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ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA VEINE CAVE INFERIEURE DE RAT.

DELBECQUE Frédéric
Resume.

La maladie veineuse est caractérisée, au niveau histologique, par une altération du tissu
conjonctif de 1a média. Cette altération entraine une perte d'élasticité du vaisseau. On pense que
les lysosomes des cellules endothéliales interviendraient dans cette altération du tissu conjonctif
par la libération d'hydrolases.

Etant donné le peu d'informations disponibles & propos des lysosomes des parois
veineuses, nous avons débuté une étude biochimique centrée sur ces organites mais élargie aux
autres organites subcellulaires, a partir de veines caves inférieures de rats et de chiens. Nous
avons ainsi tenté de mettre au point le dosage de certaines enzymes de référence de ces organites
ainsi que la technique d'homogénéisation la plus adéquate pour préserver leur intégrité. Nous
avons ensuite effectué des fractionnements subcellulaires sur des veines caves inférieures de
rats. Finalement, nous avons essayé de mettre en évidence 1'existence d'une latence lysosomale.

Nous avons montré que les cinetiques enzymatiques pour les enzymes retenues étaient
linéaires en général mais que 1'écart-type signalant une différence d'activité spécifique pouvait
étre élevée pour certaines enzymes. Nous avons également montré que 1'homogénéisation au
Kontes loose était la plus adéquate pour préserver 1'intégrité des organites subcellulaires. Ce
type d'homogénéiseur peut étre repris pour effectuer des fractionnements subcellulaires.
Finalement, nous avons montré 1'existence d'une latence lysosomale et la possibilité de
supprimer cette latence par 1'attaque des radicaux libres.

Abstract.

The venous disease is characterized by a deterioration of the connective tissue of the
media. This deterioration causes a 10ss of elasticity of the vessel. It is thought that lysosomes of
the endothelial cells could be responsible for this deterioration by the release of hydrolases.

We have done a biochemical study focused on the lysosomes but extended to the other
subcellular organelles, by using inferior vena cavee of rats and dogs. We have tried to establish
methods of measure of reference enzymes of these organelles and the most appropriate method of
homogenization in sight of preserving their integritly. We also have made subcellular
fractionation of rat's inferior vena cavee. Finally, we have tried to show the existence of a
lysosomal latency.

We have shown that enzymatic kinetics for the studied enzymes are generally linear but
the standard deviation which indicates a difference of specific activity can be important for some
enzymes. We also have shown that homogenization by Kontes (loose) device is the best to
preserve the integrity of the subcellular organelles. This homogenizer can be used to obtain
subcellular fractionation. Finally, we have shown the existence of lysosomal latency and the
suppress of this latency by the attack of free radicals.

Mémoire de licence en Sciences Biologiques.
Septembre 1989

Laboratoire de Chimie Physiologique
Promoteur : Prof. S. Wattiaux-De Coninck
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CHAPITRE § : INTRODUCTION.
. La maladie veineuse.

A. Anatomie et histologie veineuse.
/. Anatomie veineuse.

2. Histologie veineuse.
a) Structure de 1a paroi veineuse.
b) Les cellules endothéliales.
c) Les cellules musculaires lisses.

B. Structure du tissu conjonctif.

/. Structure du matériel extracellulaire.
a) La substance fondamentale.
b) Les fibres protéiques.
*) Les fibres de collagéne.
*) Les fibres élastiques.
*) Les fibres réticulinigues.
c) Le fluide tissulaire.

2. Cellules du tissu conjonclir.
a) Les fibroblastes.
b) Les macrophages.
c) Les mastocytes.
d) Les plasmocytes.
e) Les adipocytes.

C. Rappels de 1a physiologie veineuse.
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D. Pathologie veineuse.
/. Dérinition.

2. Facteurs ravorisants.
a) L'hérédite.
b) La surcharge pondérale.
C) Autres facteurs de risque.

J. Mécanismes conduisant a l'insuffisance veineuse.
a) Etudes histologiques et histochimiques.
b) Etudes biochimiques.

4 Conséquences des perturbations histochimigues
au niveau de la paroi veineuse.
a) Répercussions au niveau hémodynamique.
b) Répercussions au niveau tissulaire.

5. Fvolution de 1a maladie veineuse.
a) Les complications veineuses.
b) Les complications tissulaires.

6. Traitement de /a maladie veineuse.
a) Mesures d'hygiene générales.
b) Contention des varices.
c) Traitement médical.
d) Traitement chirurgical.
Il. Les lysosomes.
A. Découverte.

B. Fonctions des lysosomes.

/1. Fonction hétérophagique.
2. Fonction autophagigue.
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C. Types de lysosomes.

/. Les lysosomes primaires.
2 les lysosomes secondaires.

D. La membrane lysosomale.

/. Rappel : constitution des membranes biologiques.
2 Structure de la membrane lysosomale.
a) Morphologie.
b) Composition lipidique et protéique.
c) Protection de 1a structure membranaire contre
I'action des hydrolases.
d) Stabilité de 1a membrane lysosomale.
J. Action des radicaux libres sur /a latence
enzymatique.

I11. Buts du travail.

CHAPITRE 2 : TECHNIQUES EXPERIMENTALES.

I. Prélévement de la veine cave inférieure de rat pour
dosages enzymatiques.

1. Prélévement de 1a veine cave inférieure de chien pour
dosages enzymatiques.

I11. Méthodes générales des dosages enzymatiques.

IV. Techniques de fractionnement de veine cave inférieure
de rat.

V. Effets des radicaux libres sur 1a membrane lysosomale.
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CHAPITRE J : RESULTATS ET DISCUSSIONS.
|. Etudes des enzymes de 1a veine cave inférieure.
A. Cinétique enzymatique.

1. Introduction.
2. Cinétigue des enzymes marqueurs déterminées

sur 1a veine cave inférieure de rat.
a) Les protéines,
b) La B-galactosidase.
c) La cathepsine C.
d) La cytochrome oxydase.
e) La dipeptidylpeptidase IV.
f) La phosphodiestérase alcaline.
g) La catalase.
h) La glucose-6-phosphatase.
i) La NADPH cytochrome C réductase.

J. Cinétique des enzymes marqueurs déterminées

sur la veine cave infrérieure de chien.
a) Les protéines.
b) La cathepsine C
¢) La leucine naphtylamidase.
d) L's-mannosidase.

e) La dipeptidylpeptidase V.

4 Conclusions.

B. Activités et activités spécifiques des enzymes de

la veine cave inférieure de rat.

l. Introduction.
2. Résultats et discussion.

a) Les protéines.

b) La B-galactosidase.

c) La cathepsine C.

d) La cytochrome oxydase.
e) La dipeptidylpeptidase V.
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f) La phosphodiestérase alcaline.

g) La catalase.

h) La glucose-6-phosphatase.

i) La NADPH cytochrome C réductase.
J. Conclusions.

Il. Homogénéisation et fractionnement subcellulaire
de veines caves inférieures de rat.

A. Homogénéisation.

/1. Introduction.
a) Définition.
b) Milieux d'homogénéisation.
c) Les homogeénéiseurs.

2. Résultats et discussion.
a) Homogénéisation au Potter.
b) Homogénéisation au Dounce.
c) Homogénéisation au Kontes.

d) Homogeénéisation aprés incubation a 1a collagenase.

J. Conclusions.

B. Fractionnement subcellulaire de veines caves
inférieures de rat.

1. Introduction.
2. Résultats et discussion.

a) La cytochrome oxydase.

b) La cathepsine C.

¢) L'w-mannosidase.

d) La catalase.

e) La NADPH cytochrome C réductase.
J. Conclusions.
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Il . Action des radicaux libres sur 1a latence des
enzymes lysosomales.

A. Introduction.

B. Résultats et discussion.

C. Conclusions.
CONCLUSIONS GENERALES.
ANNEXE.
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veine cave inférieure

confluent iliaque

crosse de la saphéne interme
veine fémorale commune
veine fémoraie profonde

veine fémorale superficielle saphene interne

perforante huntérienne

saphene accessoire

poplitée

veines profondes de la jambe
avec leurs anastomoses en échelle

perforante

sapheéne externe

semelle plantaire Léjars

Figure 1.
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Figure 2. Laveine perforante. 1. Yeine profonde. 2 Yalvules ostiales siéggant ala
confluence de deux veines. 3 .Veines perforantes. 4. Valvules pariétales siégeant le
long des trajets veineux. S .Veine superficielle (d'aprés Beaufour, 1989).



A l'opposé de la pathologie artérielle, considérée comme l'un des
fléaux de la civilisation moderne, la maladie veineuse a longtemps été
considérée comme mineure, de par son évolution plus insidieuse et ses
nuissances plus discrétes. Force nous est de revoir aujourd’hui cette
affirmation. En effet, les données physiopathologiques les plus récentes et
les résultats d'enquéte pour en apprecier 1'incidence individuelle et sociale
nous montrent I'étendue du probleme.

A. ANATOMIE ET HIS

Pour comprendre les signes cliniques des varices, il est neécessaire
de rappeler les principaux éléments de l'anatomie et de T'histologie
veineuse.

/1. A /i

La circulation veineuse dans les membres inférieurs est assurée
par deux réseaux : le réseau veineux profond et le réseau veineux
superficiel (Fig. 1). Le systéeme veineux profond draine les neuf dixiemes du
sang veineux des membres inférieurs et comprend, a hauteur de la jambe,
les veines tibiales antérieures et postérieures, ainsi que les veines
peronieres, et, a hauteur de 1a cuisse, 1es veines fémorales profondes et
communes ainsi que 1a veine poplitée.

Le réseau veineux superficiel draine un dixiéme du sang veineux des
membres inférieurs et comprend l1a veine saphéne interne et l1a veine
saphéne externe.

Les deux réseaux superficiels et profonds sont anastomosés 1'un 2
l'autre par le systeme veineux perforant. Les veines de ce systéme
perforant sont dotées de deux ou trois valvules imposant une circulation
sanguine a sens unique allant de la superficie a 1a profondeur (Fig. 2).
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Figure 3. Micrographie représentant une section de veine large. Notez 1'adventice
bien développée avec des faisceaux longitudinaux de muscles lisses (d'aprés
Junqueira &8/, 1986).
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a) structure de 1a paroi veineuse.

La paroi veineuse est formée de trois tuniques (Fig. 3) :
-1'intima, qui est constituée d'une couche mince de cellules aplaties (les
cellules endothéliales) et dont les replis constituent les valvules. Ces
valvules ont pour but de s'opposer a un reflux sanguin a contre-courant.
-la média, qui est constituée :

-de fibres musculaires lisses regroupées en faisceaux
longitudinaux orientés de fagon concentrique,

-de tissu conjonctif contenant des fibres de collagene et
d'élastine. C'est une altération de ce tissu conjonctif qui entraine les
complication variqueuses [Niebes, 1977].

-l'adventice, qui est formée d'un tissu conjonctif lache permettant une
adaptation permanente de la veine au débit sanguin par variation de
calibre.

b) les cellules endothéliales.

L'endothélium vasculaire occupe une position unigue entre le sang
circulant et les tissus extravasculaires. On pensait auparavant que la
contribution fonctionnelle de I'endothélium a I'noméostasie se limitait a
assurer une barriere structurelle, habituellement avec 1'aide des cellules
musculaires lisses des vaisseaux [Cotran, 1982]. Plus récemment, on a
montré que l'endothélium vasculaire comportait un répertoire étendu de
propriétés structurelles et fonctionnelles, conséquence de sa localisation
anatomique et de sa position le long de l'arbre vasculaire [Moyer et 2/,
1988). En général, les cellules endothéliales sont polygonales et ont une
taille approximative de 10 * 30 um quand elle sont vues de face. Elles sont
allongées dans la direction du flux sanguin. Un complexe de Golgl est
present aux pdles nucléaires. Des mitochondries et ribosomes libres sont
visibles ainsi que des citernes du réticulum endoplasmique rugueux. Dans
la région périnucléaire se trouvent des filaments intermédiaires d'un
diameétre de 9 a 11 nm. On pense que la présence abondante de
microfilaments dans le cytoplasme des cellules endothéliales est a relier
a une possible capacité contractile de celles-ci. On pense également que la
libération des hydrolases contenues dans les lysosomes des cellules




endothéliales serait une des causes de l'altération du tissu conjonctif
visible lors de 1a maladie veineuse.

