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ROBETTE Etienne

Résumé.

Le travail met en évidence la présence de "calmoduline" au niveau de branchles de
crabe Eriocheir sinensis . Nous pensons que cette protéine, liant le Ca2*, est capable
de stimuler la pompe a Ca2* et la phosphodiestérase de lAMPcycllque dans les
branchies antérieures et postérieures de ce crabe. L'utilisation d'antagonistes de la
calmoduline, tels que la trifluopérazine et le calmidazolium, inhibiteurs de I'hydrolyse
enzymatique de I'ATP, nous permet d'envisager la présence, dans les branchies
postérieures uniquement, de "pompes a calcium" sensibles a la calmoduline.

Enfin, la mise en évidence, dans les branchies antérieures et postérieures, de
PDEaAMPc activées par la calmoduline souléve le réle important que pourrait jouer

cette molécule dans le contréle du pool intracellulaire de 'AMPc.

Abstract.

The presence of calmodulin within the gills of the crab Eriocheir sinensis is
demonstrated This Ca2+ binding protein is though to be able to stimulate both the
Ca2+ pump and the cAMP-dependent protein kinase in the anterior and posterior gills.

The inhibitory action of calmodulin antagonists as trifluoperazin and calmidazolium on
the enzymatic hydrolysis of ATP, allows us to postulate the presence of a calcium
pump sensitive to calmodulin, this only for the posterior gills.

Finally, the identification in both types of gills of cCAMP-phosphodiesterases activated
by calmodulin brings forward the important function of this molecule for the control of
the intracellular pool of CAMP.

Mémoire de licence en Sciences Biologiques.
Septembre 1988.
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Errata

Liste des abréviations :
- AMPc* =3-AMPc : adénosine -3', 5-monophosphate cyclique tritié
lire : AMPc* =3-AMPc : adénosine -3', 5'-monophosphate cyclique tritiée

- EGTA : éthylenebis (oxyéthylénenitrilo) - tetraacétic acid
lire : EGTA : ethylenebis (oxyethylenenitrilo) - tetraacetic acid

p.8

p. 28

p. 54

p. 57

ligne 12

ligne 14

ligne 9

ligne 2

ligne 3

ligne 6

ligne 14

ligne 7

ATPases érythrocytaires dépendante
lire : ATPases érythrocytaires dépendantes

membranes erythrocytaires
lire : membranes érythrocytaires

deux types d'épithélium
lire : deux types d'épithélia

des processus de transport indépendant
lire : des processus de transport indépendants

la plupart des kinases de protéine
lire : la plupart des protéines kinases

lire : du glycérol dans |a conservation

phosphatases alcalines des membranes
lire : phosphatases alcalines de membranes

"pompe a calcium”
lire "pompes a calcium”
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Liste des abréviations

acide amino naphtol sulfonique

adénylate cyclase

o-cétoglutarate déshydrogénase

adénosine-3', 5'- monophoshate cyclique
adénosine-3', 5'- monophosphate cyclique tritié
angstrém

adénosine 5'- triphosphate

branchies antérieures

branchies postérieures

protéine liant le calcium

complexe calcium-calmoduline

régulateur dépendant du calcium

calmoduline

protéine liant la calmoduline

Curie

adénosine 5'- monophosphate
diethylaminoéthyl - cellulose

degré Celsius

ethylénebis (oxyéthylénenitrilo) - tetraacétic acid
expression de la force centrifuge (9,81 m/sec2)
microgramme

guanosine 3', 5'-monophosphate cyclique
gramme
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facteur activateur de la PDE

phosphodiestérase
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Phénothiazine

phosphate inorganique
poids moléculaire

tour / min.

sodium dodécyl sulfate
acide trichloracétique
trifluopérazine

Tri - (Hydroxyméthyl) - amino - méthane




Chapitre | : Introduction bibliographique

1.1. La calmoduline

1.1.1. Historique

La découverte de la calmoduline, a la fin des années soixante, est le résultat
d'un grand nombre de travaux scientifiques. On peut citer quelques pionniers :

- Wai Yiu Cheung (1970) fut le premier qui prouva l'existence d'un facteur activant la
phosphodiestérase (PDE) dépendante de I'AMPcyclique.Cet activateur, présent
dans un homogénat de cerveau de bovin non purifié, se sépare de la PDE par
chromatographie sur une colonne de DEAE-cellulose; avant d'étre placé sur la
colonne, I'enzyme est actif, mais devient inactif aprés élution; les fractions obtenues
en début d'élution renferment beaucoup de calmoduline (CaM) a l'inverse des

derniéres fractions qui ne contiennent plus d'activateur (Cheung 1969, 1971a).

- Teo et Wang démontrent en 1973 que la calmoduline est une protéine capable de
fixer le calcium (CA.BP). Ces résultats expliquent les observations de Kakiuchi et
Yamazaki (1970) qui constatent que la calmoduline accroit la sensibilité de la
phosphodiestérase au calcium.

Le fait que la calmoduline régule une grande variété de fonctions cellulaires et
que la recherche menant a l'identification de ces fonctions a été réalisée dans
plusieurs laboratoires a naturellement conduit a l'utilisation de nombreuses
désignations pour parler de la "calmoduline” : facteur activant la PDE (P.A.F.), protéine
activatrice, protéine modulatrice, récepteur de calcium, protéine troponine C-like,
régulateur dépendant du calcium (CDR), et finalement calmoduline. Ce dernier terme a
été définitivement retenu car il montre bien que la protéine est modulée par le calcium

et qu'elle régule aussi la concentration en calcium (Cheung et al., 1978).




1.1.2. Structure de la calmoduline

La structure primaire de la molécule est constituée de 148 acides aminés, dont
la séquence a été déterminée par Vanaman et al. (1977) et par Watterson et al. (1980).
En 1976, Kretsinger avait déja proposé un modéle structural pour la calmoduline : il y
aurait 4 domaines pouvant lier l'ion calcium, chacun consistant en une boucle de 12
acides aminés flanquée de chaque cété par une hélice résiduelle de 8 acides aminés
(fig. 1). Les 4 segments liant le calcium sont appelés "poignée EF" et correspondent
aux résidus 20-31, 56-67, 93-104, 129-140. Il existe une homologie trés étroite entre
les domaines I-lll et lI-1V, ce qui suppose que la calmoduline pourrait résulter de 2
duplications successives d'un géne initial codant pour un domaine liant le calcium.

fig. 1.

Calmodulin
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La structure tridimentionnelle de la calmoduline de cerveau de bovin a été
déterminée par cristallographie a fine résolution. On s'apergoit que la molécule est

constituée de 2 lobes globulaires liés par une longue hélice a : chaque lobe peut lier 2
ions Ca** par l'intermédiaire de domaines en boucle. La longue hélice interlobaire
peut intervenir dans les interactions entre la CaM et les médicaments, ou entre la
calmoduline et d'autres protéines (voir point 1.1.5. de l'introduction).

La structure de la calmoduline a été beaucoup étudiée chez les vertébrés :
citons uniquement les travaux de Grand et Perry (1978) sur le muscle lisse utérin de
bovin et les travaux de Dedman et al. (1978) sur les testicules de rat. En 1979, Jones et
al. démontrent que la séquence en acides aminés de la calmoduline du coelentéré
Renilla reniformis est quasiment identique a celle de la CaM du cerveau de bovin.
Quant a Waisman et ses collaborateurs, ils se sont intéressés a la structure de la
calmoduline du ver de terre Lumbricus caenorhabditis elegans . |l se dégage de ces
études une grande similitude structurale entre la calmoduline des vertébrés et
d'invertébrés, et donc une conservation structurale de cette molécule protéique au
cours de I'évolution.

Pour tous les travaux observés, on a découvert une molécule de triméthyllysine
en position 115 sur la calmoduline (voir fig. 1) et dont le réle dans I'activité biologique
de la protéine n'a pas encore été élucidé. Il est étrange que la calmoduline du
lépidoptére Bombyx mori ne posséde pas de triméthyllysine; cela souléve la question
de connaitre la signification fonctionnelle de cet acide mais également la situation
phylogénétique des calmodulines dépourvues de triméthyllysine (Morishima et
Bodnaryk, 1985). Des protéines structurales CaM-like ont été trouvées chez les plantes
(Anderson et Cormier, 1979; Wallace et Cheung, 1979), ainsi que chez les
protozoaires (Kuznicki et al., 1979) : en 1979, Jamieson et al. ont étudié en détail le
cilié Tetrahymena pyriformis.

La composition de la calmoduline montre, comme chez les vertébrés, I'absence de
tryptophane et de cystéine ainsi que la présence de triméthyllysine.

Notons qu'il existe une relation structurale étroite entre la CaM et la troponine C




(de muscle cardiaque et squelettique). Ces 2 molécules font partie d'une famille de
protéines pouvant lier le calcium (grace a leurs domaines en boucle) tout comme la
protéine S100, la parvalbumine, la protéine intestinale liant le calcium et la myosine
kinase.

1.1.3. Propriétés physico-chimiques de la CaM

La calmoduline a un poids moléculaire de 16273 (Vanaman et al.,, 1977),
possede un point isoélectrique de 4,3; la présence de nombreux résidus aspartate et
glutamate (entre 30 et 50 %) en fait une molécule "acide". Ce récepteur du calcium ne
possede pas de cystéine, de tryptophane, ni d'hydroxyproline, ce qui lui assure une
structure tertiaire fort flexible, indispensable pour l'interaction avec les récepteurs
protéiques. La propriété la plus remarquable de la calmoduline est sa thermostabilité.
En effet, Cheung, en 1969, a démontré qu'elle conserve sa structure a 95°C; c'est la un
moyen qui permet de séparer la calmoduline et les protéines liant la CaM qui elles,
sont thermolabiles. De plus, la calmoduline résiste a des solutions d'urée 9 M.

Une autre caractéristique fondamentale de la CaM est son ubiquité : elle est
présente chez tous les eucaryotes; elle n'a pas de spécificité d'espéce. De plus, elle ne
posséde pas de spécificité de tissu. Notons aussi que la calmoduline posséde des
propriétés spectroscopiques particuliéres : un rapport thyrosine-phénylalanine faible
donne un spectre d'absorption avec un maximum de 276 nanomeétres, et de nombreux
pics (a 253 nm, 258,5 nm, 265 nm, 268,5 nm) caractéristiques de la phénylalanine.

Les protéines ayant la capacité de lier la calmoduline sont nommées CaM-BP.
Ce sont la PDE dépendante de I'AMPcyclique, I'adénylate cyclase, la (Ca2+-
M92+)ATPase (Gopinath et Vincenzi, 1977; Jarrett et Penniston, 1977; Sobue et al.,
1979), la myosine kinase, la protéine kinase de membrane dépendante de la CaM
(Schulman et Greengard, 1978, a, b), la calcineurine.

La calcineurine, ou CaM-BPgq, est un de ces enzymes : il inhibe certains

enzymes régulés par la calmoduline, notamment




I'adénylate cyclase de cerveau (Wallace et al., 1978; Wescott et al., 1979)
- la (Ca?* + Mg2*)ATPase d'érythrocyte (Larsen et al., 1978)
la myosine kinase (Waisman et al., 1978, a)

le transport calcique (CaM dépendant) a travers la membrane érythrocytaire.

La calcineurine posséde 2 sous-unités dont le total des poids moléculaires
atteint 80.000, d'ou son nom (CaM-BPm). On notera qu'il existe aussi une CaM-BP

qui, elle, est thermostable et monomérique.

La biochimie de la calcineurine est bien connue; c'est une molécule
thermostable, agissant de fagon antagoniste avec la calmoduline dans son interaction
de la PDE dépendante de I'AMPcyclique (voir figure 2).

fig.2. (1) Ca2++CaM == Ca2*CaM — Ca2*-CaM*
(2) Ca2*-CaM*+PDE = Ca?*- Cam = Ca2*- CaM

<

|
PDE PDE*
(3) Ca2*-CaM*+CaM-BPgy = Ca?*+- CaM" - CaM - BPg

(1) L'astérisque marque la forme biologique activée du complexe Ca2+*- CaM. Les
réactions (2) et (3) soulignent I'importance du complexe activé dans la stimulation de la
PDE et de la CaM-BPg(. L'inhibition de I'effet activateur de la CaM sur la PDE est

élevé quand la concentration en calmoduline est faible, et inversément.

Ces molécules protéiques purifiées possédent toutes un seul type de sous-unité
qui porte l'activité catalytique ainsi que la possibilité de lier la calmoduline. La
similitude dans le mécanisme d'activation de ces différents enzymes est bien en faveur

de l'unicité de ce site.




1.1.4. Distribution de la calmoduline

La calmoduline se retrouve chez tous les eucaryotes; elle ne posséde pas de
spécificité d'espéce, ni de tissu. Ainsi, de la calmoduline a été trouvée chez les
protozoaires; Lin et al., en 1986, montrent I'existence de la CaM en différents endroits
de plantes supérieures, notamment dans les cellules de la coiffe d'une racine de mais,
dans les éléments du métaxyléne, dans les cellules corticales. La calmoduline est
eégalement présente chez les poriféres, ainsi que dans les muscles d'invertébrés
marins comme les coquilles Saint-Jacques et I'anémone de mer (Yazawa et al., 1980).

La CaM a été localisée chez les némathelminthes, et chez le ver de terre
Lumbricus terrestris (Waisman et al., 1978). De Couet et al., en 1986, montrent
I'existence de la CaM associée aux microvillosités des photorécepteurs rhabdoméraux
d'arthropodes. Wright et Cook (1985) examinent 11 échantillons tissulaires de
différents insectes : la CaM est présente dans les différents tissus, mais sa
concentration varie selon le type de tissu.

En 1977, Dedman et al. isolent la calmoduline a partir de testicules de rat.
Rochette-Egly et al. (1986) font de méme a partir d'épithélium intestinal de rat. Le
cerveau de bovin (Lin et al., 1974; Watterson et al.,, 1976; Wolff et al., 1977) ou de
porcin (Wolff et Siegel, 1972; Klee, 1977) sont aussi une source de calmoduline. Le
coeur (Teo et al.,, 1973) et I'utérus de bovin (Grand et Perry, 1978) en contiennent
également.

La calmoduline se retrouve également dans la plupart des fractions
subcellulaires. Généralement, la fraction cytoplasmique contient des quantités
importantes de calmoduline; alors que les fractions nucléaires, mitochondriale et
microsomale en contiennent moins (Egrie et al., 1977, Gnegy et al., 1977). Une
exception cependant : Smoake et al., en 1974, ont montré que la fraction
mitochondriale du foie ne contient pas de calmoduline. Bref, les études sur la
distribution de la CaM sont trés nombreuses et reflétent toutes le manque de spécificité
d'espéce et de tissu de la calmoduline.




