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INTRODUCTION GENERALE

Les mitochondries de toutes les cellules réalisent le
couplage des réactions d'oxydo-réduction de la chaine respira-
toire avec la synthése d'adénosinetriphosphate (ATP) : ce sont
les réactions de lxydation phosphorylante. Dans le cortex sur-
rénal, les mitochondries, en plus de leur fonction commune,
accomplissent une partie spécifique de la biosynthése des cor-
ticostéroldes (1)-(2)-(16)-(18).

Les caractéristiques générales de l'élaboration des cor-
ticostéroides par le cortex surrénal sont connues. Les é&tudes
détaillées des réactions individuelles et des étapes de con-
trdle sont en cours. Le cholestérol est le précurseur commun
des divers stéroides secrétés par le cortex surrénal. Il est
transformé par une série complexe de réactions qui commencent
par le clivage d'une partie de sa chaine latérale ; ultérieu-
rement une deshydrogénation, une isomérisation, suivies de plu-
sieurs hydroxylations conduisent aux stéroides majeurs du cor-
tex surrénal : lfaldostérone, la corticostérone et le cortisol.
La Fig. 1 schématise la biosynthése de la corticostérone. La
corticotrophine (ACTH) est 1l'hormone qui stimule la biosynthése
des stéroides provoquant une secrétion accrue de corticostérone
et de cortisol. Bien que la production d'aldostérone soit aug-
mentée par 1'ACTH, d'autres facteurs sont plus importants dans
le contrdle de la production de ce stéroide.

Un des aspects les plus remarquables de la biosynthése
est la localisation subcellulaire des diverses réactions condui-
sant du cholestérol aux corticostéroides. Elle a été déterminée
3 partir de fractionnements subcellulaires par centrifugation
différentielle. Dans le cytoplasme sont localisées la deshydro-
génase et 1l'isomérase, dans les microsomes, les systémes de 170-
hydroxylation et 21-hydroxylation, enfin les mitochondries assu-
rent le clivage de la chaine latérale du cholestérol (20a- et
22-hydroxylations), et possédent les systémes de 11B8- et 18-hydro-

xylations.



Ces multiples localisations enzymatiques imposent un véritable
cheminement intracellulaire des corticostéroides au cours de

leurs transformations (Fig. 2).

Toutes les péactions d'hydroxylation des stéroides uti-
lisent de 1'oxygéne moléculaire et du NADPH. La figure 3 montre
par exemple la 11R-hydroxylation de la désoxycorticostérone.

En 1958, un pigment capable de se combiner avec 1l'oxyde
de carbone avait été mis en évidence dans les microsomes de foie
de rat (3). Ce n'est qu'en 1964 gue Omura et Sato (4)~-(5) mon-
trérent que le pigment inconnu &était une hémoprotéine, et en
raison de l'absorption 3 450 nm du complexe avec 1'oxyde de

carbone, ils 1l'appelérent : cytochrome P-450.

En 1964 &galement, Harding et al. (6)-(8) ont observé que
les mitochondries de cortex surrénal avaient un contenu élevé en
cytochrome P-450. La réaction de 11g-hydroxylation est catalysée
par le cytochrome P-450 mitochondrial car elle est inhibée par
1'oxyde de carbone et 1'intensité de 1'inhibition est proportion-
nelle 3 la concentration du cytochrome P-450 complexé avec 1l'oxy-
de de carbone (7). Le systéme de 11B-hydroxylation est multien-
zymatique, il comprend trois protéines : une NADFH flavoprotéine
réductase, une protéine 3 fer non-héminique : 1'adrénodoxine, et
le cytochrome P-450 (1)-(8)-(10). Dans les nitochondries isolées
de cortex surrénal, le NADPH est un mauvais donneur d'équivalents
réducteurs, par contre les intermédiaires du cycle de Krebs
malate, isocitrate, succinate, sont trds afficaces. Ce fait avait
suggéré trés tdt 1l'existence d'intéractions entre 1l'oxydation

phosphorylante et 1'hydroxylation des stéroides (11)-(12).

Les caractéristiques originales des mitochondries de
coptex surrénal en ont fait un matdriel d'étude pour de nom-
breuses équipes qui examinent leurs propriétés associées a
leur rdle important dans 1'hydroxylation des stéroides. Dans
chaque chapitre de cec travail, les résultats seront présentés

et discutés 3 la lumiére de ces autres travaux.
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Ce travail entre dans le cadre de recherches concernant
la spécialisation "stéroidique" des mitochondries de cortex sur-
rénal, et portant sur leur équipement en systémes membranaires
de transport requis pour 1l'hydroxylation.

Il convenait, en particulier, de déterminer si la prise en
charge de la désoxycorticostérone par les mitochondries, procé-
dait par un systéme d'échange-diffusion, ou bien par une fixa-
tion nette, mais spécifique, de la désoxycorticostérone sur les
membranes mitochondriales. Dans ce but, on a tout d'abord cher-
ché la localisation submitochondriale précise du cytochrome
P-450 et du systéme de 11B-hydroxylation, avant d'analyser les
interactionsde la désoxycorticostérone et des inhibiteurs de la
118-hydroxylation avec les mitochondries de cortex surrénal de
boeuf.

Dans une premiére partie (chapitre II}, seront briédvement
exposées les propriétés générales des mitochondries de cortex
surrénal de boeuf illustrant leur dualité fonctionnelle : respi-
ration, phosphorylationshydroxylation, équipement en cytochromes

Dans une seconde partie (chapitre III) sera présentée une
étude paralléle des caractéristiques morphologiques et enzyma-
tiques des membranes mitochondriales isolées externes et inter-
nes. Ces résultats ont permis de déterminer la localisation sub-
mitochondriale exacte dans la membrane interne du systéme de
11B~-hydroxylation des stéroides et du cytochrome P-450 mitochon-
drial.

Dans une troisiéme partie (chapitre IV) sera €tudiée la
spécificité de la fixation sur les mitochondries de cortex sur-
rénal de boeuf des corticostéroides et plus spécialement de 1la
désoxycorticostérone ainsi que celle d'inhibiteurs compétitifs
classiques de la 11f-hydroxylation des stéroldes : la métyrapone
et son alcool correspondant : le métyrapol.



ABREVIATIONS

3',56' - AMP adénosine 3',5' monophosphate cyclique.

AMP, ADP, ATP adénosine 5'- mono -, di -, triphosphate.

DOC désoxycorticostérone.
NAD, NADH nicotinamide adénine dinucléotide, oxydé et réduit.
NADP, NADPH nicotinamide adénine dinucléotide

phosphate, oxydé et réduit.

HEPES acide N-2-hydroxyéthylpipérazine
N'-2-éthane sulfonique.

Tris Tris (hydroxyméthyl) - aminométhane.
nm nanométre (10_9m).
nmole nanomole (1077 mole).

12

pmole picomole (10 ~° mole).



Produits non margués.

Air Liquide : oxyde de carbone (99.995 %)
Boehringer : enzymes, COENzymes, cytochrome c¢
Fluka . gtéroides, cyclohexylisocyanide
Sigma . L - malate, succinate, sérum albu-

mine bovine (fraction V)
Calbjochem : digitonine, HEPES.

Produit non commercial.

Ciba : métyrapone (metopirone R)

Produits radio-actifs.

b

CEA, France C - progestérone
3y - désoxycorticostérone
3H - borohydrure de sodium
32p _ arp.
New England e - désoxycorticostérone
Nuclear . e - tryptamine.

(Allemagne)



1. MATERIEL BIOLOGIQUE.

1.1. Préparation des mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf sont obte-
nues par centrifugation différentielle d'un homogénat en milieu
saccharose isotonique (19).

Les corticosurrénales sont prélevées rapidement aprés la
mort de 1'animal¥® En pratique, il n'est pas possible d'obtenir
les glandes moins de vingt minutes aprés l'abattage. Les glandes,
1ibéprées des tissus graisseux adjacents sont déposés dans un ré-
cipient rempli de glace et apportées au laboratoire en général
dans un délai d'une heure aprds la mort de 1l'animal.

Toutes les opérations ultérieures sont conduites en cham-
bre froide (0°-u4°). Le protocole de préparation décrit, corres-
pond 3 un ensemble de quatre glandes.

Quatre glandes sont partagées longitudinalement avec un
scalpel. La médullo-surrénale, partie centrale marron clair,
est découpée soigneusement en totalité et rejetée. Des portions
de la zone réticulée du cortex immédiatement adjacente 3 la mé-
dullaire sont sans doute rejetées au cours de cette opération,
mais il est important de bien Gter toute la médullaire qui con-
tient de nombreux enzymes hydrolytiques (protéinases, phospholipa-
ses ...). Les glandes démédullées sont rincées dans un bécher
contenant 100 ml du milieu suivant refroidi a 0° : saccharose
0,25M - sérum albumine 0,5 %(bovine/!fraction 5, Sigma, USA) -
Tris-HC1 0,004M - pH final : 7,k. Milieu : ST-BSA.

De petits lambeaux de cortex sont raclés et placés dans
100 ml de ST-BSA a 0°.
x Je premercie le personnel des abattoirs de la ville de Grenoble,

et particulidrement Monsieur Fournier, pour les facilités qg'ils
m'ont toujours accordé lors de la collecte des glandes surrcra’~-



La plus grande partie du tissu appartient & la zone fasciculée
et la zone réticulée, la zone glomérulée, peu épaisse, adhére
fortement 3 la capsule. Les fragments de cortex provenant des
quatre glandes, au moins 20 g de poids humide, sont rincés une
fois par 100 ml de ST-BSA ct remis en suspension dans 100 ml de
ST-BSA. La suspension est transférée dans un homogénéiseur en
verre de Potter-Elvehjem ayant un jeu d'environ 0,2 mm avec son
piston en téflon. (Arthur Thomas, Phila., Pa., USA). Le piston
est entrainé par un moteur 3 1500-2000 tours par minute. Trois
passages aller-retour permettent d'obtenir 1'homogénat final.
Celui-ci dilué avec 200 ml de ST-BSA est rapidement centrifugé
dans une centrifugeuse Sorvall S1 3 1000 g pendant 10 minutes.
Le culot est rejeté : il contient les noyaux, les cellules non
éclatées et les hématies. Le surnageant est centrifugé 3 8000 g
pendant 15 minutes pour sédimenter la fraction mitochondriale.
Le surnageant résultant est rejeté ou, éventuellement, conser-
vé pour préparer les microsomes. Les parois des tubes & centri-
fuger sont essuyées avec du papier filtre pour é&liminer les
globules graisseux adhérents. Les culots sont remis en suspen-
sion dans 300 ml de ST-BSA et soumis 3 une centrifugation de

15 minutes 3 9000 g. Les culots sont remis en suspension dans
150 ml de ST-BSA et centrifugés 3 10000 g pendant 15 minutes.
Les culots sont remis en suspension dans 70 ml de ST-BSA et

-~

centrifugés 3 10000 g pendant 15 minutes.

Les culots mitochondriaux sont finalement homogéneisés
dans un petit volume de saccharose 0,25M, Tris-HC1 0,002M, pH 7,4
La concentration en proteine est 50 3 70 mg/ml. Quatre glandes
fournissent environ 160 mg de protéine mitochondriale soit un

rendement d'environ 0,8 % du poids humide du tissu.

1.2. Préparation des microsomes de cortex surrénal de boeuf.

Le premier surnageant post-mitochondrial est centrifugé

20 minutes 3 15000 g pour éliminer les mitochondries légéres et
les fragments mitochondriaux.



Le surnageant est centrifugé 45 minutes 3 105 000 g (centrifu-
geuse Spinco, rotor 30, 30 000 rpm). Le surnageant est rejeté

et le culot microsomal, rosé et translucide, est homogénéisé
vigoureusement dans un petit volume de saccharose 0,25M, Tris-
HC1l 0,002M, pH 7,4. La concentration en protéine est 40 3 60 mg/ml.
Le cortex de quatre glandes fournit environ 200 mg de protéine

microsomale.

2. PREPARATIONS ET DOSAGES DIVERS.

2.1. Préparation des échantillons pour la microscopie élec-

tronique.

Deux méthodes ont été utilisées pour les examens

-~ inclusion dans la résine des échantillons fixés et

déshydratés.

- coloration négative par le phosphotungstate de potas=-

sium.

a) Inclusions.

La préparation des échantillons a été réalisée d'aprés
les techniques décrites dans les ouvrages de Kay (20) et de
Sistrand (21).

Fixation :

Une double fixation glutaraldéhyde-oxyde d'osmium est
utilisée. Actuellement, cette technique est décrite comme une
des meilleures méthodes dec routine pour la préparation des in-

clusions.

Dans un tube 3 centrifuger, un faible volume de matériel
(0,1 ml contenant au moins 1 mg de protéine) est dilué par en-
viron 5 ml de glutaraldéhyde 1,5 % dans du tampon phosphate de
sodium 0,1 M pH 7,k.



Aprés 30 minutes au moins 3 0°, la suspension est centrifugée.

Le temps de centrifugation et la force centrifuge sont choisis
pour ne pas trop tasser le culot (par exemple, pour les mitochon-
dries et les membranes internes mitochoOndriales 5000 g et 10 mi-
nutes). Le culot est rincé deux fois par du tampon phosphate de
sodium 0,1 M pH 7,4 et découpé en petits fragments (1/2 mm de
cdté environ). Ces derniers peuvent alors &tre conservés d 0°
pour terminer le traitement ultérieurement.

Les échantillons sont ensuite fixés une heure 3 0° par
1 ml de mélange

Oxyde d'osmium 4 % dans l'eau distillée ..... 1 volume

Tampon phosphate de sodium ......ccovevveenee 1 volume
0,2 M pH 7,3

Deshydratation.