¢) Les cellules musculaires 1isses.

La couche de cellules musculaires 1isses présente dans la média est
composée de cellules allongées non striées. Chacune de ces cellules est
limitée par une membrane basale et un réseau de fibres réticuliniques
[collagéne type 1Il]. Ces deux derniers composants constituent
I'endomysium.

Les cellules musculaires lisses sont fusiformes. Elles ont une
longueur comprise entre 30 et 200 um. Chaque cellule a un noyau unique
localisé centralement. Concentrés aux pdles des noyaux, on trouve des
mitochondries, des ribosomes libres, des citernes du réticulum
endoplasmique rugueux et un complexe de Golgi.

Ces fibres musculaires lisses sont innervées par les systémes
sympathique et parasympathique du systéme nerveux autonome. Leur degré
d'innervation dépend de leur taille et de leur fonction. |1 faut remarquer
gu'on ne retrouve pas de jonctions neuromusculaires élaborées telles que
celles présentes au niveau du muscle squelettique. En fait, les
terminaisons nerveuses se font sous forme de dilatation au niveau du tissu
conjonctif de  V'endomysium. Les dilatations contiennent les
nedromédiateurs nécessaires a la transmission de 1'information.

L'activité contractile des muscles lisses est liée a la structure et
l'organisation de filaments d'actine et de myosine, qui ne présentent pas
I'organisation paracristalline des muscles striés. Dans les cellules
musculaires lisses, les faisceaux de myofilaments s'enchevétrent
obliguement & travers la cellule, formant un réseau en treillis. Les
faisceaux sont formés de filaments minces de S a 7 nm contenant 1'actine
et 1a tropomyosine, et des filaments épais de 12 a 16 nm formés de
myosine. L'organisation moléculaire des filaments de myosine permet un
plus grand chevauchement de l'actine et, parallélement, un plus grand degré
de contraction.

Des etudes structurelles et biochimiques ont révélé que 'actine et 1a
myosine des muscles lisses se contractent par un mécanisme de
glissement des filaments semblable a celui qui se produit au niveau des
muscles striés.




B. STRUCTURE DU TISSU CONJONCTIF.[Junqueira et @/,1986]

Les tissus conjonctifs ont pour but de maintenir 1a forme du corps.
Leur matrice sert a connecter et a relier les cellules et 1es organes, en
donnant ainsi un support au corps. Mais ils interviennent également dans le
stockage, la défense et la réparation. Le tissu conjonctif est constitué du
matériel extraceliulaire, dans lequel sont inclus les cellules du tissu
conjonctif.

/. Structure du matériel extracellulaire.

Le milieu extracellulaire est formée d'une substance fondamentale,
de fibres protéiques et d'un fluide tissulaire.

a) La substance fondamentale.

Elle a pour but de remplir les espaces entre les cellules et les fibres
du tissu conjonctif. Mais elle est aussi une barriére a la pénétration des
tissus par des particules étrangéres. Elle est formée principalement par
les glycosaminoglycans et des protéines structurelles.

Les glycosaminoglycans sont des polysaccharides linéaires formeés
par la répéetition caractéristique d'unités disaccharidiques composées
habituellement d'un acide uronique et d'une hexosamine. Cette derniére peut
étre la glucosamine ou 1a galactosamine. L'acide uronique peut étre 1'acide
glucuronique ou iduronique. A l'exception de T'acide hyaluronique, ces
chaines linéaires sont reliées de maniere covalente a un “core" de
protéines pour former une molécule de protéoglycan.

Les glycoprotéines structurelles sont des composés contenant une
protéine a laquelle sont attachés des hydrates de carbone. Ces molécules
ne contiennent pas de polysaccharides linéaires. Les hydrates de carbone
des glycoprotéines sont fréquemment des structures branchées.

b) Les fibres protéi .
Elles regroupent les fibres de collagene, les fibres élastiques et les
fibres réticuliniques.




Tableau 1. Principales caractéristiques des différents types de collagéne (d'aprés

Junqueira &7/, 1986).
Interaction

Collagen Molecular Tissue Optical Site of WithGlycosa-

Type Formula Distribution Microscopy Ultrastructure Synthesis minoglycans | Function
| [at1(1)]a2(l) Dermis, bone, | Closely packed, | Densely packed, | Fibroblast, Low level of |Resistance
tendon, dentin, |thick,nonargy- | thick fibrils osteoblast, interaction, (totension.
fascias, sclera, |rophilic, strong- | with marked odontoblast, mainly with
organ capsules, |ly birefringent | variation in chondroblast. dermatan
fibrous cartilage. | yellow or red diameter. sulfate.
fibers. Collagen
fibers.

I [a1(in], Hyaline and Loose, collage- | No fibers; very | Chondroblast. | High level of |Resistance
elastic carti- nous network thin fibrils em- interaction, |[to inter-
lages. visible only bedded in abun- mainly with |mittent

with picro- dant ground chondroitin |pressure.
Siriusstainand | substance. sulfates.

polarization

microscopy.

1 [a1(1n)] 4 Smooth muscle, | Loose network | Loosely packed | Smooth muscle, | Intermediate [Structural
endoneurium, of thin, argyro- | thin fibrils with | fibroblast, level of inter- [mainte-
arteries, uterus, |philic, weakly more uniform reticular cells, action, main- |nance in
liver, spleen, birefringent diameters. Schwann cells, | ly with hepa- [expansi-
kidney, lung. greenish fibers. hepatocyte. ran sulfate. |ble organs.

Reticular fibers.

v [proa1(IV)] ;proa2(1V) |Epithelial and | Thin, amor- Neither fibers | Endothelial and | Interacts Support
endothelial phous, weakly | nor fibrils are epithelial cells, | with heparan |and fil-
basal laminae birefringent detected. muscle cells, sulfate. tration.
and basement membrane. and Schwann
membranes. cells.

\ [a1(V)];a2(V) Placental base- | Insufficient Insufficient Insufficient Insufficient |[Insuffi-
ment mem- data. data. data. data. cient
branes. data.

Lacunar e Qverlapping
region (i "} region
e

Tropocollagen
— et g

Lacunar

Overlapping region (about

Fibril

region —1 t.__10% of tropocollagen length)

't 64
nm

Microfibril _ -8

;|

Bundle

Figure 4. Dans la forme la plus abondante de collagéne (le collagéne de type 1),
chaque molécule de tropocollagéne est composée de deux chaines peptidiques ol et
d'une chaine peptidique a2, chacune d'elles ayant un poids moléculaire approximatif
de 100 000. Ces chaines sont enlacées en une hélice droite et sont maintenues
ensemble par des ponts hydrogénes et des interactions hydrophobes. Chaque tour
complet de I'hélice a une longueur de 8.6 nm. La longueur totale d'une molécule de
tropocoglat);éne est de 280 nm et son diamétre est de 1.5 nm (d'aprés Junqueira &f
a/, 1986).



*)Les fibr lagéne.

Les collagénes sont une famille de protéines produites par
plusieurs types de cellules. Chaque type de collagéne est caractériseé par
sa composition chimique, sa distribution dans les tissus et ses fonctions.
(Tableau 1).

Les collagenes sont constitués principalement de glycine (33,5%),
de proline (12%) et d'hydroxyproline (10%). Cette derniére ainsi que
I'hydroxylysine sont caractéristiques des fibrilles de collagéne.

L'unité protéique qui polymérise pour former les microfibrilles de
collagéne est appelée le tropocollagéne (Fig. 4). Celui-ci est constitué de
trois chaines polypeptidiques enroulées en triple hélice. Les différences au
niveau de la structure chimique de ces polypeptides sont responsables des
différents types de collagéne. Les molécules de tropocollagéne s'associent
en microfibrilles en produisant des régions lacunaires et des régions de
chevauchement visibles au microscope électronique.

Les microfibrilles de collagéne s'associent en fibrilles, puis en
fibres et, finalement, en faisceaux (Fig. 5).

Le collagéne contenu dans les veines peut étre de deux types : au
niveau de l'adventice, on ne retrouve que le collagéene de type |, alors que
dans 1a media, le collagene est principalement de type IlI. Ces deux types
de collagéne ont pour but de résister a la tension qui s'exerce sur les
parois veineuses.

*) Les fibres élastiques.

Elles nous apparaissent au microscope électronique comme étant
formées de deux constituants : une région centrale amorphe contenant de
I'élastine, entourée par une gaine de microfibrilles tubulaires. Les
microfibrilles sont composées d'une glycoprotéine structurale. L'élastine
est une protéine ressemblant au collagéne de par sa richesse en glycine et
en proline. Elle en difféere cependant de par I'absence d'hydroxylysine, 1a
faible quantité d’hydroxyproline (un ou deux résidus pour cent), et de par la
présence de deux ensembles assez particuliers, la desmosine et
I'isodesmosine, formeés par des 1iaisons covalentes entre quatre lysines.

Le role de ces deux ensembles est de réaliser 1a jonction entre 4
chaines polypeptidiques (P1, P2, P3, P4) de 1'élastine (Fig. 6).

La présence de ces fibres elastiques dans les vaisseaux sanguins
contribue a I'efficience de la circulation sanguine.




Gonaives

Flgur:e S. Représentation schématique de fibrilles, de fibres et de faisceaux de
collagene. ‘En microscopie électronique, les fibrilles présentent une périodicité de
bandes claires et de bandes sombres. Cette periodicité de 64 nm est expliquée par le
Chevauchement de sous-unités de tropocollagénes ( d'apres Junqueira &7/, 1986).
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Figure 6. Structure des liens dans 1'élastine. P=chai idiqus (d'aprd
Matthews, 1975). . P=chaine polypeptidique (d'apreés

Tableau 2. Fonctions des cellules du tissu conjonctif (d'aprés Junqueira &/ 4/,

1986).

Main Product Main
Cell Type or Activity Function
Fibroblast, chon- | Fibers and ground sub- Structural
droblast, osteo- | stance production
blast, odonto-
blast
Plasma cell, lym- | Production of antibodies | Immunologic
phocyte, eosino- | (humoral immunity) and
philic leukocyte | of immunocompetent cells
(cell-mediated immunity),
phagocytosis of antigen-
antibody complex
Macrophages, neu- | Phagocytosis of foreign Defense

trophilic leuko-
cyte

substances, phagocytosis
of bacteria

Mast cells, baso-
philic leukocyte

Liberation of pharmaco-
logically active substances
(eg, histamine)

Release of phar-
macologically
active sub-
stances

Adipose cell

Storage of neutral fats,
heat production

Energy reser-
voir




*) Les fibres réticuliniques.

Elles sont extrémement fines, avec un diamétre compris entre 0.5
et 2 micrometres. Ces hétéroprotéines sont constituées de 6 a 12%
d'hexoses, contre 1% pour les fibres de collagene, et sont composéees de
collagéne type Il (alors que les fibres de collagéne sont composées de
collagene de type 1), en association avec des glycoprotéines et des
protéoglycans. Ces fibres réticuliniques sont formeées par un empaquetage
assez lache de petits fibrilles d'un diamétre moyen de 45 nm, reliées entre
eux par de nombreux ponts interfibrillaires probablement composés de
protéoglycans et de glycoprotéines.

Leur petit diametre et la disposition lache des fibres créent un
reseau flexible dans les organes sujets a des variations de forme ou de
volume, tels que les arteres ou les veines, 1'utérus, etc... Elles permettent
donc le maintien structurel des organes expansibles.

c) Le fluide tissulaire
Présent en petite quantité, ce fluide a un contenu en ions et en
substances diffusibles proche de celui du plasma.

