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Le fractionnement des membranes biologiques est fond6 essentiellement sur 
l’ultracentrifugation isopycnique. Toutefois, cette technique atteint vite ses limites 
lorsqu’il s’agit de s&parer entre eiles des vesicules membranaires d’origines diverses. 
Ainsi en est-ii du sous-fractionnement de microsomes: ce sediment, obtenu par ultra- 
centrifugation differentielle en saccharose 0.25 IM dun sumageant post-mitochon- 
drial, est en effet, un melange complexe de membranes lisses ou granulaires du reti- 
culum endoplasmique, de l’appareil de Golgi et de membranes plasmiques, dont les 
densitb apparentes sont assez voisines. Or, ces membranes sont constituees, en pro- 
portion variable, de substances polaires, phospholipides, proteines et, tventuellement, 
acide sialique, acide cr-cetonique relativement fort. Ces constiruants conferent aux 
membranes des charges de surface caracteristiques qui devrlient permettre de les 
differencier. 

Effectivement, divers essais de fractionnement de cellules, d’organites celluiai- 
res ou de vesicules membranaires par Clectrophortse ont ttt realists. Les mtthodes 
les plus utilisees mettent en oeuvre un appareillage complexe d’electrophorese en film 
liquide’-3. Recemment, des techniques d’electrophorese de zone en gradient de densi- 
te, utilisant un appareillage moins complique, ont CtC appliquees aux microsomes de 
foie de rat4, aux membranes plasmiques de foie5 ou d’enterocytes de rat6, ou aux 
membranes pourpres d’hlaiobacterirtm halobium ‘_ Ces methodes, d’un coQt relative- 
ment modeste, ont apporte des risultats prometteurs dans la caractkrisation ou le 
fractionnement des membranes. Mais, ces methodes, simples P utiliser, ont un pouvoir 
de resolution limit6 que l’on ne peut guere arneliorer car elles dependent de peu de 
facteurs. Au contraire, I’isotachophorese est une methode qui met en jeu de nombreux 
parametres, pH, force ionique, capacite tampon, mais Cgalement mobilite des ions 
meneur et terminal, nature du contre-ion. Outre que cette varitte de parametres ex- 
ptrimentaux lui donne de grandes possibilites d’adaptation, son pouvoir de rbolu- 
tion est trb Clew5 de par son principe mCme qui interdit le chevauchement des zones 
de migration. 

C’est pourquoi nous avons cherche g appliquer cette technique du sous-frac- 
tionnement difficile d’htpatocytes de chat. 
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MATERIEL ET METHODES 

MatPriel 
La fraction microsomique est prkpark par ultracentrifugation diffkrentielle 

selon une m&ode deja d&&e*. Cette fraction n’est pas contaminke par la phase 
soluble. Outre le reticulum endoplasmique, on y retrouve environ 50 % de I’appareil 
de Golgi et 40% des membranes plasmiques. 

La skparation par isotachophor&e est rkaliske dans la colonne Isco (Modkle 
2 12) pour Clectrophorkse prkparative en gradient de densite. 
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Fig. I. Vue schkmatique de la colorme d’isotachophorbe au dt@rt d’une expk-ience, 
culier Ia distribution des ions. EACA = Acide &-aminocaprdique. 

montrant en parti- 
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La disposition des ions et de l’kchantillon a fractionner est schematiste sur la 
Fig. 1. Lion meneur est I’anion phosphate, l’ion terminal, l’acide E-aminocapro’icyue 
et le contre-ion, le Tris. Un gradient liniaire de saccharose (OS-1 M) est Ctabli dans 
la colonne au-dessus d’une butee de saccharose 1.45 M. Les membranes microsomi- 
ques (5 mg de proteines), remises en suspension dans 1.5 ml de l’ion terminal con- 
tenant 2 oA de saccharose, sont depostes sur le gradient. La migration se fait durant 
90 min, & puissance constante (1200 V, 8 mA). La colonne est refrigeree par une 
circulation d’eau glade. A la fin de l’experience, la colonne est CluCe par le bas et des 
fractions de 2 ml sont rkuperees. 