-

La deshydratation est effectuée 3 la température ambiante
par une série de bains successifs, dans des tubes bouchés. Pour
des éléments subcellulaires, un plan typique est

Ethanol - eau 30 % .......... 2 minutes (répété une fois)
Ethanol - eau 50 % .......... 2 minutes

Ethanol - eau 70 % .......... 5 minutes

Ethanol - eau 90 % .......... 5 minutes

Ethanol absolu teeeesses. 10 minutes (répété une fois)
Oxyde de propyléne .......... 10 minutes (répété deux fois)

Des temps de deshydratation plus longs sont nécessaires
pour des spécimens moins perméables, par exemple des fragments
de tissus.
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Imprégnation par la résine et polymérisation.

L'inclusion est faite dans 1'Epon. Cette résine a pour

composition :
Epikote 812 ..... 81 ml (résine)
Epon ppsAa* ........... 50 ml (durcisseur)
mNaX % ... v.. 44,5 ml (durcisseur).

% DDSA : anhydride dodécényl succinique

% x MNA : anhydride méthyl nadique.

Ce mélange devient progressivement visqueux, il se con-
serve un 3 deux mois en chambre froide (4°). Il doit &tre ré-
chauffé dans un dessicateur pour éviter l'entrée d'eau atmos-
phérique. L'imprégnation débute par deux bains de 20 minutes
dans 1 ml de mélange

Epon .vevveveeases 1 volume

Oxyde de propyléne 1 volume
puis par deux bains de une heure dans un mélange homogéne

Epon ¢vvevveees 20 ml

pMp 30%* ....... 0,3 ml (accélérateur de poly-
mérisation).

%« DMP 30 : 2, 4, 6 - diméthyl amino éthyl phénol.
Les échantillons sont placés ensuite au fond de capsules
en gélatine. Celles-ci sont alors remplies de résine

(Epon + DMP 30).

La polymérisation est réalisde 3 60°C pendant 48 heures au moins.
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L'examen des coupes minces est fait sur un microscope

électronique Siemens Elmiskop I A ou Philips EM 300.

b) Coloration négative.

La coloration négative des membranes par le phosphotungs-
tate de potassium K-PTA)a été réalisée par la méthode de Parsons
(22).

Une solution d'acide phosphotungstique 3 % est ajustée 3a
pH 6,8 de la potasse 10 %, fraichement préparée. Quelques gout-
tes de phosphotungstate de potassium additiomé de sérum albu-
mine bovine 0,01 % sont déposées sur un morceau de Parafilm. Une
aiguille d'acier de 1 mm de diamétre est plongée dans la sus-
pension 3 examiner (1 3 5 mg de proteine par ml) puis intro-
duite lentement dans la goutte de K-PTA. Un film trés fin se
forme 3 la surface de la goutte. Une grille de cuivre pour mi-
croscopie électronique, couverte de collodion et de carbone est
déposée sur la goutte (cb6té plastique vers le bas) et retirée
aprés quelques secondes. L'excé&s de K-PTA est absorbé par une
pointe de papier filtre. La grille séchée a l'air est préte

pour l'examen.

2.2. Dosage des protéines.

La concentration en protéines cst déterminée par la
méthode du biuret de Gornall et al. (23) en présence de cholate
de sodium.

Dans un tube 3 essai sont ajoutés successivement et avec

une agitation vigoureuse aprés chaque addition :

fraction 3 tester ..... 0,025 3 0,1 ml (contenant de 1 3 2 mg
de proteine).

cholate de sodium ..... 0,2 ml
4 % (p/v)
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NaOH 10 % (p/v) ....... pour 2,7 ml suivant la fraction 3 tester

CuSO, 1 % (p/v) ....... 0,3 ml

Y

La coloration est développée pendant 15 minutes. La den-
sité optique est mesurée 3 540 nm par rapport 3 un témoin sans
protéine.

Dans ces conditions, 1 mg de protéine contenu dans la
-~

fraction & tester correspond 3 une densité optique 3 540 nm de
0,085.

2.3. Dosage des cytochromes P-540 et P-420.

Les cytochromes P-450 et P-420 sont dosés spectrophoto-
métriquement sous forme du complex avec 1l'oxyde de carbone,
d'aprés la technique de Omura et Sato (4)-(24).

L'échantillon mitochondrial (environ 3 mg de protéines)
est dilué par 6 ml de tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,2.
Un demi volume est placé dans une cuvette de spectrophotométre
réduit par quelques grains (2 - 5 mg) de dithionite de sodium
(Nazszou). L'autre portion est d'abord saturée en oxyde de car-
bone par un barbotfage de une minute environ puis quelques grains
de dithionite sont ajoutés. Le spectre est enregistré entre

500 nm et 400 nm sur un spectrophotométre CARY 15.

Les concentrations en cytochrome P-450 et P-420 sont cal-
culées grdce aux coefficients d'absorption donnés dans le ta-
bleau suivant

Cyt : e(Cyt réd. + Co) ~ (Cyt ox.)
-1 -1

P-450 : + 91 cm * mM € 450 -490 nm

P-450 : - 41 com mM el420-490 nm

P=420 : +111 em T M1 e 42 0-490 nm
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Dans un échantillon ol les cytochromes P-450 et P-420
sont présents simultanément, le premier coefficient
(+ 91 cm™ 1
P-450; le coefficient négatif (-41 em

mM-l) sert 3 calculer la concentration du cytochrome
1 mM-l) permet de déduire
la contribution du cytochrome P-450 3 l'absorption & 420 nm. Le

1

dernier coefficient (+ 111 em mM-l) donne alors la concentra-

tion du cytochrome P-420.

P . / Y
2.4, Préparation de la metyrapone et du métyrapol tritiés.

a) Obtention de métyrapone tritiée.

La meétyrapone a été tritiée par échange catalytique en
solution aqueuse (CEA, Saclay). 450 mg ont &té utilisés ct le
produit qui nous a été retourné contenait 31 mCi de tritium
non-labile. La métyrapone a &té purifiée par deux chromatogra-
phies préparatives sur couche mince de gel de silice HF 254
(Merck) dans le systéme chloroforme-méthanol (100 : 8). La tache
de métyrapone visible sous lumidre ultra-violette est grattée
et éluée par l'acétone. La concentration est mesurée par spec-
trophotométrie : le coefficient d'absorption molaire 3 265 nm
dans 1'éthanol est 5 900. L'activité spécifique incorporée est
de 7 dpm/pmole. La localisation des atomes radioactifs et les
possibilités de ré-échange du tritium lors de l1'utilisation ne

sont pas connues.

b) Préparation du métyrapol tritié.

Le métyrapol 31 - 1) a &té préparé par réduction de la
cétone en position 1 de 1la méfyrapone par le borohydrure de so-
dium tritié. 1,2 mg de métyrapone en solution dans 0,6 ml de
méthanol sont ajoutés & 5 mCi de borohydrure de sodium tritié
(7,5 Ci/mmole). Aprés une heure 3 température ambiante, 0,2 ml
d'acétone sont ajoutés. Le metyrapol est alors purifié par deux
chromatographies sur couche mince de gel de silice HF 254 (Merck)
dans le systdme chloroforme - méthanol (100 : 16).
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La tache de métyrapol visible sous lumiére ultra-violette est
grattée et &luée par l'acétone. La molarité des solutions de
métyrapol est mesurée par 1'absorption & 261 nm dans 1'é&thanol
(coefficient d'absorption molaire : 6 100). L'activité spécifi-

que obtenue est de 2 200 dpm/pmole.

2.5. Mesures de radioactivité par seintillation liquide.

Deux types de mélanges sont utilisés pour les mesures :

- le scintillateur au dioxanne est miscible 3 1'eau, sa composi-

tion est la suivante

Naphtaldne «oeecesessesss. 200 g
PPOX Lttt 12 g

. 2 b &3
Diméthyl-POPOP cesesen o 0,6 g
Ethanol .ll.....’...l'...' 100 ml
DIiOXANNE «oseeseesssssesss Pour 2 litres.

~

- le scintillateur au toluéne est non miscible a4 l'eau. Ce
scintillateur n'a &té utilisé que pour le cas particulier du

dosage de la monoamine oxydase. Sa composition est la suivante

PPOX ittt B g
sz xx
Diméthyl-POPOP ceeessses 0,2 ¢
TOLUBNE ++ceseeveseasssess pour 2 litres.

% PPO : 2,5 diphényloxazole

%% Diméthyl-POPOP : p-phényléne-2,2' bis (méthyl 4 phényl
5-oxazole).

Les volumes de scintillateurs utilisés sont
~ 20 ml : compteurs "Nuclear-Chicago"

- 10 ml : compteurs "Intertechnique SL 30".



-15~

3. TESTS ENZYMATIQUES.

3.1. Dosage de la cytochrome c oxydase.

2 oyt ¢ (réduit) + 1/2 0, + 2 H' = 2 cyt c (oxydé) + H,0
L'oxydation du cytochrome ¢ réduit est suivie 3 550 nm
au spectrophotométre. Le coefficient d'absorption (réduit par

rapport 3 oxydé) 3 550 nm est 18,5 cm + mM 1. (64).

L'activité enzymatique est latente, l'activation est
faite par dilution des suspensions membranaires dans un milieu
EDTA 1 mM, bicarbonate de sodium 1 mM et Triton X-100 0,01 %.
La dilution est faite 30 minutes avant le test 3 0°. La quantité
de protéine est choisie pour donner une variation de densité
optique comprise entre 0,050 et 0,150 pendant la premiére minute.
Ces quantités de protéine sont trés faibles : de 0,002 3 0,010 mg
de mitochondries ou de membrane interne de 0,050 3 0,100 mg de
membrane externe.

6 M de cytochrome ¢ dans le tampon

Une solution 40 x 10
phosphate de sodium 0,075 M pH 7,2 (25) est réduite par une
pointe de spatule de dithionite de sodium (Nazszou). En général,
la quantité ajoutée est excédentaire d'abord pour réduire le cy-
tochrome c (DO550 : D0565>6) et d'autre part pour détruire 1l'o-
xygeéne du milieu. Systématiquement, la solution de cytochrome c
réduit est réoxygénée et tout excés de dithionite dé&truit par
un court barbottage d'air (1 3 2 minutes). La réoxydation spon-

tanée du cytochrome ¢ réduit est trés lente.

La cuve test contient 2 ml de solution de cytochrome c,
la réaction est initiée par l'enzyme. La cuve témoin contient
2 ml de solution de cytochrome ¢ complétement oxydé par quelques
grains de ferricyanure de potassium (KsPe(CN)G). La température
de la réaction est 25°.
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La cinétique est du premier ordre, la vitesse initiale

est déterminée de deux maniéres

- soit 3 partir de la constante de vitesse K et de la
concentration initiale en cytochrome c.
lOg DOtl - lOg Do-t2

K =2,3 x

t, - ¢t

1 2

La vitesse initiale est alors

d(eyt ¢) -
( e ] ‘-0 = K (cyt c)t = 0

- soit directement 3 partir de l'enregistrement de la
densité optique 3 550 nm, sur une é&chelle amplifiée. La courbe
initiale peut &tre confondue avec la tangente 3 1l'origine avec

une bonne précision (26).

L'activité enzymatique est stable au moins deux jours
sous réserve de ne pas congeler les fractions dans du tampon
phosphate (72). Le pic du cytochrome ¢ réduit étant trés aigu
i1 faut vérifier que le spectrophotométre est bien réglé au

maximum d'absorption.

3.2. Dosage de la monoamine oxydase.

R-CHQ-NH2 + 02 + H20 = R-CHO + NH3 + H202.
Le test radioactif est réalisé avec la tryptamine comme
substrat (27)-(28). Dans un tube 3 centrifuger conique de 12 ml
sont ajoutées 50 nmoles de ey tryptamine bi-succinate (2 3
10 mCi/mM) sous forme d'une addition de 0,25 ml de mélange tam-
pon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,4 - tryptamine 2(1uC) bi
succinate 0,1 mM. Aprds quelques minutes d'équilibration a 25°
dans un bain thermostaté, la réaction est initiée par 0,05 ml

~ -~

de la fraction 3 tester (0,2 3 0,5 mg de mitochondries).
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L'incubation est effectuée 3 25° pendant 5 3 10 minutes. Un
tube témoin sans enzyme est inclus dans 1'incubation.

La réaction est stoppée par 0,2 ml HCl 2N. Les produits
formés par désamination sont extraits par 4 ml de scintillateur
au toluéne en agitant trés vigoureusement une vingtaine de se-
condes. La 1uC-tryptamine resté dans la phase aqueuse acidifiée,
la 1l+C-indoleacétaldéhyde et, éventuellement, l'acide 1“C-indo—
leacétique passent dans la phase organique. Pour accélérer la
décantation, le mélange est centrifugé 2 minutes dans une cen-
trifugeuse de paillase. La phase aqueuse est congelée dans un
mélange acétone-carboglace et la phase organique est transfe.

rée en totalité dans un flacon 3 scintillation. Le flacon est
complété avant comptage par 16 ml de scintillateur au toludne.

3.3. Dosage de la NADPH cytochrome c réductase.

NADPH + cyt ¢ (oxydé) + H' = NADP + cyt ¢ (réduit).

La réduction du cytochrome c oxydé est suivie au spectro-
photométre & 550 nm selon la méthode de Sottocasa et al. (29)
Le coefficient d'absorption du cytochrome c réduit par rapport

au cytochrome ¢ oxydé 3 550 nm est 18,5 cm ! mM L.
Le milieu de dosage est
NADPH 0’01M.'..l......."...l.. 0,02 ml
Cytochrome c oxydé 0,01 M ....... 0,02 ml
Cyanure de potassium 0,1 M ...... 0,01 ml
Tampon phosphate de sodium
SOInMpH 7,5 ® ® 8 & & 5 P P 0O Y e e s e e s e 1,95 ml.

