractionnement 
subcellulaire par centrifugation isopycnique en gradient de saccharose de 
cellules marquées métabo l iquement à la [355) méthionine, suivie de 
l'immunoprécipitation des polypeptides apparentés à la cathepsine Cet de 
leur analyse par électrophorèse en gel de polyacrylamide 5D5. 

On t rouve pratiquement aucune donnée dans la littérature sur l'emploi de 
cette méthodologie dans les études de la biosynthèse d'enzymes 
lysosomales. La méthode jusqu'ici exclusivement utilisée fait appel aux 
gradients de percoll, qui ne permettent que la séparation de granules 
denses C lysosomes, mitochondries) et de granules légers C RE, Golgi, 
endosomes ). 
Nous avons donc tenté d'explorer les possibilités qu'apporte dans ce 
domaine la centrifugation en gradient de saccharose de densité 1,05 à 1,32 

g/ml. 

En second lieu, il nous a semblé intéressant de voir si au cours de 
leur transfert du RE vers les lysosomes, les précurseurs de la cathepsine C 
ne pouvaient pas, être associés,de maniére transitoire,à une structure 
membranaire. Nous avons pour cela suivi un schéma expérimental, 
consistant en une succession d'extractions de fractions subcellulaires 
provenant de cellules marquées à la [355) méthionine , inspiré de données 
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fournies par Diment et al ( 1988) et destiné à en extraire 
différentiel lement les divers constituants avant de les soumettre à 
l'analyse par SDS-PAGE. 
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CHAPITRE 11: TECHNIQUES EXPÉRIMENTALES. 

L'étude de la biosynthèse et du t ransport de la cathepsine C a été 

r·éalisée sur des cellules d"hépatome 7777 de Morris en culture. 

Ce type d'expérience s'étale sur plusieurs Jours, et se divise en sept 

étapes, à savoir: 

- Le marqua~1e métabolique à la [355] méthionine, soit en 

marquage long ( 16 heures), soit en "Pulse-Chase" . 
- La préparation d'une fraction "ML+ P" par centrifugation 

différentiel le. 
- La centrifugation isopycnique sur gradient de 

saccr1arose. 

- Des extractions succesives, soit à partir des fractions 

du gradients, soit directement des culots de la fraction 
"ML+P". 

- L'immunoprécipitation 

- L'électrophorèse en gel de po lyacrylamide SOS (SOS PAGE) et 
fi h . . . uorograp 1e. 

A Culture de cellules. 

Les cellules proviennent d'un clone de l'hépatome 7777 de Morris 
isolé par Vedel et al ( 1983). 

En eu l ture, elles poussent sous forme de monocouche dans des boîtes de 
Fa lcon de 75 cm2. Le milieu de culture est le Milieu Eagle Mini mum (MEM) 
con tenant des antibiotiques (auréomycine, streptomycine et pénici l ine ), 

des acides aminés non-essentiel s, du sérum de veau foetal à 7.5% et 3.3 gr· 
de NaHC03 par litre.La culture cel lulaire se fera à une température de 37°C 
dans une atmosphère de 5% en C02. 

B Marquage des cellules. 

I ) Le Jeune cellulaire. 

Avant toute expérience de marquage, on mai nti ent les ce l lul es dans un 

milieu déficient en méthionine af in de rédui re le pool intrace llul aire de 
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méthioni ne libre et aussi d'assurer une incorporation efficace de la 
mé th ionine radioactive au cours du marquage. 
Les ce \ Iules sont pour se faire, incubées, après rinçage dans 5 m 1 de milieu 
Dulbecco ne contenant pas de méthionine (Dulbecco méthionine -), durant 
une heure à 37°C, dans une atmosphère de 95% d'oxygène et de 5% de C02 . 

;:?) Le marquage long. 

On enlève le milieu de jeune pour le remplacer par le milieu de 
marquage obtenu à partir du Dulbecco méthionine - ut i 1 isé dans la première 
étape, auquel on a a3outé de la 35s méthionine et du sérum de veau foetal 
dialysé (FCS)( 10%). 

On introduit de 3 à 5 ml de ce milieu dans la boîte, ce qui fait 0.5 mCi 
( 18,5 MBq) par boîte, en prenant soin de saturer l'atmosphère de la même 
man ière que dans l 'étape de jeune. 
La boîte est placée à l'étuve à 37°C durant 10 heures minimum, en 
atmosphère de 95% d'oxygène et de 5% de C02 . 

J) L& "Puis&" ou marquag& !Jr&l 

On enlève le milieu de jeune, pour le remplacer par le milieu de 
marquaqe obtenu à partir du milieu Dulbecco méthionine -, auquel on a 
ajouté de la [355) méthionine. Les proteines néosynthétisées seront ainsi 
marquées pendant un laps de temps déterminé. On introduit 2 ml, 
con tenant 1 mCi (37 MBq) par boîte et on sature l'atmosphère comme 
expliqué ci-dessus. La boîte est placée pendant 20 min à 37°C. 

4J La "tna:.i--se ·: 

Le mi l ieu de chasse est, en fait du Dulbecco méthionine - auquel on 
addit ionne de la méthionine non radioactive ( 1,5%) en excès et du sérum de 
veau foetal (FCS) dialysé 10%. La chasse, va nous permettre de suivre au 
cour du temps les modifications subies par les proteines (glycosylation, 
déglycosylation, protéolyse) ainsi que leurs local isations dans les 

di fférents organ i tes. Après avoir retiré le milieu de "Pulse", on introduit 5 
ml de milieu de chasse. On sature l'atmosphère en 95% air et 5% de C02 et 
on place la boîte pendant le temps désiré à l'étuve. 
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Fig.4 : Shéma classique du fractionnement par centrifugation 
différentielle selon De Ouve et al( 1955) . 



C Le fractionnement par centrifugat ion différentielle. 

!) Lavage des cellules et JJrt?J)arat!on de l'/Jomogénat 

11 faut prendre garde de toujours trava i 11 er à une température proche 
de 0° C, dans un premier temps pour arrêter le métabolisme cellulaire et 
pour éviter d'endommager les structures subcellulaires. Les cellules 
débarassées de leur milieu de chasse sont lavées avec du PBS l O mM et 
ensuite avec de l'EDT A 1 mM, saccharose 0.25 M. El les sont ensuite 
décollées de la boite au moyen d'un "Rubber policeman" et suspendues dans 
du saccharose 0.25 M, imidazole pH 7.4 Une première centrifugation de 5 

min à 500 RPM permet de sédimenter les cellules. 

2) Le lract!onnement J)roJ)rement dit 

Le culot de cellules est resuspendu dans du saccharose 0.25 M, 
1midazole pH 7.4 et les cellules sont homogénéisées par six passages dans 
un homogénéiseur de Dounce. Le passage du piston doit être très lent, pour 
év iter la rupture des noyaux et la gélification du milieu par la libération 
de l' ADN. 

L'homogénat est soumis à une centrifugation différentielle semblable 
à celle décrite par de Duve et al ( 1955), pour le foie de rat (Fig.4 ). Cette 
opé1'ation a pour but de séparer les différents organites subcellulaires en 
essayant d'avoir un minimum de détérioration vu que les analyses qui 
su ivront cette centrifugation réclament des organites intacts. 

La centrifugation différentielle est basée sur le principe de la 
sédimentation. La suspension de particules est centrifugée à la vitesse qui 
produira une sédimentation complète des granules possèdant le plus haut 
coéfficient de sédimentation. La taille de la particule a donc beaucoup 
d'importance, et plus elle est petite plus la vitesse du rotor devra être 
él evée. On va ainsi récupérer un culot et un surnageant. Ce dernier subit 
une nouvelle centrifugation à vitesse plus élevée donnant un nouveau culot 
et un nouveau surnageant. On répète cette opération plusieurs fois, jusqu'à 
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Fig 5: Shema du "fractionnement par centr1fugat1on d1fférentielle 
utilisé dans nos expériences. 