Dans chaque fraction, sont dosees les proteines par la methode de Hartree’, 
ainsi que les activites enzymatiques suivantes: galactosyltransferase, sialyltransferase 
et NADPH-cytochrome c reductase selon des mtthodes dejja dkcritess*“, adenylate 
cyclase par une technique radioisotopique (The Radiochemical Centre, Amersham, 
Grande-Bretagne). 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Devant l’absence de donntes experimentales sur l’application de l’isotachopho- 
r&se au fractionnement de membranes biologiques, un premier probleme rksidait dans 
le choix du systeme des ions qui est fondamental dans cette technique. Cependant, 
certaines etudes electrophor&iques4*5 avaient montre le caractire anionique B pH 8 de 
vesicules membranaires et situaient leur mobilite Clectrophoretique dans la zone de 
celle des proteines globulaires. C’est pourquoi, nous nous sommes inspires des tra- 
vaux realisb sur l’isotachophorbe des proteines. Aprts de nombreux essais, nous 
avons adopt6 le systeme utilise par Jefferis et Butwell” sur les IgD. Le systeme est 
constitue du phosphate comme ion meneur, du Tris comrne contre-ion et comme ion 
terminal, de l’acide wuninocaprdique, qui prtsente tgalement l’interet de proteger 
les proteines membranaires d’un clivage proteolytique Cventuel durant le processus de 
fractionnement. 

D’autre part, le gradient lineaire de saccharose est Ctabli ti des concentrations 
plus &levees que celles utilisees dans les experiences d’electrophorese de membranes 
dkjja d&rites-, 0.5-l M au lieu de 0.44-0.73 M, ceci afin d’obtenir une meilleure 
stabilisation des zones. 

Un point important doit Ctre signal& Dans l’isotachophorkse de protkines. il 
est classique d’utiliser des Ampholines jouant ainsi le role d’espaceurs. En I’occurrence. 
la presence d’Ampholines entraine l’apparition de bandes tres fines qui. a l’analyse 
montraient des compositions enzymatiques identiques; il s’agit vraisemblablement 
d’une separation artefactuelle due a la formation de complexes entre les Ampholines 
et les vesicules membranaires. L’emploi de ces espaceurs est done B proscrire. 

Apres 90 min de migration dans les conditions indiquees, les membranes mi- 
crosomiques se rkpartissent dans la colonne sur une douzaine de cm. L’elution permet 
d’obtenir 11 fractions de 2 ml qui sont analysees individuellement pour leur contenu 
en proteines et pour leur teneur en enzymes consider&es comme caracteristiques du 
reticulum endoplasmique (NADPH-cytochrome c reductase), de l’appareil de Golgi 
(galactosyl- et sialyltransferase) et des membranes plasmiques (adenylate cyclase). La 
recuperation des proteines est de l’ordre de 90 y/,, le rendement des activites enzyma- 
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Fig. 1. Distribution des activitks enzymatiques dans les fractions &par&s par isotachophokse g partir de 
microsomes d’hipatocytas de Chat. Par rapport a I’activitk .contenue dans I’&3@iUon de depart, pour 
chaque enzyme, la colonne A donne le pourcentage de rkcupkration et la colonne B le facteur d’en- 
richissement. AT = activitl totale dQo& sur la colonne; ASR = activitd seifique relative. 
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tiques &ant similaire. Trois experiences ont et6 realiskes successivement dans des con- 
ditions identiques: elles sont parfaitement reproductibles. La distribution des activites 
enzymatiques est don&e dans la Fig. _. 3 Les fractions sont numerottes dans I’ordre 
inverse de leur migration, c’est-a-dire que la fraction 1 est celle qui a le plus migre, 
dont la mobilite tlectrophoretique est la plus Clevee. La Fig. 3 donne la repartition 
des proteines. 
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Fig. 3. RCpartition des prot&nes daas les difkentes fractions. 

Constatons tout d’abord, que la NADPH-cytochrome c reductase et l’adeny- 
late cyclase -au niveau desquelles se retrouve normalement l’essentiel des protei- 
nes- sont nettement dkcalees l’une par rapport a l’autre. En effet, le pit majeur de 
NADPH-cytochrome c reductase se localise, avec un facteur d’enrichissement voisin 
de 2, dans la fraction 9 qui est peu contamin6e par l’adenylate cyclase ou les enzymes 
golgiens. L’adenylate cyclase voit son activite maximale dans la fraction 7, avec une 
activitC spkifique relative voisine de 3. Cette fraction contient cependant, une petite 
partie du reticulum endoplasmique. 