1.1.5. Les antagonistes des protéines liant le calcium

Parmi les nombreux antagonistes de la calmoduline, on retrouve beaucoup
d'antipsychotiques tels que les phénothiazines, les butyrophénones, les thioxanthénes
et les diphénylbutylpipéridines. La théophylline et la papaverine, les amphétamines, le
pentobarbital et la morphine peuvent "bloquer" des effets "calmoduline-dépendant”.
Deux antagonistes ont retenu plus particuliérement notre attention : la trifluopérazine
(TFP) et le calmidazolium. Les caractéristiques de la liaison de la tripfluopérazine a la
calmoduline ont été décrites pour la premiére fois par Levin et Weiss en 1977. lIs ont,

dans un premier temps, montré l'importance de l'ion calcium dans cette liaison : a

faible concentration en TFP (< 1uM), il y a peu ou pas de liaison en absence de

calcium. La liaison augmente si on ajoute du calcium dans la solution. Une

concentration plus élevée de l'antagoniste (de 1 a 100uM) favorise la liaison CaM -
TFP. D'autres ions bivalents peuvent promouvoir cette liaison : Si2*, Ni2+, Co2+, Zn2+,
Mn2+, Remarquons que le mécanisme de liaison TFP - Ca2+ est dépendant du pH
(Levin et Weiss, 1977), et est réversible par chélation du Ca2+ avec I'EGTA. Cette
liaison se produirait par l'intermédiaire de 2 sites situés sur le CaM : le premier site
serait situé entre le domaine Il et Il (revoir figure 1). Le second serait placé a proximité
du domaine IV (Klevit et al., 1981). La figure 3 présente le mode d'action de cet
antagoniste antipsychotique de la calmoduline.

fig. 3. CaM+Ca2* == CaM.Ca®* = CaM-Ca?* Enz = CaM.Ca?* Enz**

1

CaM . Ca2*. Phén

1
CaM . Ca2*. Phén . Enz (inactif)

L'astérisque marque la forme biologique activée du complexe; la double
astérisque fait de méme pour le complexe ternaire. Le modéle montre que la
phénothiazine (Phén) se lie bien au complexe Ca**- CaM pour ensuite entrer en



contact avec l'enzyme, mais est incapable d'activer I'enzyme en question (voie
verticale). En absence de phénothiazine (voie horizontale), la calmoduline subit un
changement de conformation suite a la fixation du Ca** qui permettra la formation d'un
complexe ternaire actif (comprenant I'enzyme). Ce modéle a été proposé par Gietzen
et ses collaborateurs en 1980. L'effet antagoniste de la trifluopérazine (TFP) est
largement utilisé pour mettre en évidence un effet de la calmoduline, par exemple, sur
la Ca** ATPase de haute affinité pour le calcium (Flik et al., 1984).

Le calmidazolium, appelé aussi R24571, est un inhibiteur spécifique des
enzymes dépendant de la calmoduline (dont la Cat+ATPase). Le R24571,
extrémement lipophile, est un composé de synthése dont la structure est reprise a la
figure 4.

Fig. 4.

ey

Cette phénothiazine, comme les butyrophénones et la vinblastine, par liaison a
la calmoduline, inhibent la fraction des ATPases érythrocytaires dépendante de la
calmoduline (Gietzen et al., 1981). Le R24571 est largement utilisé pour distinguer les
différentes activités "ATPases" de membranes erythrocytaires : ainsi, la Ca**ATPase
dépendante de la calmoduline posséde une affinité 40 fois plus élevée pour l'inhibiteur
que la Mg**ATPase. La NatK* ATPase, quant a elle, est trés peu inhibée méme a tres




haute concentration en calmidazolium. |l a aussi été montré que le R24571 peut
inhiber l'activation de la PDE de cerveau CaM dépendante et de fagon plus spécifique
que la TFP. D'autres auteurs utilisent des phénothiazines différentes : la
chlorpromazine (Hidaka et al., 1979), le W7 (Kobayashi et al., 1979) qui est un relaxant
musculaire ...

1.1.6. Réles physiologiques de la calmoduline

La calmoduline est une molécule contrélant un ensemble de processus
cellulaires qui tiennent compte de l'interaction de protéines et des ions Ca2+ : ainsi, la

CaM regule le niveau des nucléotides cycliques par activation de la PDEpp\p. €t par

stimulation de 'adénylate (et guanylate) cyclase : elle intervient par exemple dans la
réegulation de l'activité des récepteurs dopaminergiques. Contrairement a la PDE CaM
dépendante située dans le cytoplasme, l'adénylate cyclase est associée a la
membrane cellulaire, comme le montre la figure 5.

fig. 5.
cat®
bk
4
Plasma Membrane CaM + Ca?* — CaM"Ca®*
als T 0
ca* (AC) |5 active + CaM"Ca’?" =——= (AC*CaM"Ca®*) 1iive
s
Cytosol /\

ATP cAMP
CaM - Ca?* == CaM'-Ca?"
(PDE)jgss active + CaM"Ca?* ~——=(PDE"CaM"Ca®") ..o
CAMP 5'-AMP

or
(cGMP ——~ 5'-GMP)

Piascik et al. (1980) ont montré que la sensibilité des 2 enzymes au calcium
differe durant la phase initiale de l'influx calcium, de faibles concentrations en calcium
activent l'adénylate cyclase (AC). Quand la concentration en calcium cytosolique

s'éleve, cet ion devient inhibiteur pour l'adénylate cyclase alors qu'il active la
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phosphodiestérase, ramenant le niveau d'AMPc intracellulaire a son niveau
d'équilibre.

Comme la calmoduline est un médiateur de I'adénylate cyclase et de la PDE,
elle fournit un lien moléculaire entre les messagers AMPc et Ca**. Alors que les
hormones permettent la communication extracellulaire, 'AMPc et le calcium permettent
la communication entre les organites intracellulaires. La figure 6 illustre bien
l'interaction entre les deux voies.

fig. 6

CaM

ATP | ~RECEPTOR
W
CaM-Ca?"*-
PDE / RECEPTOR
CZRZ I,
5"-AMP /
C,R,cAMP, /
/
/
’I
2C+R,cAMP,  /
7
RECEPTOR /’
ATP y
Rscepron-é
BIOCHEMICAL RESPONSE <

PHYSIOLOGICAL RESPONSE

Les interrelations notées 1 et 2 rappellent que le complexe actif CaM.Ca*+
régule la PDE et l'adénylate cyclase. Les fleches en pointillé signalent les relations
encore mal définies aujourd'hui (relation récepteur phosphorylé - Ca** et complexe
ternaire CaM - Ca** - récepteur - hormone).

La calmoduline contréle aussi la motilité cellulaire en activant la myosine
kinase et en stimulant I'assemblement ou la désorganisation des microtubules. La
plupart des cellules eucaryotes contiennent de I'actine et de la myosine, protéines
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responsables de la matilité cellulaire; I'actomyosine est contrdlée par les niveaux de
calcium dans les cellules musculaires et non musculaires. La figure 7 permet de mieux
comprendre la régulation de la contraction des muscles lisses par le couple Ca*+ -
CaM et par I'AMPcyclique.

Fig. 7.

pB-Receptor

Adenylate

Cyclase
Protein Kinase 45

Inactive
RC

K CAMP ~a—o ATP
R-cAMP

C
Protein Kinase
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Inactive Phosphatase Inactive

10 SMCa? 10 M Ca?-
Calmodulin 5—*= + Ca?-Calmodulin t L. ‘. Ca? - -Caimodulin =*———2= Caimodulin
: uli

10 M Ca? 10 7 M Cal

Ca? - -Calmodulin-Myosin Kinase Ca?  -Calmodutn-P-Myosin Kinase

Active Active
/T\
Myosin P-Myosin
(Relaxation) \\k_/ (Contracuon)

Phosphatase

Le complexe actif Cat+ - CaM myosine kinase catalyse la phosphorylation de
la myosine (voir a.), convertissant la myosine de muscle lisse en une forme capable
d'entrainer l'activation de l'actine. Une phosphatase, qui ne dépend pas du calcium
pour étre active, reforme la myosine sous sa forme non phosphorylée (voir b.). La
phosphorylation de la myosine kinase résulte d'une diminution de la capacité de la

kinase a lier la calmoduline (voir c.).

L'autoassemblage de la tubuline en microtubules requiert la participation d'une
protéine de structure auxiliaire nommée Tau. A de faibles concentrations en calcium,
Tau est libre de s'associer a la tubuline et I'assemblage des microtubules peut avoir
lieu. De plus hautes concentrations empéchent I'assemblement par le mécanisme
suivant : les ions calcium se lient a la CaM, et le complexe formé se lie ensuite a Tau,

la rendant ainsi indisponible pour s'associer a la tubuline. La capacité de Tau a
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promouvoir l'assemblage des microtubules est soumis a une modulation

supplémentaire : la phosphorylation de Tau (Lindwall et Cole, 1984).

La calmoduline intervient également dans la régulation d'autres voies

métaboliques : ainsi, I'enzyme clé contrélant la mobilisation du glygogéne, la

glycogéne phosphorylase kinase, est constituée de 4 sous-unités dont la sous-unité 9,

qui n'est autre que la CaM.

La figure 8 montre que la phosphorylase kinase, activée par la présence de la
Cat**, ajoute des groupements phosphate a la phosphorylase b inactive. Cette
derniére est alors activée a son tour, et se nomme alors phosphorylase a. C'est cette
seconde phosphorylase activée qui conduit a la dépolymérisation du glycogéne.

Fig. 8.
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Dans le cas de la synthase, la CaM en présence de calcium, en activant la
glycogéne synthase kinase, provoque une phosphorylation de cette synthase qui
inactive cette fois I'enzyme, ce qui conduit a la polymérisation du glucose, le rendant

ainsi inutilisable en tant que source d'énergie pour la contraction musculaire.

Muto et Miyachi (1977) montrent que de la NAD kinase de plante (molécule
chargée du contréle des niveaux de NADP*), partiellement purifiée, est activée par
une molécule thermostable et trés acide. En 1978, Anderson et Cormier accumuleront
assez d'évidences pour affirmer que la NAD kinase de plante est activée par la CaM et
non pas par un autre activateur. Ainsi, ils montrent qu'il existe des similitudes entre les
propriétés de cette protéine activant la NAD kinase et la calmoduline de cerveau de
bovin, prouvent que cette activation par ce facteur protéique dépend du calcium et que
ce facteur peut aussi activer le PDE de cerveau de porcin.

La calmoduline intervient également dans la synthése des neurotransmetteurs :
la dopamine, la norépinéphrine et I'épinephrine sont synthétisées a partir d'un acide
aminé, la tyrosine, et ce, en plusieurs étapes :

Tyrosine Tetrahygrobiopterin Tryptophan
H H N N =
" \'/ . H CH,~CH—COOH
HO "{C” COOH HA CH CH —CH, U Nh;
1
2 o H OHOH H
. Reductase
Tyrosine Hydroxylase NADH (QDPR) T
Oz ryptophanoHydroxyIase

2

HZN\,/N I IH
H
i CH KZ en-cu ~CH;, HO
4 ; ! CH,—CH_—
(|:H COOH “ cinken | oo & S
HO &

i, q - Dihydrobiopterin N,
DOPA 5
1 5-Hydroxytryptophan
HO! CH HO
I 2 CH,—CH_—NH
L 2 2 2
HO e
NH
D il H
opalmvne Serotonin
HO HO
:@——THOH CHOH
e
HO ooty HO ALt
NH2 NH

Norepinephrine Epinephrine \

3




14

La premiére étape est catalysée par un enzyme, la tyrosine hydroxylase.
Yamauchi et Fujizawa (1979) ont montré que l'activité catalytique de cet enzyme est
fonction d'une phosphorylation régulée par une kinase dépendante de la CaM.

La tryptophane hydoxylase, qui catalyse la conversion du tryptophane en
5-hydroxytryptophane pour donner la sérotonine, est également contrdlée par une
phosphorylation dépendante de la calmoduline.

Schulman et Greengard (1978b) ont isolé une préparation cytosolique a partir
de cortex cérébral de bovin afin d'identifier les différents activateurs de la protéine
kinase. lls ont testé la capacité des fractions obtenues a stimuler la phosphorylation de
protéines Ca** dépendantes : un seul pic d'activation de la kinase a été obtenu,
suggérant qu'une seule protéine cytosolique est capable de reconstituer I'activité de la
protéine kinase dépendant du calcium. Les mémes fractions ont été examinées dans le
but de détecter la présence de CaM,; ils ont constaté que la présence de CaM coincide
exactement avec le pic d'activation de la kinase Ca** dépendante. Un gel
d'électrophorése "SDS-polyacrylamide" réveéle un polypeptide de 18000 daltons, ce
qui suggere que l'activateur endogéne du systéme de phosphorylation protéique
"Ca** dépendant" est bien la calmoduline.

La membrane plasmique érythrocytaire posséde un systéme transporteur
responsable de l'extrusion du calcium de la cellule; cet enzyme est la (Ca** + Mg*+)
ATPase ou pompe a calcium, qui maintient le niveau de calcium intracellulaire libre
autour de + 10°7M. Cet enzyme présente une activité maximale lorsque la CaM est liée
a sa surface cytoplasmique. C'est une propriété unique de la pompe a calcium de la
membrane plasmique : c'est le seul systéeme protéique transporteur connu qui interagit
directement avec la CaM et un des rares enzymes "Ca** dépendants" qui peut
contrdler sa propre activité en affectant le transport du calcium.

En plus des actions déja mentionnées, la calmoduline stimule I'activité de la
phospholipase A2 dans les plaquettes (Wong et Cheung, 1979). Elle parait aussi jouer
un réle dans la sécrétion intestinale (llundain et Naftalin, 1979) et la sécrétion
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d'insuline (Sugden et al., 1979).

En 1988, Arellano et al. ont montré, a partir d'axones latéraux d'écrevisses, que la
calmoduline agit comme intermédiaire pour les effets du calcium sur les gap junctions.
Récemment, Orosz et al. (1988), étudiant I'effet de médicaments sur l'interaction entre
la CaM et les enzymes glycolytiques, montrent que la CaM module la formation d'un
agregat de phosphofructokinase (PFK).

1.1.7.CaM et PDE AMPc dépendante

Le mode d'action d'un certain nombre d'hormones et de neurotransmetteurs fait
souvent intervenir des variations de concentration intracellulaire de nucléotides
cycliques et/ou des ions calcium. Le systeme PDEp)pc €St un composant
fondamental et détermine, avec les adénylates cyclases, l'intensité et la durée des
réponses des nucléotides cycliques.

Il existe de nombreux types de phosphodiestérases; certaines sont dépendantes du

GMPc, d'autres de I'AMPc : (ce sont des CNPDE); parmi celles-ci, 'A{PDE posséde

une haute affinité pour 'AMPc et est indépendante de la CaM et du Ca**. Les deux

autres formes majeures de la PDE, nommées G4A et GoA - PDE, hydrolysent aussi
bien 'AMPc que le GMPC avec une faible affinité. La GoA - PDE est trés sensible au

Ca** et non stimulable par la calmoduline. L'activité G{A - PDE est stimulée en

présence de Ca2+, par la calmoduline, mais n'est pas affectée par le Ca*+ seul.