!'ob tention successive de cinq fractions hétérogènes, enrichies en certains 
types d'ot~ganites. 

- La fraction "N" : elle contien t principalement les noyaux, les débris 
ce 1 lulaires, plus quelques cellules intactes ayant rési té à 
1 · t·10m ogéné i sati on. 

- La fraction "M" : appelée fraction mitochondriale lourde, enrichie en 
mitochondries, lysosomes et peroxysomes en quantité appréciables. 

- La fract ion "L" : ou fraction mitochondriale légère qui est enrichie en 

lysosomes et peroxysomes. 
- La fraction "P": microsoma le, qui va contenir une grande partie des 

éléments du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi, ainsi que 
quelques fragments de membranes plasmiques. 

- La fracti on "S": appelée "fraction soluble", qui va contenir tous les 
éléments non sédimentab les des ce 1 lules. 

Le schéma classi que de fractionnement décrit par de Duve et al a été 
modi fié comme l'illustre la F1g.5 . 

Après deux centrifugation à 1600 RPM, on obtient un surnageant "E" et 
un culot "N" . La fraction "E" est recentrifugée dans des tubes en 
po lycarbonate à parois épaisse à 25 000 RPM dans un rotor 40; ce qui nous 
donnera, après un temps de centrifugation fonction du volume, une fraction 
commune de "ML" en culot et un surnageant "S". Les culots de la fraction 
"ML" et "P" sont resuspendus et homogénéisés dans du saccharose 0.25 M, 
imidazole pH 7.4. 

Si la fraction de "MLP" se fait en deux étapes, c'est pour ne pas 
soumettre les lysosomes à une centrifugation à 40 000 RPM, ce qui 
pourra it causer leur altération, suite à la pression hydrostatique qui se 
déve loppe dans ces conditions. 

D. La centrifugation isopycn1gue 

Grâce à ce type de centrifugation, nous allons pouvoir séparer les 
particules subce 1 lulaires d'après leur densité.. Les organites sédimentent 
dans un gradient linéaire de saccharose jusqu'à ce qu'elles atteignent la 
zone correspondant à leur propre densité pour s'y équilibrer. Le gradient 
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Fig.6 :Shéma d'un tube quick seal avant la centrifugation. 



sera préparé à partir de deux solutions de saccharose 0)25 M de densité 

différente: 

4, l ml d'une solution de saccharose 0,25 M de densité 1,05 g/ml 
4, 1 ml d'une solution de saccharose 0,25 M de densité 1,32 g/ml 

remarque : on dispose 0,5 ml de maxidens dans le fond d'un tube Ouick seal 
avant de déposer le gradient. 

Il ne reste plus qu'à placer 0,5 ml de la fraction MLP au sommet du 
grad ient. On centrifuge à 40000 RPM pendant trois heures dans un rotor 
vertical (VTi 65) (schéma du tube avant centrifugation, Fig. 6 ). 

Le tube est ensuite sectionné en 12 fractions dont on mesure le poids, la 
densité et la hauteur exacte de la coupe. 

Par temps de marquage, on ut ili se 6 à 8 boites de 75 cm2, soit 90-
120 106 cellules, correpsondant à 120-160 mg de protéines. Les 
fractions proviennent de deux gradients. Une immunoprécip itation sera 
directement réalisée sur 1 /3 du volume tandis que les 2/3 restant seront 
dilués pour diminuer la concentration en saccharose. Après sédimentation, 
par centrifugation de 35 min au rotor 40, les cu lots seront congelés. l ls 
subiront après décongélation des extractions séquentielles. 

E. Les extract i ons. 

Les ex tract ions consistent à resuspendre les culots dans divers 
sol vants afin d'en extraire différentie ll ement certai ns constituants. Nous 
avons dans notre cas procédé à trois types d'extraction et cela soit 
direc tement sur les culots de la fraction MLP soit sur les cu lots de la 
cen trifugation décrite ci-dessus plus les premières sections du gradient. 

Le premier traitement est une congélation-décongélation suivie d'un 
choc hypotonique, qui nous permettra de récupérer dans le surnageant tout 
ce qui est soluble dans les vésicules. 
Pour cela, on resuspend le culot dans 0,5 ml d'une solution de tr is 50 mM 
pH 7,4 / mannose -6-phosphate 5 mM contenant des inhibiteurs de 
protéases (iodoacétamine 0,5 mM (IAA), EDTA o, 1 mM, phényl 
rné tr1yl sulfonyl fluoride o, 1 mM (PMSF), aprotinine 10 µU/ml et leupeptine 
4,0 mM. Le mannose-6-phosphate va se fixer sur les récepteurs 
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spécifiques, rentrant en compétition avec les protéines possédant des 

résidus mannose-6-phosphate, ce qui empêchera ces derniers de s'y 1 ier·. 

On centrifuge l'homogénat pendant 35 min à 40000 RPM, ce qui nous 

donnera un premier surnageant. Les culots vont subir la deuxème 

ext raction, qui libérera les protéines périphériques. On resuspendera les 

culots dans 0,5 m 1 de bicarbonate de sodium 10 mM pH l 0,6 contenant les 

inhibi teurs de protéases en concentration identique à celle décrite ci­

dessus. on obtiendra un second surnageant après une centrifugation de 35 

min à 40000 RPM. Le pH de ce surnageant sera ramené à 7,4 par du tris 0,5 

M pH 7,4 pour l'imunoprécipitation . La troisième extraction va lyser les 

membranes et par conséquent 1 ibérer les protéines membranaires. Les 

culo ts de la dernière centrifugation seront resuspendus dans 0,5 ml d'une 

solu tion centenant du tris P04 pH 7,4 / triton X-100 0,2 % et des 

inhibiteurs de protéases en concentration toujours identique à celle 

décr ite ci-dessus. Après une centrifugation de 35 min à 40000 RPM, on 

récupère le dernier surnageant. 

F. Lïmmunoprécipltatlon 

On va additionner au premier tiers des fractions du gradient les 

inh ibiteurs de protéases ( IAA 5 mM, EDTA 1 mM, PMSF l mM, Tris 50 mM pH 

7,4, triton X-1 00 0, 1 %, aprotinine 100 µU/ml, leupeptine 40 ml"D. On 

porte le volume à l ml avec de l'eau distillée. Viendra ensuite une 

centrifugation à 30000 RPM pendant une heure. Le surnageant ainsi obtenu 

pourra, comme les trois autres, faire l 'objet d'une préabsorption. 

I) La préabsorption 

Elle est nécessaire pour éliminer les protéines qui se fixeraient de 

manière non spécif ique sur la protéine A-sépharose qui sera utilisée ·par la 

su ite pour récupérer les comp lexes cathepsine C-anticathepsi ne C. Les 

f ractions seront gardées 2 X 30 min à 4°C en présence de 15 µ1 de protéine 

A sépharose. 
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2) L 'immunof)ricif)itation f)rof)rement dite. 

Après élimination des culots de protéine A sépharose, on ajoute 0,8 
fois le volume de l'échantillon de PBS contenant de la sérum albumine 
bovine à 0,5 %, du désoxycholate à 0,5 %, du triton 1 % et du sodium 
dodécyl sulfate 0,2 % (immunomix 0,2 % SDS). 
On addit ionne ensuite 2 µ l d'anticorps. 

Remarque : Les anti corps contre la cathepsine C utilisés ont été purifiés à 
partir d'immunsérum de lapin, par chromatographie sur DEAE cellulose. 

