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Place de la prolyl hydroxylase dans la synth~se du collag~ne de eellules KB 1 

Behaviour of the prolyl hydroxylase to collagen synthesis in KB cells 

J. Farjanel,  P. Vallier, M.C.  Ronzi6re et J. Frey 

Laboratoire de Biochimie, U.E.R. de MOdecine, 30, rue F. Gambon, 1:-42100 Saint-Etienne (France), et Laboratoire de 
Biochimie, U.E.R. de Mddecine Alexis Carrel, ['-69 Lyon (France), 2 oetobre 1978 

Summary. KB cells, which synthetized collagen at a low rate, shown a prolyl hydroxylase activity at the same rate that 
fibroblast. The relationship between collagen synthesis and prolyl hydroxylase activity in these cells was discussed. 

Les travaux de Green  et coll. a ont permis de classer les 
cellules en fonction du rapport  entre la synth6se du col- 
lag6ne (AC) et celle des prot6ines (AP). Ce rapport  est 
fond6 sur les seules valeurs de l 'hydroxyproline (Hyp) et de 
la proline (Pro) et s'av6re, pour  les cellules 6pidermoides 
KB d'origine tumorale,  de 10 ~t 100 fois inf6rieur h celui des 
fibroblastes 2,3. 
L 'objet  de ce travail a 6t6 de pr6ciser, pour les cellules KB, 
la nature des prot6ines contenant  l 'Hyp, de mesurer l 'acti- 
vit6 prolyl hydroxylase (E.C. 1,14,11,2) cellulaire et de 
comparer  cette activit6 h la concentration du contenu 
cellulaire en hydroxyproline macromol6culaire mesur6e 
par le rapport  Hyp/Pro .  

Matdriel et mOthodes. Les fibroblastes de peau humaine  
adulte sont cultiv6s avec 15 ml de mil ieu de base de Eagle 
(BME Flow) en tampon bicarbonat6 additionn6 de 10% de 
s6rum de veau, dans des bottes Falcon T75. Les cellules KB 
sont cultivdes avec 20 ml de mi l i eu / t  hydrolysat de cas6ine 
(Pasteur) en tampon bicarbonat6 additionn6 de 10% de 
s6rum de veau, dans des boites Falcon T75. Dans les 2 cas, 
les mil ieux de culture sont chang6s tousles  2 jours. 
L'activit6 prolyl hydroxylase est mesur6e en quantit6 limi- 
tante in vitro avec un substrat procollag6nique naturel 
enrichi en proline ~H p o u r  lequel  on mesure la formation 
enzymatique d 'eau 3H~. Les cellules sont recueillies dans le 
tampon tris, maleate,  NaC1 (25 mM,  50 raM, 50 raM), pH  

Fig. 1. Immunopr6cipitation par double immunodiffusion en gel d'agarose (1,5%, pit  7,05) d'un homog6nat de cellules KB ~t confluence 
depuis 3 jours. Le surnageant ~t 2000 g de l'homog6nat de 30.106 cellules est concentr6 dans un volume de 1 ml par dialyse contre 
aquacide. Les anticorps anti Clq proviennent de l'Institut Behring. Les anticorps anticollag6ne ont 6t6 pr6par6s par immunisation de 
lapins avec du collag6ne de type I purifi6 ~t partir de peau de veau: A: immun s6rum anticollag6ne type I; B: id dilu6 ~; C: anti Clq; 
1: extrait de cellules KB; 2: milieu de culture sans s6rum en contact avec les cellules pendant 48 h; 3: extrait de cellules KB cultiv6es en 
milieu sans s6rum depuis 48 h. 
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7,1, apr6s lavages r6p6t6s avec NaC1 9%0. Elles sont broy6es 
au Potter de Thomas pendant 2 rain en pr6sence de Triton 
X100 1%, ce qui permet de recueillir la totalit6 de l'activit6 
enzymatique dans le surnageant ~t 2000 g. 
La proline et l'hydroxyproline cellulaires sont s6par6es et 
mesur6es d'apr6s la m6thode chromatographique 
pr6c6demment d6crite 5. Les prot6ines sont dos6es selon la 
m6thode de Lowry. 
Rdsultats et discussion. La figure 1 montre que les cellules 
KB contiennent des prot6ines ayant le m6me caract6re 
antig6nique que le collag6ne de type I e t  non la fraction 
C q du compl6ment h laquelle il aurait 6t6 possible d'attri- 
buer pattie ou totalit6 de l'hydroxyproline pr6sente dans 
ces cellules. 
La figure 2 indique que les cellules KB poss6dent une 
activit6 sp6cifique prolyl hydroxylase similaire ~ celle des 
fibroblastes quand ces activit6s sont mesur6es avec des lots 
semblables de substrat procollag6nique. En revanche, le 
rapport Hyp/Pro, qui mesure la concentration du mat6riel 
intracellulaire contenant l'hydroxyproline, est bien en ac- 
cord avec le rapport AC/AP qui distingue ces 2 types de 
cellules et manifeste la pr6pond6rance de la synth6se du 
collag6ne dans les fibroblastes 3. 
Cette activit6 prolyl hydroxylase relativement 61ev6e chez 
les cellules KB, dont la concentration en mat6riel collag6ni- 
que est faible, est ~t rapprocher des r6sultats de Golberg et 
Green 6 ainsi que de Langness et Udenfriend 7. Alors que 
1'enzyme intraceliulaire est abondante, son substrat pour- 