Mais les resultats sont particulierement spectaculaires 21 propos des enzymes 
golgiens. En effect, les fractions 10 et 11 contiennent exclusivement les deux glyco- 
syltransferases avec des activites specifiques relatives voisines de 11. La galactosyl- 
transferase presente encore un facteur d’enrichissement tleve, egal & 10, dans la frac- 
tion 10 qui contient un peu de NADPHcytochrome c reductase (activite specifique 
relative inferieure a 1) et de la sialyltransferase avec un facteur d’enrichissement voisin 
de 3. Ainsi, les deux enzymes golgiens ne presentent pas la mCme repartition. Ce fait 
a deja Cte constate apr&s purification des memes microsomes par chromatographie 
d’affinid”. D’ailleurs, la preparation classique d’appareil de Golgi d’hepatocytes par 
ultracentrifugation isopycnique conduit a 3 fractions dont la teneur en galactosyl- 
transferase est sensiblement differente’3. 

Ainsi, cette methode, appliquke. a des mrcrosomes, a permit d’obtenir une frac- 
tion contenant du reticulum endoplasmique trb peu contamint par les membranes 
plasmiques ou l’appareil de Golgi. Mais elle conduit surtout a des vtsicules golgiennes 
de haute pure@ presentant un facteur d’enrichissement par rapport a une fraction 
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microsomique d’autant plus Clew5 que le taux de proteines golgiennes y est relative- 
ment faible. 

Le sous-fractionnement de microsomes pose une probleme dil&ile que l’ultra- 
centrifugation isopycnique, pratiquement settle methode utilisee actuellement, ne re- 
sout qu’imparftitement. 11 faut dire que cette fraction tres heterogene est un melange 
de vesicules membranaires d’origine differente et de densites apparentes voisines. Or, 
l’isotachophorese, dont c’est, a notre connaissance, la premiere utilisation a un frac- 
tionnement membranaire, semble avoir apporti .une solution simple et rapide, au 
moins en ce qui conceme la purification de l’appareil de Golgi. Son application 5 la 
preparation d’organites cellulaires bien differencib devrait s’averer particulierement 
fructueuse. 

BIBLIOGRAPHIE 

1 K. Hanning, dans T. Gem&en (R&iacteur), Modern Separation Merhods -Macromolecules and Parti- 
cles, Wiley-Interscience, New York, 1969, pp. 45-69. 

2 K. I. Ryan, H. Keland et E. L. Thomas, J. Cell Biof., 49 (1971) 235-251. 
3 A. K. Mircheff, C. H. van 0s et E. M. Wright, l14embrme Biochem., 1 (1978) 177-185. 
4 D. Blad, L. Winqvist et G. Dallner, J. Cell Ski., 23 (1977) 285-297. 
5 D. Blad-Holmberg, Biochim. Biophw. Acta, 553 (1979) 25-39. 
6 C. H. van OS, H. R. de Jonge, M. D. de Jong, W. E. J. M. Ghijsen et J. A. L. I. Walters, Biochim. 

Biopl~ys. Acre, 600 (1980) 730-738. 
7 L. Eisenbach et M. Eisenbach, Anal. Biochem., 92 (1979) 228-295. 
8 G. Azzar, M. Rougier, G. Berthillier et R. Got, Biochimie, 58 (1976) 285-295. 
9 E. Hartree, Anal. Biochem., 48 (1972) 422-427. 

10 G. Berthillier et R. Got, Biochimie, 59 (1977) S-89. 
11 R. Jefferis et A. J. Butwell, Sci. Tools, 22 (1975) l-8. 
12 G. Azzar et R. Got, FEBS Lea., 96 (1978) 164-166. 
13 J. J. M. Bergeron, D. H. Ehrenreich, P. Siekevitz et G. E. Palade, J_ Cell Bfol., 59 (1973) 73-88. 