Ce systéme peut étre un site important pour la coordination et l'intégration de
mécanismes contrélés par le calcium et les nucléotides cycliques : par exemple, cette
PDE AMPc dépendante accroit le "turn over" de I'AMPc intracellulaire et active les
protéines kinases dépendantes de 'AMPc.

L'activité catalytique de la PDE dépendante du Ca2+ requiert la présence de
Mg2+ et du Ca2+ pour étre stimulée par la CaM (Kakiuchi et al., 1971; Teo et Wang,
1973). L'activation Ca2+* dépendante de PDE par la CaM est réversible (Cheung,
1971, b; Wolff et Brostrom, 1974; Lin et al., 1975). L'interaction entre la CaM et la PDE
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a été mise en évidence par chromatographie sur tamis moléculaire : sans EGTA mais
en présence de Ca**, la PDE forme un complexe avec la CaM. Ce complexe se
dissocie si on ajoute 'EGTA.

Fig. 9. Ca2* + CaM —= Ca?*-CaM*
Ca2* - CaM* + PDE —= Ca2* CaM* PDE*

Comme le montre le modele de Lin et al. (1974, b) dans la figure 9, une
augmentation de la concentration intracellulaire en calcium de 10"7 2 10" M induit la
formation d'un premier complexe actif Ca2+-CaM*, qui réagit ensuite avec
I'apoenzyme de la PDE pour produire un holoenzyme activé. Le complexe ternaire est
dissocié quand la concentration en calcium intracellulaire diminue, l'activité
enzymatique retrouve alors sa valeur initiale. On pergoit le réle important de ce second
messager dans le contréle de l'activité enzymatique de la PDE : le pool des

nucléotides cycliques est aussi sous le contréle des modifications du flux de Ca?+.

Une comparaison de la stimulation de la PDE par la CaM et par la trypsine peut
nous éclairer sur la structure moléculaire de la PDE. La premiére stimulation (par la
CaM) est réversible et produit une molécule biologiquement active, alors que la
trypsine entraine une protéolyse irréversible et désactivante (cfr figure 10). La liaison
de la CaM a I'enzyme permet a celui-ci d'adopter une nouvelle conformation ou le réle
catalytique est plus accessible au substrat.

Fig. 10.
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10 -10" M Proteolysis
—_—

-7

ol

e Substrate Site

m][ﬁm Calmodulin




17

Une protéolyse limitée de I'enzyme purifié permet de tirer I'hypothése que la
PDE AMPc est composée d'au moins 2 domaines fonctionnels : un domaine
catalytique, qui lie le substrat AMPc, et un second domaine régulateur liant la CaM. Ce
second domaine exerce une influence inhibitrice sur le domaine catalytique en
absence de calmoduline.
Remarquons également que ce phémonéme d'activation protéolytique, dépendant de
la CaM, se retrouve au niveau de la myosine kinase, la (Ca2+ + Mg2+) ATPase et la
NAD kinase.

Bien que les forces thermodynamiques majeures responsables de la
stabilisation du complexe CaM . protéine soient hydrophobes, la spécificité de ces
interactions est dictée par des interactions polaires ou de charge. Les expériences
montrent que des molécules hydrophobes variées peuvent se lier a la CaM de fagon
Ca** sensitive et jouer aussi un réle antagoniste dans la liaison de la CaM aux CaM -
BP. La figure 11 illustre cette remarque, avec la PDE comme CaM - BP.

Fig. 11.
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1.2. Osmorégulation et transport ionique chez les Crustacés

1.2.1. Introduction

Les Crustacés euryhalins peuvent supporter les variations de salinité de leur
environnement : ces Crustacés sont soit osmoconformeres, soit hyperosmorégulateurs
ou hyper-hypoosmorégulateurs; on retrouve chez presque tous les modeles connus de
la régulation osmotique de I'hémolymphe. Le contréle de I'osmolalité de 'hémolymphe
des Crustacés résulte essentiellement du contréle de la concentration en NaCl. Cette
régulation implique des mouvements passifs et actifs de Na* et CI~ entre les fluides
intra et extracellulaire et le milieu environnant. Ceci souléve la question de savoir
quels sont les mécanismes qui interviennent dans le mouvement de ces ions et quelles
sont les structures impliquées dans ces processus. Deux types de mécanismes
contrélent la concentration en NaCl de I'hémolymphe :

- des mécanismes "limitants", agissant sur les propriétés de perméabilité des
structures épithéliales afin de minimiser les mouvements diffusionnels des ions.

- des mécanismes "compensatoires”, dirigeant les mouvements actifs d'NaCl pour
contrebalancer les flux de diffusion.

Depuis les travaux de Krogh (1938), la prise active de NaCl au niveau de la
branchie a été considérée comme prenant une part essentielle dans la régulation de
l'osmorégulation chez des espéces aquatiques hyper-régulatrices. Les mécanismes
prenant part & cette régulation impliquent un transport indépendant de Na* et de CI".
Krogh (1939), en considérant différentes quantités d'anions et de cations, postule que

I'électroneutralité peut étre maintenue par un transport opposé de NH4* (ou H*) pour

le sodium et de HCO3" pour le chlorure (voir aussi Shaw, 1960).

1.2.2. La branchie comme organe osmorégulateur

Morpholoaqi la_branchi

Depuis les expériences de Koch (1934), la fixation a l'argent est utilisée pour
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localiser les régions de la cuticule d'arthropodes qui sont perméables aux ions CI".
Cette technique, reprise dans le cadre de I'étude des Crustacés, a finalement conduit a
l'identification de I'épithélium branchial comme site premier de la régulation ionique de
I'némolymphe (Koch, 1934; Copeland, 1968; Barra et al., 1983). En 1983, Barra et al.
ont montré que, chez le crabe chinois Eriocheir sinensis , seules les 3 paires de
branchies postérieures présentent une fixation a l'argent. De tels résultats laissaient
entrevoir la possibilité de différences structurales entre les branchies antérieures (BA)
et les branchies postérieures (BP), ces différences pouvant étre reliées a des
différences fonctionnelles. Gilles et Péqueux (1981), en examinant les BA et les BP en
microscopie électronique, ont d'ailleurs confirmé cette hypothése.

Ainsi,

- I'épithélium des lamelles branchiales des BP est épais (10 um ou plus),

contrairement a celui des BA (2 a 4 um au maximum)

- la cuticule des BP est plus fine que celle des BA (0,3 um pour 1 um).

La figure 12 montre l'ultrastructure des cellules épithéliales issues des lamelles
branchiales d'Eriocheir sinensis adapté a I'eau douce (agrandissement = X 23150).

Fig. 12. en A : branchie antérieure

C = surface cuticulaire

Bl = mb basale épaisse soulignant la
lacune hémolymphatique (L) inf.

m = mitochondrie

en B : branchie postérieure
AF = replis extensibles des mb apicales
Bi = interdigitations des mb basales et
basolatérales en étroit contact avec
les mitochondries (m)
n = noyau
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La figure 13 reprend schématiquement les éléments de la fig. 12. Soulignons
d'une part la localisation et le nombre de mitochondries dans les branchies antérieures
et postérieures, d'autre part les invaginations aux faces apicale et basale de la cellule.

En A : branchie antérieure
g = glycogéne
sd = desmosomes septaux

En B : branchie postérieure
ss = espace sous-cuticulaire

Dans les branchies antérieures, les noyaux des fines cellules épithéliales font
généralement saillie a l'intérieur de I'espace hémolymphatique. Le c6té des cellules
apicales au dessous immédiat de la cuticule possede trés peu de replis, ce qui rend le
compartiment extracellulaire en dessous de la cuticule assez limité. De plus, la
quantité d'organelles intracellulaires est trés réduite. En conclusion, dans le cas du
crabe Eriocheir sinensis , acclimaté a I'eau douce, les éléments morphologiques
suggerent que la branchie antérieure posseéde uniquement un épithélium de type
respiratoire.

Pour les crabes acclimatés aux milieux dilués, les BP sont caractérisées
essentiellement par un ensemble complexe et bien développé de replis apicaux
évaginés et digités. Ces replis membranaires produisent sous la cuticule un large
compartiment extracellulaire qui leur est caractéristique. Il y a de profonds replis
basolatéraux venant se mettre en contact étroit avec la membrane des mitochondries.
Les mitochondries peuvent devenir trés abondantes et méme remplir complétement

I'espace cytoplasmique a l'intérieur ou au dehors de ces replis.

Bien que quelques détails varient d'un organisme a l'autre, une structure,

similaire a celle décrite dans I'épithélium des branchies postérieures, peut étre mise en
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évidence dans les branchies de nombreux autres Crustacés osmorégulateurs
(Bielawski, 1971; Bulger, 1963; Copeland, 1968).

Physioloqi la branchie.

Il a été établi que les flux de Na* dans les branchies antérieures du crabe
euryhalin Eriocheir sinensis sont essentiellement passifs; cependant, I'étude sur
branchies isolées et perfusées des flux ioniques en fonction de la concentration
externe en Na* montre que les mouvements de Na* & travers I'épithélium des BA ne
sont pas dus a un simple phénoméne de diffusion mais plutét régulés par des
transporteurs (Péqueux et Gilles, 1981). La perméabilité au sodium dans les BA
diminue a des faibles concentrations en sodium extracellulaire; c'est particulierement
intéressant pour un crabe qui doit limiter la perte en sels lors de son adaptation a de
faibles salinités. Dans les branchies postérieures, les mouvements de lion Na* sont
décrits essentiellement comme étant contrélés par des mouvements actifs (Péqueux et
Gilles, 1981). Ce transport de Na* est souvent lié au transport et au métabolisme de

lion NH4*.

En 1960, Shaw a montré que chez I'écrevisse, la production de NH4* varie

avec la salinité du milieu d'acclimatation et qu'il existe une relation entre l'influx de
Na* et les mouvements de NH4* dans la direction opposée d'une part et la
concentration du milieu environnant d'autre part. L'idée est renforcée par le fait qu'une
augmentation de NH4* se produit durant I'acclimatation a des milieux dilués (Gérard et
Gilles, 1972). Les résultats obtenus par Péqueux et Gilles (1978, 1981) sur les
branchies isolées et perfusées d'Eriocheir sinensis soutiennent aussi l'idée qu'un
couplage entre les mouvements de NHy4* et de Na* peuvent se produire dans les
branchies postérieures. L'influx de Na* s'explique essentiellement soit par un systéme

électrogénique, soit par tout autre systéeme d'échange ol les ions H* seraient des
candidats potentiels pour I'échange Nat/H*.
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Biochimi la branchie.

Voici déja plus de 20 ans qu'il est prouvé que les besoins énergétiques
nécessaires pour l'acclimatation a différents milieux dépendant essentiellement du
métabolisme oxydatif lui-méme fonction de la consommation d'oxygéene (voir
Schoffeniels et Gilles, 1970); dans la plupart des cas, l'acclimatation a une salinité
réduite induit une augmentation de la consommation d'oxygéne et une augmentation
du métabolisme oxydatif. Une augmentation de ces activités métaboliques est la
conséquence d'une demande d'énergie accrue, elle-méme liée a une augmentation
de l'activité des processus de transport. On sait par exemple que la quantité d'ATP
intracellulaire ainsi que son "turn over" varie avec l'origine des branchies isolées a
partir du crabe bleu Callinectus sapidus (Engel et al., 1975). Wanson et al. (1983) ont
montré que, pour les crabes Eriocheir sinensis acclimatés a I'eau de mer, une quantité
significativement plus élevée d'adénylates était mesurée dans les branchies
postérieures; c'est l'inverse pour l'acclimatation aux milieux dilués; en outre, on
observe une diminution de la charge énergétique, conséquence d'une augmentation
importante du contenu en 5'-AMP lors d'un stress osmotique. L'utilisation d'ATP
dépasse sa production dans les BP de ce crabe. Cette conclusion renforce l'idée que
les BP d'Eriocheir sinensis adapté a I'eau douce peuvent prendre activement le Na*
et utilisent largement le pool intracellulaire en ATP, qui lui-méme dépend

essentiellement du métabolisme des acides aminés.

Plusieurs évidences supportent l'idée que le transport actif de Na* est
étroitement lié a I'activité enzymatique de la (Nat K+) ATPase. La présence de cette
activité (Na* K*¥)ATPase dans les branchies de crabe a été démontrée par plusieurs
auteurs (Neufeld et al., 1980; Péqueux et al., 1983; Towle et al., 1976). Chez Eriocheir
sinensis , une activité (Na*K+*) ATPase élevée caractérise I'épithélium branchial de
type transporteur et le niveau de I'activité est fonction du type de branchies considéré
(Péqueux et al., 1984) : l'activité (Na*K*) ATPase est plus élevée dans les BP que
dans les BA; on a pu prouver que cette différence d'activité entre les BA et les BP n'est
pas la conséquence d'une différence dans la structure de I'enzyme : elle peut
s'expliquer si I'on envisage que l'épithélium des BP posséde plus de "sites de
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transport". Ces sites se retrouvent dans la partie basolatérale de la cellule épithéliale et
on se souviendra que le nombre de plissements dans les BP est bien plus élevé que
celui des BA.

Une acclimatation des crabes Eriocheir sinensis a des salinités réduites
provoque une augmentation importante de l'activité enzymatique de la (Na*K*)
ATPase uniquement dans les branchies postérieures. On sait nettement que les
propriétés transportrices de Nat* de la face basolatérale de la cellule épithéliale
dépendent de la présence, de la structure et de l'environnement qui entoure la
(Na*tK*) ATPase. Cette augmentation est liée a la mise en place progressive (3 a 8
jours) d'une nouvelle structure épithéliale de type transporteur uniquement au niveau
de BP.

Remarquons que les variations les plus nettes de l'activité enzymatique
spécifique se produisent dans la fraction "10.000 X g", riche en mitochondries et en
fragments membranaires. Cela suggeére que l'activité enzymatique liée a la régulation
hyperosmotique de I'hémolymphe chez Eriocheir sinensis pourrait étre
essentiellement réduite a cette fraction dans les branchies postérieures. L'activité
NatK*ATPase de la fraction 100.000 X g ne serait pas associée de fagon décisive aux
mouvements ioniques transépithéliaux mais plutét au contréle des mouvements
cellulaires de Na* et de CI".

En 1988, Péqueux et Gilles examinent les différences de potentiel
transépithéliales de branchies isolées et perfusées du crabe Eriocheir sinensis adapté
a I'eau douce. lls proposent un modéle ou les mouvements d'ions Na*, K+ et CI™ (fig.
14 et 15) expliquent les différences de potentiel observées.
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On notera que les 2 c6tés de I'épithélium baignent dans un milieu salin
identique. Dans la fig. 15, l'astérisque signifie que I'entrée par diffusion des ions Na*t et
ClI” du cétée séreux de l'épithélium ne prend pas une part significative dans
I'établissement de la différence de potentiel. Le double astérisque indique que la sortie

de CI" est dirigée par le potentiel de diffusion de K+.