Dans la cuve test, la réaction est initide par 1l'enzyme.
La cuve témoin contient tous les réactifs excepté 1l'enzyme, la
température de la réaction est 25°.
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La quantité de protéine est choisie de fagon 3 ce que 1l'augmen-
tation de densité optique & 550 nm soit inférieure & 0,1/minute.
Les solutions de NADPH sont préparées dans du tampon Tris-HC1
0.1 M pH 8.2 ; elles sont conservées 3 4°C. Le cyanure de potas-
sium est dissout dans l'eau distillée juste avant usage.

3.4. Dosage de la malate deshydrogénase.

L-malate + NADY = oxaloacétate + NADH + H'.

L'activité malate deshydrogénase est estimée spectropho-
tométriquement dans le sens oxaloacétate~-malate en mesurant la
vitesse initiale d'oxydation du NADH.

Dans les fractions mitochondriales l'activité enzymatique
est latente. L'activation est réalisée par une dilution 1 : 10
au moins, & 0°, 30 minutes avant la mesure dans un milieu
Trigs-HCL 1 mM pH 7,5 Triton X-100 0,01 %.

La quantité de proteine est ajustée pour donner une va-
riation de densité optique de 0,05 3 0,1 par minute : 0,002 -
0,010 mg de mitochondries.

Le coefficient d'absorption du NADH & 340 nm est
6,22 cm-1 mM”1
surée 3 340 nm par la méthode de Ochoa (30).

. L'oxydation du NADH par 1'oxaloacétate est me-

Le milieu de dosage est

NADH 0,01 M ...ieeveveeeeneses 0,030 ml

Tampon phosphate de sodium
0,1 MDPH 7,4 vvvvevneeeveneean. 1,950 ml

Enzyme activé ......e0c00000.... 0,005 &8 0,020 ml.
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La densité optique & 340 nm est suivie pendant quelques
minutes ; si l'oxydation du NADH est appréciable, un inhibiteur
respiratoire est ajouté

Roténone dans 1'éthanol .......... 0,005 ml
1073 M

Dans la cuve test, la réaction est initiée par :

Oxaloacétate 0,05 M tvvveveveeesese 0,020 ml.

La cuve témoin contient tous les réactifs sauf le NADH,
La solution de NADH est préparée dans un tampon Tris-HC1l 0,1 M
PH 8,2 ; elle est conservée 3 4° et jamais plus de deux semaines.
La solution d'oxaloacétate est préparée fraichement dans un tam-

pon phosphate de sodium 0,1 M pH 7,4 3 0° et n'est pas conser-
vée.

3.5. Dosage de 1'Adényl cyclase.

ATP » 3', 5' AMP + Pyrophosphate.

L'activité est mesurée par la formation de (3%ﬂ 3', 5!
AMP 3 partir de (32

lisant le couple phosphoenolpyruvate-pyruvate kinase, permet

P) ATP. Un systéme régénérateur d'ATP uti-

de maintenir la concentration en ATP constante lors de 1l'incu-
bation. Une méthyl-xanthine, ici la caffeine, inhibe l'activité
phosphodiestérasique qui transformerait le 3', 5' AMP en 5' AMP.
Le fluorure est utilisé comme activateur non-spécifique de 1l'a-
dényl cyclase (31).

On prépare un milieu commun, contenant :

eau bidistillée ....veveveererennecnsrss 0,50 ml

Tr.is-HCl O’MMPH 8’2 a8 & & & @ & ¢ & 0 & 0 6 % SV " s 0’10 ml
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MgClz O,GMocoobo-ooooouooo.tn-o-o'utolooo 0,02 ml

a-32p-ATP 0,1 M (2u moins 1 mCi/ml) +...... 0,04 ml

Phosphoenolpyruvate de potassium .ececeee.. 0,08 ml
0,5 M pH 8,2.

Pyruvate kinase (enzyme purifiée

Boehringer) .....cce0eee.. 0,04 ml

Aprés 5 minutes d'incubation 3 25°, on ajoute
Caffeine 0,1 M pH 8,2 ...viiieenneneennasse 0,20 ml

NaFir{ l...‘...'.'..l......l....."‘...‘... 0’02 ml.

Le pH final est contrd8lé et au besoin, ajusté 3 pH 8,2
avec KOH 0,1 N. Le milieu, préparé juste avant le test, est
conservé 3 25°.

-~

Dans un tube 3 centrifuger conique, la fraction a tes-

-~

ter (0,1 ml contenant de 1 3 3 mg de protéine) est &quilibrée

~

pendant quelques minutes 3 25°, la réaction est initiée par

0,1 ml du milieu précédent. Aprés 10 et 20 minutes d'incubation,

la réactbn est stoppée par 0,05 ml d'acide trichloracétique 30
Les tubes sont transférés dans un bac 3 glace pendant au moins
une demi-heure pour permettre une bonne précipitation des pro-
téines. Aprds centrifugation, un aliquot de l'extrait trichlo-
racétique (0,05 ml) est déposé avec un entraineur de 3',5'-AMP
(0,01 ml, 2 mg/ml) et 0,01 ml d'EDTA 0,4 M, sur une feuille de
papier Whatman n°® 1 imprégnée de sulfate d'ammonium (32). La
technique d'imprégnation est la suivante

Les feuilles sont immergées pendant une dizaine de minu-

%.

tes dans une solution de sulfate d'ammonium 60 g/litre-EDTA 2mM.

Les feuilles, séchées 3 la température ambiante dans une hotte
ventilée, sont prétes 3 &tre utilisées. La séparation entre le
3', 5'-AMP et le 5'-AMP, 1'ATP, 1'ADP le pyrophosphate et le

phosphate est réalisée par 16 heures de migration en chromato-

graphie descendante 3 la température ambiante avec la phase d&-
crite par Krebs et Hems (33) modifiée comme suit
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acide isobutyrique, ammoniaque, 1 N, EDTA 0,4 N dans les pro-
portions volumétriques 400 : 120 : 1. (34).

Les spots sont repérés sous éclairage ultra-violet. Dansg
les conditions décrites ci-dessus, le 3', 5'-AMP (Rf = 0.46)
migre nettement en avant de 1'AMP (Rf = 0.30), de 1'ADP
(Rf 0.13) de 1'ATP, du pyrophosphate et du phosphate
(Rf 0.04). Le spot nonradioactif, visible en avant de 1'AMP
cyclique (Rf = 0.7) est la caffeine.

Le spot de 3', 5'-AMP est découpé et la radioactivité
mesurée dans un compteur 3 bas mouvement propre (modéle RA 15,
Intertechnique).

Des témoins sont conduits dans lesquels 1l'acide trichlor-

acétique est ajouté avant le milieu réactionnel.

L'activité enzymatique est exprimée en picomoles de

3',5'-AMP formé/ minute / mg de protéine.

3.6. Dosage du systéme de 118-hydroxylation des stéroides.

Désoxycorticostérone + NAPDH + 0, = Corticostérone

+ NADP + HZO'

L'activité est mesurée par la formation de % c-corticos-
térone & partir de 1l+C-désoxycorticostérone en présence de sys-
témes générateurs de NADPH.

Un milieu commun est préparé contenant

NADP 0’1M..’-‘n.!.C.".l..'.l.........t.....OOOOOO,Z ml

Glucose-6-phosphate 0,2 M ...ttt enereesresaneasaly, 00 ml
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Glucose-6-phosphate deshydrogénase «.....oveeess. 0,025 ml
(enzyme purifiée Boehringer ; G6PDH 15303

5 mg/ml)
L-malate1M...C....0.....‘...‘.l.............‘. 0’1 ml
1l+C—désoxycorticostérone 0,04 M cievievanenasaess 0,1 ml

(en solution dans le propyléne glycol
ou la diméthyl formamide).

Tampon Tris-HC1l 0,05 M pH 7,4 .c.veecccecnncenens 7,58 ml
Le milieu est préincubd 5 minutes & 25°.

Dans un tube, la fraction 3 tester (0,1 ml contenant 0,5
3 3 mg de protéine) est équilibrée quelques minutes 3 25°. La
réaction est initiée par 0,9 ml du milieu précédent. L'incuba-
tion est faite & 25°, dans un bain thermostaté pendant 10 a 20
minutes en agitant souvent. La réaction est stoppée par 5 ml de
chlorure de méthyléne (CH,Cl, = dichlorométhane). Dans un tube

témoin, le milieu est ajouté aprés le chlorure de méthyléne.

Les stéroides sont extraits par une agitation vigoureuse

La phase aqueuse est éliminée et l'extrait évaporé sous un cou-
rant d'azote. Le résidu est repris par un petit volume de chlo-
rure de méthyléne et la totalité est déposée sur une plaque de
gel de silice ayant un indicateur fluorescent (HF 254 Merck).

Le solvant utilisé pour le développement est un mélange chloro-
forme-méthanol 85 : 5 (v/v). La migration dure environ 45 minu-
tes 3 la température ambiante. Les stéroides sont repérés sous
une lampe ultra violette : ce sont des taches sombres sur un
fond fluorescent. (le chlorure de méthyléne commercial (Prolabo)
contient une impuretd migrant légérement en avant des stéroides ;
une distillation sur une colonne de Vigreux de 30 cm est insuf-
fisante pour se débarasser de cette impureté). L'aire corres-
pondant 3 chaque stéroide est transférée dans un tube et le sté-
roide extrait par 2 ml de chlorure de méthyléne. L'extrait est
placé dans un flacon a scintillation, le chlorure de méthyléne
est évaporé sous un courant d'air. Le flacon est rempli de 20 ml

de scintillateur au dioxanne et compté.
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Le pourcentage de corticostérone formée permet de déduire
la quantité absolue produite pendant 1l'incubation connaissant
la quantité totale de désoxycorticostérone utilisée comme subs-
trat.

3.7. Dosage du systéme de 21-hydroxylation des stéroides.

17a~hydroxyprogestérone +NADPH + 0, =

170, 21-dihydroxyprogestérone ¥ NADP + H20:

L'activité est estimée par l'apparition de 17a, 21-dihy-
droxy-20 céto-stéroides qui sont mesurés colorimétriquement par

la technique de Porter et Silber (35).

Un milieu commun est préparé contenant

NADP 0,1 M ...t eereecencessenssnsees 0,20 ml
Glucose-6-phosphate 0,2 M .....cccveee 1,00 ml
Glucose-6-phosphate deshydrogénase ... 0,05 ml

(enzyme purifiée ; Boehringer 5 mg/ml)

Tris-HC1l 0,05 M ..iivevevvenesanssenas 8,75 ml

Le milieu est pré-incubé 5 minutes 3 37°C. Dans chaque
tube sont placés la fraction 3 tester (0,2 ml contenant de 1 3
4 mg de protéine) et 0,01 ml de 17a-hydroxyprogestérone 0,04 M
(en solution dans le dimethyl formamide). Aprés une bréve équi-
libration d 37°C, la réaction est initiée par 0,9 ml du milieu

précédent.

L'incubation dure 30 minutes 3 37°C, en agitant souvent
les tubes. La réaction est stoppée par 5 ml de chloroforme et
les stéroides sont extraits par 15 3 20 secondes d'agitation

vigoureuse.
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Aprés centrifugation, la phase aqueuse supérieure et le
précipité protéique sont éliminés. La phase organique est lavée
par une breéve agitation avec 0,5 ml NaOH 0,1 N ; aprés centrifu-
gation la phase aqueuse supéricure est éliminée (ce temps de
lavage par la soude est réduit au minimum). A 2,5 ml de l'ex~
trait chloroformique sont ajoutés 3 ml de réactif de Porter et
Silber préparé extemporanément

Chlorhydrate de phénylhydrazine ........... 65 mg

HZO LA O I I I I I I R I T T T N S S 38 ml

stou A A R R I I T T Y T S 62 ml

Ethanol abSOluU «.vevererevseneeceannnnenaae 50 ml

Apreés 3 minutes d'une agitation vigoureuse, les tubes
sont centrifugés 5 minutes et la phase supdrieure transférée
dans d'autres tubes. La coloration jaune est développée 30 mi-

~

nutes 4 37°C. La densité optique est mesurée au spectrophoto-
métre 3 410 nm par rapport 3 des tubes zéros (tubes dans les-
quels le milieu d'incubation est ajouté aprds le chloroforme).
Les fractions subcellulaires apportent peu de chromogénes para-
sites : les tubes zéros lus 3 410 nm, par rapport au réactif de
Porter et Silber, ont, en général une densité optique inféricure
a 0,020. Une gamme d'étalonnage est réalisde dans les mémes con-
ditions que ctdessus avec 20, 40, 60 et 80 microgrammes de

17a, 21-dihydroxyprogestérone (composé S).

%. TECHNIQUE DE MESURE DE LA FIXATION DES STEROIDES SUR LES
MITOCHONDRIES DE CORTEX SURRENAL DE BOEUF.

4.1. Préincubation des mitochondries de cortex surrénal.

Pour assurer l'épuisement des substrats endogénes, (anions
du cycle tricarboxylique en particulier), qui pourraient fournir
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du NADPH et entrainer la transormation de la désoxycorticosté-
rone ajoutée en corticostéronc, les mitochondries sont prétrai-
tées. Dans une premiére méthode, les mitochondries sont diluées
dans un grand volume de tampon phosphate de sodium (1 mM, pH 7,3)
3 25°C pendant 10 minutes. Ce procédé utilisant un tampon tres
hypotonique a l'inconvénient de faire gonfler les mitochondries
et cela entraine une perte incontrdlée d'une partie des proté-
ines de la matrice. Dans une deuxiéme méthode, les mitochondries
subissent deux préincubations successives de 5 minutes 3 25°C
dans un milieu salin isotonique : 0,10 M KC1 ; 0,01 M phosphate
de sodium, 0,01 M HEPES (acide N-2-hydroxyéthylpiperazine -N-2-

éthane sulfonique) ; pH final 7,3.