Après 16 h, on additionne la quantité optimum de protéine A 
sépharose à chaque tube, soit 20 µl de suspention 1 /3. 
On laisse réagir 30 min à 4°C. 
Après deux minutes de centrifugation, on se débarasse du surnageant et on 
lave les culots de protéine A sépharose-anticathepsine C-cathepsine C, 
successivement par 1 ml d'immunomix 0,2 % SDS, 1 ml d'immunomix 2 M 
KCl ne contenant plus de SOS, 1 ml de solution contenant du SDS 0, 1 %, 

NaCl 0,56 M et du Nonidet P40 0,05 % pH 8,6 . On termine par deux lavage 
au PBS dilué 10 X . 
On additionne à chaque culot 35 µ1 d'eau distillée et 35 µl de 
so 1 ub i I i sateur non réducteur : 

SDS 0,005 % 

bleu de bromophénol 0,06 % 

glycérol 20 % 

tris HCl 0,25 M.pH 6,8 

On chauffe les tubes pendant 5 min à 1 oo·c. 
On décante, et on analyse les surnageants par SDS PAGE. 

G. Electrophorèse en gel de polyacrylamide(SDS Page) 

Ce type d'électrophorèse va permettre de séparer les protéines en 
so lution en fonction de leur poids moléculaire (PM). En effet, les 

modifications subies par les polypeptides entrainent une différence de PM. 
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Les protéi nes dénaturées et chargées négativement sont déposées sur un 

gel de po lyacrylami de 15 %. 

On place les échantillons au niveau de la borne négative, la positi ve 
se si tuant à l'opposé. Dès que 1 e courant sera établi, les protéines 
migreront vers la borne positive avec une distance de migration 
inversément proportionne 1 le à son PM (Laemn li , 1970). 

Le tampon d'électrophorèse se compose de 0,62 % Tris, 2,88 ?o glycine, O, 1 

% SOS. 

On arr ivera à déterminer le PM de ces protéines en faisant migrer en 
même t emps une solution étalon contenant différentes protéines de poids 
moléculaire connu : phosphorylase b (Mr : 93000) 

serum albumine bovine modifiée (Mr: 61000) 
ovalbumine (Mr : 46000) 

anhydrase carboni que (Mr : 30000) 
cytochrome C (Mr : 12300) 

Il existe en effet une relation directe entre la distance parcourue 
par les protéines et le log PM. Nous pourrons établir une droite 
d'étalonnage en mesurant les diverses distances de migration des 
protéines-étalon. A partir de cette droite, la connaissance de distance de 
migration pour des protéines inconnues nous permettra de déterminer leur 
PM. 

H. La fluorographie. 

Une foi s la migrat ion terminée, les gels seront traités pour la 
f luorograph ie . 

Les gels seront déshydratés par trois passages dans du diméthyl sulfoxide 
(DPO ). On imprègne le gel d'un scintillant, qui est le diphényloxasol 0,27 %. 

Ce dernier est précipité en passant le gel dans un bain d'eau de ville. Les 

gels seront séchés et placés dans des cassettes étanches à la lumière 

en tre deux fi lms radio. 

11 resteront à -so·c pendant une période suffisante pour impress ionner les 
films, à part ir desquels on tirera des photos présentées dans les résultats. 
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1. Dosage des enzymes de référence. 

Afin d'étudier le transport de la cathepsine C, il faut pouvoir 
associer les polypeptides immunoprécipités à partir des fractions de 
gradient à divers types de structures cell ulaires. 
Pour ce faire, un système de référence est nécessaire. Parallèlement aux 
gradients réalisés sur des cellules marquées, des gradients froids ont été 
réalisés sur des cellules n'ayant pas incorporé de traceur radioactif, mais 
ayant subi les mêmes traitements que lors d'un marquage. 
Des enzyn1es de référence ont été dosées sur les fractions des gradients 
fro ids. 

Conditions des dosages des différents enzymes marqueurs: 

1. La cathepsine C a été mesurée comme marqueur des lysosomes 
selon la méthode de Jadot ( 1984), au moyen de glycyl-arginyl­
naphtylamide à pH 6,0. 
On mesure la naphtylamrne libérée par colorimétrie . 

2. La NADPH cytochrome C réductase comme marqueur du RE a été 
mesurée suivant la réduction du cytochrome C au spectrophotomètre 
suivant la méthode de Beaufay et al. ( 1974). 

3. La galactosyltransférase a été déterminée par mesure de carbone 
14 galactose sur l'ovalbumine selon la méthode de Beaufay et al. ( 1974). 

Les résultats seront fournis sous forme d'histogrammes, présentant 
la fréquence de chaque activité en fonction de la densité de chaque 
fraction. 
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CHAPITRE 111 : RESULTATS 

A. Etude de 1a biosynthèse et du transport de 1a cathepsine c par 
centrifugation isopycnigue 

Dans le but d'étudier la biosynthèse et le transport de la cathepsine 
C, nous avons procédé à des expériences de marquage sur des hépatomes 
7777 de Morris. Ces "pulse-chase" et marquages longs ont été suivis 
d'une centrifugation différentie 1 le qui a fourni la fraction ML+ P, enrichie 
en lysosomes, apparei I de Golgi, et réticulum endoplasmique (R.E). 
Ensuite, un gradient isopycnique de saccharose a permis de répartir les 
granules en fonction de leur densité, afin de déterminer la localisation 
de l'enzyme et de ses précurseurs durant différentes périodes de temps 
après leur synthèse, en comparant leur distribution à celle d'enzymes de 
référence . 

C'est la première fois que ce type d'approche expérimentale est 
utilisé pour étudier la biosynthèse d'une enzyme lysosomale. 

1) Oistribut ion des enzymes de rélérence 

Des gradients froids ont été réalisés à partir de ML+P provenant de 
cellules non marquées . A partir de ceux-ci, nous avons déterminé la 
dis tribution de l'activité des trois enzymes de référence. 

Les distributions de la galactosyl transférase (marqueur du Golgi) 
de la NADPH cytochrome C réductase (marqueur du R.E) et de la 
ca thepsine C (marqueur des lysosomes)sont reproduites à la Fig.7 . 

On observe que La galactosyl transférase se réparti autour d'une 
densité de 1, 12 g/ml, tandis que la NADPH cytochrome c réductase 
s· équ ilibre dans une régi on de densité de 1, 15-1, 16 g/m 1 . 
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CHAPITRE 111 : RESULTATS 

A. Etude de la biosynthèse et du transport de la cathepsine c par 

centrifugation isopycnigue 

Dans le but d'étudier la biosynthèse et le transport de la cathepsine 
C, nous avons procédé à des expériences de marquage sur des hépatomes 
7777 de Morris. Ces "pulse-chase" et marquages longs ont été suivis 
d'une centrifugation différentiel le qui a fourni la fraction ML+ P, enrichie 
en lysosomes, appareil de Golgi, et réticulum endoplasmique (R.E). 
Ensuite, un gradient isopycnique de saccharose a permis de répartir les 
granu les en fonction de leur densité, afin de déterminer la localisation 
de l'enzyme et de ses précurseurs durant dlff érentes périodes de temps 
après leur synthèse, en comparant leur distribution à celle d'enzymes de 
référence . 

C'est la première fois que ce type d'approche expérimentale est 
utilisé pour étudier la biosynthèse d'une enzyme lysosomale. 

1) Distribution des enz,vmes de rélerence 

Des gradients froids ont été réalisés à partir de ML+P provenant de 
cel Jules non marquées . A partir de ceux-ci, nous avons déterminé la 
distribution de l'activité des trois enzymes de référence. 

Les distributions de la galactosyl transférase (marqueur du Golgi) 
de la NADPH cytochrome C réductase (marqueur du R.E) et de la 
ca thepsine C (marqueur des lysosomes)sont reproduites à la Fig. 7 . 