> Collules du L Ginibiy

Nous nous contenterons d'en décrire ici les principaux types ainsi
que les fonctions qui leurs sont rattachées (Tableau 2).

a) les fibroblastes.
Les fibroblastes sont les cellules les plus courantes dans le tissu

conjonctif. On en distingue 2 types morphologiquement distincts et de
nombreux types intermédiaires. Le fibroblaste jeune a un cytoplasme
abondant et irrégulierement ramifié. Son noyau est ovoide, large et clair
avec une fine chromatine et un nucléole proéminent. Son cytoplasme est
riche en reticulum endoplasmique rugueux et le complexe de Golgi est bien
développe.

Le fibroblaste mature, parfois appelé fibrocyte, est plus petit que le
fibroblaste jeune et a moins de ramifications. 11 a un noyau plus petit et
plus sombre, allongé, avec un cytoplasme acidophile. Le réticulum
endoplasmique rugueux et le complexe de Golgi sont moins développés.




Ces cellules ont pour fonction de synthétiser les fibres de collagene,
les fibres élastiques et réticuliniques ainsi que les glycosaminoglycans et
les glycoprotéines de la substance de fond.

b) Les macrophages.

lls proviennent principalement de précurseurs originaires de la
moelle 0sseuse qui se divisent en donnant les monocytes. Ces cellules
circulent dans le sang puis dans un deuxiéme temps, migrent vers les
tissus conjonctifs ou elles arrivent a maturité et sont des lors appelées
macrophages.

Malgré leur large spectre de caractéristiques morphologiques, en
rapport avec leur état fonctionnel et leur localisation tissulaire, les
macrophages peuvent étre caractérisés par une surface irréguliére avec
des protubérances, des invaginations et des replis, signes de leur
importante activité phagocytaire et pinocytaire. En général, ils ont un
complexe de Golgi bien développé, de nombreux lysosomes et un réticulum
endoplasmique rugueux important. 11s ont une taille comprise entre 10 et
30 um et ont habituellement un noyau ovale ou réniforme excentrigue. Lors
de la transformation de monocytes en macrophages, on note une
augmentation de la taille, de 1a synthése protéique, du nombre de
lysosomes, de microtubules et de microfilaments.

La fonction principale des macrophages est l'ingestion de particules
et leur digestion par les lysosomes. De plus, ils participent a la défense
immunitaire de I'organisme.

Lorsqu'ils sont stimulés, 1es macrophages modifient leur
morphologie et leur métabolisme. |ls sont alors appelés macrophages
activés et montrent une activité métabolique et lysosomale plus élevée.

€) Les mastocytes,

Les mastocytes sont des cellules de forme ovale ou arrondie, d'un
diametre de 20 a 30 um, dont le cytoplasme est rempli de granules
basophiles. Le noyau est relativement petit, sphérique et situé
centralement. Le cytoplasme comprend quelques petites mitochondries
sphériques, de courtes citernes de réticulum endoplasmique rugueux et un
complexe de Golgi bien développé. La surface des mastocytes contient des
récepteurs pour les IgE. Les granules basophiles contenus dans le
cytoplasme des mastocytes ont un diamétre de 0.3 a 0.5 um et sont limités




par une membrane. |lIs renferment des médiateurs chimiques tels que
I'néparine et I'histamine. La libération de ces médiateurs lors de la
fixation d'antigéne sur les IgE membranaires provoque les réactions
allergiques connues sous le terme de réactions dhypersensibilite
immeédiates car elles se développent dans 1es quelques minutes suivant la
pénétration par un antigéne d'un organisme préalablement sensibilisé a cet
antigene ou a un antigene voisin.

d) Les plasmocytes.

Les plasmocytes sont des cellules larges, ovoides, avec un
cytoplasme dont la basophilie est due a l'abondance de reéticulum
endoplasmique rugueux. Le complexe de Golgi et les centrioles occupent une
région plus pale. Le noyau est sphérique et excentrique. 11 contient des
zones compactes d'hétérochromatine en alternance avec des zones plus
claires de méme taille.

Les plasmocytes sont responsables de la synthése des anticorps
retrouvés dans le sang. Les anticorps sont des globulines produites par
l'organisme en réponse a 1a pénétration d'antigénes.

e) Les adipocytes.

Les adipocytes sont des cellules du tissu conjonctif qui se sont
specialisées dans le stockage de graisses neutres ou la production de
chaleur. Ce sont de volumineuses cellules arrondies, avec un noyau aplati
situé en periphérie de la cellule. Seule une fine bandelette de cytoplasme
est visible en périphérie, refoulée par une grosse goutte graisseuse. Les
adipocytes se rencontrent soit isolés, soit groupés en lobules graisseux.

C. RAPPELS DE LA PHYSIOLOGIE VEINEUSE.

Le fait dominant dans 1a physiopathologie des varices est 1'incontinence
valvulaire des veines, permettant un reflux sanguin a contre-courant. En
effet, dans les cas normaux, plusieurs mécanismes permettent un retour
veineux normal de 1a périphérie vers le ceeur :




-les valvules s'opposent au reflux du sang vers les extremités;

-la force résiduelle exercée par le ventricule gauche aprés passage
du sang a travers les capillaires donne une impulsion a I'ondée sanguine;

-la dépression systolique au niveau de l'oreillette et la dépression
thoracique au cours de la respiration créent un vide aspiratif qui attire le
sang veineux péripherique;

-la contraction musculaire des fibres lisses chasse la sang;

-1'écrasement de l'important réseau veineux de la plante des pieds
(semelle de Lejars) au cours de 1a marche propulse vers le haut le sang des
extrémités des membres inférieurs;

-la contraction du mollet et l'alternance contraction-dilatation de
'artere 1a plus proche de 1a veine provoque dans celle-ci des mouvements
qui, grace a 1'action des valvules, ont un effet propulsif.

I faut remarquer que ces mécanismes doivent agir de maniére simultanée.
En effet, chacun de ces mécanismes pris isolément est incapable d'assurer
un retour veineux normal.

D. PATHOLOGIE VEINEUSE.

/. Dérinitions.

Les varices sont des altérations des veines superficielles qui
entrainent leur dilatation permanente. Elles sont a distinguer de
I'nypertrophie normale des veines que 1'on peut observer chez les individus
normaux. Suivant 1a localisation des valvules déficientes qui les
provoquent, on peut distinguer deux types de varices

-les varices primaires ou essentielles, sont dues a une incompétence
ou a une incapacité des valves aux jonctions saphéno-fémorales ou
saphéno-popliétales, ou moins fréquement, a une incompétence valvulaire
dans une des veines perforantes.

-les varices secondaires sont a associer a des incompétences
valvulaires du systéme veineux profond [Perdue Jr, 1985],




2 _Facteurs Iavorisants.

La cause profonde des varices est encore inconnue a I'heure actuelle.
On a pu malgré tout montrer I'importance de certains facteurs dans la
survenue de 1a maladie veineuse.

a) L'héréedite.

B. Haardt cite les taux suivants :
-chez des individus dont les parents ne présentent pas de signes cliniques
de varices, on observe une atteinte dans plus ou moins 27% des cas.
-chez des sujets dont un des parents est porteur de varices, le taux passe a
environ 40% des cas.
-chez des sujets dont les deux parents sont porteurs de varices, 1a
fréquence de ces dernieres atteint jusqu'a 86% des cas. [Niermann, 1970,
cité par Haardt, 1982].

,,,,,

dominante ou récessive mais on s'accorde a dire que le facteur hérédité
est plus marqué en ce qui concerne le sexe féminin.

b) La surchar orale,

Dans le cas de I'obésité, il importe de tenir compte des
conséquences hémodynamiques. En effet, l'accroissement du volume
sanguin de l'obése peut atteindre 40% Compte tenu de la tendance
simultanée a la rétention d'eau, le retour veineux insatisfaisant détermine
une insuffisance veineuse.

c) Autres facteurs de risque.

-la station debout ou assise prolongeée.

-la grossesse.

-1'age.

-les contraceptifs oraux.

-la chaleur excessive,

-1'alimentation (alcool, épices).

-certains sports (tennis et jogging sur terrain dur, équitation, ski).
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J. Mécanismes conduisant 3 1'insufrisance veineuse.

Les connaissances physiopathologiques, histologiques et
biochimigues concernant la maladie veineuse ont considérablement évolué
ces deux dernieres décennies, permettant une approche plus précise des
troubles qui seraient a l'origine des varices.

a) Etudes histologiques et histochimiques.

En 1963 déja, Svejcar avait montré une diminution du collagéne
normal et une augmentation du contenu en élastine et en hexosamine dans
les veines variqueuses. Zwillenberg e &/ [1971] constatérent en
microscopie électronique une dégradation du tissu conjonctif et plus
spécialement une atteinte des fibres de collagéne. Parfois également, on
observe des dépots adipeux [Leu, 1971].

Ces premiers résultats ont été confirmés et renforcés par ceux
obtenus par Grobéty et Bouvier en 1977. Au cours dune étude
histochimique, ces auteurs montrent un accroissement anormal du tissu
conjonctif interstitiel, provoquant un épaississement de 1'intima et de 1a
média de 1a paroi veineuse.

De plus, il apparait que ce tissu conjonctif anormal s'accumule
dabord autour des cellules musculaires lisses.

En plus de l'accumulation de collagéne anormal, Grobéty et Bouvier
ont constaté une fragmentation et une désorganisation partielle des fibres
délastine.

b) Etudes biochimigues.

Parallélement a ces études histologiques et histochimiques se sont
developpés des travaux essayant de mettre en évidence l'influence d'une
activité enzymatique anormalement élévée sur Il'apparition de ces
desordres tissulaires. Déja en 1971, Niebes avait montré une augmentation
des taux sériques de certains produits de dégradations des
glycosaminoglycans dans le cas de patients variqueux. Cet auteur a
egalement montré une augmentation de Tl'activité de trois enzymes
lysosomales (la B-glucuronidase, la B N-acétyl glucosaminidase et
l'arylsulfatase) dans le sérum de tels patients [Niebes, 1972). Par la suite,
une augmentation des taux seriques de la 3 N-acétyl glucosaminidase et de
12 B-glucuronidase a été confirmée [Thulésius et a/, 1974 et 1977].
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Tableau 3. Quantité de collagéne, glycosaminogl

. ' ycans, acide hexuronique,
hexosamines e} sucres neutres pour des veines saphenes saines et variquegses
Entre parenthéses se trouve le nombre de veines étudiées (d'apres Niebes, 1977).

% ol dry weight Ilealthy veins Varicose veins t-Test
of vein '
Collagen, §3.3£9.9 32.5%9.5 . — 64%, p<0.005
insoluble (5) (9)
Chondroilin 0.46£0.11 0.56£0.22 + 23%, N.S.
sulphate (7) (12)
Dermatan 0.18£0.09 0.20%0.06 + 9%, N.S.
sulphate '
Ifeparan sulphate 0.41%0.10 0.48£0.15 + 18%, N.S.
IHyaluronic acid  0.21£0.12 0.37+0.12 + 76%, p <0.005
Total GAG 1.26 £0.34 1.61%£0.36 + 29%, p <0.005
Ilexuronic acids 0.38 £0.08 0.60%0.11 + 56%, p<0.005
(7) (14)
Glucosamine 0.09£0.04 0.16£0.08 + 68%, p<0.05
(7) (14)
Galaclosamine 0.19+0.07 0.34%0.10 + 81%, p<0.005

Total hexosamines 0.28 £ 0.09 0.50%0.15 + 80%, p<0.005

Rhamnose 0.004 £0.002 0.007 £0.004 + 75%, p<0.05
(7 (14)
lLyxose 0.004 £0.002 - 0.009+0.008 +125%, p<0.05
FFucose 0.009 £0.008 0.012%£0.018 + 33%, N.S.
Ribosc 0.007+0.002  0.008+0.010 + 14%, N.S.
Xylose 0.019+0.010 0.019+0.019 N.S.
Mannose 0.039+£0.020 0.037%0.023 NS,
Galaclose 0.131+0.054 0.129£0.043 N.S.
Glucose 0.064 £0.047 0.183%0.127 +186%, p<0.01
Tolal ncutral 0.272£0.086 0.394+£0.169 + 45%, p<0.05
sugars

N.S. = not significant,

\

Tableau 4', Activités‘moyennes et déviations standards des enzymes lysosomiales
dans les veines saphenes humaines saines et variqueuses (uM/min/g de DNA).
Egt;g)parentheses se trouvent le nombre de veines étudiées (d'apres Niebes,

Enzyme Iealthy veins Varicosc veins (-Test

f-Glucuronidase 11.5£2:6, {13) lo. 1 £5.2 (29) p<0.01
(+ 40%)

ﬁ-N-Acc!ylglucos- 866£254 (13) 1129 £ 269 (24) p<0.01

aminidase (+ 30%)

Arysuiphalasc 2.12%£0.78 (11) 2.54%£0.57 (8) p=<0.05
(+ 19%)

Acid phosphalase .67+ 1.09 (7) 4.65+2.33 (24) p<0.001
(+ 178%)

ITyalpronidase 0 (5) 0.47+£0.50 (9) P <0.001

(U/g fresh weight)




Par contre, on n‘a pas constaté d'augmentation significative du taux
sérique de la cathepsine D [Thulésius et @/, 1977] Cela est d0 au fait que
cette enzyme protéolytique dangereuse pour l'organisme est neutralisée
dans le sérum par des inhibiteurs de protéases tels que I' e l-antitrypsine
et I'm2-macrogiobuline.