1.2.3. Conclusions

Les branchies du crabe Eriocheir sinensis sont un modeéle intéressant pour
I'étude des mouvements d'ions transépithéliaux dans le cadre du contréle de
l'osmorégulation chez les Crustacés. On constate que :

- les branchies peuvent présenter deux types d'épithélium : un épithélium mince,
respiratoire et non transporteur, et un épithélium épais pouvant transporter des ions.
Chez Eriocheir sinensis , I'épithélium transporteur se retrouve uniquement dans les
3 paires de BP, les 3 paires de BA possédant uniquement un épithélium de type
respiratoire;

- la perméabilité au sodium des branchies antérieures est relativement élevée et peut
étre modulée, via un mode "a long terme", suivant que I'animal doit survivre en eau
de mer ou en eau douce, mais aussi via un mode "intermédiaire" par le niveau de

sodium dans le milieu extérieur. La perméabilité au Na* dans les BP est trés faible;
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- la prise active de sels par les branchies postérieures implique des processus de
transport indépendant pour Na* et CI". Ces mécanismes demandent au minimum
un systeme d'échange Na*/H* et CI'/HCOg3™ localisé du c6té apical de I'épithélium
transporteur;

- l'activité du transport du Na* peut étre activée ou inhibée par la concentration en
Na* de I'némolymphe : a faible concentration de Na* hémolymphatique (crabe
d'eau douce), l'activité transportrice est élevée. A de plus hautes concentrations de
Na* hémolymphatique (crabe acclimaté a I'eau de mer), l'activité transportice est
faible;

- il semble que la capacité de transport actif est absente chez les animaux acclimatés
a l'eau de mer et s'élabore progressivement lors de leur acclimatation a I'eau douce.
Cette mise en place progressive d'activité peut étre mise en relation avec un
développement progressif du systéme de replis apicaux de I'épithélium transporteur
et basolatéral,

- le modele de l'organisation structurale et fonctionnelle de la branchie, décrite pour le
crabe chinois, peut étre appliqué aux autres crabes euryhalins. L'importance du
systeme transporteur dans les BP d'Eriocheir sinensis rend cependant l'espéce
quasiment unique pour étudier non seulement les processus de transport d'ions
mais aussi la relation structure - fonction dans un épithélium transporteur.

1.3. L'ion calcium et le transport calcique

1.3.1. Introduction

Les Décapodes marins perdent leur Ca** corporel au cours de I'exuviation, et
la calcification du nouvel exosquelette est achevée presque entiérement avec le
calcium absorbé a partir de I'eau de mer (Robertson, 1960; Graf, 1978). Alors que la
concentration en calcium disponible a partir de cette source est constante pour les
sténohalins; les Décapodes euryhalins, comme le crabe chinois Eriocheir sinensis ,
vivent dans des milieux ou la salinité fluctue, et peuvent avoir a se recalcifier avec un

milieu en teneur calcique similaire au taux de calcium en eau douce. C'est d'autant
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plus important que la croissance du crabe Eriocheir sinensis se réalise en eau douce.
Les Crustacés d'eau douce ont la particularité de présenter des mécanismes du
transport du calcium avec une haute affinité pour les ions calcium, qui saturent dans la
concentration faible en calcium dans laquelle ils vivent.

1.3.2. Importance de I'ion calcium

1.3.2.1. Le signal calcium

La fixation des Ca** par les calciprotéines joue un réle fondamental dans la
création du signal calcium intracellulaire. Des protéines situées dans la membrane
plasmique du reticulum endoplasmique et des mitochondries régulent la concentration
en (Ca**) libre dans le cytoplasme. En fixant l'ion et en le transportant vers l'intérieur
ou l'extérieur du cytosol, ces protéines sont a l'origine des variations de concentration
qui constituent le signal calcium. Ces protéines expliquent aussi la trés faible
concentration en calcium libre dans la cellule par rapport a la concentration du milieu
hémolymphatique. Cette faible concentration en Ca2* intracellulaire est indispensable
pour deux raisons :

- pour éviter la formation de cristaux d'hydroxyapatite (combinaison Ca** phosphate)
qui provoquerait la mort cellulaire.

- pour utiliser cet ion comme messager intracellulaire sans utiliser trop d'énergie
(ATP).

On notera aussi que le transport des ions Ca** est différent selon le type de

membrane qui l'effectue : par exemple, on retrouve dans les membranes
mitochondriales et dans les membranes plasmiques un échangeur sodium - calcium,
inexistant dans la membrane du reticulum sarcoplasmique (voir 1.3.2.3.).
La pompe a Ca**, par contre, est absente dans la membrane mitochondriale mais
présente dans les deux autres types de membrane. Enfin, signalons que chaque
membrane posséde ses caractéristiques propres quant au transport des divers ions
divalents.

Deux types de protéines assurent I'évacuation des Ca*+ :
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- certaines ne fixent et ne transportent les ions que lorsque la concentration en Ca*+
intracellulaire est élevée, mais elles peuvent transporter beaucoup d'ions. Ces
transporteurs sont dits de "faible affinité" et servent a évacuer les Ca** des cellules
endommagées ou stimulées;

- d'autres transporteurs fixent les Ca** lorsque ceux-ci sont en trés faible
concentration mais leur capacité de transport est faible : ces transporteurs de forte
affinité ajustent précisément la concentration en ions calcium dans les cellules non
stimulées.

1.3.2.2. Le calcium en tant que médiateur

Le calcium est ce que I'on appelle un messager secondaire : on peut se
demander pourquoi un ion minéral joue ce réle, et pourquoi l'ion calcium plutét qu'un
autre ion divalent. En fait, le calcium a I'avantage d'étre un ion ubiquiste et abondant
dans tous les sytémes biologiques. De plus, si on étudie ses propriétés
physicochimiques, on s'apergoit que son rayon ionique (0,99 5«) est tout a fait indiqué
pour permettre a cet ion de se placer dans le domaine protéique capable de lier le
Ca**. Mais alors, pourquoi pas le Mg** ? Considérons la réactivité chimique de ces 2
ions : lorsqu'ils forment un complexe avec une protéine, ils se lient fortement & 6
atomes donneurs d'e” (oxygene), formant ainsi un motif octaédrique. L'ion calcium est
plus gros que l'ion Mg**, et peut se lier avec 7 ou 8 atomes d'oxygéne (d'ou liaison
plus forte). Comme Mg** est plus petit, il attire plus fortement les atomes d'oxygéne, la
protéine maintenant sa forme primitive.

Ainsi, les Mg*+ n'établissent pas 6 liaisons avec la protéine mais se lient aussi
a des molécules d'eau, d'ou une liaison Mg**- protéine moins forte. On remarquera
également que la liaison Cat**- protéine est plus spécifique que la liaison Mg**-
protéine.

En conclusion, l'intensité et la spécificité de la liaison sont les qualités
essentielles du messager intracellulaire : les ions calcium les possédent au plus haut
point. Les ions Ca** ont la particularité de se fixer sur de nombreuses protéines
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présentant éventuellement une activité enzymatique. Le tableau suivant reprend les

principales protéines se liant aux Ca** :

enzyme ou protéine structurale tissu o l'enzyme a éié voie métabolique
caractérisé
phosphodi ase agi sur muscle active I'hydrolyse de I'’AMP-cycli t
les nucléotides cycliques GMl’-cycly;queyse T
adénylate-cyclase muscle accroit la synthése de I'AMP-cyclique
cerveau
kinase agissant sur la chaine muscle phosphorylation de la myosine
légére de myosine (contraction musculaire)
phosphorylase-kinase muscle active les phosphorylases responsables du

catabolisme du glycogéne

kinase phosphorylant plusieurs muscle hosphoryle glycogéne-synthase, ty

: phosphoryle glycogéne-s
protéines cerveau hydroxylase, tryptophanne-hydroxyiase
médullo-surrénale
phospholambane-kinase : muscle cardiaque phosphoryle le phospholambane, protéine

musculaire, d'od activation du pompage de
Ca™™ dans le réticulum sarcoplasmique

protéine-ph ph dépend { 1 déphosphoryle diverses protéines activées

de la calmoduline cerveau phosphorylation, en particulier des kinues'?"

cytocalbines (calspectine) cytosquelette, toutes celluled régulent le fonctionnement des protéines du
cytosquelette

On constate, par exemple, que la plupart des kinases de protéine, une fois
activées par le Ca** (qui a formé un complexe actif avec la CaM), peuvent étre
phosphorylées; cette phosphorylation altére les propriétés des protéines cibles; il en
résulte une variation de fonction de la cellule due a l'action antérieure du second

messager calcium.

Les ions calcium sont capables d'accélérer la respiration : les Ca** stimulent
un enzyme, lequel active la pyruvate déshydrogénase (PDH) et inhibe un enzyme qui
inactive la PDH; l'augmentation de la quantité de PDH active stimule la transformation
du pyruvate en acétyl coenzyme A. Une augmentation de l'acétyl coenzyme A
"accélere" le cycle de Krebs, comme le font les ions Ca** en stimulant deux enzymes

catalysant des étapes du cycle (a—CGDH et IDH) (voir fig. 16). Une quantité supérieure

de NADH entre dans la chaine respiratoire de la membrane interne de la mitochondrie
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ou une oxydation fournira I'énergie pour la synthése d'ATP.
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L'inositol-triphosphate parait étre le second messager entre certains récepteurs
d'hormones ou de protéines de croissance et les réserves intracellulaires en ions

Cat*t situés dans la membrane plasmique et dans les vésicules du réticulum
endoplasmique. Ces veésicules sont la cible de l'inositol-triphosphate (IP3).

Le processus de libération de Ca*t* comporte un stade d'amplification : il y a 20 Cat*
liberés pour 1 IP3 se fixant sur la membrane des vésicules. Un autre lieu de mise en
réserve de Cat* est constitué par les vésicules du réticulum endoplasmique lisse. Ces
vésicules sont situées a distance de l'extérieur de la cellule : il faut un moyen de

transmission entre les stimuli extracellulaires et les vésicules. Dans certains cas, c'est

l'inositol-triphosphate qui se fixe sur des récepteurs spécifiques de ces membranes et
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en fait sortir le calcium. Le taux de Ca** des vésicules est trés élevé par rapport a celui
du cytoplasme. Une protéine phosphorylée de 11.300 daltons parait le fixer dans le
foie et une autre dans le muscle, est appelée calséquestérine. Ces phénomenes de
mise en réserve du Ca** dans les vésicules sont largement présents dans les cellules
musculaires ou l'organite équivalent est appelé reticulum sarcoplasmique. Un
troisieme lieu de mise en réserve de Ca** est constitué par les mitochondries. Sa mise
en oeuvre comme réserve de Ca** servant de second messager est plus
controversée.

1.3.2.3. Les pompes a Ca*+

La membrane plasmique contient des protéines permettant I'évacuation des
ions calcium de la cellule (voir figure 17). Un systeme a haute affinité, nommé ATPase,
scinde I'ATP et en récupeére |'énergie, ce qui lui permet d'évacuer les ions calcium
malgré la différence de concentration entre les 2 faces de la membrane plasmique
(103 M/ 1077 M).

Fig. 17.

ECHANGEUR ATPase DE POMPAGE
CANAL CALCIUM SODIUM-CALCIUM DU CALCIUM
TR A

¢ 0 MEMBRANE ..

Le systéme de transport tient en une seule molécule : une partie de la protéine
clive I'ATP et une autre partie fixe et transporte les ions Ca**. Cette pompe,
découverte par H. Schatzmann (1966) se retrouve dans la plupart des tissus de
mammiféres. Son mécanisme d'action est le suivant : quand les ions Cat*
intracellulaires se lient a la CaM, cette derniére active la pompe en s'y fixant. Une fois

activée, la pompe a calcium réduit la concentration en calcium intracellulaire. Quand la
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(Ca** + Mg*+)ATPase évacue les Ca** de la cellule, elle fait entrer dans un méme
temps des protons, a raison de 2 protons pour un Cat*+ afin de maintenir I'équilibre
électrique. Il n'existe pas moins de 4 systémes de régulation de cette pompe : en effet,
outre l'activation par la CaM, elle est également activée par le phosphatidy! inositol
diphosphate. Le clivage de I'ATPase (perte d'un fragment d'un PM de 50.000 pour un
PM total de 135.000) par des enzymes protéolytiques est également un autre systéme
de régulation, tout comme la phosphorylation de la pompe par une protéine kinase,
elle-méme activée par 'AMPc.

L'ATPase de la membrane plasmique est une pompe de forte affinité par le
Ca*t et elle répond a des augmentations infimes de la concentration intracellulaire en
ions Cat**. Des variations plus importantes de concentration sont nécessaires pour
activer l'autre systéme d'expulsion des ions calcium : I'échange sodium - calcium.
Cette protéine de transport est trés abondante dans les cellules excitables (cellules
nerveuses et musculaires) ou la concentration en ions calcium varie fréequemment et
rapidement en réponse a des excitations électriques. A la différence de I'ATPase, il ne
produit pas lui-méme I'énergie nécessaire au transport des Ca** mais utilise deux
sources d'énergie : le gradient chimique des ions Na' et le gradient électrique
transmembranaire.

On notera que le reticulum sarcoplasmique, régulateur rapide et sensible de la
concentration en Ca** intracellulaire, posséde également une pompe a Ca**, mais

I'échangeur sodium - calcium est absent.

1.3.2.4. Les Ca*t*ATPases

L'ATPase stimulée par le calcium et le magnésium, souvent notée
(Ca2++Mgz+)ATPase, s'identifie a la pompe a calcium. Les caractéristiques des
membranes contenant les (Ca2++Mgz+)ATPases ont été largement décrites par
Schatzmann en 1975, Vincenzi et Hinds en 1976 et Roufogalis en 1979.
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Depuis 1970, de nombreux travaux se sont intéressés a la localisation, la
physiologie et la régulation des Ca2+ATPases; ainsi, Ma et al. en 1974, rapportent
l'existence d'une Ca2+ATPase dans les membranes plasmiques isolées a partir de
branchies de truite ar-en-ciel Salmo garidneri . Fenwick (1976) décrit aussi un systéme
enzymatique similaire a celui de l'anguille d'Amérique du Nord Anguilla rostrata
adaptée a l'eau douce. lls suggérent que les ATPases dépendant du calcium,
identifiées dans les branchies de certaines espéces euryhalines, pourraient réguler les
échanges calciques transépithéliaux. En 1980, Ho et Chan démontrent I'existence
d'ATPases branchiales activées par le Ca** et d'un transport ionique chez I'anguille
japonaise Anguilla japonica ; ils signalent que I'enzyme est activé par le calcium ou le
Mg**, a une concentration en ion divalent de 3mM, a une température comprise entre
25 et 35°C, et entre pH 8,1 et 8,3. Le calcium montre une plus grande affinité pour
I'enzyme que le Mg**. En 1981, Doneen a mesuré les activités enzymatiques
branchiales d'un poisson téléostéen, Gillichthys mirabilis . L'activité Ca2+ATPase peut

se séparer en 2 types d'activités : un enzyme a haute affinité pour le calcium (Km 2,9

uM) et un enzyme a faible affinité pour le calcium (Km 0,88 mM). Ces activités varient
tres fort suivant la salinité du milieu environnant.