On observe que La galactosyl transférase se réparti autour d'une 
densité de 1, 12 g/ml, tandis que la NADPH cytochrome c réductase 
s'équilibre dans une région de densité de 1, 15-1, 16 g/m l . 
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La catr,epsine C, présente une distribution relativement étalée 
dans une zone de densité de 1, 14 - 1, 15 g/m 1 . On observe une très nette 
différence du comportement des lysosomes des ce 1 lules d'hépatomes de 
Morris 7777 par rapport aux lysosomes de foie de rat normal,qui 
s' équilibrent à une densité supérieure à 1,20 g/ml. Les lysosomes de 
l'hépatome 7777 de Morris sont donc nettement plus légers que les 
lysosomes de foie de rat normal . 

2) Oistnbut/017 e/7 qradie!7t de de!7sité des polvpept1des appare!7tés a 
M , 

la catlleJJSi/7& C af)res U/7 marquage /017g 

Dans une première approche, les cellules d'hépatome 7777 ont été 
marquées en continu durant une période de plusieurs heures, en présence 
d'une faible quantité de (35S] méthion ine. 

Dans de telles conditions toutes les formes polypeptidiques 
immunologiquement apparentées à la cathepsine c, présentes à un 
moment ou l'autre dans les cellules, sont marquées. La fraction ML +P 
préparée comme il a été décrit dans le chapitre "techniques 
expérimentales", a été centrifugée en gradient de saccharose de densité 
l ,05 g/ml à 1,32 g/ml. Après centrifugation, le gradient a été sectionné 
en 12 fractions. Après traitements appropriés, selon le protocole décrit 
dans les techniques expérimentales, les polypeptides reconnus par les 
anticorps anti -cathepsine c, ont été analysés par électrophorèse en gel 
de polyacrylamide en présence de SDS (SOS-PAGE); le gel 
d'électrophorèse a ensuite été révélé par fluorographie. 

La Fig.8 , obtenue par un marquage de 1 O heures montre la 
distribution des polypeptides apparentés à la cathepsine c 

Les polypeptides principaux présentent des poids moléculaires de 
67, 61, 50 et 18 kd. Deux polypeptides moins importants apparaissent 
également à 85 et 93 kd. Les polypeptides sont répartis entre les 
fractions 2 et 7 du gradient (densité: 1,0942 à 1, 1809 g/ml), ce qui 
correspond à la zone où se retrouvent les activités des enzymes de 
référence. 11 est à remarquer que dans les dernières fractions où sont 
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détec tés les polypeptides (fraction 7 principalement), un produit de 6 kd 

apparaît également. 

3) Oistnbution en gradient de densité des polypept/des apparentés a 
la cat/Jepsine C, au cours d'expériences de marquage en "pulse-chase " 

Au cours d'une deuxième série d'expériences nous avons soumis à la 

centr ifugation isopycnique des fractions ML +P, provenant de cellules 
d'hépatome 7777 marquées en pulse-chase. 

En d'autres termes, les cellules ont été marquées dans une brève 
période (20 minutes de pulse) en présence d'une forte concentration de 
méthionine radioactive . Les cellules ont été ensuite maintenues durant 
des périodes allant de 30 minutes à 6 heures, en présence de milieu de 
chasse, contenant une grosse quantité de méthionine non­
radioactive.Dans ces conditions, d'une part , seuls les polypeptides 
synthétisés durant la période de 20 minutes de marquage ont 1ncorporé 
de la (35S) méthionine et de ce fait seront les seuls à être détectés après 
immunoprécipitation et fluorographie. D'autre part, J'analyse de ces 
polypeptides marqués après différents temps de chasse permet 
d'observer leur devenir au cours du temps.et aussi bien du point de vue 
des modifications apportées à leur structure moléculaire que du point de 
vue de leur localisation subcellulaire. 

Durant une période de marquage de 20 minutes, deux polypeptides 
appara issent en quantité importante: un de 61 kd, l'autre de 67 kd . On 

distingue également à l'état de traces, deux autres polypeptides de 90 et 
85 kd (FIG.9) . 

Bien que l'on retrouve des polypeptides dans les fractions 2 à 8 du 
grad ient, la maj eure partie des 61 kd et 67 kd est localisée dans les 

fractions 6 et 7 de densité 1, 1577 et 1, 1809 g/m 1. 

Ces polypeptides s'équilibrent donc dans le gradient dans une zone 
de densité qui, si l'on se réfère à la distribution des enzymes de 

référence, correspond à la région où l'on retrouve l'activité de la NADPH 
cytochrome c réductase, enzyme marqueur du réticulum endoplasmique, 
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site de la synthèse des protéines lysosomales,membranaires et de 
sécrétion . 

Après 30 minutes de chasse (Fig.10), les polypeptides de 61 et 67 

kd se retrouvent toujours dans les fractions correspondant au reticulum 
endoplasmique,mais également de manière très nette dans des zones de 
plus faible densité, qui d'après la distribution de la galactosyl 
t ransférase correspondent à la zone d'équilibration de l'appareil de 
Golgi . 

On remarque donc, une redistribution vers les régions légères, mais 
ce 1 le-ci n'est pas symétrique . En effet, le 61 kd semble se maintenir en 
plus grande proportion dans les zones de haute densité ( 1, 1835 g/m l) 

t andis que le 67 kd se retrouve principalement dans les zones plus 
légères de densité ( 1, 1211 g/m D. 

Après une heure de chasse, on retrouve le peptide de 61 kd (F 1 g. 1 1 ) 
dans les fractions 2 à 6. (densité 1, 1158 à 1, 1835 g/ml).Le polypept ide 
de 67 kd,quant à lui est localisé presque exclusivement aux densités de 
1, 1158-1, 1337 g/ml, et présente une distribution très semblable à celle 
de la galactosyl transférase, en accord avec ce qui est observé après 30' 
de chasse. 

C'est à partir de ce temps de chasse que l'on voit apparaître dans 
les fractions 2, mais surtout 3 et 4, des polypeptides de taille plus 
faible à 50 kd et à 18 kd. Cette forme de 18 kd correspond à la sous­
unité native de l'enzyme ( Mc Donald et al 1969). 

Ces formes intermédiaires de 50 et natives de 18 kd sont présentes dans 
les fractions plus lourdes ( densités 1, 13, 1, 14 g/ml) que celles 
contenant les éléments du Golgi ( 1, 12 g/m l) et qui correspondent à la 
zone d'équilibration des lysosomes dans les hépatomes 7777 de Morris. 
Sur cette figure sont également présentes les protéines éta Jons de poids 
mol éculaire connus. 

Après 2 heures de chasse (Fig.12 )_, la diversité des polypeptides 
est importante. On retrouve le 61 kd réparti de la fraction 3 à 7, et le 67 
kd de la fraction 4 à 7. Il en est de même pour le 18 et le 50 kd. Les 
polypeptides disparaissent des fractions légères pour se retrouver 
pr inc ipalement dans les fractions de densité 1, 14 à 1, 19 g/ml, ce qui 
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correspond de nouveau à la densité de di stribut ion de la catheps ine C . Ce 
dép lacement correspond également à l'apparition des formes 

intermédiaires et natives de l'enzyme . 

Des pepti des mineurs se retrouvent également dans les fractions 

4,5,6, 7 à des kd de 26, 20, 15, et 6 kd. 

Le peptide de 6 kd pourrait être considéré comme une seconde 
sous-unité de l'enzyme mature . En effet Mc Donald et al ( 1969) ont 
proposé sur base d'électrophorèse SDS-PAGE et d'analyse de groupes N­
termi naux l'existence de sous-unités, dont la plus petite fraction a un 
poids molécu laire 3 fois plus faible que la grosse. 

Après 6 heures de chasse (F1g. 13), on n'observe pas de 
modification importante par rapport au temps de chasse 2h. En effet la 
majeure partie des peptides se retrouve dans les fractions 3 à 8, 
correspondant à des densités de 1, 13 à 1,22.g/ml . Les peptides les plus 
importants sont toujours les formes 61, 67, 50 et 18 kd, surtout 
présents dans les fractions 4, 5, 7, 8. Le 85 kd se retrouve dans la 
fract ion 4, 5, 7, idem pour les 15, 20 et 26 kd. 