Finalement, Niebes publiait une étude récapitulative [1977]
montrant:

-une augmentation de 1'activite des enzymes lysosomales et du contenu de
nombreux polysaccharides et de leurs monosaccharides constitutifs au
niveau des veines varigueuses (Tableaux 3 et 4);

-une augmentation des taux sériques d'enzymes lysosomales, de
glycosaminoglycans et de sucres constituant les glycoprotéines (Tableau
Sk

-une augmentation des hydroxylysines glycosides au niveau des urines de
patients variqueux, signes d'une dégradation ou d'une biosynthése anormale
des fibres de collagéne (Tableau 6).

Une étude biochimique menée de front avec une étude histochimique a
permis de localiser et de caractériser les variations du profil enzymatique
au niveau de la veine variqueuse [Haardt, 1982]. |1 a ainsi pu étre démontré
qu'il se produisait une diminution de l'activiteé des enzymes intervenant
dans le métabolisme énergetique au niveau de la paroi de la veine malade
(Tableau 7). Cette baisse est plus marquée dans I'intima que dans la média,
et s'est avérée particuliérement prononcée pour I'ATPase Ca 2* dépendante,
typigue de 1a myosine. |1 en va de méme mais dans une moindre mesure pour
la phosphatase alcaline (dont la présence est associée aux zones de
transport actif de 1a membrane cellulaire) et pour les isoenzymes de la
lacticodéshydrogénase (enzyme terminale de la glycolyse). Cette
diminution de l'activité des enzymes lié au métabolisme énergétique se
traduit par une diminution de la capacité de contraction de la veine
varigueuse.

Un comportement contraire a été observé pour les enzymes
lysosomales (Tableau 7). Ici, I'accroissement de l'activité est plus marqué
au niveau de la média que de l'intima, aussi bien pour la 3-glucuronidase
gue pour la phosphatase acide ou pour les estérases non spécifiques. On
peut considérer cet accroissement de l'activité enzymatique comme
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Tableau 5. Activités moyennes et déviations standards d'enzymes MPS dans le
sérum de sujets sains et variqueux (uM/min/L de sérum)(d'aprés Niebes, 1977).

I'nzyme IHealthy subjects Varicose subjecls t-Test
(26) (24) Probability
coelficient
p-Glucuronidase 0:92%0.25 1.55+0.71 t=4.26
(+ 70%) p<0.001
p-N-Acetylgluco- 14.28+2.11 22.58+9.15 t=4.47
iminidase (+ 60%) p <0.001
Arylsulphatase 0.035+0.008 0.069+0.038 1=4.67
(+ 100%) p <0.001

Tableau S' : Quantité de constituants de glycoprotéines (moyennes:déviations
standards) dans le sérum de patients sains et variqueux (mg/100 ml). Entre
parentheses se trouve le nombre de veines étudiées(d'apres Niebes, 1977).

censtituent Healthy subjects Varicose subjects t-Test
Probability
coclficient
si edic acid 46.3+4.2 51.8+3.5 (+13%) t=5.09
27N (295) p <0.001
P elysaccharides 98.2+5.8 110.8+7.5 (+13%) (=6.48
(24) (25) p <0.001
sulphates 5.05+0.49 6.03+1.06 (+19%) t=3.03
(14) (i p<0.01
h & Xosamines 80.9+9.7 86.7+6.5 (+8%) t=12.38
(26) (22) p<0.02
hexcoses 114.3+6.7 121.3211.2 (+7%) t=2.67
(25) (25) p <0.02
fw.aw 16.0%2.4 17.7£2.4 (+12%) =243
27) ) (25) p <0.02

Tableau 6. Quantité d'hydroxylysine di- et monoglycosides ( moyennes + déviations
standards) dans T'urine de femmes saines et variqueuses (uM/g de
creatinine)(d'aprés Niebes, 1977).

Glycoside ' Healthy women Varicose women t-Test
(8) (8)

Glucosylgalac- 20.5%6.2 38.3+7.7 (+87%) p<0.005

tosylhydroxylysine

Galaclosyl- 11.9+4 2033 (+71%) p<0.005

hydroxylysine

Glucosylgalactosyl- 1.55+0.33 1.88+0.4 (+18%) not

tlyl significant

Galactosyl-T1yl




Tableau 7. Distribution de 1'activité enzymatique au niveau de la paroi veineuse a
dégénération variqueuse (d'aprés Haardt, 1982).
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Figure 7. Mécanismes capillaires conduisant & la formation d'oedéme (d'aprés

Beaufour, 1989).




I'expression d'une 1ésion cellulaire accompagnée d'une altération de la
membrane lysosomale.

Cest cette modification du profil enzymatique qui serait
responsable des modifications histologiques au niveau de 1a paroi veineuse.

4 Conséquences des perturbations histochimigues au niveau de
/a paroi veineuse.

Dans un premier temps, on verra apparaitre une hypotonie pariétale.
En s'aggravant, celle-ci aura des répercussions au niveau hémodynamique
et au niveau tissulaire.

a) Répercussions au niveau hémgdynamiggg.

La stase veineuse consécutive a I'hypotonie pariétale va provoquer
'ouverture de canaux dérivatifs. Quand ce phénoméne deviendra
insuffisant, on assistera a une augmentation de la perméabilité capillaire,
avec fuite plasmatique.

De plus, le ralentissement de 1'écoulement sanguin va entrainer une
augmentation de la viscosité sanguine. On note également une perte de la
capacité d'écoulement des globules rouges et leur agrégation. L'acidose
résultant de I'hypoxie locale majore cet état, ce qui ne fera qu'aggraver
I'hypoxie.

b) Répercussions au niveau tissulaire.

Lorsque le phénoméne compensatoire di a l'ouverture des canaux
dérivatifs est débordé, nous avons vu qu'il se produisait une augmentation
de la perméabilité capillaire et une fuite plasmatique (Fig.7). L'oedéme
interstitiel veino-lymphatique qui en résulte est initialement réversible
mais 11 évoluera vers la fibrose. Celle-ci sera entretenue et majorée par
d'autres phénomeénes :

-activation des polymorphonucléaires et des macrophages, avec libération
de protéases qui sont a lorigine de la destruction du collagene, de
I'elastine et des glycosaminoglycans;
-éclatement des mastocytes, avec libération d'histamine, de sérotonine et
de bradykinine qui aggravent 1'cedéme;
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Tableau 8. Tableau précisant les trois catégories de désordres qui, en cas de
dysfonctionnement de 1'unité hémato-tissulaire, intriquent leurs actions a 1'origine
de I'hypoxie tissulaire (d'aprés Beaufour, 1989).

DYSFONCTIONNEMENT DE L'UNITE HEMATO-TISSULAIRE

HEMODYNAMIQUE INTERACTIONS ELEMENTS TISSULAIRE
FIGURES DU SANG/PAROI

- Augmentartion de la - Fuite de liquide plasmatique - Cedéme interstitiel veino-
perméabilité capillaire - Diminution de la déformabilité lymphatique
- Stase veineuse des globules rouges - Dégradarion des fibres de
- Augmentation de I'adhésivité collagene et d'elastine et des
des plaquettes et des leucocytes glycosaminoglycans

- Libération tissulaire de
substances inflammatoires
(thromboxane. collagénases.
radicaux libres oxygenés)

- Accumulation de produits de
dégradation COZ2 et lactates

\___-V__/

HYPOXIE TISSULAIRE




-issu de l'activation de la cascade arachidonique consécutive aux
altérations membranaires, le thromboxane, agrégant plaquettaire et
facteur de spasme et d'cedeme, accroit 1es désordres;

-altération du métabolisme tissulaire, accompagnée d'une perturbation de
la dynamique des échanges veines-tissus : on constate une baisse de 1a
consommation en 02 et en glucose ainsi qu'une accumulation de CO2 et de
déchets métaboliques, dont le lactate. La pression tissulaire en 02 diminue
alors que la pression tissulaire en CO2 augmente, ce qui produit une
hypoxie sévere;

-conséquence des perturbations métaboliques : des radicaux libres
apparaissent, notamment des radicaux superoxydes 02~ Ces anions tres
réactionnels vont désorganiser de nombreuses structures cellulaires (dont
les mitochondries), accentuer l'augmentation pathologique de 1a
perméabilité capillaire, et s'attaquer aux phospholipides membranaires.

L'altération tissulaire entraine par le biais de I'hypoxie une sclérose
progressive des tissus périveineux. Les valvules perdent leur étanchéite et
les varices apparaissent. La maladie va s'auto-entretenir par le maintien
ou l'aggravation des conditions d'hypoxie tissulaire. Au tableau 8 sont
résumes les desordres a 'origine de I'hypoxie tissulaire,

5. Fvolution de la maladie veineuse. [ Perdue Jr, 1985]

a) Les complications veineuses.

Les hémorragies externes spontanées sont rares mais elles peuvent
survenir suite a un choc. Dans ce cas, I'hémorragie est brutale , indolore et
s'arréte rapidement a la surélévation des membres inférieurs. De petites
hémorragies souscutanées sont plus courantes.

Une philébite superficielle peut apparaitre sous 1a forme d'un cordon
veineux dur et douloureux. L'extension au tronc veineux profond et la
survenue d'une embolie pulmonaire sont a redouter.

D) Les complications tissulaires.

Des troubles cutanés peuvent se développer sous forme de
dermatoses diverses : dermite, prurit, eczéma. Dans certains cas, I'cedéme
veino-lymphatique peut étre & l'origine de troubles sous-cutanés.
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Au stade ultime de la maladie peut apparaitre l'ulcére variqueux, qui
se localise au niveau de la partie supérieure interne de la cheville, et qui
est caractérisé par sa tendance a la récidive. |1 a l'aspect d'une 1ésion
arrondie ou ovalaire, entourée par une zone d'cedéeme dur.

6. Traitemen! de la maladie veineuse.

a) Mesures d'hygiéne generale.

La station debout prolongée, les changements brusques de
température, les excitants (café, alcool) sont déconseillés. Un exercice
modéré a type de marche réguliére et cadencée, des périodes de repos
allongé avec membres supérieurs surélevés et un régime contre 1'obésité
sont par contre conseillés.

b) Contention des varices.

Des bandes élastiques apposées avant le lever favorisent le retour du
sang veineux dans les veines profondes, s'opposent & la dilatation des
varices et a la formation d'cedeme.

¢) Traitement médical.