En 1982, Ghijsen et al. mettent en évidence une étroite corrélation entre le Vmax de la
Ca2*ATPase et le Vmax mesuré pour le transport calcique dépendant de I'ATP. lIs
émettent, a partir de ces résultats, I'nypothése que ces 2 systémes sont I'expression de

la pompe a calcium localisée dans les membranes plasmiques basolatérales du
duodénum de rat.

En 1984, Ansah et al. montrent qu'il existe une activité Ca2+ATPasique dans
les membranes plasmiques des cellules acineuses pancréatiques de rat et que la
calmoduline (CaM) augmente la sensibilité au calcium de ce systéme enzymatique, en
présence de Mg2*. La CaM se lie de fagon Ca** dépendante & des protéines de
130.000 et 230.000 daltons, protéines présentes dans des fractions enrichies en
membranes plasmiques. La méme année, Flik et al. (1984) démontrent I'existence de 2
types de Ca2*+ATPase a affinité différente pour le calcium; la Ca*+ATPase a haute
affinité se révele étre dépendante de la CaM, et montre toutes les caractéristiques

d'une pompe a calcium. Cet enzyme a haute affinité pour le calcium, préférant le
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Mg*+ATP comme substrat et stimulable par la CaM, posséde les 3 caractéristiques qui
identifient ce systéme au transport Ca2+ATPasique erythrocytaire des mammiféres
(Vincenzi et Larsen, 1980).

Cette année, Evers et al. (1988) ont recherché une pompe au Ca** dépendant de
I'ATP dans les membranes plasmiques basolatérales de foie de rat. Un intermédiaire
phosphorylé, dépendant du calcium et de poids moléculaire de + 135.000 est mis en
évidence, et cette protéine se révéle étre une Ca2+ATPase; c'est bien I'expression
enzymatique de la pompe a calcium qui a été mesurée.

Les Ca2*+ATPases et les phosphatases alcalines

En 1980, Ghijsen et ses collegues ont voulu dissocier les activités Ca2*ATPase
et les phosphatases alcalines, en utilisant la possibilité d'inhiber spécifiquement ces
enzymes. Leurs travaux sur les membranes plasmiques de duodenum de rat montrent
que la faible activité phosphatasique est une phosphatase "alcaline-like" et que la
phosphatase a haute affinité est la Ca2+ATPase avec les caractéristiques de
transporteur d'ions. lls mettent également en évidence une phosphatase localisée
exclusivement dans les membranes basolatérales et qui posséde une haute affinité
pour le Ca2*, sans étre inhibée par les inhibiteurs des phosphatases alcalines, et qui
est inhibée spécifiquement par un antagoniste de la calmoduline, la chlorpromazine.
La phosphatase de faible affinité est localisée aussi bien dans les bordures en brosse
que dans les membranes basolatérales, posséde un site de faible affinité pour le
calcium et se trouve inhibée par la théophylline, inhibiteur spécifique des
phosphatases alcalines.

En 1983, Flik et al. étudient les phosphatases dépendantes du calcium et
mesurent les activités phosphatasiques dans les membranes plasmiques de branchies
d'anguilles Anguilla rostrata ; ils montrent que I'hydrolyse de I'ATP activée par le
calcium résulte d'un pool hétérogéne de phosphatases. lls montreront également que
la chélation du Ca2* ou du Mg2+ est une condition prérequise pour que les esters
d'adénosine phosphate servent de substrat aux phosphates des membranes
plasmiques de branchies.
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Ces quelques données montrent que l'utilisation de molécules telles que les
acides aminés ou phénothiazines permet de mettre en évidence les différents "types
d'ATPases" dans un tissu présentant une activité phosphatasique.

1.3.3. L'ion calcium et la calmoduline

1.3.1.1. Liaison du Ca2* a la CaM

L'interaction Ca2+-CaM avec les enzymes s'effectue au minimum en 2 étapes :
a) CaMiact + N Ca2+ —> CaMCa,2* —= (CaM*Can2*)¢t

L'astérisque marque un changement de conformation, cette étape représente la
liaison de la CaM au calcium. On observe une augmentation de 5 a 10 % de I'hélice

o dans la structure de la calmoduline.

b) La forme active de la CaM interagit avec I'enzyme inactif (la (Ca** + Mg*+)ATPase,
par exemple) ou partiellement actif :
CaM*Can2+ +enz — (CaM*Can2+) enz — (CaM*Can2+) enz*

"n" peut varier de 1 a 4 et I'analyse cinétique montre que la CaM assure sa forme
active avec 3 ou 4 Ca2* liés. L'augmentation de la CaM pour le Ca*+ est trés forte
une fois les 2 premiers Ca2* fixés (coopérativité).

Les réactions sont réversibles et leur sens est déterminé par la concentration
en calcium intracellulaire (10‘6 a 10"’ M dans le cytoplasme). Quand cette
concentration augmente, la réaction est totalement déplacée vers la droite. Le calcium

| "excédentaire" ira vers le réticulum endoplasmique ou vers les pompes a Ca** (ou les
mitochondries). Quand la concentration en Ca** intracellulaire redevient "normale”, le
complexe se dissocie : cette étape correspond a la fin du signal calcium.
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1.3.1.2. Modele d'un transport actif de calcium a travers un épithélium branchial :
réle de la CaM

C'est Flik qui, en 1985, met en évidence une Ca2+ATPase de haute affinité et
un transport calcique dépendant de I'ATP dans des préparations membranaires du
Cichlidé Oreochromis mossambicus . |l présente alors le modeéle ci-dessous (fig. 18)

pour expliquer le transport actif transépithélial du calcium dans les branchies
postérieures transportrices.

Fig. 18.
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Le transport calcique peut étre stimulé par des concentrations en calcium
intracellulaires. Comme la concentration en Ca** en eau douce est généralement 100
X plus élevée que dans le milieu intracellulaire, le Ca** extérieur peut entrer
passivement dans les cellules a chlorure, contre un gradient électrochimique. Le Ca**
est tamponné dans le cytosol par une protéine liant le calcium. L'activité Ca**ATPase
de haute affinité intervient dans la sortie du Ca** vers le fluide extracellulaire; cette
ATPase, activable par la calmoduline, produit I'énergie nécessaire pour transporter le
calcium contre un gradient de concentration. Comme le montre la figure 18, la sortie du
calcium s'effectue a travers les membranes du systéme tubulaire qui établit une
continuité entre les membranes basolatérales de l'espace intracellulaire et
I'hémolymphe.
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Chapitre Il : Orientation du travail

La calmoduline, capable de fixer les ions Ca2+, peut former un complexe actif
avec celui-ci; ce complexe joue un réle trés important dans la régulation de nombreux
processus cellulaires ou le calcium intervient. Une des protéines-cible, la
Ca2+-ATPase ou pompe a calcium, est dépendante de la calmoduline; elle assurerait
le transport des ions Ca2* A travers I'épithélium branchial. Le but de notre travail est
d'étudier le réle régulateur de la CaM sur les pompes a Ca2+ présentes dans les
branchies de Crustacés euryhalins adaptés a I'eau douce. Le choix de la branchie est
lié au fait que cet organe, chez le crabe osmorégulateur Eriocheir sinensis , représente
un bon modéle pour expliquer les mouvements ioniques transépithéliaux (Péqueux et
Gilles, 1988).

Nous tenterons dans un premier temps de prouver l'existence d'un activateur
protéique de la PDEapmpc (CaM) dans les branchies antérieures et postérieures du

crabe E. sinensis adapté a I'eau douce. Nous effectuerons un fractionnement en vue

d'isoler un activateur thermostable non dialysable capable d'activer la PDEpppc. On

recherchera ensuite la présence d'une activité phosphatasique dans un homogénat de
BA et de BP, pouvant s'identifier a la Ca2+-ATPase a haute affinité (pompe a calcium).

Nous essaierons de mesurer |'effet des ions divalents comme le M92+ ou le
Ca2*, puisque la (Ca2* + Mg2+) ATPase est active en présence de Ca2* et de Mg2+.
Ensuite, nous tenterons, en utilisant des antagonistes de la calmoduline, de détecter la
présence de pompes a calcium dans un homogénat (H) de BA et BP du crabe E.
sinensis . A cette fin, les 4 inhibiteurs suivants seront employés : théophylline, cystéine,

trifluopérazine et calmidazolium. Enfin, nous réaliserons le dosage de la PDEpppc (un

enzyme qui peut étre dépendant de la calmoduline), afin de montrer que la CaM ne
joue pas un réle physiologique unique au sein d'un homogénat (H) de BA et de BP de
crabe E. sinensis, mais qu'elle peut réguler d'autres protéines-cible que la pompe a

calcium supposée présente chez les Crustaces.
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Chapitre Il : Matériel et méthodes

3.1. Introduction

3.1.1. Présentation de I'animal

Le matériel expérimental utilisé est le crabe chinois Eriocheir sinensis . C'est un
Crustacé Décapode Brachyoure. Le genre Eriocheir compte 3 espéces : une
japonaise et deux chinoises. Ce type de crabe a été introduit par hasard sur la céte
allemande vers 1912, d'ou il a progressivement gagné la mer Baltique et les cétes de
Hollande, de Belgique, de France et méme d'Angleterre. Les crabes utilisés ont été
capturés dans des lacs d'eau douce prés d'Emden (Nord de I'Allemagne Fédérale); ils
seront uniquement de sexe male : ces derniers possédent des touffes de poils sur les

chélipédes, comme le montre la figure ci-dessous.

La croissance de cet hyperrégulateur euryhalin s'effectue en eau douce mais le
crabe chinois migre vers la mer pour la reproduction. Sa couleur prédominante est
vert-gris. Les crabes sont placés dans une eau de ville a 16 + 2°C continuellement
oxygénée; ils sont nourris deux a trois fois par semaine avec des granulés pour truites,

et ne sont pas éclairés artificiellement.
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La branchie constitue, chez les poissons et les crabes "d'eau douce", I'organe
osmorégulateur principal. La figure 19 décrit, a titre d'exemple, l'organisation

structurale de la branchie du crabe euryhalin Callinectes sapidus .

Fig. 19.

La structure branchiale apparait comme une succession de lamelles
branchiales (la), chacune de ces lamelles comprenant la cuticule (cu), des cellules

épithéliales (ec) et pillaires (pc), plus un espace hémolymphatique (bs).

3.1.2. Fractionnement subcellulaire de branchies de crabe Eriocheir sinensis

Aprés avoir 6té la carapace d'un crabe, on préleve rapidement les branchies
antérieures et postérieures (BA et BP) qui seront traitées séparément pendant le
fractionnement. Les branchies sont séchées sur un papier filtre, pesées, et découpées
en petits morceaux. Ceux-ci sont placés dans un homogénéiseur type Kontés Dual
Size 23 (a froid), contenant un tampon A (Tris-HCI 20mM, EGTA 1mM pH 8). La
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dilution finale est de X 10. On homogénéise alors 2 x 30 secondes a grande vitesse
(foreuse). L'hnomogénat obtenu est alors rincé avec 1 ml de tampon A. Une partie de
cet homogénat est placé dans des tubes pour rotor Beckman type 40.3, lui-méme
déposé dans une centrifugeuse Beckman type L2-75B. Une centrifugation pendant 60
minutes & 100.000 X g donne un culot C1 et un surnageant S1. C1 est mis en
suspension dans 2 ml de tampon A a 4°C. Une partie de S1 est reprise dans 2 tubes
Dupont cat. NO. 00152 qui seront placésdans un bain bouillant a 100°C (Kottermann)
pendant 4 min 30" : ce bain dénature la phosphodiestérase endogéne et les protéines
non thermostables liant la calmoduline; on évite ainsi une sous-estimation de la
quantité de calmoduline lors de la mise en évidence de la CaM.

Les surnageants des branchies antérieures (S1A) et postérieures (S1P) sont
ensuite centrifugés a 20200 X g pendant 30 minutes (Rotor type SS34 placé dans une
centrifugeuse Sorvall type RC5). Cette seconde centrifugation élimine les protéines
dénaturées du surnageant. On obtient un second culot (C2) et un second surnageant
(S2). Une partie de S2 est dialysée contre du Tris-HCI 20mM pH8 sans EGTA (tampon
B) pendant 24 heures.

Bem. L'EGTA dans le tampon A chélate le calcium, ce qui extrait la calmoduline de la
fraction particulaire afin d'en récupérer le maximum dans S1. Le surnageant
dialysé est appelé S3.
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La figure 20 ci-dessous réesume les étapes du fractionnement.

Fig. 20. BA ou BP
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3.2. Les différents dosages

3.2.1. Dosage de protéines

3.2.1.1. Principe

La méthode utilisée pour doser les protéines dérive de celle décrite par Lowry
(1951) : aprés une hydrolyse alcaline en présence de cuivre, les groupements

réducteurs des protéines (tyrosine et tryptophane) sont mis en présence du réactif de
Folin.

3.2.1.2. Solutions

- NaOH 2N (Merck art. 6498)
- HCI 1N (Merck art. 317)
- solution cuivrique tartrate de Na-K 0,1 % (Merck art. 8087)

CuSOy4 0,05 % (Merck art. 2791)
NaOH 0,5 N (Merck art. 6498)
Na,COg 10 % (Merck art. 6492)

- réactif de Folin : solution de Folin (UCB) diluée 17 fois
- solution étalon : solution de serum albumine bovine (SAB) (Merck art. 12018)

de 2,8 mg/ml dans le tampon A (Tris-HCI 20mM, EGTA 1mM
pH 8).

3.2.1.3. Mode opératoire

Dans chaque tube "test" contenant 1 ml de NaOH 2N, on ajoute un volume
connu d'échantillon (fraction H, C1 ou S1) et du tampon A, de fagon a obtenir un
volume final de 2 ml. Les tubes sont portés a ébullition pendant 30 minutes puis, aprés
refroidissement, neutralisés par addition de 2 ml d'HCI 1N par tube.
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On ajoute 1 ml de solution cuivrique. Aprés 10 minutes, on ajoute le réactif de
Folin dans chaque tube toutes les 30 secondes. Les tubes sont alors placés dans un
incubateur (type Juvabo V.C) a 55°C pendant 5 minutes. Apres refroidissement, on lit
toutes les 30 secondes l'absorbance de la solution a 650 nm, au spectrophotomeétre
(Pye Unicam SP6-550UV-VIS). Pour chaque dosage, on réalise une courbe
d'étalonnage afin de définir la zone de linéarité de ce dosage. Dans notre cas, la
linéarité entre la variation d'absorbance et la concentration en protéines se vérifie

jusqu'a 70 v/ test.