L'absence de polypeptides marqués au niveau de la fraction 6 est 

due à une perte accidentelle de l'échantillon correspondant au cours du 
traitement pour l'immunoprécipitation. 

4) 0/scuss/on 

Après 20 minutes de synthèse, les précurseurs de la cathepsine C, 
c'est à dire les peptides de 61 kd et 67kd, sont associés à des vésicules qui 
se révèlent correspondre au réticulum endoplasmique, site de synthèse des 
protéi nes l ysosom al es. 

Des immunoprécipitations sur des fractions obtenues par 
centrifugation différentielle de cellules de 7777 marquées en pulse chase 
ont montré qu'à aucun moment on ne pouvait retrouver des précurseurs de 
la cathepsine C dans le cytoplasme ( Mainferme et Wattiaux, 1988 ). 

Trente minutes après la synthèse, ces 2 peptides migrent 
partiel lement vers le Golgi. Le phénomène s'accentue au cours du temps, 
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j usqu'à 1 heure de chasse. On observe très distinctement à ce moment une 
distribution préférentielle du polypeptide de 67 kd dans le Golgi par 
rapport à un peptide de 61 kd qui tend à se répartir plus ou moins 
uniformément dans la zone de densité 1, 1158 à 1, 1835. 

Bien que ne disposant pas d'arguments expérimentaux à ce sujet, nous 
serions enclin à penser que le polypeptide de 67 kd pourrait provenir du 61 
k.d, suite à la formation d'oligosaccharides complexes. 

Cette hypothèse irait dans le sens des données citées plus haut, et 
serait en faveur de l'idée que les précurseurs des enzymes lysosomales 
traversent tout l'appareil de Golgi avant de quitter celui-ci à hauteur du 
"trans Golgi network", puisque c'est dans le trans Golgi que s'effectue la 
dernière réaction de glycosylat ion produisant les o 1 igosaccharides 
complexes, notamment l'addition de galactose et d'acide sialique. 

Des formes façonnées de la cathepsine C commencent à apparaître à 
partir d'une heure de chasse, dans les régions de densité intermédiaire 
( 1, 13; 1, 14). Deux heures après la synthèse des polypeptides de haut poids 
moléculaire, les formes de 50 et 18 kd sont nettement visibles, et sont 
associées aux lysosomes, indiquant par là, que des modifications 
protéolytiques se produisent une fois le transfert dans les lysosomes 
effectué. Six heures après la synthèse, plus aucune modification n'apparait. 

La centrifugation isopycnique a permis d'établir une séquence 
tempore 1 le relativement fine du processus de transport des précurseurs de 
la cathepsine C vers les lysosomes. Elle révèle un passage du R.E vers le 
Golgi, puis vers les lysosomes qui se superpose parfaitement à la séquence 
établie par Mainferme et Wattiaux ( 1988), par centrifugation 
différentielle ( cfr introduction ), puisque après une brève période de 
marquage, des précurseurs sont associés aux R_E . et au Golgi sédimentés 
dans la fraction P, et que le transfert vers les organites plus gros dans la 
fraction L ainsi que l'apparition de formes "façonnées" se produit 1 à 2 
heures après la synthèse des polypeptides. 
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B. ASSOCIATION DE LA CATHEPSINE C A DES STRUCTURES 
MEMBRANAI RES. 

Comme nous l'avons souligné dans l'introduction, 2 cas 
d'association temporaire de précurseurs d'enzymes lysosomales à des 
membranes ont été décrits dans la littérature. 

11 s·agit de la phosphatase acide, exprimée dans les cellules BHK 
t ransf ectée par un cDNA codant pour cette enzyme (Waheed et al 1988) 
et de la cathepsine D dans les macrophages de lapin (Diment et al 1988). 

Le deuxième objectif de ce travail a été de rechercher si la 
ca thepsine Cau cours de son transport dans les cel lules d'hépatome 777 
de Morris, ne pouvait pas, elle aussi, se trouver associée à des 
structures membrana ires. 

1) Extraction séquentielle des tractions /"IL +p 

Pour. ce faire le schéma expérimental décrit par Diment et al 
C 1988) a été suivi en partie. 

Dans les expériences décrites cl-dessous, des fractions ML +p ont 
été préparées à partir de cellules marquées par un pulse de 20' et 
réco ltées après différents temps de chasse. 

Les fractions ML +Pont ensuite subi divers traitements destinés à 
libérer successivement les constituants des organites présents dans ces 
fr·actions, selon la nature de ces organites et selon le mode 
d'association, des précurseurs ou enzymes à ceux-ci. 

Après congélation, les ML+P ont été soumis à un choc hypotonique 
afin de libérer les polypeptides solubles dans la lumière des organites. 
Ces extractions ont été réalisées en présence de mannose-6-phosphate 
et d'EDTA afin de rompre les éventuelles associations de polypeptides 
aux récepteurs de mannose-6-phosphate, qui sont des protéines trans 
membrana ires. 
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Les culots résiduels ont été extraits au carbonate à PH 10,6 .Ce 
traitement a pour effet de transformer les membranes entourant les 
vésicules en un feuillet membranaire plan, et de rompre les interactions 
des protéines périphériques avec les constituants membranaires (Fuj ik i 
et al) 

Au cours d'une troisième étape, les polypeptides membranaires 
associés de manières intrinsèque aux membranes ont été solubilisés par 
extraction au triton X- 100 C cfr techniques expérimentales pour les 
détai ls techniques ). 

La Fig. 14 a, montre qu·un choc hypotonique sur les culots de ML +p 

au temps de chasse 0, permet la solubilisation d'une partie du précurceur 
de 61 kd présent dans la cellule,ainsi qu'une faible quantité de 67 kd. 

L'extraction au carbonate met en évidence 3 peptides de 67, 63, 61 

kd, et cel le au triton nous donne les 3 mêmes peptides. 

En comparant la proportion de polypeptides mis en évidence dans 
chaque extraction, il apparait que le 61 kd est préférentiellement 
extrait par choc hypotonique tandis que le 6 7 kd l'est au carbonate et au 
triton x-100 . Le 61 kd est donc soluble tandis que le 67 kd semble 
associé à une membrane. 

Après une heure de chasse, il y a très peu de matériel marqué 
extra it par choc hypotonique . De légères traces de 61 et 67 kd 
apparaissent malgré tout.(Fig. 14 b) 

Au carbonate, on distingue facilement des polypeptides de 85, 67, 

61, 50 et 18 kd. Le triton libère quant à lui 3 peptides de 85, 67, 61 kd. 
En d'autres termes après une heure de chasse, seul un peu de 61 kd est 
so luble. Le reste nécessite soit du carbonate soit du triton x-100 pour 
être solubilisé. 

Suite à une chasse de 2 heures, le choc hypotonique libère une 
proportion importante de polypeptides, dont les principaux se retrouvent 
à 67, 61, 50, 18,et 6 kd. (Fig.1yc) 

L'extrait au carbonate contient une faible proportion de 
polypeptides. Seuls les 50 et 18 kd apparaissent. Dans l 'ex trait au triton 
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X- 100 ,on retrouve les polypeptides de 85, 67, 61 kd en quantité 
appréc iable. On distingue également dans ce dernier extrait des traces 
de 18, 20, 26 et 50 kd. 11 apparait clairement que les formes façonnées 
et un certain pourcentage de formes de haut poids moléculaire sont 
solubles tandis que le 85 et 67 kd est extrait au triton X-100 , ce qui 
indiquerait bien la nature membranaire. 