Calcul d'une corr61ation lin6aire entre la prolyl hydroxylase et le 
rapport Hyp/Pro 

Cellules r t calcul6 t 0,05 

Fibroblastes de peau humaine (17 ~ P) 0,8618 3,399 2,776 

Cellules KB 0,1861 0,328 3,182 

La corr61ation est 6tablie pour diff6rents temps d'une m~me 
subculture. 

rait ~tre soit synth6tis6 en faible quantit6, soit inaccessible 
du fait de la compartimentation cellulaire, ou bien les 
conditions de milieu ~t l'int6rieur des cellules d'origine 
tumorale pourraient ~tre d6favorables ~ la r6action enzy- 
matique. 
Le tableau compl6te ce caract~re de disparit6 entre activit6 
de la prolyl hydroxylase et synth6se du collag6ne dans les 
cellules KB en montrant qu'aux diff6rents temps d'une 
subculture not6s sur la figure 2, la concentration du matd- 
riel collag6nique intracellulaire est correl6e avec l'activit6 
prolyl hydroxylase chez les fibroblastes mais pas chez les 
cellules KB. 4 param6tres pourraient rendre compte de 
cette diffdrence: la perm6abilit6 de la membrane cellulaire 

la proline,extracellulaire, l'activit6 prolyl hydroxylase, la 
concentration du procollag6ne, la vitesse de s6cr6tion du 
mat6riel collag6nique hydroxyl6. 
Conclusion. Les cellules 6pidermo[des KB synth6tisent du 
collag6ne bien qu'en faible quantit& L'activit6 de la prolyl 
hydroxylase, enzyme marqueur essentiel au collag6ne, ne 
semble pas ici le facteur limitant dans la synth6se du 
collag6ne. L'observation du comportement particulier de 
ces cellules met l'accent sur la complexit6 des m6canismes 
r6gulateurs de la synth6se du collag6ne dont l'expression 
quantitative est une des caract6ristiques cellulaires. 

1 Ce travail a b6n6fici6 d'une aide du CNRS (AI n ~ 031218 et 
RCP n ~ 08533) et de I'U.E.R. de Biologie Humaine de l'Univer- 
sit6 de Lyon. 
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Release of nonspeeifie esterases from the roots of Viciafaba L. 

P. Frossard and G. Voss 

Botanisches Institut der Universitgit, SchOnbeinstrasse 6, CH-4056 Basel (Switzerland), 10 August 1978 

Summary. Roots of Viciafaba L. immersed in a buffer solution were found to release esterases into the environment. The 
substrate a-naphthylacetate was taken up by the roots and degraded, the hydrolysis products being released back into the 
surrounding medium. 

In a previous study, the activity of non-specific esterases in 
various parts of ~r developing seedlings of Vicia faba 
was investigated j. Since a pronounced maximum of en- 
zyme activity was found in root tips, the question arose 
whether the unknown natural substrates are localized with- 
in the plant itself, or, at least in part, in its soil environment. 
The present study was conducted to investigate some of 
these aspects. 
Materials and methods. Seedlings of  Vieia faba L. were 
grown as previously described 1. Only 8-day-old plants were 
used for the experiments, since the activity of esterases in 
root tips was highest at this age. 
Release of esterases: The roots of 3 intact plants were 
immersed to a depth of 1 cm in small test tubes containing 
4 ml of S6rensen phosphate buffer (pH 7.2). After various 
time intervals, the plants were removed, and 0.1 ml of 

an ethanolic solution of a-naphthylacetate was added 
to the buffer (final concentration of a-naphthylacetate: 
2.5 • 10 -4 M). The mixture was then incubated at 32 ~ for 
10 min, and finally mixed with 0.5 ml of reagent solution 
(40-50 mg Diazoblue B in 5 ml of distilled water and 10 ml 

Influence of substrate on esterase release from the roots 

Substrate concentration Absorbance Replicates 

0 0.0233 6 
10 -5 M 0.0316 3 

2- 10 -5 M 0.025 3 
10 -4 M 0.0566 3 

2-  10 - 4  M 0.1266 3 
10 -3 M 0.436 3 