Le volume du milieu de préincubation est tel que la con-
centration en protéine soit 1-2 mg/ml. A la fin du traitement,
les mitochondries sont centrifugées 3 15 000 g pendant 10 minu-
tes et les culots sont remis en suspension & 0°C dans du saccha-
rose isotonique : 0,25 M saccharose ; 2 mM Tris - HC1l ; pH 7,3.
La concentration en protéines est alors 40 - 60 mg/ml.

4.2. Mesure de la fixation des stéroides sur les mitochondries

de cortex surrénal de boeuf.

Dans des conditions standard, les mesures de fixation sont
faites dans un milieu salin isotonique : 0,10 M KC1 ;3 0,01 M
phosphate de potassium ; 0,01 M HEPES (acide N-2-hydroxéthyl pi-

1”C-désoxycorti-

pérazine -N-2-&thane sulfonique) ; 0,1 - 30 uM
costérone, pH final 7,3. La fixation est initiée par l'addition
des mitochondries prétraitées. Le volume final est, en général,
2 ml. Aprés 3 minutes 3 25°C (ou 10 minutes & 0°C), les tubes

sont centrifugés 3 20 000 g pendant 10 minutes & 4°C. Les sur-
nageants (stéroide libre) sont recueillis dans des flacons de

~

comptage. Les parois des tubes 3 centrifuger sont rapidement
rincées par 10 ml d'eau distillée 3 0°C et &gouttées sur papier
filtre. Les culots (stéroide 1ié) aprés solubilisation par chauf-
fage 3 180°C (bain de sable) dans 1 ml de formamide sont trans-

férés dans un flacon de comptage.
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Aprds addition de scintillateur au dioxanne, la radio-activité
contenue dans les surnageants et les culots est mesurée par
scintillation liquide.

La séparation des mitochondries de leur milieu dfincuba-

tion par filtration sur Millipore (qui sera décrite plus loin
pour les mesures de fixation du 3H - metyrapol) n'est pas uti-
lisable avec les stéroides en raison de leur forte rétenticn
non-spécifique. Par exemple, en l'absence de mitochondries, si
100 moles de 1uC-désoxycorticostérOne sont filtrées sur Milli-
pore HAWP (taille des pores : 0,45 u, diamétre : 25 mm),
20 nmoles (20 %) sont retenues sur le filtre aprés lavage par
8 ml de milieu salin. A ce titre, les résultats préliminaires
de Purvis et al (36) concernant la fixation de désoxycorticos-
térone sur les mitochondries de cortex surrénal doivent &tre

considérés avec prudence.

4.3. Décomposition des courbes de fixation des stéroides sur

les mitochondries de cortex surrénal en deux classcs de

sites indépendants (dont une classe de sites non-spéci-

fiques de faible affinité).

La loi d'action de masse appliquée 3 1'équilibre de fixa-

tion est
N1 F N2
K1 + F K2
( ) ( )
Bg Bys

Dans le terme Byg, F a été négligé devant K,.

- Nl’ K1 sont le nombre de sites et la constante de dis-

sociation des sites de forte affinité.
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- F est la concentration du ligand libre,

- B, BS’ BNS sont respectivement le ligand 1ié total
(B), spécifique (BS) et non spécifique

Une valeur de départ (N2/K2) est choisie, telle que

(NZ/KZ) soit tangente 3 la courbe de fixation pour les concen-
trations en ligand élevées.

A partir des couples de valeurs expérimentales (B,B/F),
sont calculég :

N2
K
2
BS = B - BNS (Eq. 3).

Et, enfin, BS/F.

Une régression linéaire est effectuée sur les couples de
points (BS, BS/F). En faisant varier (N2/K2) le coefficient de
régression croit, passe par un maximum puis décroit 3 nouveau.
La droite choisie est celle qui a le meilleur coefficient de
régression (le plus proche de 1'unité). Cette "meilleure" droite
a pour intersections : N, avec 1l'axe des ordonnées et (Nl/Kl)

avec l'axe des abcecisses.

Des méthodes graphiques utilisant le méme principe ont
été utiliisées par divers auteurs : Scatchard et al. (37), Rosenthal
(38), Danchin et Guéron (39). La méthode numérique décrite ci-
dessus permet une évaluation plus objective de la meilleure solu-
tion.

Un exemple concret est donné ci-aprés (fig. 4).
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affinite
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forte
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DESOXYCORTI COSTERONE (LIEE/LIBRE)

Fig. 4. Fixation de 14C-désoxycorticostérone
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

La fixation de 1L‘C—désoxycor*ticos1:ér*one a été mesurée 3 25°C
sur les mitochondries de cortex surrénal (2,4 mg de protéine). La
concentration en 1l%c-désoxycorticostérone a varié entre 0,26 et

18 uM.
Les résultats sont tracés selon Scatchard (118).

La courbe passant par les points expérimentaux est la courbe
théorique déterminée pour deux classes de sites (faible et forte
affinité), représentées par les deux droites ayant les paramétres
numériques suivants N,/K,=0,215 et N,= 0,8 nmole/mg de protéine et
K,=1,06 uM. Cette courbe“est construlte point par point soit numé-
riquement, sSoit par la méthode graphique de Rosenthal (38) : 1le
point A est tel que OA = OA1 + O0A,.
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Le tableau suivant rassemble : les valeurs de (N2/K2)
essayées, les coefficients de régression linéaire (r) et les

valeurs correspondantes de N1 et Kl'

. N1 Ky
Essai N2/K2 r (nmoles/mg) (uM)
1 0,24 - 0,6176 0,u33 0,38
2 0,225 - 0,9685 0,647 0,79
3 0,22 - 00,9877 0,722 0,92
y 0,215 - 0,9898 0,800 1,06
5 0,210 - 00,9840 0,879 ] 1,20

La meilleure solution, dans 1l'hypothése posée au départ
(Eq. 1) ol la seconde chasse de sites est tré&s non-spécifique,
est obtenue lors du quatriéme essai pour N2/K2 = 0,215 3
N, = 0,8 nanomole/mg de protéine et Ky = 1,06 uM. La figure U
montre les résultats expérimentaux et les deux droites calculées
correspondant aux sites de forte et faible affinité. La courbe
tracée est la courbe théorique obtenue avec les meilleurs para-
mdtres ci-dessus selon 1l'équation 1, l'accord avec les points

expérimentaux est trés convenable.

Soulignons que des solutions aussi bonnes peuvent &tre
obtenues en utilisant une &quation de fixation non-simplifiée

N, F N, F

K1+F K2+F

par exemple, en choisissant N2 = 120 nmoles/mg et K2 = 0,37 mM,

le calcul donne N, = 0,74 nmole/mg et K, = 1,0 uM avec un coeffi-

1 1
cient de régression linéaire r =-0,9902.
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Dans ce cas, un calcul logique de la meilleure solution
est complexe (40)-(41) et, en général, la méthode simplifiée a
une précision trés suffisante.

4.4, Technique de mesure de la fixation du méfyrapol et de la

/
metyrapone.

Dans des conditions standard, les mesures de fixation sont
faites dans un milieu salin isotonique : 0,1 M KC1 ; 0,01 M phos-
phate de potassium ; 0,01 M HEPES (acide N-2-hydroxyéthylpipéra-
zine =-N-2-éthane sulfonique) ; 0,01 - 5uM 3H-métyrapol 3y PH final:
7,2. La fixation est initiée par l'addition des mitochondries.

Le volume final est 2,0 ml. Aprés 10 minutes 3 0°C, 1l'incubation
est stcppée en séparant les mitochondries du milieu d'incubation.
Deux procédés ont été€ utilisés : la centrifugation et la filtra-

tion sur Millipore.

a) Technique par centrifugation

La technique est analogue 3 celle décrite pour les sté-
roides (voir paragraphe précédent). Les mitochondries sont sé-
dimentées par centrifugation 3 20 000 g pendant 10 minutes 3
4°C. Le surnageant (métyrapol libre) est directement recueilli

dans un flacon de comptage ; les parois du tube sont rapidement
- rincées par 10 ml d'eau distillée 3 0°C et &gouttées sur papier
filtre. Le culot aprés digestion par chauffage 3 180°C (bain de

sable) dans 1 ml de formamide (métyrapol 1i€) est transféré dans

un flacon de comptage.

Aprés addition de scintillatcur 3 base de dioxanne, la
radio-activité du culot et du surnageant est mesurée par scintil-
lation liquide.

Des quantités de protéines comprises entre 0,5 et 10 mg
ont été utilisées.
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b) Technique par filtration sur Millipore

Les filtres Millipore HAWP (taille des pores : 0,45 u ;
diamétre du filtre : 25 mm) reticnnent les mitochondries et per-
mettent ainsi leur séparation du milieu d'incubation. Les filtres
se colmatent rapidement quand la quantité de protéine est éle-
vée. Pratiquement, nous n'avons pas utilisé plus de 1 mg de pro-
téines mitochondriales, pour que les temps de filtration res-
tent suffisamment brefs. De plus, les caractéristiques de fil-
tration sont trés perturbées par divers traitements de mitochon-
dries (par exemple : dénaturation thermique). Dans ces cas, seule
la méthode précédente, par centrifugation est employée.

Notons également que la rétention non-spécifique du
3H—métyrapol ou de 1la 3H-métyrapone sur les filtres Millipore
est faible.

Exemple :

En l'absence de mitochondries, lorsque 33 nanomoles de
3H-métyrapol sont filtrées sur Millipore, 1 nanomole seulement
(3 %) est retenue apres lavage du filtre par 10 ml de milieu
salin.

Deux procédés de mesure ont été utilisés avec le compta-
ge soit du filtre (3H-métyrapol 1ié), soit du filtrat (SH—méty-
rapol libre).

Dans le premier procédé, le filtre Millipore, déposé
humide sur une grille métallique est maintenu en place par une
cheminée métallique refroidie 3 0°C. L'ensemble est placé sur
une fiole 3 vide et mis sous l'aspiration d'une trompe 3 eau.
Au temps requis, le contenu du tube d'incubation est rapidement
filtré et le filtre est lavé par 5 3 10 ml de milieu salin & 0°C.
Le temps total entre le transfert des mitochondries et la fin
du lavage est compris entre 15 et 25 secondes (Il est fonction
du volume de lavage et de la quantité de protéines). La méthode
décrite n'est donc pas valable pour des &tudes de cinétique de
fixation.
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Le filtre placé dans une fiole de comptage, est solubili-
sé par 1 ml de monométhyléther de 1'éthyléne glycol (hethyl-cel-
losolve™). Aprés addition de scintillateur au dioxanne, la ra-
dio-activité du filtre (3H—métyrapol 1ié) est mesurée par scin-
tillation liquide.

Dans le second procédé, les filtres Millipores sont dis-
posés dans un adaptateur de type Swinney fixé 3 un corps de se-
ringue hypodermique de 5 ml. Au temps requis le contenu du tube
d'incubation est transféré dans la seringue, le piston est in-
troduit et rapidement poussé. Lincubation est réalisée 3 0° et
le reste des opérations en chambre froide (0-4°C). La radio-ac-
tivité d'une fraction du filtrat (3H—métyrapol libre) est mesu-
rée par scintillation liquide. Cette méthode permet des mesures
de fixation sur des temps courts (5-7 secondes).
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CHAPITRE II

1. FRACTIONNEMENT SUBCELLULAIRE DU CORTEX SURRENAL DE BOEUF.
PURIFICATION DES MITOCHONDRIES.

La table 1 regroupe les valeurs de diverses activités
enzymatiques associées aux fractions subcellulaires brutes ob-
tenues par centrifugation différentielle.

Les activités choisies sont des enzymes marqueurs typi-
ques : cytochome c oxydase et monoamine oxydase pour les mito-
chondries, 21-hydroxylase pour les microsomes et 5'-nucléoti-
dase et adényl cyclase pour les membranes plasmiques. La gluco-
se -6-phosphatase qui est une enzyme marqueur caractéristique
des microsomes de foie de rat (42) a une activité trop faible
dans le cortex surrénal pour &tre utilisable (43) et la contri-
bution des phosphatases non-spécifiques dans l'hydrolyse du
glucose -6-phosphate ne peut pas &tre estimée avec précision.

La NADPH cytochrome ¢ réductase, €galement une enzyme marqgueur
des microsomes dans le foie (44) est présente dans les mitochon-
dries et dans les microsomes de cortex surrénal (voir ci-aprés).

L'effet des lavages sur 1l'augmentation de la pureté des
mitochondries est montré dans le tableau 2. Les activités spé-
cifiques de la cytochrome c oxydase et de la monoamine oxydase
augmentent alors que les activités spécifiques de la 5'nucléo-
tidase de 1'adényl cyclase et de la 21-hydroxylase diminuent.

La distribution de la NADPH cytochrome c réductase est inatten-
due : en fait, l'activité spécifique de la NADPH cytochrome c ré-
ductase dans les mitochondries purifiées (51 nanomoles cytochro-
me ¢ réduit/min/mg protéine) est 4 fois plus élevée que celle
trouvée dans les microsomes (18 nanomoles cytochrome c réduit/
min/mg protéine).
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L'activité NADPH cytochrome ¢ réductase des mitochondries de
cortex surrénal est explicable par la présence des systémes
d'hydroxylation associés au cytochrome P-450 et oxydant le
NADPH et pour lesquels le cytochrome c est un accepteur artifi-
ciel d'électrons. '

Notons au passage que le cytochrome c est rapidement
réduit (en 1l'absence de NADPH) par un homogénat de cortex sur-
rénal ou avec les fractions subcellulaires dérivées. L'inacti-
vation thermique (3 min. 3 100°C) ne modifiant pas la vitesse
de réduction du cytochrome c, cette réaction est sans doute pro-
voquée par l'acide ascorbique endog@ne présent en quantités im-
portantes dans les glandes surrénales.