Un traitement pharmacologique peut se faire sous différentes
formes :
-utilisation de scavengers pour neutraliser les radicaux libres (ex : extrait
de Ginkgo biloba);
-utilisation de toniques veineux (a base d'hamamélis, de marron d'Inde,...);
les bases moléculaires en sont mal définies.
-traitement sclérosant, qui consiste a injecter dans la veine un produit
sclérosant qui va entrainer une transformation fibreuse des parois
veineuses. Celles-ci vont finir par s'accoler. Pour que ce traitement soit
applicable, il faut que les veines profondes ne soient pas oblitérées, qu'il
s'agissent des varices essentielles, que le sujet ne soit pas porteur d'une
artérite oblitérante des membres inférieurs ou d'une hypertension
artérielle grave.

d) Traitement chirurgical.

Il est indiqué en cas de varices importantes ou lorsque les méthodes
sclérosantes n'ont pas donné de bons résultats. La méthode la plus
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employée est celle du "stripping”, c'est-a-dire I'enlevement de 1a veine
impliquée et de ces principaux affluents dilatés [Lofgren et Lofgren,1971],
Aprés le "stripping”, 1es branches veineuses résiduelles sont oblitérees par
une injection dun agent sclérosant [Hobbs,1978]. Les résultats du
traitement chirurgical sont généralement satisfaisants, bien qu'une
sclérothérapie soit parfois requise pour certains patients.

1. LES LYSOSOMES.

Nous avons vu plus haut que les lysosomes semblent étre un des
é1éments de base intervenant dans la maladie veineuse. C'est pourquoi il
nous a paru intéressant d'en rappeler ici les principales caractéristiques.

A. VERT

Les lysosomes ont été découverts de maniere tout a fait fortuite en
1949, par C. de Duve et ses collaborateurs. En effet, lors d'études
enzymatiques du métabolisme des carbohydrates dans des homogénats de
foie, certaines irrégularités sont apparues dans les essais de la
phosphatase acide. Ainsi, 1'activité hydrolytique était plus élevée dans des
extraits préparés avec de 1'eau distillée qu'avec du sucrose osmotiquement
équilibré. De méme, 1'activité était plus haute dans des préparations agées
que dans des préparations fraiches (Fig. 8).

Les résultats était suffisamment significatifs pour permettre a de
Duve de proposer l'existence d'un nouveau groupe de particules ayant des
propriétés lytiques, les lysosomes [de Duve ef ak, 1955; de Duve, 1975].

de Duve et Wattiaux [1966] définissent le lysosome comme une
vésicule contenant toute une série d'hydrolases acides, et limitée par une
membrane empéchant les enzymes de s'échapper.

Actuellement, on connait au moins S0 enzymes contenues dans les
lysosomes [Holtzman, 1976]. Ce sont des protéases, des sulfatases, des
lipases, des phospholipases, des glycosidases, des nucléases, etc... Toutes
ces enzymes sont des hydrolases acides ayant une activité optimale aux
environs de pH 5, ce qui correspond a celui existant dans l'organite
[Reijngoud et Tager, 1973]. Le maintien de ce pH se fait grace a une
protéine de transport spéciale, qui utilise 1énergie procurée par
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I'nydrolyse de 1'ATP pour pomper des protons dans la lumiére lysosomale
[Mego, 1979]

B. FONCTIONS DES LYSOSOMES.

On distingue une fonction hétérophagique et une fonction
autophagique.

1. Fonction hétérophagique.

Elle a pour but la digestion intracellulaire de substances exogénes
captées par endocytose. Les implications de cette fonction hétérophagique
sont multiples puisqu'elle intervient au niveau .

-de la nutrition hétérophagique;

-de la défense contre des bactéries, des virus, des macromolécules
toxiques;

-du remodelage de certains tissus, suite a un déversement de leurs
enzymes. Ex : ostéoclastes [Vaes, 1965 et 1969].

2 _Fonclion autophagique.

Elle a pour but 1a digestion de parties du cytoplasme de la cellule.
Des régions de cytoplasme seront isolés par une membrane et leur contenu
sera digere aprés fusion avec des lysosomes.

Ce phénomeéne peut apparaitre dans des conditions normales, en
assurant un renouvellement des constituants cellulaires, ou en intervenant
dans la différenciation cellulaire ou dans la métamorphose : kératinisation
de la peau, métamorphose des tétards [Eeckhout, 1965; Fox, 1973].

Il peut aussi intervenir dans la nutrition dans des conditions
défavorables d'apports de nutriments.

Enfin, il joue un rdle d'éboueur en nettoyant la cellule de protéines
dénaturées, de débris cellulaires, etc...

Rem : il peut parfois persister des résidus indigestes a l'intérieur des
lysosomes. Un processus d'exocytose permettra aux lysosomes surchargés
d'éjecter leurs déchets a I'extérieur de la cellule.
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C.TYPES DE LYSOSOMES,

A partir de cette fonction digestive propre aux lysosomes, on peut
distinguer deux classes :

/. les lysosomes primaires.

Ce sont qui sont nouvellement formes. I1s n'ont donc pas encore
rencontré leur substrat et n'ont jamais éteé engagés dans un processus de
digestion. Ils sont formés par bourgeonnement de 1a face TRANS de
I'appareil de Golgi. Les hydrolases qu'ils contiennent ont été synthétisees
au niveau du reticulum endoplasmique puis transférées jusqu'a 'appareil de
Golgi.

2 Les [ysosomes Secondaires.

Ce sont des sacs membranaires de morphologie variable, contenant
des substrats et leurs hydrolases [de Duve et Wattiaux, 1966] I1s ont déja
eté le siége d'hydrolyses. I1s résultent de la fusion répétée de lysosomes
primaires avec divers substrats limités par une membrane. La morphologie
des lysosomes secondaires sera donc trés variable en fonction des
différents substrats internalisés. On leur a parfois donné des noms
Speciaux :

-vacuole digestive, résultant de 1a phagocytose de particules de grande
taille (comme une bactérie, par exemple);

-multivesicular body (MVB), sac membranaire contenant de nombreuses
vésicules d'un diamétre approximatif de S0 nm;

-vacuoles autophagiques, qui sont des structures lysosomales contenant
des organites ou des vésicules de sécrétion (Fig. 9).

D. LA MEMBRANE LY OMALE.
1._Rappel : constitution des membranes biologiques.
Les membranes biologiques sont constituées d'une double couche

continue de lipides dans laguelle diverses protéines membranaires sont
Insérées (Fig. 10),
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Figure 11c. Structure chimique des glycolipides (d'aprés Alberts &4/, 1983).



La bicouche lipidique est fluide et 1es molécules lipidiques peuvent
diffuser individuellement a travers leur propre monocouche. De plus, dans
certains cas, des molécules de lipides peuvent passer d'une monocouche a
I'autre (flip-flop), mais généralement, ce passage est extrémement lent. On
distingue principalement trois types de lipides constitutifs des
membranes biologiques : les phospholipides (Fig. 11a et 11b), les
glycolipides (Fig. 11c) et le cholestérol (Fig. 12). 11 est a remarquer que les
compositions lipidiques des monocouches externe ou interne sont
différentes.

Les protéines membranaires peuvent étre de deux types. Dans
certains cas, elles peuvent s'étendre a travers la bicouche lipidique
(protéines intrinséques). D'autres protéines associées a la membrane ne
traversent pas la bicouche mais sont attachées a 1'un ou 1'autre coté de l1a
membrane (protéines extrinséques). Ces dernieres sont soit reliées par des
interactions non covalentes avec les protéines transmembranaires, soit
aux molécules lipidiques. Comme les molécules de lipides de la bicouche,
de nombreuses protéines membranaires sont capables de diffuser dans le
plan de 1a membrane.

La bicouche lipidique étant fortement imperméable a la plupart des
molécules polaires, i1 doit exister des systéemes permettant le passage de
petites molécules hydrosolubles vers l'exterieur ou vers l'intérieur de la
cellule. En fait, ce transport se réalise grace a des protéines contenues
dans la membrane. |1 en existe deux classes, les "carrier proteins” et les
‘channel proteins”. Celles de 1a membrane plasmique sont particuliérement
bien étudiés.

Les “carrier proteins® se fixent a des solutés spécifiques et
traversent 1a bicouche en subissant un changement conformationnel qui
provoque le passage du site de liaison avec le soluté dun coté de la
membrane a l'autre.

Les "channel proteins” forment des pores a travers la bicouche et
permettent le passage d'ions de taille et de charge appropriées suivant le
gradient électrochimique, a un rythme au moins cent fois plus rapide que le
transfert par n'importe quel transporteur connu. Ces canaux sont
généralement fermés et s'ouvrent en réponse a une perturbation spécifique
de 1a membrane (changement du potentiel membranaire, fixation d'un
neurotransmetteur sur un récepteur).
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Tableau 9. Composition lipidique de membranes purifiées de foie de rat.

La composition de la membrane lysosomale de foie de rat a été établie a partir de
lysosomes de foie de rat purifiés a partir de rats injectés de Triton WR 1339, 4 jours

avant le sacrifice (a) ou & partir de foie de rats normaux (b). (d'aprés Henning R.,
1974, cité par Gonze, 1989)

Lipides

membrane membrane

membrane

membrane

plasmique lysosomale (a) lysosomale (b) mitochondriale

choliestérol/phospholipides 0.9% 0.52% 0.27% 0.06%
matériel au front du scivant 2.3% 6.8% 4.6%

cardiolipine 4.6% 11.2%
phosphatidyl-éthanclamine (PE)| 22.4% 17.9% 26% 31%
phosphatidyi-inosital (P!) 17.4% 9.9% 9.7% 7.5%
phosphatidyi-sérine (PS) 3%
phosphatidyl-choline (PC) 34.8% 33.5% 41.1% 50.5%
sphingomyéline 20.5% 32.9% 7.6% 0%
lyso. dérivés de (PE) 2.9% 0%

| lyso. dérivés de (PC) 2.6% 0% 2.9% 0%

L

polar
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fluid
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2_Structure de 1a membrane lysosomale.
a) Morphologie.

Les lysosomes sont limités par une membrane dont 1a constitution
est basée sur 1e méme schéma que celui de toute membrane biologique : on
y observe une bicouche lipidique dans laquelle sont insérées des protéines .

En microscopie électronique, on distingue un halo clair
caractéristique, formant un "coat" séparant la membrane de Il'espace
lysosomal [Daens et g/ ,1969]. Ce "coat est riche en hydrates de carbone et
jouerait un rdle dans la protection de 1a membrane face a l'agression des
hydrolases lysosomales (cfr. plus loin).

) C ition lipidi roté

Les lipides de la membrane lysosomale sont essentiellement
représentés par la phosphatidyl choline, 1a phosphatidyl éthanolamine, 1a
sphingomyéline et le cholestérol. Des lipides neutres sont également
presents (Tableau 9).

Les protéines de la membrane lysosomale sont, en général,
fortement glycosylées [Schneider et @/ , 1978] Elles contiennent des
sucres neutres, des hexosamines telles que la galactosamine ou la gluco-
samine, et des résidus d'acides sialiques, représentant 10% des sucres
totaux. Cette abondance d'hydrates de carbone se justifierait par un rdle de
protection de 1a membrane lysosomale (cfr. plus loin).

Les protéines de cette membrane seraient également impliguées
dans le maintien du pH intralysosomal, le transport de certains
métabolites vers l'intérieur ou vers l'extérieur des lysosomes et la
reconnaissance des différents compartiments subcellulaires de la cellule.

¢) Protection de 1a structure membranaire contre 1'action des

hydrolases.

Un role essentiel de la membrane lysosomale est de protéger le
cytoplasme contre 1'action des hydrolases acides. Mais cette membrane
doit, elle aussi, résister aux enzymes lysosomales. Cette protection est
assuree essentiellement par le "coat” interne, constitué d'hydrates de
carbone greffés sur les protéines ou les lipides de la membrane
lysosomale. Cette couche d'hydrates de carbone se termine par de nombreux
acides sialiques chargés negativement. Ceux-ci contribuent a 1a protection
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des liaisons sensibles aux enzymes lysosomales [Neiss, 1984; cité par
Gonze, 1989]. De plus, il existerait un processus de réparation au niveau
membranaire. En effet, un contact prolongé des glycoprotéines et des
lipides avec les hydrolases provoquera finalement leur destruction, mais
ce phénomeéne est rapidement compensé par une néosynthése membranaire.

d) Stabilité de 1a membrane lysosomale.