3.2.2. Mise en évidence de la calmoduline

3.2.2.1. Principe

Le principe du dosage enzymatique de la calmoduline via la PDEpppc €st

illustré a la figure 21 : c'est un dosage indirect, qui utilise la capacité que possede la
CaM a stimuler la PDE dépendante de la CaM, enzyme hydrolysant 'AMPcyclique.

fig. 21. NH NH:
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La réaction s'effectue en deux étapes : la premiére étape représente I'hydrolyse

de I'AMPc par la PDE, qui produit le 5'-AMP. L'étape suivante est la transformation du
5'-AMP en adénosine + Pi par la 5'-nucléotidase, présente dans une solution purifiee
a partir de venin de serpent (V.S) qui ne contient pas d'activité PDE.
Une résine échangeuse d'anions sépare l'adénosine du Pi; le Pi étant chargé
négativement, il est gardé par la résine, au contraire de I'adénosine marquée. Cette
adénosine radioactive se retrouve dans le surnageant obtenu aprés centrifugation. On
ajoutera le liquide a scintillation a ce surnageant.

Les deux étapes de la réaction ne peuvent pas étre combinées : la PDE est
stimulée irréversiblement par les enzymes protéolytiques contenus dans le venin de
serpent; la PDE ne réagit plus avec la calmoduline.

3.2.2.2. Solutions

- tampon D : sucrose (sucre blanc de Tirlemont) 0,25 M, imidazole - HCI 50 mM
(Merck art. 4716) pH 7,4.

- phosphodiestérase : (PDE) I'enzyme dépourvu d'activateur protéique (10 U. Sigma
P-9529) est mis en solution dans 1 ml d'une solution aqueuse
de glycérol 50 % (UCB 1384). Cette solution enzymatique,
dont l'activité catalytique reste stable, est diluée avant chaque
essai avec 1 ml d'une solution de saccharose 0,25 M
imidazole - HClI 50 mM pH 7,4 (tampon C). L'activité

enzymatique spécifique est de 0,2 U/ml.

Bem. Plusieurs essais montrent que la mise en solution de la
PDE avec du glycérol est nécessaire pour le maintien
de l'activité catalytique.

- AMPc : solution 0,4 mM (Boeringher 102296) dans du Tris-HCI 40 mM (Janssen
16.762.78) et MgCls.6H>0 20 mM (Merck art. 5833) pH 8

- AMPc* : solution H3 - AMPc (Amersham TRK 304) de 26,1 Ci-mmole : 25 uCi sont
placés dans 5 ml d'un tampon Tris-HCI 40 mM + MgCl, 20 mM pH 8.
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- résine échangeuse d'anions (Dowex 2 X 8, Fluka art. 44385) : aprés avoir placé 30 g

de résine seche sur un papier filtre Schleicher et
Schuell (¢ 125 mm, réf. n° 312611), monté sur un vase
dit "de Buchner", on actionne la pompe a eau et on fait
passer une solution de NaOH 0,5 M (volume
correspondant au volume de résine séche). On lave a
I'eau distillée 4 a 5 fois. La résine est alors placée
dans un bécher ou on ajoute du HCI 0,5 N pendant 30
minutes. La résine est alors filtrée sur un papier filtre
neuf, puis rincée jusqu'au moment ou le pH est
supérieur a 4; la résine est finalement placée en
suspension dans un mélange de 50 ml d'eau distillée
et de 50 ml d'éthanol absolu (30 g résine / 100 ml).

- CaM : solution aqueuse (Sigma P-2277) de 1,88 y/ml.

- solution "test" : solution S3 (voir fractionnement) a raison de 5 a 30 A / test.

Un étalon interne peut étre ajouté.
- solution "5'-nucléotidase” : solution aqueuse ( Sigma V-0376) d'1 mg/ml.

3.2.2.3. Mode opératoire

Dans un tube Falcon (type 2053) sont déposés les solutions suivantes

(volumes en ml) :

PDE |Tampon D

AMPc |[CaM | H20bid |AMPc*

0,050 0,050

0,025 X | 0,050 -X| 0,025

Aprés une incubation a 30°C pendant 30 minutes, les tubes sont placés au

bain-marie a 100°C pendant 90 secondes. Apres refroidissement, on ajoute 50 A de

solution contenant la 5'-nucléotidase. Une incubation pendant 10 minutes a 30°C
suivie d'un passage au bain-marie termine la réaction d'hydrolyse du 5'-AMP. On
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ajoute alors 1 ml de la suspension de résine; le mélange est ensuite agité pendant 45
secondes (Vortex cat. n° 1291) puis laissé pendant 2 heures a 4°C. Aprés une
seconde agitation (30" au Vortex), les tubes sont placés dans une centrifugeuse
Sorvall type RC 5 qui tourne pendant 15 minutes a 20200 X g. On préléeve 0,4 ml du
surnageant auquel on ajoute 4 ml de liquide scintillant (Aqualuma). Les fioles sont
alors déposées dans un compteur a scintillation (Beckmann type LS-3150T).

Rem. - Pour chaque dosage, on réalise un "tube contréle" ou la solution enzymatique
de PDE est dénaturée a 100°C pendant 7 minutes. Ces tubes "contréles”
suivent le méme mode opératoire que les tubes tests.

- La quantité d'AMPc hydrolysée est calculée en plagant 15 A de solution
"AMPc*" dans 4 ml de scintillant.

- On effectue un contréle du pouvoir échangeur de la résine en plagant 1 ml de
cette résine en présence de 15 A d'AMPc*.

3.2.3. Mesure de I'hydrolyse de I'ATP

3.2.3.1. Principe

On mesure la quantité de phosphate inorganique produit aprés hydrolyse
enzymatique d'une solution d'ATP.

3.2.3.2. Solutions

Solution 1 : Tris-HCI 50 mM, NaCl 200 mM (Merck art. 6404) a pH 7,4
Solution 2 : solution aqueuse de CaCl,.2H,0 50 mM (Merck art. 2382)

Solution 3 : solution aqueuse d'ATP 50 mM ( Sigma A-3377) neutralisée a pH 7,0

avec du Tris
Tampon B : Tris-HCI 20 mM pH 8
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Réactif de Fiske Subbarow : addition successive de:

(- H0 (3,3 ml)

- solution aqueuse de molybdate d'NH4* 2,5 % (Merck
art. 806356) dans HoSO4 5 N

- solution aqueuse de NaHSOg 15 % et de NaySO43

| 20 % (Merck art. 6657).
Etalon PO43‘ . solution aqueuse de NaH>,PO4 1 mM (Merck art. 6346)

Théophylline : solution 10 mM de théophylline (Fluka art. 88310 ) dans le tampon B
Cystéine : solution 40 mM de cystéine (Sigma C-7780) dans le tampon B
Trifluopérazine : solution 1 mM de trifluopérazine (Sigma T-8516) dans le tampon B

Calmidazolium : solution 0,01 mM de calmidazolium (Sigma C-1278) dans I'éthanol.
On notera que ce composé est trés lipophile et requiert I'utilisation de

tubes plastiques. On fera une incubation a 37°C pendant 15 minutes
avant d'y ajouter I'ATP.

3.2.3.3. Mode opératoire

On place dans chaque tube 1 ml de Solution 1; 0,2 ml de Solution 2; 0,2 ml de
Solution 3, la solution enzymatique (H ou C1) et le tampon B (Tris-HCI 20 mM pH 8) de
fagon a obtenir un volume final d'incubation égal a 2 mi.

On incube a 37°C pendant une heure. On ajoute 1 ml de TCA 30 % dans
chaque tube. Apres centrifugation (IEC Centra - 4B centrifuge) pendant 15 minutes a
2000 RPM, on dosera le phosphate sur 1 ml d'aliquot, en ajoutant 4 ml de réactif de
Fiske Subbarow toutes les 20 secondes.

Aprés 20 minutes, les absorbances sont lues, toutes les 20 secondes, au
spectrophotométre (Pye Unicam SP6-550UV-VIS) a 660 nm.
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3.2.4.Dosage de la PDEppmpe

3.2.4.1. Rappel du principe (voir 3.2.2.1.)

Le dosage de la PDE g\ p comporte 2 étapes :
H3- AMPc ERE 5 H3.5-AMP
H3.5-AMP 2nucléotidase . (43) adénosine +Pi
L'hydrolyse de I'AMPc par la PDE est suivie de la transformation du 5-AMP en
adénosine radioactive et phosphate inorganique.

3.2.4.2. Solutions

1. Tampon saccharose 0,25 M, imidazole-HCI 50mM EGTA 1mM, CaCl,.2H,0 20 mM
pH 7,4

2. AMPc : solution 0,4 mM (Bohringher 102.296) dans du Tris-HCI 40 mM (Janssen
16.762.78) et MgCl>.6H,0 20 mM (Merck art. 5833) pH 8

3. AMPc*, ou (H3) AMPc : voir solution 3.2.2.2.

4. Solution "Test" : solution H ou C1 (voir fractionnement)

5. Solution aqueuse de calmoduline de 1,88 y /ml (Sigma P-2277) : CaM.

3.2.4.3. Mode opératoire

Dans un tube Falcon sont déposées les solutions suivantes (volumes en ml) :

Solution | Tampon |AMPc | CaM H20bid | AMPc*
Hou C1 | (voir 1) -

X 0,1-X 10,025]|0,020 {0,030 0,025

Le mode opératoire pour le dosage de la PDE dépendante de I'AMPc est
identique a celui décrit en 3.1.1.3.
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Chapitre IV : Résultats

4.1. Mise en évidence de la "calmoduline" au niveau de branchies
de crabe E. sinensis

4.1.1. Matériel biologique utilisé

Des branchies antérieures et postérieures du crabe E. sinensis adapté a I'eau
douce représentent un modele intéressant pour I'étude des mouvements d'ions
transépithéliaux dans le cadre du contréle de I'osmorégulation chez les Crustacés (voir
conclusions 1.2.3.). On rappellera la différence structurale et fonctionnelle entre les
deux types de branchies du crabe E. sinensis : un épithélium mince, respiratoire et
non transporteur dans les branchies antérieures, et un épithélium épais capable de
transporter des ions dans les branchies postérieures. Le transport actif de sodium est
étroitement lié a I'activité enzymatique de la Na*K+*ATPase. Dans les branchies du
crabe E. sinensis , cette activité Na*K*ATPase est plus élevée dans les branchies
postérieures que dans les branchies antérieures. Cette différence pourrait s'expliquer
si I'on envisage une quantité plus élevée de "sites de transport" dans les replis des
membranes basolatérales de I'pithélium des branchies postérieures par rapport a celle
contenue dans les branchies antérieures. Certains auteurs (Flik et al., 1983, 1984,
1985) se sont intéressés a d'autres systemes transporteurs d'ions et plus
particuliérement a celui du Ca2*. On sait actuellement que le tansport transépithélial
de Ca2+ peut étre assuré par une Ca2+-ATPase membranaire; cette ATPase, a haute
affinité pour le calcium, est activiée par la présence de la calmoduline. Nous avons
dosé la calmoduline au niveau des branchies du crabe E. sinensis adapté a l'eau
douce : les différences fonctionnelles et structurales entre les deux types de branchies
sont conséquentes (les branchies postérieures présentant I'épithélium d'un organe
osmorégulateur et transporteur).




4.1.2. Contenu en protéines et distribution "subcellulaire”.
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Nous avons réalisé un fractionnement a partir d'un homgénat de branchies

antérieures et postérieures du crabe E. sinensis . Ce fractionnement nous permet

d'isoler plusieurs fractions nommées C1, C2, S1, S2, S3. Deux fractions nous

intéressent particulierement :

- la fraction C1 contient un ensemble de structures membranaires (supposées
enrichies en Ca2*-ATPases)

- la fraction S3, supposée contenir un activateur thermostable de la PDE.

Le contenu en protéines dans chacune des fractions subcellulaires appelées H, C1, et

S1 est présenté dans les tableaux ci-dessous :

Tableau 1 :

Crabe 1 Crabe 2 Crabe 3 Crabe 4
BA BP BA BP BA BP BA BP
H (mg prot/g tissu) | 59,7 84,8 96,3 | 109,0 653 | 74,1 71,0 |106,9
C1(mg prot/g tissu) | 20,4 38,2 34,2 47,8 23,8 | 28,2 28,0 55,8
S1 (mg prot/g tissu) | 30,2 41,8 45,2 50,8 319 | 33,7 29,1 30,5
Récupération (%) |84,8 94,3 82,5 90,5 853 | 83,5 80,4 84,4
Tableau 2 :
X
Fraction BA BP
H 73,1 93,7
C1 26,6 42,5
S1 34,1 39,2
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X = moyenne (n = 4) du nombre de mg protéine / g tissu pour chaque fraction
BA = branchies antérieures
BP = branchies postérieures

On constate que la quantité de protéines, exprimée par g de tissu varie autour
d'une moyenne de 73,1 mg dans un homogénat de branchies antérieures et est égal a
93,7 mg dans un homogénat de BP. D'autre part, la quantité de protéines dans C1 est
toujours plus élevée dans les BP (42,5 mg/g) que dans les BA (26,6 mg/g). Nous
pensons que ces résultats s'intégrent trés bien dans le modéle morphologique
présenté dans l'introduction et est typique du crabe E. sinensis adapté a l'eau douce.

L'épithélium des branchies postérieures contient des membranes basales et
basolatérales dont les replis renferment bon nombre de protéines : la quantité de
protéines est plus élevée dans le culot des BP.

L'épithélium des BA posséde peu de replis membranaires, d'ou une faible
quantité de protéines mesurée dans le culot des BA.

On est bien en présence de crabes possédant des branchies
"morphologiquement" acclimatées : des branchies postérieures "transportrices" et des
branchies antérieures "respiratoires”.

4.1.3. Dosage de la calmoduline

La calmoduline est une molécule contrélant un ensemble de processus
cellulaires qui tiennent compte de l'interaction de protéines et des ions calcium; Flik et
al. (1984) ont montré que la calmoduline peut jouer un réle sur les Ca2*-ATPases &
haute affinité, isolées a partir de préparations membranaires de Cichlidés (voir
1.3.1.2.). La CaM pourrait aussi contribuer au contréle de ce transport chez un
hyperosmorégulateur adapté a I'eau douce commeE. sinensis .

Une partie importante de notre travail consistait a mettre au point le dosage de
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la calmoduline. Plusieurs méthodes s'offraient a nous. Nous avons choisi celle qui
utilise la propriété de la PDEpppc d'étre activiéee par la calmoduline. Nous
déterminerons la quantité de CaM dans la fraction S3, stade ultime du fractionnement

(voir 3.1.2.). Rappelons que la fraction S1 a été chauffée dans le but d'éliminer au
maximum les phosphodiestérases endogénes ainsi que les protéines thermolabiles.

Le dosage est basé sur la capacité que posséde la calmoduline a stimuler la
PDEAMPc- Rappelons que la méthodologie utilisée est largement décrite dans le
chapitre "Matériel et méthodes" (voir 3.2.2.). L'unité d'activité PDE représente

I'hydrolyse d'une nanomole d'AMPc par 30 minutes, dans les conditions
expérimentales décrites dans la légende du graphique 1.
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Graphique 1 : effet de la calmoduline sur I'activité de la PDEpMpc de cerveau de boeuf. Le tampon utilisé

est le sucrose 0,25 M, imidazole - HCI 50mM pH 7 4.
EGTA 1mM, CaCly.2Ho0 20 mM, H3 - AMPc 50uM (0,125 uCi/ test).