Après 4 heures, les 85, 67, 61 , 50, 26, 18 et 15 kd sont 
solubi li sés par choc hypotonique. Les 50 et 16 kd apparaissent très 
faiblement dans l'extraction au carbonate . 11 ne reste pratiquement plus 
rien dans l'extrait au Triton X-100 . Visiblement, pratiquement tous_ .les 
pep t ides sont solubles après 4 heures de synthèse.; de plus aucun de 
ceux-ci ne subsistent , dans le surnageant aprés extraction au triton X-
100 . ( f,-9.11/J) 

Le marquage long de 13 heures nous confirme l'observation puisque 
les peptides de 93, 85, 67, 61, 50, 26, 18, 15, 11 et 7 kd sont libérés par 
choc hypotonique. Dans l'échantillon au carbonate on retrouve 
principalement du 50 et du 18 kd, tandis qu'après extraction au triton X-
100, on retrouve, en proportion extrêmement faible, l'éventail camp let 
des polypeptides. ( F,·,. -lite) 

2) Discussion 

Les données indiquent , qu'au moins un polypeptide ( 67 kd ) n'est 
pas l ibérable par choc hypotonique en présence de mannose-6-phosphate, 
pendant environ une heure après la synthèse . 

Le précurseur de 61 kd quant à lui, est soluble durant un temps 
court aprés sa synthèse, puis s'associerait également à une membrane. 

Comme c'est le Na2 C03 qui est responsable de la libération de ces 
polypeptides, on peut penser que soit l'association membranaire est 
relativement faible et qu'il ne doit pas y avoir d'insertion de 
po lypeptides dans une membrane, à proprement parler, soit que ces 
polypeptides sont dans des vésicules résistant à la congélation et au 
choc hypotonique, et exigent un traitement au carbonate pour libèrer leur 
contenu . 
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Cependant, i 1 faut remarquer qu'à 2 heures de chasse 1 bien qu'une 
quantité appréciable de polypeptides 1 en particu l ier ceux de faible poids 
moléculaire soit libérée par choc hypotonique, une proportion au moins 
aussi importante de formes de haut poids moléculaire 1 ne se libère que 
par extraction au triton, ce qui dans ce cas, serait en faveur d'une 
assoc iat ion intrinsèque. 

Après 4 heures de chasse et plus, quasiment tous les polypeptides 
sont solub ilisés après choc hypotonique. 

Il est remarquable de constater que la l ibération en masse de 
polypeptides par traitement de congé lation-décongélation 1 suivi d'un 
choc hypotonique 1 correspond au moment où l'on sait, à partir des 
expér iences précédentes, qu'ils ont atteint les lysosomes. On admet donc 
qu'à ce moment tous les peptides apparentés à la cathepsine C sont 
solub les. 

Afin de confirmer ces résultats 1 et d'essayer de déterminer à quel 
ni veau interviendrait l'associat ion 1 temporaire 1 des précurseurs de la 
cathepsine C, à une membrane 1 nous avons réalisé la série d'expérience 
suivante, consistant à extraire de la même manière des fractions 
obtenues après centrifugation en grad ient de densité de la préparation de 
ML+ P marquées. 

C) Etude de rassoc1at1on membrana1re de la catheps1ne C par 
centrlfugat1on isopycnigue 

!)Extraction séqentielles sur les fractions du gradient 

Pour l'expérience illustrée à la Fig. 151 les cellules d'hepatome 7777 
de Morris ont été marquées durant 1 O heures en présence de 0,5 mCurie 
( 1815 MBq) de [355] méthionine . Une fraction ML +p a ensuite été préparée 
et soum ise à la centrifugation isopycnique dans un gradient de saccharose 
de densité 1,05 à 1,32 g/m l durant 3 heures à 40 000 r.p.m. au rotor VTi 65 

Les 12 fractions obtenues aprés sect ion du tube con tenant le 
grad ient, ont été diluées par addition de saccharose 0,25 M imidazole 1 mM 
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pH 7,4 et d'eau afin de réduire la concentration en saccharose des fractions 
les plus lourdes du gradient. Les organites présents dans chacune de ces 
frac tions diluées ont été sédimentés par centrifugation à 39 000 r.p.m 
durant 35 minutes afin d'obtenir des culots sur lesquels les divers 
tra itements à savoir la congélation-décongélation suivie d'un choc 
hypotonique en présence de mannose-6-phosphate et d'EDT A, par le NA2C03 
pH 10,6, et par le triton X- 100 ont pu être réalisés. 

Les trois gels reproduits à la Fi g.15 ont été mis en exposition sur 
des films radio à - 70° c durant une même période de temps, afin de 
permettre la comparaison de l'intensité des bandes d'un gel à l'autre. Il en 
sera de même pour toutes les expériences présentées ultérieurement. 
Cette figure indique au dessus du premier gel le numéro de chaque coupe et 
la densité de la fraction correspondante. 
Le panneau supérieur correspond au traitement congélation-décongélation 
plus choc hypoton1que, le panneau central à l'extraction au carbonate, et le 
panneau inférieur à l'extraction au triton X-100. 

La Fig. 15 nous montre qu'après un marquage de 1 0 heures, la grosse 
majorité des polypeptides (68, 61, 50, 26, 18, 6 kd) sont solub111sés par le 
traitement consistant en une congélation suivie d'un choc hypotonique. Au 
cours d'une expérience contrôle et partie d'une fraction ML+P non marquée, 
le dosage de la cathepsine C dans les trois extractions a montré que 97% 
de ce lle-ci est bien libèrée par le choc hypotonique. 

Aucun polypeptide n'est détecté par l'extraction au carbonate; après 
ex tract ion au triton X-100, on observe que de très faibles traces de 
polypeptides dans la région de 67,61,et 85 kd . 
La distribution dans le gradient des formes, solubilisées par la 
congé lat i on-décongélation-choc hypotonique, apparentée à la catheps i ne C 
correspond à celle que nous avons décrites précédemment (c.f.r 
Fig.8).puisque les peptides se retrouvent dans une zone de densité de 
1, 1284 à 1,2021 g/ml . 

A la Fig.16 sont représentés les résultats obtenus pour les cellules 
ayant été marquées en pulse durant 20 minutes,en présence d'une mCurie 
(37 MBq) de [35S] méthionine. Conformément aux résultats précédents,on 
retr-ouve pour ce bref temps de marquage,deux polypeptides à 61 kd et 67 
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kd . L'étape de congélation-choc hypotonique libère des peptides de 61 kd 

et 67 kd dans les fractions 5 et6, correspondant à une densité de 1,1501 à 

1, 1669 g/ml,donc associés au reticulum endoplasmique . 

L'extraction au carbonate libère une très faible quantité de polypeptides de 

61 et 67 kd dans la fraction 6. L'extraction au triton X-100 laisse 

apparaitre des peptides en quantité appréciable dans les fractions 3, 4, 5, 

6 et7, avec cependant une prépondérance du polypeptide de 67 kd dans la 

fraction 3 de densité 1, 1182 g/ml . 

La même démarche aprés 30 minutes de chasse (Fig. t 7) nous 

donnera dans l'extraction hypotonique des peptides dans les fractions 3 à 9 

(densité: 1,1059 à 1,2185 g/mD. Un peptide de 67 kd est présent 

principalement dans les fractions 3 et4. Le 61 et 67 kd se retrouvent dans 

une région de plus haute densité,fraction 6: 1, 1690 g/ml. 

L'extraction au carbonate met en évidence un profil semblable à celui qui 

est obtenu pour le choc hypotonique, mais la quantité de matériel 

immunoprécipité est nettement plus faible. 

Par extraction au triton X-100, la quantité de polypeptides des 

immunoprécipités est beaucoup plus importante que pour les deux autres 

extractions .Ils sont répartis des fractions 3 à 8. Les 93, 67 et 61 kd sont 

évidemment présents dans toutes ces fractions, avec une prédominance 

dans la fraction 6 (densité : 1, 1690g/ml) pour le 61 kd et dans les 

f ractions 3, 4, 5 (densité : 1, 1059 àl, 1426 g/ml) pour le 67 kd . 