Aussi bien lors de 1a maladie veineuse que lors de l'arthrite ou lors
d'une réponse inflammatoire a une Dblessure tissulaire ou a un agent
irritant, on note une libération pathologique d'enzymes lysosomales dans
les tissus. Les causes de cette libération ne sont pas toujours connues
avec préecision mais on a pu montrer qu'il existe des substances stabilisant
ou déstabilisant la membrane. Ainsi on a montré /n vitroque des formes
liposolubles de la vitamine A tel que le rétinol ont un effet stimulateur
important sur les processus dans lesquels participent les lysosomes [Vaes,
1969; Weissman, 1969]. D'autres composés tels que les corticostéroides
semblent avoir un effet inhibiteur sur les processus dépendant des
lysosomes [Vaes, 1969; Weissman, 1969]. En fait, tout se passe comme si
certaines substances rendaient 1les membranes lysosomales plus fragiles
alors que d'autres les stabiliseraient.

J.__Action des radicaux libres sur la lalence des enzymes
lysosomales.

Un radical libre est une espéce chimique capable de mener une
existence indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariés
et étant dés lors trés réactionnelle [Halliwell & Gutteridge, 1985).

Dans T'organisme, 1'anion superoxyde 02:~ provenant de 1'oxygéne
moléculaire peut étre formé suite a l'activité de la NADPH cytochrome P
450 réductase ou suite a I'activité catalytique de certaines enzymes telle
que la xanthine oxydase. |1 peut également y avoir production d'02-~ au
niveau de la chaine de transport des électrons dans la mitochondrie. Ces
anions superoxydes peuvent reagir avec une molécule non radicalaire et
initier ainsi une réaction en chaine. Ils peuvent également
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subir une dismutation spontanée :

02-~ + 02-~ + H* > H202 + 02

Le peroxyde d'hydrogéne produit constitue un danger pour la cellule
car il serait a T'origine de la production de radicaux hydroxyles OH:, par le
biais de 02~ et de Fe3* En effet, 1a réaction directe de 02~ sur H202 est
impossible pour des raisons thermodynamiques mais la présence de Fe3*
dans Te milieu permet & la réaction de se dérouler ( réaction de Fenton) :

02-~ + Fed* > 02 + Fe2*
Fe2* + Hp02 > Fe3* + OH- + OH-
027 + H202 > 02 +OH- + OH™

Les radicaux hydroxyles ainsi formés sont beaucoup plus réactionnels que
les radicaux superoxydes et peuvent attaquer les protéines, les acides
nucléiques et les phospholipides membranaires.

L'organisme se protége contre les dérivés actifs de 1'oxygéne par
deux types de défense :
- defense enzymatique par la catalase, 1a superoxyde dismutase et la
glutathion peroxydase;
- defense par des molécules lipophiles ou hydrophiles de faible PM (a-
tocophérol, acide ascorbique) qui neutralisent l'activité des radicaux
libres.

Il semble que dans la maladie veineuse, la principale source de
radicaux superoxydes survenant lors de I'hypoxie soit due a l'activite de 1a
xanthine oxydase. Habituellement, cette enzyme se trouve essentiellement
(90%) sous une forme déshydrogénase dont l'activité nécessite la présence
de NAD*. Dans ce cas, elle transfére les électrons sur NAD* en formant de
l'acide urique et NADH + H* suivant :

xanthine + NAD* + H20 ——> acide urique + NADH + H*

Mais dans certains cas, on peut avoir une conversion de cette enzyme en sa
forme oxydase. Elle transforme alors I'hypoxanthine en xanthine et la
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xanthine en acide urique [Fisher, 1988], suivant :

hypoxanthine + H20 + 02 > xanthine + 02-7+H*

xanthine + H20 + 02 > acide urique + 02-+H"*

Stirpe et a/[1969] ont montré que ce phénoméne pouvait se produire
/n vitro aprés une protéolyse, une incubation & 37°C ou encore un
traitement aux solvants organigues. On pense actuellement que cette
conversion pourrait se produire 7 vivo 1ors de I'hypoxie.

Les radicaux superoxydes produits pourraient alors subir une
réaction de dismutation pour former H202 et 02. Selon Fridovich [1985], 1a
production d'02-~ dépend du pH et de 1a pression partielle en 02 : apH 7.8, il
y aurait seulement 15% d'02.~ produits. A pH 10 et pour une pO2 de |
atmosphére, 1a production de radicaux superoxydes serait de 100%.

Les radicaux superoxydes et le peroxyde dhydrogéne ont une
reactivité limitée. De ce fait, ils peuvent diffuser sur une certaine
distance [Fisher, 1988]. De cette maniere, 1a production de radicaux libres
dans un compartiment subcellulaire peut s'étendre a toute 1a cellule.

Nous avons vu plus haut que 02~ et H202 pouvaient former, en
présence de Fe3*, des radicaux OH. Dans les cellules, le stockage du fer
peut se faire sous différentes formes mais on a montré l'existence de
ferritine dans les lysosomes [Halliwell & Gutteridge, 1986]. Le fer quiy
est inclus peut étre mobilisé grace a T'action d'02:~ sur 1a protéine de
transport. Le fer ainsi libéré devient utilisable pour 1a production d'OH.
Ces radicaux sont beaucoup plus réactionnels que les radicaux superoxydes
ou le peroxyde d'hydrogéne, ce qui leur procure une durée de vie assez
courte. lls n'induisent donc des dégats qu'a proximité immédiate de leur
site de production. Ces OH- peuvent réagir avec presque tous les types de
molécules présentes dans les cellules vivantes (sucres, acides aminés,
DNA, phospholipides,...).

D'apreés certains auteurs, les radicaux OH- ne seraient pas les seuls
radicaux libres a étre produits dans la réaction de Fenton. Ainsi, des
radicaux ferryls pourraient étre formés suivant :

Fep+ + H02 ——— > Fe OH33* ( ou Fe 02*) + OH™
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De méme, un autre radical parfois mentionne est le radical perferryl
FeO* ou Fe3*02™ . Ces deux radicaux sont nettement moins toxiques que OH
mais pourraient malgré tout amener une certaine altération de la
membrane.

Il est possible (et des résultats obtenus par |. Hamer en 1988 sur des
membranes lysosomales de foie de rat vont dans ce sens) que les déerivés
toxiques de 1'oxygene puissent 1éser la membrane lysosomale. Ceci serait a
mettre en relation avec l'augmentation des activités des enzymes
lysosomales dans le plasma sanguin décrite par Niebes.

I11. BUT DU TRAVAIL.

Les lysosomes sont un des éléments importants intervenant dans la
pathologie veineuse. Cependant, le peu d'information recueilli au sujet des
lysosomes de la paroi veineuse nous a poussé a entamer une étude
brochimique de ces organites. Mais nous avons voulu cette étude plus large,
aussi y avons nous associé les autres principaux organites subcellulaires.

Dans un premier temps, nous mettrons au point la technique
d'homogénéisation 1a plus adéquate pour préserver 1'intégrité des organites
subcellulaires ainsi que le dosage de certaines enzymes de référence des
lysosomes, des peroxysomes, des mitochondries, du réticulum
endoplasmique et de 1a membrane plasmique au niveau de 1a paroi de veines
caves inférieures de rat. Nous comparerons les résultats obtenus a ceux
observes pour les veines caves inférieures de chien.

Par apres, nous effectuerons des fractionnements subcellulaires sur
des veines caves inférieures de rats en essayant de dégager un schéma
expérimental propre a ce tissu. Nous essayerons également de mettre en
évidence I'existence d'une latence des enzymes lysosomales.

Finalement, nous montrerons les résultats préliminaires obtenus
lors d'essais de labilisation de la membrane lysosomale de veine cave
inférieure de rat par les radicaux libres.
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I v AT
DOSAGES ENZYMATIQUES.

La VCI est prélevée sur rat male Wistar immédiatement apreées
sacrifice. Aprés sectionnement de 1'aorte abdominale (Fig. 13a), on voit
apparaitre la VCI. Celle-ci doit étre prélevée sur la plus grande longueur
possible, entre la jonction avec les veines sus-hépatiques et Ila
ramifications en veines iliaques (Fig. 13b). Aprés avoir enlevé les graisses
et mésentere et éliminé le sang dans du saccharose 0.25 M, les VCI sont
pesées. Puis, elles sont grossiérement découpées et passées S fois 15
secondes a l'ultraturrax (il faut veiller a maintenir les veines dans la
glace durant 'opération). Ensuite, on filtre sur gaze et 1a partie liquide qui
est conservee et éventuellement congelée.

Il. PRELEV T
DOSAGE ENZYMATIQUE.

Les VCI de chien ont été prélevées a notre intention par I'équipe du
Professeur JLammerant (Physiologie générale). Les traitements
prealablement subis par ces chiens avant ablation de la VCI sont rapportés
en annexe.

Apres nettoyage du sang dans du saccharose 0.25 M glacé, la veine
est ouverte longitudinalement puis étalée. On la découpe alors en petits
morceaux de 1 @ 2 mm de coté, qu'on plonge dans le saccharose 0.25 M
glace.

Un tiers de la veine est ensuite placé dans 8 ml d'une solution Hépés-
EGTA et portée a 37°C pendant une heure, sous agitation lente et constante.
Un deuxieme tiers est placé dans 8 ml d'une solution Hépés et portée a
37°C pendant une heure, sous agitation lente et constante. Ensuite, chacune
de ces deux portions est lavée deux fois au saccharose 0.25 M puis placée
dans 7 ml de collagenase (48 mg collagénase/ 100 ml Tampon Hépes pH
7.83) pendant 2 heures a 37°C, sous agitation lente et continue.

Par apres, chacune des deux parties est lavée trois fois au
saccharose 0.25 M.
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Organites Enzymes Substrat Concentration pH Mesure Références
subcellulaires
Lysosomes cathepsine C glycyl-L-arginine 0.5 mM 5 colorimétrique Jadot ef 2/, 1984
B-naphtylamide la naphtylamine
cathepsine C glycyl-L-arginine 0.5 mM S fluorimétrique de Jadot of a2/, 1984
B-naphtylamide la naphtylamine
a-mannosidase  méthyl umbelliferyl 4 mM 45 fluorimétrique de Peters et a/, 1972
a-D-mannoside la 4-méthyl-
umbelliferone
B-galactosidase  para-nitrophényl 375mM 36 colorimétrique du Sellinger ef a/, 1960
galactoside galactose
Peroxysomes catalase peroxyde dhydrogéne 1.5mM 7 colorimétrique du Baudhuin ef 4/,1964
peroxyde dhydrogéne
Mitochondries  cytochrome cytochrome C 0017mM 74 spectophotométrique de Duve of 2/, 1955
oxydase du cytochrome réduit
Membrane peptidase IV glycyl-proline 4.5 mM 8 colorimétrique de Nagatsu ef a/, 1976
plasmique B-naphtylamide la naphtylamine
peptidase IV glycyl-proline 025mM 75 fluorimétrique de Goldberg ef a/, 1958
B-naphtylamide la naphtylamine
phospho thymidine 5 S mM 9.6 colorimétrique du Wattiaux ef 2/, 1969
diestérase monophosphate para-nitrophényl
alcaline para nitrophényl ester
leucine naphtyl  L-leucyl-2-naphtyl 4 mM 6.75 fluorimétrique de Peters ef a/, 1972
amidase amide la naphtylamine
Réticulum NADPH cytochrome C/NADPH 4.5 uM 7.4 spectophotométrique  Beaufay ef 4/, 1974
endoplasmique cytochrome C du cytochrome réduit
réductase
glucose-6- glucose-6-phosphate 024 M 6.5 colorimétrique du de Duve &f 4/, 1955
phosphatase phosphate




Finalement, chacune des deux portions de veines subit 4 passages au
Kontes type A (Loose) puis une centrifugation pendant 10 minutes a 1500
RPM. Les surnageants obtenus sont congelés.