L'incubation a lieu a 30 °C pendant 30 minutes.
Nous avons rencontré de nombreuses difficultés lors de la mise au point de ce

dosage enzymatique :
- ce dosage est indirect car la calmoduline n'agit pas directement sur le substrat AMPc

mais sur la PDEppMpc. €n formant au préalable un complexe actif avec le calcium; or,
I'effet activateur de la "CaM" sur la PDE pppc diminue trés rapidement apres la mise

en solution de cet enzyme (inactivation totale aprés 15 jours). De plus, l'activité
enzymatique en absence de calmoduline diminue également au cours du temps et
cette baisse entraine la diminution de l'effet activateur de la CaM sur I'hydrolyse du

substrat AMPc.
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- Comme le montre le graphique 1, la linéarité entre l'activité PDE et la quantité de
CaM n'est valable qu'entre 0 et 20 ng de CaM (étalon) par test.

En conclusion, il est trés difficile de trouver un compromis entre la variation
incessante du pouvoir activateur de la CaM et la baisse d'activité enzymatique en
absence de calmoduline, tel qu'on obtienne une linéarité entre I'activité PDE et la
quantité de calmoduline. On s'apergoit ici de l'importance du glycérol dans [
conservation de la stabilité de I'activité enzymatique "basale" (en absence de CaM).

Nous avons recherché I'existence de la calmoduline dans la fraction S3 de
BA et de BP pour 4 crabes différents. Les résultats sont présentés dans le tableau

suivant.

Tableau 3 :

Crabe 1 Crabe 2 Crabe 3 Crabe 4 X+S

BA | BP BA | BP BA |BP BA | BP BA |BP

yCaM/gtissu | 32,6 | 41,4 56,2 | 34,5 53,3 | 59,0 758] 81,5 54,4 54,1
+17,7 £21,0

mg CaM/g prot| 0,41 | 0,41 0,70 | 0,35 0,67 |0,59 095 0,82 0,68 0,54
+0,22| +£0,20

X représente la moyenne de la quantité de CaM exprimée par g de tissu ou de protéines, dans la fraction
S3 isolée a partir de branchies de 4 crabes différents.

Nos résultats mettent en évidence l'existence d'un activateur "non dialysable"
dans la fraction S3; cet activateur est thermostable et I'nypothése la plus logique est de

penser que cette molécule est la calmoduline.
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La calmoduline est présente aussi bien dans les BA que dans les BP du crabe
E. sinensis . La comparaison de Xgp et Xgp au moyen d'un test "t de Student" nous
apprend qu'il n'y a pas de différence significative quant a la quantité de calmoduline

contenue dans les BA et les BP, qu'on I'exprime par yCaM / g tissu ou par mg CaM par

g de protéines.
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4.2. Activation de I'hydrolyse de I'ATP " par les ions Ca2+
et Mgz+" dans la branchie de crabe E. sinensis.

4.2.1. Introduction

Il existe des protéines capables d'évacuer les ions Nat et Ca2* de la cellule;

ce sont les ATPases : en scindant I'ATP et en récupérant I'énergie, ces pompes a

calcium a haute affinité permettent I'évacuation de ces ions. Deux types de protéines

assurent le transport des ions Ca2* hors de la cellule :

- des ATPases transportant le calcium quand la concentration en Ca2* intracellulaire
est élevée; ces enzymes sont souvent appelés phosphatases a faible affinité (Flik et
al., 1984).

- des ATPases transportant le calcium quand la concentration cytosolique en Ca2+ est
faible : ces ATPases sont dites a haute affinité pour le calcium.

Seules les Ca2+-APTPases & haute affinité et identifiées comme étant des
pompes "actives" au Ca2+* voient leur activité contrélée par la calmoduline (voir
introduction).

4.2.2. Stimulation de I'hydrolyse de I'ATP par les ions calcium

4.2.2.1. Introduction

Le calcium est un ion capable de stimuler I'hydrolyse de I'ATP; en 1983, Flik et
al. montrent que le chélation du Ca2* & I'ATP est une condition prérequise pour que
les esters d'adénosine phosphate puissent servir de substrat aux phosphatases des
membranes plasmiques des branchies. Nous avons mesuré I'hydrolyse de I'ATP en
présence de calcium sur un homogénat de branchies antérieures et postérieures
d'Eriocheir sinensis . L'unité d'activité enzymatique est définie comme étant égale au

nombre de umoles de phosphate inorganique hydrolysée par heure et par gramme
d'homogénat : l'activité enzymatique mesurée est identifiée comme une mesure de

"l'activité phosphatasique”.



4.2.2.2. Résultats

Crabe 1 Crabe 2 Crabe 3 Crabe 4 X
BA (U/g) 1,21 0,94 0,75 1,22 1,03
BP (U/g) o 438 4,45 3:16 3,93

57

Tableau 4 : mesure de "l'activité phosphatasique" dans un homogénat de branchies antérieures (BA) et de
branchies postérieures (BP) de crabe E. sinensis , en présence de CaClp.2H20 5mM, d'ATP 5

mM, d'un tampon Tris-HCI 20 mM pH 8. L'incubation dure 60 minutes a 37 ° C. X représente la
moyenne des activités enzymatiques d'un homogénat de 4 crabes différents.

Le tableau 4 révele I'existence d'une activité phosphatasique chez les 4 crabes,
et dans leurs deux types de branchies. X illustre clairement la différence d'activité
mesurée entre les BA et les BP. Un test "t de Student" montre que la différence entre

les activités enzymatiques dans les BA et les BP est hautement significative

(o < 0,001); nous avons mesuré l'activité phosphatasique sur H mais aussi sur un culot
C1 et un surnageant S1 obtenus aprés centrifugation (100.000 X g) d'un homogénat
de branchies (H). Nous avons constaté que toute I'activité phosphatasique se retrouve
dans C1 pour nos conditions expérimentales. L'activité mesurée est donc une somme
d'ATPases membranaires et d'un "ensemble de phosphatases alcalines"
essentiellement de membranes. Si l'activité observée dans le culot C1 de BA de
crabes E. sinensis est bien inférieure a celle observée dans le culot de BP (C1P), on
peut émettre I'hypothése que les plissements membranaires apicaux et basolatéraux
dans les BP typiques de ces branchies "transportrices" sont enrichies en ATPases
membranaires et en phosphatases alcalines des membranes. Nous savons que
I'activité "transportrice" d'un épithélium est liée notamment a la présence de la
Ca2+-ATPase "a haute affinité" au niveau de la face basolatérale de la cellule.

L'activité phosphatasique mise en évidence peut-elle étre associée a cette
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Ca2+*-ATPase ? Nous avons mesuré "l'activité phosphatasique" d'un homogénat de
BA et BP en fonction d'une concentration croissante en Ca2+.
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Graphigue 2 : détermination de I'action phosphatasique dans un homogénat de branchies antérieures

(BA o ) et postérieures (BP & ) enfonction de la concentration en calcium. Le tampon
utilisé est le Tris-HCI 20mM pH 8, I'ATP est 5 mM.

Le graphique 2 nous apprend que l'activité phosphatasique est plus élevée
dans les BP que dans les BA; cette activité n'est pas inhibée par un excés de Ca2+

dans les deux types de branchies. Mais nos conditions expérimentales ne nous
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permettent pas de mettre en évidence une Ca2*-ATPase a haute affinité
(Km < 0,5 mM) : nous avons vraisemblablement un ensemble d'ATPases pour le
calcium dans des homogénats de BA et BP de crabes E. sinensis .

4.2.3. Stimulation de I'hydrolyse de I'ATP par les ions Mg2+.

On sait que l'ion Mg2+ est indispensable au fonctionnement de la pompe a
Ca2* et des Ca2*-ATPases, et que le complexe Mg ~» ATP se lie difféeremment aux
différentes ATPases; il était dés lors intéressant de tester l'influence de cet ion divalent

sur l'activité phosphatasique contenue dans un homogénat (H) de BA et BP de crabe
E. sinensis .
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Graphigue 3 : détermination de I'activité phosphatasique dans un homogénat de branchies antérieures

(BA 1 ) etpostérieures (BP = ) en fonction de la concentration en Mgz*'. Le tampon
utilisé est le Tris-HCI 20 mM pH 8; 'ATP est 5 mM.

Le graphique 3 montre une activité phosphatasique "Mg2+ dépendante” bien
plus élevée dans les BP que dans les BA. Contrairement au cas de l'ion Ca2+
(graphique 2), on observe une inhibition de cette activité hydrolytique de I'ATP par
exces de Mgz+, uniquement dans leé BP et pour des concentrations en magnésium
dépassant 5 mM. L'ion Mg2+ permet de différencier le contenu enzymatique des BA et
des BP du crabe E. sinensis . La conclusion principale est la mise en évidence de
I'existence d'un pool de phosphatases différent dans les branchies postérieures et
antérieures du crabe E. sinensis .
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4.2.4. Effets d'inhibiteurs sur I'hydrolyse du Ca~ ATP ou Mg~ ATP.

4.2.4.1. Introduction

Ghijsen et Van Os (1979, 1982), en utilisant divers inhibiteurs a spécificité
différente, ont montré que dans les membranes plasmiques de duodenum de rat,
I'activité ATPasique dépendante du Ca2* n'est pas homogene; ils ont pu mettre en
évidence 2 activités ATPasiques dépendantes du calcium :

- une phosphatase, localisée aussi bien dans les bordures en brosse que dans les
membranes basolatérales, qui posséde une faible affinité pour le calcium et qui est
inhibée par les inhibiteurs spécifiques des phosphatases alcalines (théophylline,
L-phénylalanine).

- une autre phosphatase, localisée exclusivement dans les membranes basolatérales,
qui possede une haute affinité pour le calcium, qui n'est pas inhibée par la
théophylline, mais bien par les antagonistes de la CaM tels que la trifluopérazine et
la calmidazolium.

Nous avons testé l'influence de différents inhibiteurs sur "l'activité
phosphatasique" dans un homogénat de BA et BP de Crustacé.

4.2.4.2. Effet de la théophylline

La théophylline est un inhibiteur spécifique des phosphatases alcalines; son
effet sur un homogénat de BA et BP de crabes E. sinensis est présenté au graphique
n°4:
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Graphigue 4 : détermination de l'activité phosphatasique dans un homogénat de branchies antérieures

(BA > ) et postérieures (BP -w ) en fonction de la concentration en théophylline.
Tampon Tris-HCI 20 mM pH 8, ATP 5§ mM, CaCly.2H20 5 mM, MgCls.6H,0 2 mM.

On constate que l'activité phosphatasique diminue fortement dans les
branchies postérieures en présence de théophylline; par contre, dans les BA, l'activité
phosphatasique n'est pas inhibée par la théophylline. Ces résultats confirment
I'hnypothése suivant laquelle le contenu enzymatique dans les BP est différent de celui

des BA :il y a plus de phosphatases alcalines aspécifiques dans les BP.
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Graphigue 5 : détermination de I'activité phosphatasique dans le culot C1 (100.000 X g) de branchies
antérieures (BA <« ) et postérieures (BP - ) en fonction de la concentration en
théophylline.

Les conditions expérimentales sont les mémes que pour la mesure d'activité
phosphatasique dans H.

L'effet observé dans le culot obtenu aprés centrifugation a haute vitesse (C1)
confirme cette différence; la sensibilité plus forte dans les BP peut étre mise en relation
avec la présence de plus de phosphatases alcalines non spécifiques dans le culot
dans branchies postérieures.
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4.2.4.3. Effet de la cystéine.

Ghijsen et al. (1981) ont montré que les acides aminés et plus particulierement
la L-phénylalanine et la cystéine inhibaient les phosphatases non spécifiques
présentant un pH optimum en milieu alcalin. De plus, la cystéine, inhibiteur des
phosphatases alcalines, qui agit en liant le Zn2+ "intracellulaire”, peut inhiber de fagon
différente I'nydrolyse du Ca~ ATP et du Mg~s ATP. L'effet de la cystéine sur l'activité
phosphatasique d'un homogénat de branchies antérieures et postérieures de crabes

E; sinensis est présenté dans les graphiques 6 et 7.
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Graphique 6 : détermination du pourcentage d'inhibition de I'activité phosphatasique dans un homogénat

de branchies antérieures (BA o ) et postérieures (BP & ) en fonction de la concentration
en cystéine. Tampon Tris-HCI 20 mM pH 8, ATP 5 mM, CaClp.2H20 5 mM.

En présence de Ca2* 5 mM, un homogénat de BP est plus "facilement" inhibé

qu'un homogénat de BA (voir graphique 6).
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Graphique 7 : détermination du pourcentage d'inhibition de I'activité phosphatasique dans un homogénat
de branchies antérieures (BA -+ ) et postérieures (BP = ) en fonction de la concentration
en cystéine, et en présence de MgClp . 6H,0 5 mM.

Le graphique 7, par contre, montre qu'en présence de Mgz*‘ 5 mM, il n'y a pas
de différence dans l'inhibition par le Mg2+ entre un homogénat de BA et de BP. On
peut dés lors admettre que, uniquement en présence de Ca2+, lactivité
phosphatasique des branchies antérieures est plus difficlement inhibée que celle des
BP. L'inhibition importante supposerait un pool important de phosphatases alcalines
dans les BA et les BP.
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4.2.4.4. Effet de la trifluopérazine.

La trifluopérazine (TFP) est une phénothiazine agissant comme un antagoniste
de la CaM; sa liaison avec la CaM augmente si on ajoute du calcium dans la solution.
Le mode d'action de la TFP sur la CaM a été présenté au point 1.1.5. (figure 3).
Souvent, on peut mettre en évidence une activité Ca2+- ATPasique de haute affinité
dépendante de la calmoduline, en utilisant cette propriété de la TFP d'inhiber la
Ca2+-ATPase (Flik, 1984).
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Graphigue 8 : détermination de I'activité phosphatasique dans un homgénat de branchies antérieures

(BA ) et postérieures (BP - ) en fonction de la concentration en trifluopérazine, en
présence d'ATP 5 mM, de CaClp.2H20 5 mM, de MgClp.6H20 2 mM et de Tris-HCI 20 mM

pH 8.
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Le graphique 8 montre que :
- la TFP a un effet inhibiteur sur I'homogénat de BA et de BP de crabes E. sinensis .
- Cet effet est plus marqué si on utilise les branchies postérieures.
Cet effet de la trifluopérazine pourrait laisser supposer I'existence de CaM dans la
fraction H de branchies postérieures et antérieures. Cette CaM liée a la TFP voit son
activité biologique bloquée, et, puisque la TFP inhibe I'hydrolyse de Ca~ ATP, on peut
penser que les BP , plus que les BA, contiennent des Ca2*+-ATPases & haute affinité, et
sensibles ala CaM. L'effet est confirmé si on utilise la fraction C1 :
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Graphique 9 : détermination de I'activité phosphatasique dans le culot C1 (100.000 Xg)de BA( = )et
de BP ( - ) enfonction de la concentration en trifluopérazine, en présence du milieu
d'incubation suivant : - tampon Tris-HCI 20 mM pH 8
- CaClp.2H,0 5 mM
- MgCl>.6Ho0 2 mM
- ATP5mM
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On constate que la trifluopérazine a aussi un effet sur I'activité phosphatasique
contenue dans le C1 des branchies antérieures et le C1 des branchies postérieures.
Nous pensons que l'effet inhibiteur de la TFP sur la fraction "membranaire" est
notamment lié a la présence de Ca2+-ATPase a haute affinité et sensible a la
calmoduline, dans les BA et les BP.