Les traces du polypeptide de 18 kd sont visibles dans la fraction 4, 5 et 6 

(densité : 1, 1245 à 1, 1690 g/ml) . 

A l'examen de ces trois gels, il apparait que l'extraction au triton X-100 

libère une proportion de matériel marqué, plus importante que l'ensemble 

obtenu par les deux premières extractions réunies. 

Après une heure de chasse (Fig. 18), l'extraction par choc 

hypotonique libère des polypeptides dans les fractions:2, 3, 4, 5, 6, 

corr espondant à des densités de 1, 1158 à 1, 1835 g/ml. Le polypeptide 

commun à toutes ces fractions est le 61 kd, avec quelques traces de 6 7 kd . 

L'extraction au triton X-100 quant à elle, libère également le 61 kd, mais 

aussi le 67 kd avec des traces de 85 et 93 kd. Tous ces peptides se 

retrouvent dans les fractions 2 à 6, c'est-à-dire dans un interval de 

densité allant de 1,09à 1,16g/ml . 
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En proportion l'extraction au tr i ton X-100 1ibére nettement p1us de 
matériel que le premier traitement. Ici également, on observe donc qu'i1 
faut recourir au tri ton X-100 pour libérer 1a plus grosse partie des 
polypept ides apparentés . 

Après 2 heures de chasse (Fi g 19), on observe de grandes 
différences dans 1a récupèration des polypeptides se1on 1es procédés 
d'extraction. on voit en effet, qu'après 2 heures de chasse, l'extraction 
hypotonique sur le gradient 1ibère des peptides dans 1es fractions 3, 4, 5, 6 
et 8. On retrouve le 67 kd, le 61 kd, le 50 kd et le 18 kd dans les fractions 
3 à 8, ce qui correspond à des densités de 1, 1158 _à 1, 1973. Le profi 1 est 
semblable à celui qui a été obtenu précédement pour cette même période de 
chasse (c.f.r: Fig.12). L'extraction au carbonate ne libère p1us de matérie1, 
sauf une trace de 61 kd dans la fraction 6 . 
Par extraction au triton X-100, on observe encore également, la présence 
de fai b1es quantités de formes de haut poids molécu1aire . 
Dans ce cas-ci, nous devons donc admettre que 1e traitement par choc 
hypotonique a été suffisant pour libérer la grosse majorité des 
polypeptides reconnus par les anticorps anti-cathepsine C. 

Aprés 6 heures de chasse (Fi g.20), on observe une situation 
comparable vu que le choc hypotonique solubilise la majorité des peptides . 
Les 85, 67, 61, 25, 18 et 15 kd se retrouvent dans les fract ions 3, 4, 5, 6 
et 7, aux densités de 1,1059 à 1,1679 g/ml. Ce profil est tout à fait 
conf orme aux données obtenues précédemment . 
L'extraction au carbonate ne libère qu'une faib1e quantité de polypeptides 
(61 et 67 kd) dans les fractions 5, 6 et 7 . Ceci confirme les résultats 
obtenus pour l'expérience de 2 heures de chasse <F1g. 19), puisqu'aucun 
po1ypeptide ne subsiste pour 1'extraction au triton X-100, indiquant donc 
qu'ils ont tous été solubilisés par le choc hypotonique . 

Le polypeptide de 15 kd pourrait provenir d'une déglycosylation. En 
effet, par traitement à l'endo F, le polypeptide de 18 kd est commuté en 
forme de 15 kd (Mainferme et Wattiaux, 1988). 

2) Discussion. 
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Aprés 10 heures de marquage en continu (F ig.1 5), on solubilise la 
quasi totalité des précurseurs (61 et 67 kd) et de formes matures (18 et 7 
kd) de la cathepsine C, suite à un cycle de congélation et un choc 
hypotonique en présence de mannose-6-phosphate et d'EDT A, afin de 
prévenir toute intéract ion aux récepteurs au mannose-6-phosphate de 46 
kd (le récepteur de 215 kd est absent dans les cellules de 7777). Ce la est 
parfaitement comprehensible puisque ces formes sont localisées dans les 
lysosomes, structures particulièrement sensibles à ces traitements. 

Aprés un temps de marquage de 20 minutes (Fi g. 16), les 
polypeptides néosynthétisés correspondant à la cathepsine C sont extraits 
des fractions de manière différente. 

En effet, dans les fractions du gradient correspondant au reticulum 
endoplasmique le peptide de 61 kd et dans une moindre mesure le 
polypeptide de 67 kd sont solubles, au sein des vésicules de R.E, tandis 
qu·un pourcentage appréciable de 67 kd, associé au Golgi serait fermement 
associé à une membrane puisqu'on ne peut l'extraire qu'au triton X- 100 . 

A des temps croissants après leur synthèse, les polypeptides 
semblent s'ancrer de manière importante dans une membrane. C'est ce que 
montrent les Fig. 17 et 18 pour des temps de chasse de 30 minutes et l 
heure. En effet, durant cette période le triton X-100 s'avère necessaire 
pour libèrer la grosse majorité des polypeptides . 

11 semble donc possible, à partir de ces résultats, d'envisager un 
stade pour lequel les précurseurs de la cathepsine C sont associés de 
manière "intrinsèque" à une membrane. Cette association serait effective, 
déjà au niveau du Golgi et pourrait durer jusqu'à un stade ultérieur du 
transport, soit les vésicules de transport soit les endosomes. Les données 
expérimentales disponibles ne permettent évidemment pas de répondre à 
cette question . 

Pour les périodes de chasse encore plus longues (2 h et 6 h) (Fig. 19 

et20), on observe la libération de tous les peptides par congélation­
décongélation et choc hytpotonique, indiquant par là, la présence de 
polypeptides à l'etat soluble dans des vésicules sensibles à la congélation 
et au choc hypotonique, bien qu'après 2 heures, une quantité non 
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négligeable soit encore présente dans l'extrait obtenu après traitement au 
triton X-100. 

Cette libération des formes lysosomales à partir de 2 heures de chasse 
correspond parfaitement au timing de transfert dans les lysosomes établi 
auparavant par les méthodes de centrifugation différentiel le et 
isopycnique, indiquant que la livraison des précurseurs aux lysosomes a 
lieu environ 2 heures après leur synthèse (Mainf erme et Watt 1aux, 1988) . 

Un processus ana 1 ogue à celui qui a été mis en évidence pour la 
cathepsine D par Diment et al ( 1988) pourrait également intervenir dans la 
ce llule d'hepatome 7777 de Morris. on serait ici en présence d'un troisième 
cas, où interviendrait une voie biosynthétique alterne, des enzymes 
lysosoma les impliquant l'insertion temporaire dans une membrane de leurs 
précurseurs, peu de temps après leur synthèse . 

11 faut souligner que l'intervention d'un stade membranaire au cours 
du t ransport de précurseurs d'enzymes vers les lysosomes s'observe aussi 
bien dans un système où le récepteur au mannose-6-phosphate (215 kd) est 
fonctionnel (la cathepsine D dans les macrophages de lapin) que dans un 
système où le mécanisme de reconnaissance via le récepteur au mannose-
6-phosphate est déficient (la cathepsine C dans les · hépatomes 7777 de 
Morris). 

La question, reste ouverte, de savoir si ce phénomène ne constitue 
qu'un élément intégré dans le mécanisme impliquant le récepteur au 
mannose-6-phosphate, ou s'il constitue, en soi, un mécanisme de ciblage 
d'enzymes vers les lysosomes . 