Le tiers restant de VCI subit 5 passages de 15 secondes a
l'ultraturrax puis est filtrée sur gaze. Le filtrat est alors congelé (voir
2A).

[1l. METHODES GENERA DES DOSA YMAT

Le tableau 10 donne un résumé des conditions expérimentales
requises pour chacun des differents dosages enzymatiques, ainsi que les
reférences correspondantes décrivant plus en détails les méthodes
employées.

Le dosage des protéines s'effectue suivant la meéthode de Folin
[Lowry et a/, 1951]).

IV. TECHNIQUE DE FRACTIONNEMENT DE VEINE CAVE INFERIEURE

(VCI) DE RAT.

Le processus de fractionnement de VCI de rats suit le schéma
proposés par Wibo ef @/ en 1980, avec quelques modifications.

Les VCI sont prélevées sur rats males Wistar immédiatement aprés
sacrifice, de la méme maniéere que lors des prélévements pour dosages
enzymatiques.

Les VCI sont nettoyées des graisses et mésentére qui y adherent.
Elle sont ensuite débarrassées du sang en 1es plongeant dans du saccharose
0.25 M tamponne avec de I'lmidazol 3 mM PH 7.4 et maintenu dans la glace,

Une fois réunie la quantité adéquate de VCI, on séche celles-ci puis
on les pése sur papier filtre. Ensuite, on les découpe une a une en petits
morceaux de 1 a2 mm. La découpe se fait sur une plagque de cire posée sur
de 1a glace.

L'homogénéisation se fait avec un Kontes type A (Loose), dans un
volume approximatif de S ml de saccharose tamponné avec de 1'lmidazol pH
7.4 Afin de faciliter T'homogenéisation, le passage au Kontes se fait par
groupe de cing ou Six veines. Aprés 6 allers et retours du piston, on
centrifuge I'nomogénat a 1500 RPM pendant 10 minutes. Le surnageant sera
decanté dans un tube taré et le culot subira encore deux homogénéisations
et deux centrifugations a 1500 RPM pendant 10 minutes.
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Ccu

Les YCI sont homogénisées au Kontés type A (loose)
(6 allers-retours)

1500 RPM, 10" (+2 lavages)

3 passages de 15 secondes a
I'ultraturax et 2 passages au Potter

40000 RPM pendant 40'

E=51+52+83

25000 RPM pendant 8' 50"
(+1 lavage)

PS =51+82

culot

resuspendu et passé
doucement au Potter

=

surnageant

culots

resuspendu et passé
doucement au Potter




Les trois surnageants sont rassemblés dans un méme tube pour
donner 1a fraction E.

Le culot restant est resuspendu dans un volume approximatif de 2 mi
de saccharose tamponné et glacé et puis passé a l'ultraturrax (3 fois 13
secondes) et enfin broyé dans un homogénéiseur co-axial de Potter. On
obtient ainsi la fraction N.

Une partie de la fraction E est conservée pour des dosages
ultérieurs. Le reste est centrifugé au rotor 40 a 25 000 RPM pendant 8
minutes S0 secondes (55 000 ¢ pendant 6 minutes). Le surnageant est
décanté dans un tube taré. Le culot est resuspendu dans un volume
approximatif de Sml de saccharose tamponné et glacé et est a nouveau
centrifuge a 25 000 RPM pendant 8 minutes SO secondes ( lavage du culot).
Le surnageant obtenu est ajouté au premier pour obtenir ainsi la fraction
PS.

Le culot est resuspendu dans | ou 2 ml de saccharose tamponné et
glacé puis passe doucement au petit Potter. On obtient ainsi 1a fraction ML

La totalite de la fraction PS est reprise et centrifugée a 40 000 RPM
pendant 40 minutes. Le surnageant donne la fraction S. Le culot est
resuspendu dans 1 a 2 ml de saccharose tamponné et glacé puis passé
doucement au petit Potter pour donner la fraction P.

On obtient de cette maniere 4 fractions hétérogenes mais enrichies
en certains organelles :

- la fraction N contient essentiellement des noyaux, des débris
cellulaires et un certain nombre de cellules intactes ayant résisté a
I'nomogenéisation;

- la fraction ML est enrichie en mitochondries, en lysosomes et en
PErOXysomes;

- la fraction P, microsomale, contient la plus grande partie du réticulum
endoplasmique et de 1'appareil de Golgi, ainsi que des fragments de la
membrane plasmique;

- la fraction S, ou “fraction soluble”, renferme tous les éléments non
sedimentables.

Sur chacune de ces fractions, différents dosages enzymatiques ainsi
que le dosage des protéines seront effectués. En effet, le contenu en
differents types de granules dans chacune des fractions peut-étre estimé
en mesurant 'activité d'enzymes marqueurs spécifiguement associées a un
type de granules déterminé ( de Duve el /,1955).
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Les enzymes marqueurs utilisés dans les expérience de
fractionnement sont les suivantes : 1a cathepsine C (et dans certains cas
',-mannosidase) pour repérer les lysosomes, la cytochrome oxydase pour
repérer les mitochondries, la catalase pour les peroxysomes, la NADPH
cytochrome C  réductase pour le reéeticulum endoplasmique. La
représentation graphique des résultats est celle préconisée par de Duve e/
a/ (1955) sous forme dhistogramme, ou chacune des fractions est
représentée par un rectangle bien défini. La hauteur de chaque rectangle
représente l'activité spécifique relative, c'est-a-dire le rapport de
l'activité spécifique dans la fraction déterminée sur l'activité specifique
dans I'nomogenat. Ceci symbolise en fait la purification. La base de chaque
rectangle correspond a la quantité de protéines presentes dans la fraction
en question. La surface représente le pourcentage d'activité retrouvé dans
la fraction. Pour les dosages enzymatiques comme pour les dosages
protéiques, on réalise un calcul de récupération sur le fractionnement, qui
correspond a la somme des valeurs d'activité enzymatique trouvees dans
les fractions N, ML, P et S rapportée a l'activité de I'hnomogéenat, qui
équivaut a E+N.

V. EFFETS DES RADICAUX L IBRES SUR LA MEMBRANE LYSOSOMALE.

Afin de determiner l'action des radicaux libres sur la latence

enzymatique lysosomale, nous emploierons une technique mise au point par
|. Hamer [1988]. Ce procédé se déroule en deux étapes :
- 250 Wl d'une fraction ML préparée suivant le procédé de fractionnement
subcellulaire décrit plus haut sont préincubés 20 minutes en présence de
I'un ou plusieurs des constituants repris ci-dessous, tel qu'indiqué dans les
résultats:

- xanthine 250 uM

- xanthine oxydase 18 mU/mi (Sigma, Grade I11)
- saccharose 0.25 M

- FeCl3 0.2 mM

- ADP 2 mM (Sigma, Grade IX)

-200 ul de 1a mixture de préincubation sont repris et incubés 10 minutes a
37°C afin de doser 1a cathepsine C libre ou totale.

28




29

Apres 10 minutes d'incubation, la réaction est arrétée en
ajoutant 1 ml de tampon glycine/NaOH (50 mM)-EDTA (5 mM) pH 10.5. La
lecture se fait au spectrofluorimetre SLM Aminco SPF SO0 (A excitation =

338 nm, A émission = 415 nm).







A. CINETIQUE ENZYMATIQUE.

l._Introaguction.

Une des fonctions les plus importantes des protéines est leur role de
catalyseur enzymatique vis-a-vis de réactions chimiques spécifiques. Dans
ce cas, le ligand est 1a molécule de substrat et 1a liaison de 1'enzyme au
substrat est une étape essentielle pour le déroulement de la reaction
chimique.

En fait cette liaison enzyme-substrat est un facteur limitant. En
effet, 11 existe pour chaque enzyme une limite quant a la quantité de
substrat pouvant étre transformé en un temps donné. Si la concentration en
substrat augmente, 1a vitesse de production augmente également, jusqu'a
atteindre une vitesse maximale. A ce point, I'enzyme est saturée par le
substrat et le taux de réaction dépend seulement de ]1a vitesse a laquelle le
substrat peut étre transformé. Cette vitesse est appelée le turnover et est
d'environ 1000 molecules de substrat par seconde pour la plupart des
enzymes.

L'autre parametre cinétique fréquemment employé pour caractéeriser
une enzyme est le KM, ou constante de Michaelis-Menten. Elle
représente la concentration en substrat qui permet d'atteindre 1a moitié de
la vitesse de réaction maximale. Un KM faible indigue que 1'enzyme atteint
son taux catalytique maximal & une faible concentration en substrat et
indique généralement une liaison trés forte entre 1'enzyme et le substrat.

La forme caractéristique de 1a courbe de saturation en substrat d'une
enzyme peut s'exprimer mathématiquement par 1'équation de Michaelis-
Menten :
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ou Vo= vitesse initiale a la concentration en substrat (S).
Vmayx = vitesse maximale.
KM = constante de Michaelis-Menten.

En connaissant KM et Vmax d'une enzyme, on peut calculer la vitesse
de réaction d'une enzyme pour n'importe quelle concentration en substrat.
La plupart des réactions enzymatiques, y compris celles faisant intervenir
deux ou plusieurs substrats, peuvent étre analysées guantitativement par
la théorie de Michaelis-Menten, ce qui prouve que 1es enzymes catalysent
les réactions en se combinant transitoirement avec leur substrat pour
abaisser ainsi 'énergie d'activation de I'ensemble de la reéaction.

Dans notre cas, les cinétiques des enzymes étudiées ont éte
examinées afin de trouver les conditions expérimentales optimales et en
particulier Tl'intervalle pour lequel les vitesses mesurées sont
proportionnelles au temps ou & la concentration en enzyme, ceci afin de
permettre 1'établissement des parametres cinétiques.

Pour 1a plupart des enzymes mesurées, 1a réaction est d'ordre zéro
par rapport au substrat, c'est-a-dire que la vitesse augmente de fagon
linéaire en fonction de la concentration en enzyme. La concentration en
substrat est donc suffisante pour assurer la vitesse maximale de l'activité
enzymatique. Nous n'avons pas déterminé chaque fois le KM, nous référant
aux normes de 1a littérature pour le foie de rat.

La mise au point de ces différents dosages enzymatiques verra son
application pratique lors des fractionnements subcellulaires qui seront
entrepris ultérieurement.

Chague échantillon est constitué d'un prélevement de 8 a 10 veines
caves inferieures de rat ou d'! veine cave inférieure de chien,
L'homogénéisation se fait a l'ultraturrax de fagon a obtenir une
homogénéeisation maximale, sauf pour le dosage de I'a-mannosidase et de la
peptidase |V de veine cave inférieure de chien, ou I'hnomogénéisation est
realisée apres digestion par 1a collagénase pendant 2 heures, a 37°C.

La quantité de matériel dont nous disposons est limitée. Le nombre
de déterminations que nous avons pu faire est donc restreint. Les résultats
pour chaque enzyme sont exprimés en umoles de substrat transformé par
mg de protéines en fonction du temps ou en umoles de substrat transformeé
par minute en fonction de la quantité de protéines ou du volume
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d'homogenat incubé, et ceci pour deux a quatre échantillons différents 3

chaque fois (n=2, 3 ou 4). Seule l'activité de la NADPH cytocrome ¢

reductase est donnée en nanomoles de substrat transformé car elle est
tres faible.

Les blancs des activités enzymatiques sont dans tous les cas, hormis
la catalase, la cytochrome oxydase et la NADPH cytochrome ¢ réductase,
mesurés en incubant la mixture contenant le substrat dans des conditions
de température et de temps identiques a celle du test. Cette mixture est
ensuite additionnée de fixateur puis I'enzyme est ajoutée. Pour 1a catalase,
I"incubation se fait en absence de substrat. Pour 1a NADPH cytochrome ¢
réductase, la mesure du test se fait en continu et la différence
d'absorbance est mesurée pendant un laps de temps bien déterminé. On s'est
assure par ailleurs que le cytochrome ne subit pas de réduction en absence
du deuxieme substrat, a savoir le NADPH. En ce qui concerne la cytochrome
oxydase, le cytochrome, en absence de préparation enzymatique, ne subit
pas d'oxydation spontanée et le blanc est nul.