Les mitochondries isolées de cortex surrénal purifiées par
3 lavages contiennent moins de 5 % de contamination microsomale
(sur la base de la 21-hydroxylase) ; la contamination par les
fragments de membrane plasmique est plus difficile 3 estimer en
1l'absence de fraction assez purifiée en membranes plasmiques
elle est trés inférieure 3 12 % (sur la base de 1l'adényl cyclase).

2. CARACTERISTIQUES STRUCTURALES DES MITOCHONDRIES DE CORTEX
SURRENAL DE BOEUF.

Les études au microscope électronique de Palade (45) et
Sjostrand (46) ont démontré que les mitochnndries possédaient
un double systéme membranaire.

La membrane externe, d'aspect lisse est la limite péri-
phérique de la mitechondrie, en contact direct avec le cyto-
plasme extérieur. Cette membrane est en général, considérée
comme une simple enveloppe, librement perméable aux petites
molécules de poids moléculaire inférieur 3 10.000 (47).
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La membrane interne de structurec » Plus complexe est
repliée sur elle-méme en crétes de formes trés variables sui-
vant le tissu ou l'organisme considéré (u8). La membrane interne
est la véritable barridre de perméabilité sélective ; elle déli-
mite la matrice mitochondriale.

Les mitochondries de cortex surrénal ont fait l'objet de
nombreux travaux en microscopie €lectronique (49)-(52). Dans ce
cas particulier, la membrane interne forme des tubules et des
vésicules. Chez les mammiféres, cette organisation est inhabi-
tuelle et semble caractéristique des organes producteurs de
stéroides : ovaire, testicule, placenta et cortex surrénal (53);
par contre les crétes tubulo-vésiculaires sont la régle chez cer-
tains protozoaires ug). L'apparence vésiculaire de la membrane
interne des mitochondries de cortex surrénal dépend partielle-
ment de l'espéce : par exemple, elle est plus marquée chez le
rat que chez le boeuf ; de plus elle est contrdlée fonctionnel-
lement par la corticotrophine () : en 1'absence d'ACTH, les mi-
tochondries ont des crétes linéaires. Elles redeviennent vésicu-
laires sous l'effet de la stimulation hormonale. La structure
tubulo-vésiculaire est sans doute trds favorable d une grande
surface membranaire pour un volume donné (49) et une corréla-
tion véritable avec la fonction des mitochondries dans la sté-
roidogénése, déjid suggérée en 1956 par Belt et Pease (53), est
trés probable.

Les mitochondries isolées par centrifugation différentiel-
le d'un homogénat de cortex surrénal de boeuf sont montrées sur
la figure 5.

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf sont en
général peu contaminées par les éléments extramitochondriaux.
L'apparence particuliére de la membrane externe (voir ci-dessous)
complique l'estimation de la contamination par les membranes
lisses du réticulum endoplasmique. Les structures du type lyso-
somes sont rarement observées ; par contre des granules conte-
nant les catécholamines et provenant de la médullaire, le sont
Plus souvent.
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L'aspect général des mitochondries de cortex surrénal de boeuf
est trés polymorphe, par opposition aux mitochondries isolées
de foie ou de coeur, par exemple. Elles montrent une membrane
externe distincte, bien préservée, présentant trés souvent un
appendice caractéristique 3 double paroi membranaire. L'espace
intermembranaire est élargi et la matrice est plus condensée

et plus opaque que dans les mitochondries observées sur les
coupes de tissu intact. Cette apparence, propre 3 toutes les
mitochondries isolées en milieu saccharose isotonique, n'est
pas un indice de détérioration ; au contraire, des mitochondries
endommagées ne peuvent plus maintenir cette structure condensée.

Nos propres observations (153)-(154) sont en accord avec
les clichés présentés par Allman et al. (55), Yago et al. (56)
et Harding et al. (57), sur les mitochondries isolées de cortex
surrénal de boeuf.

3. CARACTERISTIQUES BIOCHIMIQUES DES MITOCHONDRIES DE CORTEX
SURRENAL DE BOEUF.

3.1. Utilisation de l'oxygéne par les mitochondries de cortex

surrénal de boeuf : respiration et hydroxylation.

a) Respiration mitochondriale.

La respiration des mitochondries de cortex surrénal a
été mesurée par polarographie avec une électrode de Clark (58).
La figure 6 montre que les mitochondries isolées par la techni-
que décrite (voir chapitre I, Méthodes), présentent le phéno-
méne de contrfle respiratoire décrit par Chance et Williams (59)

pour les mitochondries de foie et de coeur. Les mitochondries
de cortex surrénal de boeuf, mises en présence de malate ou de
succinate respirent lentement en 1l'absence d'ADP.
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L'addition de ADP(190 uM) stimule environ deux fois la vitesse
de respiration. La respiration retourne 3 un état contrdlé lors-
que tout 1'ADP a été phosphorylé en ATP. De tels cycles de sti-
mulation par 1'ADP peuvent &tre répétés jusqu'd consommation
totale de 1l'oxygéne du milieu réactionnel. Les index de contréle
respiratoire (rapport entre les vitesses de respiration stimulée
et contrdlée) des mitochondries de cortex surrénal sont peu
€levés, dans les meilleures expériences, ils ont pu atteindre
une valeur de 3, alors que ceux des mitochondries hépatiques

ou cardiaques sont souvent compris entre 5 et 10. Le quotient

de phosphorylation (P/0) est mesuré 3 partir des tracés pola-
rographiques en déterminant la consommation d'oxygéne pendant
la respiration stimulée pour une quantité limitante d'ADP ajou-
tée. Les valeurs des (P/0) obtenues pour le malate sont compri-
ses entre 2 et 2,6 (valeur théorique : 3) et pour le succinate
1,5 & 1,8 (valeur théorique : 2). Cammer et Estabrook ont obte-
nu des résultats similaires (60) en ce qui concerne en particu-
lier, les index de contrdle respiratoire et les quotients de phos-
phorylation. Ces expériences montrent que les mitochondries de
cortex surrénal de boeuf ont une chaine respiratoire capable de
réaliser efficacement les réactions de 1'oxydation phosphory-
lante. Les faibles valeurs des quotients de phosphorylation et
des index de contrfle respiratoire sont explicables vraisem-
bablement par le délai assez long qui sépare la mort de l'ani-
mal de l'obtention des mitochondries au laboratoire.

Les actions des inhibiteurs respiratoires (cyanure, an-
timycine A), des découplants (2,4-dinitrophénol), d'un inhibi-
teur de la pénétration des adénines-nucléotides(atractylate),
etc..., sont tout-a-fait analogues & celles connues sur les

mitochondries de foie ou de coeur.
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Fig. 6. Effet de 1'ADP sur la vitesse de consommation de 1l'oxygéne
par les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries sont introduites dans 2,0 ml de milieu sa-
lin isotonique 3 25°C, pH 7,2. Les substrats respiratoires sont le L-
malate (10 mM) ou le succinate (10 mM). Les additions d'ADP (190 uM)
sont effectuées comme indiquées. Les quotients de phosphorylation

(P/0) ont les valeurs suivantes
avec le L-malate, et dans l'ordre de chaque addition

2,0 - 233 et 2,6 ; avec le succinate : 1,5 et 1,8.

A -] c
MALATE + CN™ SUCCINATE MALATE
‘,mloglzondnes ‘,mrochondmes — mt%,::\ondnes

Fig. 7. Effet de la désoxycorticostérone
sur la vitesse de consommation d'oxygeéne
par les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries sont introduites dans 2,0 ml de milieu salin
isotonique & 25°C, pH 7,2, contenant, de droite 3 gauche, du L-malate
(10 mM), du succinate (10 mM), ou du L-malate (10 mM) et du cyanure de
potassium (1 mM).

Les chiffres le long des tracés sont les consommations d'oxy-
géne en nmoles 02/minute/mg de protéine.
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b) 11B-hydroxylation.

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf sont capa-
bles d'hydroxylersen position 118, la désoxycorticostérone en
corticostérone quand un substrat du cycle de Krebs est ajouté
au milieu d'incubation (11)-(12)-(60). L'oxygene sous sa forme
moléculaire est un réactant dans la réaction d'hydroxylation
selon 1l'équation :

NADPH + Désoxycorticostérone + 0, + NADP + Corticostérone
J + H20

La figure 7 montre que lorsque la désoxycorticostérone
est ajoutée 3 des mitochondries respirant sur succinate (B) ou
sur malate (C), la vitesse de consommation de 1'oxygéne augmente.
Avec le malate comme substrat, cette derni@re ralentit 3 nouveau
quand le stéroide a été hydroxylé et une vitesse plus rapide de
respiration est ré-initiée par une seconde aliquote de désoxycorticos-
térone. La trace polarographique (A) illustre la stimulation par
la désoxycorticostérone de la respiration sur malate insensible

au_cyanure. Dans ce cas, la chaine respiratoire est bloquée au

niveau de la cytochrome c oxydase par le cyanure et seule la
contribution de la chaine d'hydroxylation associée au cytochrome
P-450 est mesurée. L'addition de quantités limitantes de désoxy-
corticostérone (DOC) permet de calculer un quotient (DOC/OZ) de
0,85 avec le malate en présence de cyanure (valeur limite : 1).
L'é€cart avec la valeur théorique rend compte de 1'oxygéne utili-
s€ pour des réactions non couplées 3 la 11B-hydroxylation de la
DOC. En 1l'absence de cyanure, la "fuite" d'oxygéne est &levée ;
avec le malate comme substrat, (DOC/OZ) = 0,65 et avec le succi-

nate (DOC/O2) est inférieur 3 0,3.

Notons qu'avec le succinate, 3 la différence du malate,
la consommation d'oxygéne est complétement bloquée par le cya-
nure et qu'alors aucune 118-hydroxylation est possible.
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¢) Action du ferricyanure de potassium sur la respiration
et la 118-hydroxylation dans les mitochondries de cor-

tex surrénal de boeuf.

Le ferricyanure de potassium agit comme un accepteur
d'électrons lors de sa réduction en ferrocyanure. Non-pénétrant
dans les mitochondries de foie de rat (61), il piege néammoins
les électrons de la chaine respiratoire mitochondriale ; ceci
constitye une des preuves de la localisation du cytochrome C
sur la face externe de la membrane interne. La trace polaro-
graphique montrée sur la figure 8 illustre l'effet du ferricya-
nure sur les mitochondries de cortex.

Aprés 1tintroduction des mitochondries dans la chambre de
1'électrode 3 oxygéne, une respiration lente utilisant les
substrats endogénes est observée. L'addition de malate augmente
1a consommation d'oxygéne, celle de ferricyanure l'inhibe séveé-
rement en déviant les électrons de la chaine respiratoire qui
ne peuvent plus réagir avec 1'oxygéne. La désoxycorticostérone
stimule la respiration insensible au ferricyanure. Une addition
ultérieure de cyanure de potassium pour bloquer la chalne res-
piratoire montre que la vitesse d'hydroxylation reste élevée.

11 apparait donc que le ferricyanure de potassium n'a
pas accés au systéme de 118-hydroxylation dans les mitochondries
intactes, alors qu'il peut fort bien &tre un accepteur artificiel
pour la NADPH adrenodoxine réductase isolée (62).

3.2. Mesure de 1l'affinité pour 1'oxygéne de la chaine respi-
patoire et de la chaine d'hydroxylation.

a) Affinité du cytochrome P-450 pour 1l'oxygene.

En se plagant dans des conditions ol la concentration
en oxygéne dans le milieu réactionnel est le facteur limitant
du transfert d'électrons, 1'analyse des courbes de consommation



/Mitochondries
(5mg)

4 ,Malate(12mM)
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Fig. 8. Effet du ferricyanure de potassium
sur la respiration et la 11B-hydroxylation
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Les mitochondries de cortex surrénal (5 mg de protéine sont intro-
duites dans 2,0 ml de milieu salin isotonique & 25°C, pH'7,2. Le L-malate
(12 mM), le ferricyanure de potassium (1 mM), la désoxycorticostérone
(200 uM) et le cyanure de potassium (1 mM) sont ajoutés comme indiqué.
Les chiffres le long de la trace sont les vitesses de consommation d'oxy-
géne en nmoles 0,/minute/mg de protéine.
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d'oxygéne aux faibles concentrations en oxygeéne, permet de dé-
terminer une valeur approchée du K pour 1l'oxygéne (63). Les
mitochondries de cortex surrénal, cn présence d'un substrat ca-
pable de supporter 1l'hydroxylation : le malate, et de cyanure
ou d'antimycine A pour bloquer la chaine respiratoire, sont
mises en présence d'une concentration saturante de désoxycor-
ticostérone pour que la vitesse de consommation d'oxygéne soit
assimilable 3 la vitesse maximale (Vmax). La tangente 3 1la
courbe de pente (VmaX/Z) est tracée (Fig. 9). L'ordonnée du
point de tangence fournit une bonne approximation de 1'affinité
pour l'oxygéne (Km). La valeur du Km pour l'oxygéne du cyto-
chrome P-u450 associé 3 la 11B-hydroxylation est proche de 4 uM,
ce chiffre est voisin de celui publié par Cammer et Estabrook
(64) : 7 uM.

b) Affinité de la cytochrome oxydase pour 1l'oxygéne.