4.2.4.5. Effet du calmidazolium

Gietzen, en 1981, a montré que le calmidazolium (R24571) est un inhibiteur
beaucoup plus spécifique de la (Ca2++ Mg2+) ATPase (ou pompe & calcium),
dépendante de la calmoduline, que la TFP, qui a concentration élevée, peut inhibber
I'nydrolyse de Ca ~~ ATP en modifiant l'intégrité membranaire. L'effet du R24571 est
mesuré sur des homogénats de BA et de BP de crabes E. sinensis :
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Graphigue 10 : détermination de I'activité phosphatasique dans un homogénatde BA( o )etde

BP ( = ) enfonction de la concentration en calmidazolium (R24571). Le milieu
d'incubation comprend du Tris-HCI 20 mM pH 8, du CaCly.2H,0 5§ mM, du MgCly.6H>0

2 mM et de 'ATP 5 mM.

On constate sur le graphique 10 que, d'une part, le R24571 n'inhibe pas ou peu
I'nydrolyse du Ca~ ATP dans un homogénat de branchies antérieures, que, d'autre
part, I'effet inhibiteur est important sur les branchies postérieures. Ces effets sont
confirmés en utilisant un culot C1 obtenu aprés centrifugation a haute vitesse (100.000
X g) d'un homogénat de BA ou BP, comme le montre le graphique 11 :
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Graphigue 11 : détermination de I'activité phosphatasique dans le culot C1 (100.000 X g) de BA( - ) et
BP ( - ) enfonction de la concentration en R24571. Les conditions expérimentales sont

les mémes que pour le traitement de 'homogénat.

On retrouve une trés faible inhibition de I'activité phosphatasique par le
R24571, dans les BA de crabes E. sinensis . L'effet du calmidazolium est nettement

plus marqué dans le culot C1 des branchies postérieures et tout particulierement a des

concentrations en inhibiteurs inférieures a 1 uM.
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4.3. Mise en évidence de PDEpp1pc dépendante du complexe

Ca2+-CaM dans les branchies du crabe E. sinensis : effet
de la calmoduline

4.3.1. Introduction

Il existe plusieurs types de phosphodiestérases de I'AMPc (PDEp\pc) avec

des propriétés cinétiques différentes. Pour de nombreux tissus, l'activité "PDE" se
retrouve dans la fraction soluble et particulaire de la cellule, bien que souvent plus de
90 % de cette activité se retrouve dans la fraction soluble. De fagon générale, on peut
séparer cette "activité" soluble en trois types enzymatiques structurellement et
cinétiguement différents : la fraction A1 - PDE posséde une haute affinité pour 'AMPc
avec une sensibilité nulle au calcium et a la calmoduline. Les deux autres formes de la
PDE, nommées G1A - PDE et G2A - PDE, ont des propriétés fonctionnelles différentes
de la A1 - PDE; elles hydrolysent aussi bien 'AMPc que le GMPc avec une faible
affinité. L'activité G1A - PDE est stimulée de fagon dépendante du calcium par la
calmoduline, mais n'est pas affectée par le Ca2* seul. Au contraire, l'activité G2A -PDE
est trés sensible au calcium mais ne peut pas étre stimulée par la calmoduline.
L'enzyme sensible de la calmoduline en présence de Ca2+ (10‘6 M) peut étre un

élément important dans le contréle des activités cellulaires par le calcium et 'AMPc.

Nous avons réalisé le dosage e la PDEpp\pc sur un homogénat de branchies

antérieures et postérieures de 4 crabes différents; les résultats sont présentés au
tableau 5.
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4.3.2. Résultats

BA (U/g) BP (U/g)
-CaM | + CaM -CaM |+ CaM
Crabe 1 66,2 81,9 82,4 117,8
Crabe 2 71,3 96,2 77,9 | 1855
Crabe 3 91,9 | 120,4 1722 2149
Crabe 4 928 | 1116 182,3 212,1
XsS 80,6 | 102,5 103,7 170,1
+138 | +17,0 +63,3 | +£50,7

Iab_l_eau_i mise en évidence de la phosphodiestérase hydrolysant lAMPc et dépendante du complexe
Ca2+-CaM dans un homogénat de BA et de BP : effet de la calmoduline. Les conditions
expérimentales sont : tampon sucrose 0,25 M, imidazole-HCI 50 mM, pH 7,4, EGTA 1 mM;
CaClp 20 mM, H3-AMPc (0,25 uCi/ test), CaM (188 ng/ ml). L'incubation a lieu & 30°C

pendant 30 minutes.
Nous mettons pour la premiére fois en évidence la présence de PDEpMpc

dans les branchies de crabes E. sinensis adaptés a I'eau douce. L'activité moyenne
(X) exprimée en U / g de tissu dans les BA n'est pas significativement différente de
celle retrouvée dans les BP; un test "t de Student" le prouve (les écarts-type sont
présentés au tableau 5). On constate également que la calmoduline, a une

concentration de 0,188 y/ mg, stimule de fagon significative I'activité de la PDEpppc
dans les BA et les BP.
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Chapitre V : Discussion et conclusions générales

De nombreux travaux montrent que le transport calcique est lié a I'activité de la
pompe ionique, laquelle dépend de la concentration en Ca2+ intracellulaire et peut
étre sensible a la calmoduline. Ainsi, Fenwick, en 1976, suggére que les ATPases
dépendantes du calcium et identifiées dans les branchies de certaines espéces
euryhalines, pourraient réguler des échanges calciques. Ansah et al.,, en 1984,
montrent qu'il existe une activité Ca2*-ATPase dans les membranes plasmiques de
cellules acineuses pancréatiques de rat, et que la calmoduline (CaM) augmente la
sensibilité au calcium de ce systéeme enzymatique en présence de Mgz‘*. Flik et al.
(1984) démontrent l'existence d'une Ca2+-ATPase & haute affinité pour le calcium et
dépendante de la calmoduline. En 1985, Flik et al.,, a partir de préparations
membranaires de Cichlidés, présentent un modéle pouvant expliquer le transport actif
transépithélial de calcium dans les branchies postérieures; c'est une ATPase, activable
par la calmoduline, qui interviendrait dans la sortie du calcium vers le fluide
extracellulaire. Bref, de nombreux travaux montrent I'importance de la calmoduline
dans la régulation du transport calcique transépithélial.

Nous avons trouvé trés intéressant de doser la CaM dans les branchies
antérieures et postérieures du crabe Eriocheir sinensis , ces branchies étant un bon
modele pour expliquer 'osmorégulation chez les Crustacés. En effet, les BA et les BP
du crabe étudié possedent chacun un type d'épithélium structurellement et
fonctionnellement différent : I'épithélium des BA est de type respiratoire et non
transporteur d'ions, alors que I'épithélium des BP posséde un épithélium épais de type
transporteur d'ions. Cette différence de structure et de fonction n'est marquée que pour
les crabes euryhalins adaptés a I'eau douce. C'est pour cette raison que nous avons
désiré étudier le comportement de l'activité phosphatasique (identifiée a I'activité
Ca2+-ATPasique) sur ce type de crabe. Nous avons voulu voir si la variation de
structure branchiale ne pouvait pas s'expliquer par une différence d'activité
"transportrice" (une activité Ca2+ Mg2+ ATPase et Na* K* ATPase plus élevée dans
les BP, possédant un plus grand nombre de "sites de transport ").
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Le transport du Ca2*est lié a I'activité de la pompe ionique dépendant de la

concentration en calcium intracellulaire qui, en se liant a la calmoduline, peut moduler

I'AMPc intracellulaire (et donc la réponse hormonale) en activant la PDEpmPe

(voir 1.3.1.1.). L'essentiel de notre travail consistait a mettre en évidence la
calmoduline. Nous avons dosé la CaM en utilisant la capacité que posséde cette

protéine thermostable de stimuler la PDEp)pc. Il n'a cependant pas été facile de

mettre au point ce dosage; en effet, la PDEpppe de mammifere utilisée dans ce

dosage, en absence de CaM, voit son activité diminuer trés rapidement au cours du
temps.

C'est ici que le glycérol s'est révélé étre un outil indispensable a la mise en
évidence de la calmoduline. Nous avons aussi constaté que l'effet activateur de la
CaM diminue également au cours du temps et dépend de l'activité "basale". De
nombreux essais ont montré que le glycérol, en stabilisant I'activité basale, maintient
I'effet activateur de la CaM. Un fractionnement subcellulaire effectué par centrifugation
différentielle permet d'utiliser une fraction "non dialysable" appelée S3. Cette fraction
contient un activateur thermostable non dialysable. Nous avons dosé la calmoduline
dans les BA et les BP de crabes E. sinensis adaptés a l'eau douce; les résultats
montrent que la CaM est présente aussi bien dans les BA que dans les BP, et qu'il n'y
a pas de différence significative quant a la quantité de calmoduline contenue dans les
deux types de branchies.

C'est, a notre connaissance, la premiére fois que l'on met en évidence la
présence de CaM dans un homogénat de branchies de crustacés. La présence de
calmoduline dans un organe osmorégulateur souléve l'intérét d'envisager la
signification physiologique de la présence de cette molécule. Les réles physiologiques
de la CaM sont nombreux : la calmoduline régule le niveau des nucléotides cycliques

par activation de la PDEppp €t par stimulation de I'adénylate (et guanylate) cyclase.

La CaM contréle par exemple la motilité cellulaire; elle interviendrait également dans
la régulation du métabolisme du glycogéne. Elle peut activer la NAD kinase de plantes
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(molécule chargée du contrile des niveaux de NADP*). Nous avons choisi d'étudier
le réle de la calmoduline sur I'hydrolyse du

Ca ~ ATP ainsi que son réle sur la régulation de la PDE hydrolysant I'AMPcyclique (et
dépendante du complexe Ca2+-CaM) dans un organe impliqué dans la régulation du
transport ionique.

A cette fin, nous avons recherché une activité phosphatasique dans un
homogénat (H) et dans une fraction sédimentable (C1) de BA et de BP de crabes E.
sinensis . Les résultats montrent que cette activité phosphatasique est présente dans
I'hnomogénat des BA et des BP, mais est significativement plus élevée dans les BP.

On s'est apergu que toute l'activité phosphatasique mesurée dans I'homogénat
se retrouvait dans C1. Il semble donc que l'activité mesurée représente la somme d'un
ensemble membranaire d'ATPases. En étudiant linfluence du Ca2* et du Mg2+ sur
I'hydrolyse de I'ATP, nous n'avons pas pu mettre en évidence une activité
Ca2+-ATPase "transportrice” (de haute affinité); cependant, nous observons une
différence de comportement entre les BA et les BP, notamment dans la stimulation de
I'hydrolyse de I'ATP par les Mg2+.

L'utilisation d'inhibiteurs de phosphatases, tels que la cystéine ou la
théophylline, aurait pu nous permettre de mettre en évidence une activité (Ca2+ B
Mgz*’) ATPase dépendante de la calmoduline.

Si, en présence de théophylline ou de cystéine, l'activité phosphatasique
mesurée est plus forte dans les BP par rapport aux BA, c'est probablement parce qu'il y
a plus de phosphatases alcalines aspécifiques dans les BP. On sait que I'épithélium
des BP contient des membranes apicales et basolatérales qui possedent des replis,
cette structure pouvant étre liée a l'importante activité phosphatasique observée dans
les BP.

Par contre, la sensibilité de l'activité phosphatasique a la trifluopérazine
(antagoniste de la calmoduline) pourrait signifier que nous sommes en présence d'un
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effet inhibiteur "dépendant de la calmoduline” ou de la présence de Ca2+-ATPases
CaM dépendantes. On sait cependant que la TFP peut modifier I'environnement
membranaire et inhiber les ATPases indépendemment de son pouvoir antagoniste
vis-a-vis de la calmoduline.

L'effet du R24571, antagoniste "plus spécifique" de la calmoduline sur H et C1
de BA et de BP, est significatif : il y a une forte inhibition dans les branchies
postérieures, alors que l'effet de I'inhibiteur est faible sur les branchies antérieures; on
fera ici une corrélation entre ces observations et le nombre de "sites de transport"
Ca2+-ATPase dépendante de la CaM dans les deux types de branchies.

Grace au calmidazolium, nous avons peut-étre mis au point un test qui permet,
dans un "pool de phosphatases alcalines", de retrouver des Ca2*-ATPases a haute
affinité; comme l'inhibition par I'ouabaine de la Na* K* ATPase révele la pompe
sodico-potassique, l'inhibition de I'hydrolyse de Ca~ ATP par le R24571 révele
peut-étre la présence de la pompe a calcium.

Nous avons finalement dosé la PDE hydrolysant I'AMPc, régulée par le
complexe Ca2*-CaM : d'une part les résultats montrent l'existence de PDEAMPc dans

I'hnomogénat de BA et de BP (mais en quantité plus élevée dans les BP), d'autre part, la
CaM se révele capable d'activer cette CaM-BP dans les deux types de branchies.

La calmoduline n'a donc pas un réle physiologique unique dans la branchie :
elle peut réguler l'activité phosphatasique dépendant du Ca2* mais est aussi capable
de jouer un rdle de fagon indirecte sur le contréle du niveau d'AMPc, par

lintermediaire d'une activation de la PDEppNpc-
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Nous avons pu mettre en évidence un pool important de phosphatases
alcalines non spécifiques dans un homogénat de BA et de BP d'E. sinensis . Ces
phosphatases peuvent étre localisées dans la partie apicale de I'épithélium, et les sites
de transport dans la partie basolatérale. Il serait a priori intéressant de rechercher un
systéeme permettant de séparer la partie apicale et basolatérale de I'épithélium des
deux types de branchies afin de mieux "localiser" la pompe a Ca2+.

D'autre part, I'enrichissement d'une fraction subcellulaire en "pompe a calcium”
permettra de mieux comprendre les mécanismes de contrle de cette "pompe" par la

calmoduline.

En 1988, Wingst a montré que l'activité de la Na* K* ATPase peut étre sensible
aux variations physiologiques de calcium intracellulaire. Des protéines cytosoliques
comme la calmoduline, la calnaktine et la protéine kinase C pourraient réguler la
pompe (via des phosphorylations) durant ces changements transitoires de
concentration en Ca2* intracellulaire. Les mécanismes d'interaction de ces protéines
avec les pompes Na* K* ATPases ne sont pas encore déterminés. |l serait intéressant
de voir si, chez les Crustacés euryhalins, une protéine comme la CaM peut intervenir
dans le contréle de la pompe sodico-potassique pendant les variations de
concentration en calcium cytosolique.
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