Tous les résultats sont repris sous deux formes :

- sous forme de graphiques (Fig. 14 a 18). Les ordonnées a 1'origine donnent
les blancs calculés Les blancs mesurés sont repris dans ces mémes
figures sous forme de @ . |1 en découle que les activités spéecifiques (1) et
(2) (voir tableau 11a et b) seront semblables si les deux types de blancs
concordent mais divergeront dans le cas contraire. Lorsque les activités
spécifiques sont faibles (ce qui est le cas de 1a veine cave inférieure), ce
controle est important. Les droites ont été calculées systématiquement
meéme quand 11 n'y avait que deux mesures, ce qui permet de vérifier les
valeurs des blancs calculés. \

- sous forme de tableau (Tab. 11a,b et 12). Dans les tableaux 11a et b sont
rassemblés les activités et activités spécifiques (1) en tenant compte du
blanc mesure. L'activité spécifique (2) calculée a partir des figures 14 a
18y est reprise aussi. Dans le tableau 12 sont repris les paramétres des
droites calculées des figures 14a 18,

Quoique les descriptions de 1a veine variqueuse mettent 1'accent sur
une alteration touchant principalement les lysosomes, nous avons voulu
cette approche 1a plus large possible. Des modifications autres que celles
discutées dans la littérature, et qui seraient passées inapercues,
pourraient ainsi étre détectées.
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2_Cinétigue des enzymes marqueurs déterminées sur la VCI de
rat (Fig. 144 16, Tab. 11ab, 12)

a) Les protéines.

La dispersion des points montre la variabilité du contenu en
protéines d'un échantillon de veines caves inférieures de rat a l'autre. C'est
pourquoi toutes les activités enzymatiques seront exprimées en
umoles/mg de protéines.

b) La B-galactosidase.

L'activité par mg de protéines de cette enzyme est faible. De plus, la
préecision de la mesure est trés faible (voir tableau 12). Le blanc calculé
(ordonnée a l'origine) est de 0.0414. Le blanc mesuré est de 0.0423:0.002.
La correspondance est donc assez bonne.

Le substrat utilisé ici est le para nitrophényl 3-D-galactoside. 11y
aurait donc avantage a utiliser le méthylumbelliferyl B-D-galactoside
dont le produit d'hydrolyse est fluorescent pour obtenir une plus grande
sensibilité. Cependant, a cause du caractére hydrophobe du résidu
méthylumbelliferyl, ce substrat est peu adéquat pour les mesures
d'activiteés libres.

La B-galactosidase semble donc peu indiquée pour servir d'enzyme
marqueur des lysosomes vu la faible sensibilité de 1a mesure.

¢) La cathepsine C.

Contrairement a 1a B-galactosidase, le dosage de 1a cathepsine C par
la méthode colorimétrique montre une précision nettement meilleure (voir
tableau 12). |1 faut également faire remarquer que les différences
d'activité d'un échantillon a 1'autre sont relativement limitées. Les blancs
mesures (0.0880+0.029) et calculés correspondent bien.

Le substrat glycyl-arginine-naphtylamide est fortement chargé a pH
S et ne traverse donc pas la membrane lysosomale, ce qui en fait un bon
substrat pour les mesures d'activités libres et la mise en évidence de
I'intégrité de 1a membrane lysosomale.

La cathepsine C sera donc choisie de préférence a la 3-galactosidase
pour servir d'enzyme de référence des lysosomes.
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d) La cytochrome oxydase.

Pour la cytochrome oxydase (enzyme de référence de la membrane
mitochondriale interne), le blanc est théoriquement de O, ainsi gque nous
I'avons décrit plus haut et on remarque que 'ordonnée a 1'origine est proche
de 0. On peut cependant reprocher l'absence de points dans la premiére
partie de la droite. En effet, on court le risque de passer a coté de certains
points qui pourraient modifier le profil de celle-ci. De plus, une seule
expérience a été réalisée.

La veine étant riche en cellules musculaires contenant elles-mémes
des mitochondries en abondance, il est normal que la cytochrome oxydase
soit bien représenteée.

La cytochrome oxydase est une enzyme de référence adequate en ce
qui concerne 1es mitochondries.

e) La dipeptidylpeptidase |V,

Dans le cas de la veine cave inférieure de rat, l'activité par mg de
protéines est faible. La sensibilité de 1a mesure est acceptable. On observe
que la concordance entre blancs calculés (0.0107) et blancs mesurés
(0.0090£0.0009) est excellente. Les écarts-types sont importants, ce qui
traduit une nette différence d'activité specifique d'un échantillon a l'autre.

On peut se demander s'il ne serait pas préférable de se tourner vers
une autre enzyme pour servir de marqueur pour la membrane plasmique.

f) La phosphodiestérase alcaline.

La phosphodiestérase alcaline est une autre enzyme de référence de
la membrane plasmique. La précision est du méme ordre de grandeur que
pour 1a dipeptidylpeptidase |V. On remarque également que le blanc mesure
(0.0025+0.004) est plus faible que le blanc calculé (0,0736). Comment
expliquer ce résultat? La mesure du blanc se fait en incubant le substrat
pendant une durée correspondante & celle du test. Aprés avoir ajouté le
fixateur, I'enzyme est rajouté. Dans ce cas, on ne tient pas compte des
modifications subies par la préparation enzymatique a 37°C. Les lectures
du test et du blanc se font a 400 nm et pourraient donc, en ce qui concerne
les blancs mesurés, ne pas tenir compte des composés solubilisés pendant
I"incubation et qui absorbent & cette longueur d'onde. Ceci expliquerait 1a
différence d'activité observée par les deux méthodes de calcul.
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Figure 16 Calcul des droites de régression des dosages de catalase, giucose-6-phosphatase et
MADPH cytochrome ¢ réductase de veine cave inférisure de rat. Les blancs mesurés sont indiqués
par un rond piein. Le nombre d'échantillons constitues chacun de 8 a 10 veines caves inferieures
de rat est indiqué entre parentheses.




La phosphodiestérase alcaline est une enzyme qui exige le
zinc comme cofacteur. De ce fait, un contrdle doit étre effectue lors du
dosage de 1'enzyme. En effet, une concentration en EDTA de 1 UM dans le
milieu suffit a faire chuter le pourcentage d'activité de 100 a 16 dans la
fraction microsomale [Beaufay et 2/, 1974] C'est pourqoi il est nécessaire
d'ajouter au milieu d'incubation de l'acétate de Zinc, qui a pour réle de
réactiver la phosphodiestérase alcaline.

La phosphodiestérase alcaline pourrait donc servir denzyme de
reférence pour 1a membrane plasmique, mais en veillant a assurer une
activité maximale de 1'enzyme par 1a présence de zinc.

Q) La catalase.

L'analyse cinétique de la catalase en fonction en fonction de la
quantité de protéines incubées montre une bonne précision de la mesure. |1
persiste cependant une différence trés réelle entre le blanc mesuré
(0.00010+0.00005) et le blanc calculé (0,00130). Nous n'avons pas pu en
déceler la cause. 11 est donc indispensable d'effectuer a chaque fois 2 ou 3
mesures au moins pour calculer la droite et le blanc correspondant. Cette
restriction faite, la catalase peut étre utilisée comme enzyme de
reférence pour la veine cave inférieure de rat.

h) La glucose-6-phosphatase.

L'activité par mg de protéines pour la glucose-6-phosphatase semble
assez importante mais au vu de la faible précision de 1a mesure, on devrait
rejeter cette enzyme comme marqueur du réticulum endoplasmique en ce
qui concerne la veine cave inférieure de rat, d'autant plus que l'activité
neoglucogénique de cet organe est trées faible.

1 NADPH rome ¢ ré ),

L'activité de cette enzyme est exprimée en nanomoles de cytochrome
réduit/min et non en pmoles/min de cytochrome réduit. L'activité de cette
deuxieme enzyme généralement localisée dans le réticulum endoplasmique
est donc tres faible. Son estimation est cependant semblable par les deux
meéthodes de calcul, sur un homogénat de veine cave inférieure et la
sensibilité de 1a mesure est grande. Cette enzyme pourra étre déterminée
lors d'expériences en centrifugation différentielle mais probablement pas
1sopycnique.
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Figure 17. Calcul des droites de régression des dosages de protéines, cathepsine ¢ et leucine
naphtylamidase de veine cave inférieure de chien. Les blancs mesurés sont indiqués par un rond

plein. Le nombre d'échantillons constitué chacun d'1 veine cave inférieure de chien est indiqué
entre parentheses.



J _Cinéti a 1) /&

chien (Fig. 17et 18, Tab. 11betc, Tab 12.)

Les veines caves inférieures de chien ont été utilisées en espérant
pouvoir disposer de plus de matériel et éviter de ce fait de multiples
prélévements longs et sans dout nocifs a Tlintegrité des organites
subcellulaires.

a) Les protéines

La dispersion des points est moins grande que dans le cas de
I'analyse de la veine cave inférieure, ce qui se traduit par un coefficient de
régression nettement plus grand (0.9 contre 0.7).

b) La cathepsine C.

La cathepsine C a été étudiée de 1a méme maniére que pour la veine
cave inférieure de rat, c'est-a-dire apres passage a l'ultraturrax. Tout
comme pour la VCI de rat, 1a veine cave inférieure de chien montre une
activité par mg de protéines assez élevée. La précision de la méthode est
satisfaisante (tableau 12).

On peut donc dire qu'en ce qui concerne la cathepsine C, la méthode
de dosage par fluorimeétrie est satisfaisante pour 1a veine cave inférieure
de chien. Comme la sensibilité de 1a mesure est supérieure en fluorimétrie,
celle-ci sera retenue de préférence a la mise en évidence colorimétrique
de la naphtylamine libérée.

¢) La leucine naphtylamidase.

La leucine naphtylamidase possede une activité par mg de protéines
peu élevee. La précision de 1a méthode de dosage est faible par
fluorimétrie (Tableau 12).

La leucine naphtylamidase ne pourra donc pas étre utilisée
ultérieurement comme enzyme marqueur de la membrane plasmique, du
moins en ce qui concerne la veine cave inférieure de chien.
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Figure 18 Calcul des droites de régression des dosages de 1' e.-mannosidase et de la
dipeptidylpeptidase IV de veine cave inférieure de chien. Les blancs mesurés sont indiqués par un
rond plein. Le nomhre d'échantillons constitué chacun d'1 veine cave inférieure de chien est
indigué entre parentheses. Dans ce cas particulier 1'homogénéisation se fait au Kontés Loose
apres une digestion préalable a la collagénase ( Les homogénats obtenus pour les Figures 144 17
s'obtiennent par homogénéisation & 1'Ultraturrax).




d) L'e-mannosidase.

L'e-mannosidase a été étudiée aprés traitement de la veine cave
inférieure de chien pendant deux heures & la collagénase, suivi dune
homogénéisation au Kontes type loose. La collagénase a été utilisée dans le
but de dissocier les cellules de la paroi veineuse, afin de faciliter
I'homogénéisation au Kontes loose. Cependant, dans ce cas, I'nomogénat ne
contient que 1.28 mg de proteines/g. Cette valeur, comparee a celle de
9.44:4.49 obtenue lors de I'homogénéisation a l'ultraturrax dénote sans
doute une libération réduite et peut étre sélective de certains types
cellulaires. Ceci explique en partie 1a faible précision de la mesure malgré
une sensibilité élevée.

Il est a remarquer que le substrat utilisé, a savoir le méthyl
umbelliferyl a-D-mannoside posseéde un résidu de nature relativement
hydrophobe, ce qui empéchera son utilisation pour la mise en évidence d'une
activité lysosomale latente.

i i V.

La dipeptidylpeptidase IV a été étudiée de la méme maniére que T'e-
mannosidase, c'est-a-dire apres traitement de deux heures a la collagénase
et une homogeénéisation au Kontes type 1oose. |1 faut remarquer qu'un seul
prelevement a été analysé. La sen