Dans les conditions classiques ol nous l'utilisons, la
méthode polarographique directe n'est plus applicable 3 la me-
sure de 1'affinité pour 1l'oxygéne de la cytochrome oxydase. Il
est malgré tout possible dfobserver que le Km de la cytochrome
oxydase pour 1l'oxygéne est inférieur 3 1 uM : la vitesse de
respiration se maintient identique 3 la vitesse maximale pour
des concentrations en oxygéne inférieures 3 1-2 uM (figure 9).
Nous avons employé la méthode proposée par Birzu et Borza (65),
qui utilisent 1'hémoglobine comme donneur d'oxygéne pour les
mitochondries de cortex surrénal. Nous obtenons une superposi-
tion des deux équilibres ci-dessous

(1) HbO, 2T Hb + O

2 2
(2) cytochrome oxydase (Red) + 0, 7 cytochrome oxydase (0x)
+ HZO
c'est 3 dire l'oxygénation de l'hémoglobine, d'une part, et
d'autre part la consommation d'oxygeéne par les mitochondries.
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Fig. 9. Mesure de 1l'affinité pour 1'oxygéne
des systémes respiratoire
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Les mitochondries de cortex surrénal (4,9 mg) sont ajoutées a 2,0 ml
de milieu salin isotonique & 25°C et pH 7,2. Le substrat utilisé est le
L-malate (10 mM) car il fonctionne 3 la fois avec la chaine respiratoire
(malate deshydrogénase) et avec la chaine de 11B-hydroxylation (enzyme
malique). La consommation d'oxygéne est enregistrée pour les faibles con-

centration en oxygéne (0-35 uM 02).

Les chiffres le long des tracés sont les vitesses de consommation
d'oxygéne en uM O,/min. De gauche 3 droite nous observons d'abord 1l'uti-
lisation de 1l'oxygéne par la chaine respiratoire. Elle se maintient 3 sa
vitesse maximale méme pour une concentration en oxygéne de 1 uM. Quand
1'anaérobiose (0, = 0) est atteinte, le milieu est rapidement réoxygéné,
puis un inhibitefir respiratoire : 1'Antimycine A ( 25 ug) est ajoutée.

En raison du gradient important (la concentration en oxygéne dans la cuve
est environ 20 uM, en équilibre avec l'air, la concentration serait 240 uM)

une 1légére entrée d'oxygéne est mesurée.

L'addition de désoxycorticostérone (200 pM) provoque une utilisation
d'oxygéne par le cytochrome P-450. Le Km pour 1l'oxygéne est déterminé en
tracant la tangente ayant une pente égale 3 la moitié de la pente maxi-
male en présence de stéroides.
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Birzu et Borza (65) ont établi 1'équation reliant la
vitesse de désoxygénation de 1'hémoglobine mesurée par spec~
trophotométrie au Km de la cytochrome c oxydase pour l'oxygéne.
Les expériences sont faites 3 540 et 560 nm avec le spectropho-
tométre 3 double longueur d'onde Chance-Aminco. L'hémoglobine
sert d'indicateur trés sensible de la concentration en oxygéne
dans le milieu réactionnel. La valeur moyenne de l'affinité pour
1l'oxygéne de la chaine respiratoire des mitochondries de cortex

surrénal de boeuf est K = 0,27 uM (66).
La chaine d'hydroxylation associée au cytochrome P-450 est
donc nettement moins réactive vis-3~vis de 1l'oxygéne que la chaf-

ne respiratoire mitochondriale.

3.3. Intéractions entre la phosphorylation de 1'ADP extrami-

tochondrial et 1'hydroxylation de la désoxycorticosté-

rone.

La phosphorylation de 1'ADP extramitochondrial a été
mesurée avec le malate et le succinate comme substrats respi-
ratoires ; la m@me expérience a ensuite été réalisée en présen-
ce de 170 uM désoxycorticostérone pour obtenir des conditions
de compétition entre 1l'oxydation phosphorylante et la 118-hydro-
xylation.

L'évolution de chaque nucléotide AMP, ADP et ATP est
montrée sur la figure 10 (A), dans le cas du malate. Les cour-
bes de contrble sont multiphasiques, analogues 3 celles obser-
vées pour les mitochondries de foie de rat (68) :

- dans la premiére phase (0-15 secondes), 1'ADP dispa-
rait trés rapidement, avec formation de quantités identiques
d'AMP et ATP. Ceci indique l'action de l'adénylate kinase, qui
catalyse la réaction

2 ADP 7 AMP + ADP.



100}

e/ATP(O) A

ADENINE NUCLEOTIDES{nmoles)
o
=)

MINUTES MINUTES

Fig. 10. Cinétique de phosphorylation
de 1'ADP extramitochondrial:
inhibition par la désoxycorticostérone.

Les mitochondries de cortex surrénal (2 m% de protéine) ont été mi-
ses en incubation a 25°C dans 0,6 ml de milieuYsalin isotonique de compo-
sition suivante : 0,1 M KCl, 6 mM MgCl2i 10 mM Tris, 10 mM L-malate,

10 mM phosphate de potassium, 0,26 mM Hc-ADP. Le pH final est de 7,2.
Les incubations sont arrétées aux temps indiqués par addition d'acide
trichloracétique d la concentration finale de 2 %

% .

La radiocactivité contenue dans chacun des adénines nucléotides est
mesurée aprés séparation par chromatographie sur papier.

T T T T T T T T T

100} .- + _
controle controle
A e~ + DOC 170pM
5ok 10 MALATE 1 8 i

SUCCINATE

A(v P) = A(2ATP +ADP) nmoles

+DOC 170,M

-20r

MINUTES MINUTES
Fig. 11. Malate

Les données de la figure précédente (fig. 10) sont tracées en fonc-
tion de la variation nette des liaisons "riches en énergie"

(AnP) = A(2 ATP + ADP)
Succinate

Les conditions expérimentales sont identiques 3 celles décrites pour
le malate qui est remplacé par du succinate (10 mM).
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- aprés un bref plateau (15-30 secondes), 1'ADP et 1'AMP
sont utilisés pour &tre phosphorylés en ATP.

En présence de désoxycorticostérone (Fig. 10 (B)), seule
la premidre phase correspondant 3 l'action de l'adénylate kinase
subsiste. L'efficacité de la phosphorylation est appréciée en
calculant la variation de la quantité de phosphate estérifié
A(ADP + 2 ATP), 3 partir de 1'évolution des nucléotides. La
figure 11 montre que l'oxydation phosphorylante est inhibée
pendant la 118-hydroxylation que le donneur d'équivalents de
réduction soit le malate (A) ou le succinate (B). Avec le ma-
late, l'oxydation phosphorylante est abolie complétement, il
y a compétition au niveau des pyridines nucléotides réduits
la malate déshydrogénase donne de 1l'oxaloacétate en régénérant
du NADH utilisable par la chaine respiratoire, l'enzyme malique
mitochondrial donne du pyruvate et du NADPH utilisé par la chai-
ne d'hydroxylation. En présence de stéroide, la voie de 1l'enzy-

me malique est favorisée.

Dans le cas du succinate, l'inhibition est beaucoup moins
importante. Cammer et Estabrook (64)-(70) ont postulé néammoins
que les mitochondries de cortex surrénal sont capables de dériver
une partie de 1'énergie respiratoire pour les réactions d'hydro-
xylation des stéroides. Le succinate provoque un reflux d'élec-
trons dans la région de la NADH déshydrogénase et réduit le pool
de NAD en NADH. Une transhydrogénase "énergie~liée" en permet
la transformation en NADPH, ce dernier est alors oxydé par la

chaine d'hydroxylation.

En fait, l'analyse de la situation métabolique dans le
cas du succinate est plus complexeque dans le cas du malate.
Chaque molécule de succinate oxydée fournit du fumarate, lui-
méme immédiatement transformé en une molécule de malate par la
fumarase. Ce malate peut &tre alors pris comme substrat préfé-

rentiel pour la chaine d'hydroxylation.
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Acduellement, malgré de nombreux articles sur ce sujet
(60)-(67)-(69)-(70), le probléme de 1l'utilisation des intermé-
diaires "riches en énergie" lors de la 11B-hydroxylation des
stéroides, reste non-résolu.

3.4. Cytochromes de mitochondries de cortex surrénal.

Harding et Nelson (8) ont démontré que les mitochondries
de cortex surrénal possédaient un cytochrome particulier, le
cytochrome P-450, en plus des cytochromes habituels de la chainc
respiratoire. Ce cytochrome, localisé strictement dans le réti-
culum endoplasmique dans des organes comme le foie ou le rein,
est mis en évidence en faisant agir 1'oxyde de carbone sur les
mitochondries de cortex surrénal réduites. Ce traitement provo-
que 1l'apparition d'une bande de Soret 3 450 nm, trds intense
(e = 91 mM 2
n'y a pas de modifications pour les longueurs d'onde plus &le-

cm—l) et contrairement aux autres cytochromes, il

vées (bandes a et B). Le contenu en cytochromes respiratoires b,
¢, c) et ata,, a été déterminé par Harding et Nelson (8)-(57)
puis Cammer et Estabrook (64)-(70). Nous avons reproduit ces
mesures, la figure 12 présente un spectre différentiel d'absorp-
tion des cytochromes respiratoires réduits par le succinate en
présence de 1 mM cyanure contre une référence contenant les cy-
tochromes oxydés. Les bandes o des cytochromes (a+a3) sont 3

605 nm, les bandes a non-résolues des cytochromes (c+c1) sont &
552 nm et le cytochrome b est visible par 1'épaulement 3 560 nm.
Les diverses bandes B des cytochromes sont présentes vers 520 nm.
Ce spectre est similaire 3 ceux des mitochondries de foie de rat
(30). Le calcul du contenu en cytochromes de nos préparations
est présenté dans la table 3, nos valeurs sont comparées aux
chiffres publiés par les équipes de Harding et de Estabrook
(57)-(70).

Nos propres résultats sont trés voisins de ceux de
Cammer et Estabrook (64)-(70), en particulier les valeurs rela-
tives des divers cytochromes par rapport au cytochrome P-450.
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Fig. 12. Spectre des cytochromes respiratoires
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries de cortex surrénal (8,7 mg/ml) sont réparties dans
deux cuvettes de spectrophotomé&tre. Dans la cuvette test, les cytochromes
sont réduits par le succinate (20 mM) en présence de cyanure de potassium
(1 mM). Aucun additif est fait dans la cuvette témoin (oxydé).

Le spectre est enregistré de 650 3 500 nm sur le spectrophotomdtre
CARY 15 (échelle étalée 0 - 0,1).
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Le contenu en cytochrome P-450 est supérieur 3 la somme
des cytochromes respiratoires. L'intensité du spectre P-450 (CO)
est telle que l'absorption du complexe cytochrome a, (CO) n'est

pas apparente.

3.5. Estimation de la densité des mitochondries de cortex

surrénal de boeuf.

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf ont été
déposées sur un gradient de densité constitué par 10 couches. de
gsaccharose (densité variant de 1,05 3 1,20). Des centrifugations
de 30 minutes, 1 heure et 2 heures ont été effectuées. Les mito-
chondries de cortex surrénal sédimentent rapidement et forment
une bande de densité moyenne 1,14 qui reste stable en fonction
des différents temps de centrifugation. Cette valeur de densité
sera utilisée plus loin, lors de la séparation des membranes
mitochondriales (Chapitre III). Des mitochondries de foie de rat
mélangées 3 celles de cortex surrénal semblent sédimenter aprés
30 minutes 3 une densité apparente de 1,18 mais elles ne sont
pas 8 1'équilibre et elles forment progressivement un culot au
fond du tube de centrifugation. Beaufay et al (71) ont mesuré
une densité d'équilibre de 1,24 pour des mitochondries de foie

de rat.
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CHAPITRE III

1. INTRODUCTION.

1.1. Méthodes de séparation des membranes mitochondriales.

A partir de 1966, diverses méthodes ont été mises au point,
permettant d'isoler les membranes externes et internes des mito-

chondries.

La premiére méthode a été proposée par Parsons et al. (72)-
(75), elle utilise un gonflement en tampon phosphate hypotonique.
Elle découlait d'observations au microscope électronique de 1l'ef-
fet d'un gonflement de grande amplitude sur les membranes mito-
chondriales (91)-(92). La membrane interne repliée sur elle-méme
(crétes) peut gonfler largement et place sous tension la membrane
externe qui se déchire. Les morceaux de cette derniére se déta-
chent de la membrane interne et reforment des vésicules de petite
taille. Des centrifugations différentielles préliminaires suivies
par une centrifugation en gradient de densité ont permis 3 Parsons
et al. (72)-(75) d'isoler des fractions purifiées de membranes ex-

ternes et internes.

Un procédé plus élaboré, améliorant le rendement en membra-
nes purifiées, publiZ par Sottocasa et al. (29)-(76), utilise 1le
méme principe. Le gonflement en milieu hypotonique est suivi d'une
€tape de contraction en présence d'ATP et de magnésium, puis d'une
sonication douce pour faciliter la libération des morceaux de

membrane externe.



Une technique trés efficace a &été développée par Lévy et al.
(77)-(79). Elle utilise l'action en milieu isotonique de faibles
concentrations de digitonine qui détachent spécifiquement la mem-

brane externe, elle a été largement développée par Schnaitman et
al. (80)-(82).

1.2, Localisations enzymatiques.

Les diverses méthodes signalées ci-dessus ont permis 1l'iden-
tification d'activités enzymatiques caractéristiques de chacunes
des deux membranes mitochondriales. Les enzymes de référence 1le
Plus généralement définis sont les suivantes

- pour la membrane interne : cytochrome c oxydase, succinate
deshydrogénase.

= pour la membrane externe : NADH cytochrome cytochrome c
réductase (insensible 3 la roténone), cytochrome by et monoamine
oxydase (benzylamine oxydase, tryptamine oxydase).

= pour la matrice mitochondriale : enzymes du cycle de Krebs:
malate deshydrogénase, par exemple.

. . / .
- pour l'espace intermembranaire : adenylate kinase.