Cette dernière éventualité serait d'autant plus plausible que l'on sait 
que ces protéines de la membrane des lysosomes, sont transportées, via un 
système membranaire indépendant du mannose-6-phosphate et, que de 
plus, elles contiennent des résidus d'oligosaccharides complexes 
(Barriocanal et al, 1986); et le cas a été envisagé pour le peptide 
précurseur de 67 kd de la cathepsine C. 

La nature de l'interaction entre le(s) précurseur(s) et la membrane 
sera à élucider. Diment et al ( 1988) en restent à des spéculations mais 
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tendent à considérer qu'il s'agit de l'insertion pure et simple d'une partie 
de la séquence (qui serait de type K.D.E.Udans la membrane . 

A cet égard, afin de savoir quel type d'interaction pourrait s'établir 
entre le précurseur de la cathepsine Cet une membrane, il faut souligner 
que dans les résultats fournis dans ce travail, un désaccord apparait entre 
les expériences d'extractions successives réalisées sur les fractions ML+P 
(cfr Fig: 14) et sur les fractions du gradient . 

En effet, si les extractions par choc congélation/hypotonique, 
réalisées sur ML+P et sur les fractions de gradient aprés 20 minutes de 
chasse libèrent des peptides, principalement le 61 kd, c'est le carbonate en 
milieu alcalin qui libère le 67 kd à partir de la ML+P, et le triton X-100 sur 
les fractions du gradient. Aprés 1 heure de chasse, les polypeptides, de 61 
kd et de 67 kd ne sont pas ou peu solubilisés par choc hypotonique,mais le 
sont par le carbonate à partir de la fraction ML+P, alors que sur les 
f ractions du gradient, ils le sont par le triton . 
La raison de cette différence n'apparait pas clairement dans l'état actuel 
des données .11 se pourrait que les procédés d'extraction présentent des 
efficacités différentes suivant le type et la composition en fraction, ou 
que le traitement au carbonate, constitue un lavage supplémentaire sur ce 
qui est normalement soluble, à partir de la fraction ML +P. 

11 n'en est pas moins vrai que l'interaction entre les précurseurs et 
la membrane est réelle, et qu'il ne peut s'agir de l'interaction entre les 
précurseurs et leur récepteur au mannose-6-phosphate puisque les 
expériences ont été pensées de manière à empêcher ce type d'interaction . 

Etant donné, la forte proportion relative de polypeptides récupérés 
dans les extraits au triton X-100 dans certaines expériences ainsi que la 
subsistance des polypeptides de haut poids moléculaire dans l'extrait au 
t riton X- 100 après 2 heures de chasse, alors que toutes les formes 
"façonnées" sont solubles, il semble plausible de considérer que les 
précurseurs de la cathepsine C, soient réellement associés, de manière 
intrinsèque, à des vésicules membranaires durant leur transport vers les 
lysosomes. 
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CHAPITRE IV: CONCLUSION GENERALE ET 
PERSPECTIVES 

Nous nous étions fixé, dans ce mémoire, le but d'approfondir les 
études réalisées sur la biosynthèse de la cathepsine C, enzyme des 
lysosomes, et plus particulièrement nous intéresser à son transport vers 
ces organites . 

L'application de la centrifugation isopycnique en gradient de 
saccharose (technique qul n·a Jamais été utilisée dans ce domaine) sur 
des fractions ML+P de cellules d'hépatome 7777 de Morris, nous a permis 
de localiser les différents précurseurs de la cathepsine C dans les 
organites subcellulaires à différents moments de leur synthèse. 

C'est ainsi que nous avons montré que les précurseurs 
néosynthétisés de la protéine se retrouvent sous forme de polypeptides 
de 61 kd et 67 kd dans des organites dont les densités correspondent à 
celle du reticulum endoplasmique . 

Ces précurseurs se retrouvent de 30 à 60 minutes après synthèse, 
à des densités plus légères, correspondant à la zone d'équilibration de 
l'appareil de Golgi. Le polypeptide de 67 kd pourrait d'aprés les données 
de gradients, être produit à partir du polypeptide de 61 kd par formation 
d'oligosaccharides complexes, ce qui impliquerait que les précurseurs de 
la cathepsine C traversent tout l'appareil de Golgi, avant de quitter 
celui-ci à hauteur du "trans Golgi network". 

Au delà d'une heure de synthèse, les formes natives de la 
cathepsine C apparaissent. El les se retrouvent dans une zone de densité 
légèrement plus élevée que le Golgi, là où s'équilibrent les lysosomes des 
cellu les d'hépatome 7777 de Morris. Ces lysosomes présentent une 
caractéristique tout à fait particulière, en ce sens qu'ils sont beaucoup 
plus légers que les lysosomes de foie de rat normal ou d'hépatocytes 
cultivés en monocouche. De ce fait, le transfert des précurseurs et 
l'apparition des formes natives après "façonnage" protéolytique dans les 
lysosomes est quelque peu obscurci, par le recouvrement de la 
distr ibution des granules dans lesquels s'opère le transfert . 
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Des séries d'extractions séquentielles sur des fractions ML +p ou 
sur des fractions provenant du gradient de saccharose ont montré que les 
précurseurs de la cathepsine C se retrouvaient, pour une période 
transitoire, sous forme membranaire . 

Cela se manifeste de manière évidente à partir de 30 minutes 
après leur synthèse et semble durer, jusqu'à plus de 2 heures après 
synthèse. 11 semblerait que les précurseurs s'associent aux membranes, 
lors de 1 eur passage à travers le Go 1 g i, pour redevenir so 1 ub 1 e 1 ors du 
transfert vers les lysosomes . 

On sait que dans le cas des hépatomes 7777 de Morris, le récepteur 
au mannose-6-phosphate de 215 kd cation indépendant est absent 
.Existerait-11 un lien entre l'absence du 215 kd chez les hépatomes et le 
fait que le transport des précurseurs soit membranaire ? 

On pourrait croire en effet que ce mécanisme mis en oeuvre par ces 
cellules était présent pour pallier à un manque de récepteurs au 
mannose-6-phosphate . 

Cependant, comme les premières observations de ce phénomène ont 
été réalisées sur des cellules où le système de reconnaissance via le 
mannose-6-phosphate est fonctionnel, il est concevable d'envisager 
l'association membranaire comme une voie de ciblage alterne (Diment et 
al, 1988). 

On pourrait envisager une analogie entre cette voie et la voie de 
t ransit des protéines de la membrane des lysosomes. Celles-ci sont 
t ransférées, associées à des structures membranaires, par un mécanisme 
indépendant du mannose-6-phosphate. De plus, ces protéines sont 
porteuses de chaines d' o li gosacchari des complexes . 
Or, ainsi qu'on le suppose plus haut, le précurseur de la cathepsine C de 
67 kd serait également porteur d'oligosaccharides complexes. On 
disposerait donc d'un argument suppl émentaire en faveur d'un mécanisme 
de transfert de la cathepsine C vers les lysosomes par une voie analogue 
à celle des protéines membranaires . 

Ces données ouvrent la voie à de nombreux travaux de recherche . 
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11 serait en effet intéressant comme preuve directe de la présence 

d'oligosaccharides complexes sur le 67 kd, de réaliser des marquages de 
cellules en présence d'acide sialique radioactif. 

Pour confirmer ces données, il serait important d'obtenir des 
données d'immunoprécipitation quantitatives, après extractions 
séquentielles . 

1 l serait également utile d'étendre ces études aux hépatocytes, 
d'une part puisque les lysosomes de foie de rat normal, s'équilibrent à 
des densités nettement plus élevées que dans les hépatomes, ce qui 
permettrait de mieux visualiser les processus de "façonnage" et de 
transport et puisque d'autre part, dans ces cellules, le récepteur au 
mannose-6-phosphate est fonctionnel. 

Enfin, il pourrait s·avèrer intéressant de rechercher des séquences 
d'insertion membranaire, dans la structure primaire de l'enzyme, obtenue 
après clonage de celle-ci. 
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