Les trois méthodes décrites ci-dessus conduisent 3 des dis-
tributions enzymatiques identiques et cohérentes avec toutes les
&tudes antérieures sur les mitochondries intactes. Elles confir-
ment le rdle majeur du compartiment membrane interne plus matrice
ol sont localisés la chaine respiratoire, les syst&mes de synthdése
d'ATP et les enzymes du cycle de Krebs. Parsons et al (72)-(75) et
Sottocasa et al. (29)-(76) ont souligné les points de similitude
et les différences entre la membrane externe mitochondriale et
les membranes du reticulum endoplasmique. Néanmoins, en raison
de la diversité des enzymes caractéristiques (monocamine oxydase,
cynurénine hydroxylase, cytochrome bgs ...), le réle fonctionnel
exact de la membrane externe mitochondriale n'est toujours pas
défini.
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L'impact des méthodes de séparation des membranes mitochon-
driales a été trés net et les progrés dans le domaine des locali-
sations submitochondriales ont été rapides : il n'est pas exagé-
ré de considérer, 3 ce jour, que la distribution de pratiquement
tous les enzymes mitochondriaux connus a été examinée.

La généralité des techniques de séparation est démontrée
par le fait qu'elles se sont avérées efficaces dans leurs formes
originales ou légérement modifiées, pour la séparation des mem-
branes des mitochondries de coeur (83), de rein (84), de cerveau
(85), de pomme de terre (86), de Neurospora crassa (87) ou de
Saccharomyces cerevisiae (88)-(89).

Nous concluerons cette introduction sur la séparation des
membranes mitochondriales en signalant les controverses qui ont
agité ce sujet au cours des années 1966-1970. L'équipe de Green
avait publié une série de méthodes en vue de la séparation des
membranes mitochondriales : action des ultra-sons, détergents,
phospholipase A, diethylstilboestrol, ... Ces méthodes, trds
drastiques, avaient conduit le groupe de Green (93)-(94) 3 des
localisations enzymatiques opposées 3 celles de toutes les autres
€quipes : en particulier, le cycle de Krebs, le site d'action de
1l'atractylate &étaient situés dans la membrane externe. Ces résul-
tats, immédiatement critiqués, ont néammoins fait 1l'objet de plus
de quinze publications (articles, méthodes, revues, ...) intro-
duisant une polémique et une confusion certaine dans le domaine
des localisations submitochondriales. Une analyse critique de
l'ensemble des résultats de 1'équipe de Green a été présentée en
1969 par Ernster et Kuylenstierna (47) et par d'autres auteurs
(95)-(96). Plus récemment, le groupe de Green est revenu sur 1l'en-
semble des affirmations originales et leurs résultats actuels
sont en accord total avec ceux des autres groupes (97)-(98).
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2. TECHNIQUE DE SEPARATION DES MEMBRANES DE MITOCHONDRIES DE
CORTEX SURRENAL DE BOEUF PAR LA METHODE DE PARSONS (72)-(75).

La méthode utilisée a été celle de Parsons (72)-(75) sché-

matisée sur la figure 13.

Les mitochondries sont diluées 3 0°C dans du tampon phos-
phate de sodium 20 mM, pH 7,4%. Le volume de tampon phosphate est
choisi pour que la concentration en protéines soit de 1 a 2 mg/ml.
Aprés 15 minutes 3 0°C, les mitochondries gonflées sont centri-
fugées 20 min. & 100 000 g. Le surnageant est 81iminé et le culot
est homogénéisé dans un volume de tampon phosphate identique au
précédent. La suspension est alors centrifugée a 2 000 g pendant

15 min. et le culot résultant (culot "basse vitesse'") est enrichi

en membranes internes. Le surnageant est centrifugé 3 100 000 g
pendant 20 min. et le cylot obtenu (culot "haute vitesse") est

enrichi en membranes externes. Les deux fractions enrichies sont
purifiées par centrifugation sur un gradient discontinu de sac-
charose. Ce dernier a df &tre modifié par rapport 3 la technique
originalec pour tenir compte de la densité plus faible des mito-
chondries de cortex surrénal (d = 1,14). Il est constitué par

3 ml de saccharose 40 %, 3 ml de saccharose 30 %, 3 ml de saccha-
rose 15 % et 1 ml de suspension membranaire (5 3 15 mg de pro-
téine). Toutes les solutions de saccharose (%=poids/volume) sont
faites dans le tampon phosphate de sodium 20 mM pH 7,4%. Les gra-
dients sont centrifugés pendant 1 heure a 0°C dans le rotor
Beckman-Spinco SW-41 3 39 000 tours par minute (250 000 g). Le
culot et le matdriel membranaire rassemblés & 1l'interface des
solutions de saccharose 15 et 30 % sont collectés séparément,
dilués par au moins quatre volumes de tampon phosphate 20 mM

pH 7,2 pour diminuer la densité des solutions, et centrifugés
pendant 1 heure dans le rotor Beckman-Spinco SW 41 3 39 000
tours par minute (250 000 g). Comme il sera montré plus loin,
les deux fractions, 1égére et lourde, correspondent respective~

ment 3 la membrane externe et 3 la membrane interne (+ matrice).



MITOCHONDRIES
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«—30% ——>

€ 40% —> U

MEMBRANES MEMBRANES
EXTERNES INTERNES

Fig. 13. Schéma de 1la préparation des membranes mitochondriales
du cortex surrénal de boeuf
selon Parsons et al. (72).
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Dans un but de comparaison avec les propriétés des mem-
branes mitochondriales, les microsomes sont traités par le tam-
pon phosphate de sodium 20 mM pH 7,4 3 0°C, d'une fagon identi-

qua aux mitochondries.

Aprés centrifugation sur gradient de saccharose, les mi-
crosomes se séparent en 4 fractions : deux fractions mineures,
une sédimentant au niveau du premier interface (dépdt - saccha-
rose 15 %) et une autre au fond du tube : les deux fractions
principales se rassemblent aux niveaux des second et troisiéme
interfaces du gradient. Les membranes microsomales sédimentant
d 1'interface 15 % - 30 % saccharose (caractéristique des mem-
branes externes) sont collectées et centrifugées aprés dilution

par le tampon phosphate de sodium 20 mM, pH 7,4.

3. CARACTERISTIQUES DES MEMBRANES EXTERNES ET INTERNES DES MITO-
CHONDRIES DE CORTEX SURRENAL DE BOEUF.

3.1. Caractéres biochimiques des membranes mitochondriales de

cortex surrénal de boeuf.

Les fractions membranaires isolées par la méhode de Parsons
et al. (72) 3 partir des mitochondries isolées de cortex surrénal
de boeuf présentent des différences significatives portant sur le
contenu phospholipidique, les activités enzymatiques et la capa-
cité de 11B-hydroxylation des stéroides. Les résultats sont ras-
semblés sur la table 4. La fraction mitochondriale légére (d =
1,08) a un contenu phospholipidique élevé, des activités enzy-
matiques cytochrome c oxydase et malate deshydrogénase faibles,
par contre une activité tryptamine oxydase élevée. La fraction
mitochondriale plus lourde (4 = 1,16) que les mitochondries a
des caractéristiques inverses ; les activités cytochrome c oxy-
dase et malate deshydrogénase sont &levées.
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Le contenu phospholipidique et l'activité tryptamine oxydase sont
Plus faibles sur ceux de la bande légére mais sont équivalents

ou méme légérement supérieurs 3 ceux des mitochondries : ce der-

nier point sera discuté plus loin.

La cytochrome ¢ oxydase et la monoamine oxydase sont des
enzymes caractéristiques, la premiére de la membrane internec,
la seconde de la membrane externe des mitochondries de foie de
cobaye (72) et de rat (80). Par analogie, nous pouvons admettre
que la fraction légeére correspond 3 la membrane externe mito-
chondriale alors que la fraction lourde correspond 3 la membrane
interne mitochondriale. Les membrenes du réticulum endoplasmique
en particulier celles sédimentant au méme interface que les mem-
branes externes dans le gradient de purification (Pi - microso-
mes) ont des activités cytochrome c oxydase et monoamine oxydase
faibles. L'absence d'activité monoamine oxydase &levée dans les
microsomes (et Pi - microsomes) montre que la fraction légdre
isolée & partir des mitochondries n'est pas simplement une con-
tamination des mitochondries de départ par des membranes du
reticulum endoplasmique. L'enzyme caractéristique choisi pour
identifier la membrane externe n'est pas présent dans la fraction

microsomale du cortex surrénal de boeuf.

3.2. Caractéres morphologiques des membranes mitochondriales

de cortex surrénal de boeuf.

Les résultats biochimiques exposés ci-dessus et montrant
une séparation des membranes externes et internes des mitochon-
dries de cortex surrénal de boeuf ont été confirmés par des exa-

mens morphologiques eu microscope électronique.

a) Membranes internes des mitochondries de cortex surrénal

de boeuf.

L'étude au microscope électronique des coupes minces d'in-
clusions de membranes internes, montre des vésicules de taille

moyenne (1,2 microns), grossiérement sphériques.
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Elles contiecnnent des structures granulaires et des petites
vésicules correspondant aux restes des crétes. A part ces der-
nidres le matériel matriciel est dilué et le contenu apparait
vide. Des fragments de membrane externe sont encore attachés
sur des portions de la membrane interne, néammoins la majorité
des vésicules de membrane interne n'ont qu'une membrane limi-
tante. (Fig. 14). Ces électromicroscopies sont analogues 3
celles publiées antérieurement sur la structure des membranes
internes des mitochondries de foie (72)-(99).

b) Membranes externes des mitochondries de cortex surrénal

de boeuf. Comparaison avec les microsomes de cortex sur-

rénal.

L'aspect des coupes minces des inclusions de membranes ex-
ternes montre une population de vésicules transparents aux élec-
trons, assez uniformes et de petite taille (0,3 3 0,5 u) (Fig.15).
. Ce sont des fragments de membrane externe qui se sont refermés
sur eux-mémes. Les contours flous de sections de nombreuses mem-
branes externes sont dlis &8 la petite taille des vésicules qui
provoque un nombre important de coupes tangentielles. Les vési=
cules sont limités par une seule membrane et ne présentent aucun
détail d'organisation interne. Morphologiquement, les membranes
externes se rapprochent des vésicules de reticulum endoplasmique

Ces électromicroscopies sont similaires
d celles publiées pour les membranes externes des mitochondries
de foie (72)-(99).

L'apparence atypique des coupes minces contraste avec la
morphologie trés caractéristique, en sac fripé, aprés fixation
par l'acide osmique et coloration négative par le phosphotungsta-
te de potassium, pH 7,2 (Fig. 16). Cette structure correspondant
d l'observation originale de Parsons et al. (72) est spécifique
des membranes externes mitochondriales. Elle n'a jamais été dé-
crite pour d'autres fractions membranaires subcellulaires, mais
par contre, elle a été obtenue pour les membranes externes des
mitochondries de rein (84), et de la levure Saccharomyces cerevi-
siae (89), en plus des mitochondries de foie (72).
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La principale contamination des membranes externes est cons-
tituée par du réticulum endoplasmique reconnaissable 3 sa morpho-

logie tubulaire.

3.3. Localisation submitochondriale du systéme de 11B-hydro-
xylation des stéroides et du cytochrome P-450 du cortex

surrénal de boeuf.

Les résultats enzymatiques et morphologiques décrits ci-des-
sus permettent de déduire la localisation spécifique du cytochro-
me P-450 et du systéme de 11B-hydroxylation de la désoxycorti-
costérone dans la membrane interne des mitochondries de cortex
surrénal de boeuf (table 4 et Fig. 17). Le pic observé 3 416 nm
dans la fraction de membranes externes est vraisemblablement pro-

voqué par de 1l'hémoglobine adsorbée.

3.4. Essai de purification de la membrane interne mitochon-

driale obtenue par la méthode de Parsons et al (72).

La fraction des membranes internes mitochondriales décrite
précédemment reste trés contaminée par des membranes externes
comme l'atteste, d'une part, la persistance d'une activité mo-
noamine oxydase élevée, et d'autre part les clichés de micros-
copie électronique. Parsons et al. (72) avaient suggéré qu'un
double gradient de purification pourrait peut-&tre améliorer la
pureté de la fraction correspondant aux membranes internes mito-
chondriales. Ce procédé que nous avons essayé, s'est avéré inef-
ficace avec les mitochondries de cortex surrénal de boeuf, comme
le montre le schéma 18. Au contraire, apr@s le deuxi®me passage
sur gradient de densité, la monoamine oxydase du culot de mem-
branes internes augmente mais l'accroissement paralldle de la cy-
tochrome ¢ oxydase indique que cela est dd & la perte d'une par-
tie des protéines solubles de la matrice mitochondriale.
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Fig. 17. Spectre différentiel du cytochrome P-450
réduit combiné avec 1l'oxyde de carbone
dans diverses fractions mitochondriales

mitochondries (0,3 mg protéine/ml).

membranes internes (0,3 mg protéine/ml).

o 1o |

membranes externes (0,6 mg protéine/ml).
Les fractions sont réduites par le dithionite de sodium.

Les spectres sont enregistrés de 400 nm & 500 nm sur le spectropho-
tométre CARY 15 (Echelle étalée 0 - 0,1).
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Fig. 18. Purification des membranes internes mitochondpiales
obtenues par la méthode de Parsons et al (72)

L'effet d'un double gradient de purification a été suivi grdce aux
enzymes caractéristiques de la membrane externe : tryptamine oxydase

(MAO : nmoles/min/mg de protéine) et de la membrane interne : cytochrome c

oxydase (cyt c ox. : umoles/min/mg de protéine).
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Cette expérience &carte un simple entrainement mécanique
de morceaux de membranes externes dans le culot des membranes
internes, mais indique une liaison solide entre les deux mem-
branes. La membrane externe ne se détache efficacement que pen-
dant la phase dynamique du gonflement des mitochondries.

3.5. Discussion.

La séparation des membranes des mitochondries de cortex
surrénal de boeuf a &té obtenue par la technique de Parsons
et al (72), décrite par ces auteurs pour les mitochondries de
foie. La localisation du systéme de 1la 118~-hydroxylation des
stéroides et du cytochrome P-450 dans la membrane interne est
en accord avec les données morphologiques et biochimiques an-
térieures. Par exemple, la forme particuliére de membrane in-
terne des mitochondries de cortex surrénal et les effets de
1'ACTH sur le maintien de cette morphologie constituaient des
indices pour localiser les systémes spécialisés d'hydroxylation
des stéroides dans la membrane interne mitochondriale (2Y-(52).
Un autre argument est le fait que le NADPH exogéne n'est pas
capable de supporter efficacement 1'hydroxylation des stéroides,
sauf en présence de calcium qui supprime 1'imperméabilité de 1la
membrane interne mitochondriale. Les intermédiaires du cycle de
Krebs (malate, succinate, isocitrate, ...) sont par contre, de
bons donneurs d'équivalents-réducteurs pour la 11B-~hydroxylation
des stéroides (1)-(11)-(12).

Les intéractions métaboliques entre la respiration et 1'hy-
droxylation sont clairement expliquées par la présence simulta-
née dans la membrane interne des mitochondries de cortex sur-
rénal des systémes d'hydroxylation de stéroides et de la chaine
respiratoire.
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Diverses enzymes de la biosynth&se des stéroides sont localisées
dans le reticulum endoplasmique ou le cytoplasme adjacent et
pendant la biosynthése des corticostéroides (corticostérone,
cortisol), les stéroides intermédiaires doivent pénétrer et sor~
tir de la mitochondrie au moins deux fois :

une premiére fois pour le clivage de la chafne latérale
du cholestérol,

et une seconde fois pour la 118~hydroxylation.

Ces derniers systémes enzymatiques sont associés 3 la membrane
interne. Les stéroides doivent donc pénétrer la membrane externe
avant d'interagir avec la membrane interne mitochondriale. Darcs
le chapitre IV nous examinerons quelques caractéristiques de
cette interaction.

Nous avons souligné précédemment la persistance d'une
activité monoamine oxydase importante dans la fraction membrane
interne isolée par la méthode de Parsons et al. (72). En effet,
la totalité de la membrane externe n'est pas détachée, et d'au-
tre part, une partie des protéines solubles de la matrice mito-
chondriale est libérée lors du gonflement dans le tampon phos-
phate hypotonique. Cette perte des protéines solubles aboutit
d un enrichissement relatif en "membranes" ; la monoamine cxydase
n'étant localisée que dans la fraction membranaire, son activité
spécifique ne diminue pas bien que la majeure partie des men-~
branes externes soient absentes. La méthode de Parsons et al.
(72) fournit donc des membranes externes tré&s purifiées non
contaminées par de la membrane interne, par contre les membraies
internes sont encore contaminées par des fragments de membrares
externes. Cette particularité avait d'ailleurs déj3 été sign=1..
par Parsons et al. (72) ; elle est trés apparente dans le ta-
bleau ci-apreés :
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Distribution des enzymes caractéristiques dans les

membranes purifiées des mitochondries de foie
Résultats de Parsons et al (72).

cytochrome aay | cytochrome b5
nmoles/mg protéines

mitochondries 0,105 0,064
membranes externes 0,018 0,60
membranes internes 0,25 » 0,21

Les cytochromes aag et b5 sont les cytochromes caracté-
ristiques des membranes internes et externes respectivement.
Le cytochrome b5 caractéristique des membranes externes est
néammoins 3 fois plus concentré dans les membranes internes
que dans les mitochondries de départ.

Nous n'avons pas testé la méthode de Sottocasa et al. (29)
(76) sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf car son
principe est strictement analogue 3 celui de la méthode de
Parsons et al. (72) et les résultats originaux montrent que 1'a-
mélioration sensible de la pureté des membranes internes se fait
au détriment de la contamination des membranes externes.
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Distribution des enzymes caractéristiques dans les
membranes purifiées des mitochondries de foie
Résultats de Sottocasa et al. (29) (76).

cytochrome c NADH
oxydase cytochrome ¢
réductase

insensible 3
la roténone

ymoles/min/mg protéine

mitochondries 0,742 0,390
membranes externes 0,719 0,097
membranes internes 1,310 3,040

Dans le tableau ci-dessus donné par Sottocasa et al. (29)
(76), la cytochrome c oxydase et la NADH cytochrome c réductase
(insensible 3 la roténone) ont &té choisies comme enzymes mar-
queurs de la membrane interne et de la membrane externe respec-
tivement. On peut voir que l'activité spécifique. de la cytochro-
me ¢ oxydase des membranes externes obtenues par la technique
de Sottocasa et al. (29) est aussi élevée que dans les mitochon-

dries de départ.

Nous montrerons plus loin qu'un traitement par la digito-
nine (77) (82) permet d'obtenir des membranes internes trés
purifiées 3 partir des mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Ces remarques n'invalident pas les localisations obtenues,
1'absence de systéme de 11B-hydroxylation des stéroides et de
cytochrome P-450 dans la membrane externe purifiée est une preu-
ve suffisante de leur présence dans la membrane interne des

mitochondries de cortex surrénal de boeuf.
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Les densités des membranes isolées externes et internes
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf (d = 1,08 et 1,16)
sont plus faibles que celles des mitochondries de foie de
cobaye (d = 1,13 et 1,21), mais sont pratiquement identiques
aux valeurs publiées pour les membranes externes et internes
des mitochondries de la levure Saccharomyces cerevisiae (89)
(d = 1,08 et 1,19).

La méthode de Parsons et al (72) fournissant une membrane
externe assez purifiée, il est possible de calculer approxima-
tivement la contribution de la membrane externe par rapport aux
protéines totales de la mitochondrie. Le quotient des activités
spécifiques (act. spé.) de la tryptamine oxydase dans la mito-
chondrie entiére et dans les membranes externes purifiées donne
une limite sup@rieure du pourcentage protéique constitué par les
membranes externes
(act. spé. mitochondrie/act. spé. membranes externes) x 100
= % protéines totales contenues dans la fraction membranes exter-
nes.

Les membranes externes des mitochondries de cortex surré-
nal de boeuf ne constituent pas plus de (0,096/2,57) x 100 =
3,7 % des protéines mitochondriales totales. Cette valeur est
plus faible que chez les mitochondries de foie de rat : 6 - 10%
(82) moins riches en membranes internes. Elle est conforme aux
mesures quantitatives en microscopie électronique de Yago et al.
(49) dans le cortex surrénal.

Des localisations submitochondriales identiques 3 celles
qQue nous avons observées (153) ont été décrites simultanément
par d'autres groupes de chercheurs japonais, américains et
italiens :

sur les mitochondries de cortex surrénal de porc par Yago
et Ichii (101),

de rat par Dodge et al. (102),

de boeuf par Sottocasa et Sandri (43).
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Des particularités mineures distinguent les activités enzyma-
tiques dans les divers types de mitochondries : par exemple,
les mitochondries de cortex surrénal de porc ont une activité
benzylamine oxydase élevée, alors que nous n'avons pas pu me-
surer spectrophotométriquement, 3 250 nm, la monoamine oxydase
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf avec la benzyla-

mine comme substrat.

En 1971, Billiar et al (103) utilisant la digestion des
mitochondries de cortex surrénal de boeuf par la phospholipase A
de venin de serpent, ont localisé 3 tort le systéme de 11B-hydro-
xylation des stéroides dans la "membrane externe" mitochondriale.
Tout comme pour les mitochondries de coeur ou de foie, la méthode
de Green et al. (93) (94) ne fournit pas une séparation effective
des membranes, mais ne provoque qu'une perturbation drastique
des membranes mitochondriales avec libération du matériel matri-
ciel (une discussion plus compld&te de ce probléme a déja été

donnée dans 1l'introduction du chapitre).

4. PREPARATION DES MEMBRANES INTERNES PURIFIEES DES MITOCHONDRIES
DE CORTEX SURRENAL DE BOEUF : TRAITEMENT PAR LA DIGITONINE.

Nous avons discuté dans un paragraphe précédent, le fait
que la méthode de séparation des membranes mitochondriales par
le gonflement de grande amplitude en milieu phosphate hypoto-
nique, fournissait des membranes externes purifiées mais par con=
tre des membranes internes assez impures. Ce point avait déj3d été
signalé par les auteurs de la méthode, Parsons et al. (72), pour
les mitochondries de foie de cobaye.
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La méthode de fractionnement des mitochondries par la
digitonine proposée par Lévy et al. (77)-(79) et largement dé-
veloppée ultérieurement par Schnaitman et al. (80)-(83) permet
d'obtenir des membranes internes de mitochondries de foie de
rat trés purifiées ; en revanche, les membranes externes sont
impures comme le montre le tableau ci-dessous

Distribution des enzymes caractéristiques dans les

membranes purifiées des mitochondries de foie

de rat.
Résultats de Schnaitman et al. (81).

i &
cytochrome ¢ | monoamine
oxydase oxydase

nmoles/min/mg protéine

mitochondries 1980 22,2
membranes eXxternes 1890 340
membranes internes 2230 1,6

i
i

Le procédé de fractionnement par la digitonine a de plus
1'avantage de n'utiliser ni des milieux hypotoniques (gonflement)
ou hypertoniques (gradients de purification). Nous avons cherché
les conditions d'utilisation de la digitonine pour obtenir des
membranes internes purifiées des mitochondries de cortex surrénal
de boeuf.

4.1. Traitement des mitochondries de cortex surrénal de boeuf

par la digitonine : activités enzymatiques.

Le tableau 5 montre le résultat d'une expérience ol a été
étudiée l'action de concentrations croissantes de digitonine sur
les mitochondries de cortex surrénal de boeuf. Il donne les ac-
tivités enzymatiques contenues dans les mitochondries non trai-
tées et dans les mitochondries traitées par la digitonine, cen-
trifugées 3 9000 g pendant 10 minutes et lavées une fois en
resuspendant les culots dans du saccharose isotonique, pH 7,2 et
recentrifugeant 3 9000 g pendant 10 minutes.
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Par rapport au contrdle, les mitochondries traitées par
la digitonine montrent une augmentation des activités de 1la
cytochrome c oxydase, fumarase et du contenu en cytochrome
P-450. L'adénylate kinase et la monoamine oxydase se coemportent
tout 3 fait différemment : leurs activitds spécifiques dimi-
nuent dans les mitochondries traitées. La chute d'activité
observée est en raison direct de la concentratiocn en digito-
nine. L'adénylate kinase, enzyme située dans 1'espace inter-
membranaire (81) est rellchée dans le milieu. La baisse de
l'activité spécifique de la monoamine oxydase est provoquée
par le fait que les fragments de membrane externe détachés
par l'action de la digitonine ne sont pas sédimentés par cen-
trifugation 3 9000 g pendant 10 minutes.

4.2. Action de la digitonine sur la structure des mitochon-

dries de cortex surrénal de boeuf.

Le cliché 19 montre 1l'aspect du sédiment & 9000 g, 10 mn
provenant des mitochondries traitées par une concentration
suboptimale de digitonine (0,13 mg/mg de protéine). Il présente
surtout des mitochondries condensées dont la membrane externe
est ouverte et seulement légérement détachée. De nombreuses
structures cylindriques de petite taille trés opaques aux élec-
trons sont visibles, elles sont caractéristiques de l'action de
la digitonine sur les mitochondries et représentent peut-étre
des complexes digitonine-cholestérol (79). Aux concentrations
optimales en digitonine (0,6 mg digitonine/mg protéine)-(cliché
20), les membranes externes de toutes les mitochondries sont
détachées, les membranes internes trés condensées apparaissent
sous forme d'un lacis tubulaire. Certaines membranes internes
sont gonflées. Ces images sont similaires 3 celles publides
pour les mitochondries de foie de rat (81). L'homogénéité de la
préparation de membranes internes est facilement mise en évi-
dence par suspension en milieu hypotonique (cliché 21)-(tampon
phosphate de sodium 20 mM, pH 7,4) : toutes les membranes inter-
nes gonflent et leur apparence est alors comparable aux mem-
branes internes obtenues par la méthode de Parsons et al. (72).












-60=-

Néammoins la pureté enzymatique correspond 3 1l'absence de con-
tamination visible par la membrane externe mitochondriale.

4.3, Discussion.

Les résultats enzymatiques et morphologiques ci-dessus dé-
montrent qu'un traitement par la digitonine permet d'obtenir des
membranes internes trés purifiées de mitochondries de cortex sur-
rénal de boeuf. La fraction mitochondriale a un contenu en
cholestérel libre plus élevé que celui des mitochondries de foie
(104), cela peut expliquer pourquoi la quantité de digitonine
requise : 0,6 mg/mg de protéine mitochondriale est environ 3 fois
plus importante que pour les mitochondries de foie de rat (80)
(81).

Confirmant le résultat déjd obtenu par la méthode de
Parsons et al. (72), le cytochrome P-450 reste entiérement
associé aux membranes internes mitochondriales purifiées, trés
appauvries en monoamine oxydase.
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CHAPITRE IV
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INTRODUCTION.

Le cytochrome P-450 est 1'oxydase terminak du systéme de
11B-hydroxylation des stéroides dans le cortex surrénal. De méme,
les chaines d'hydroxylation des microsomes de foie (105), de
rein (106), du cortex surrénal (107), des microorganismes (108)
et autres sources (109) mettent en jeu un cytochrome P-450 pour
le métabolisme oxydatif (hydroxylation, déméthylation) d'une
grande variété de composés : stéroides, acides gras, drogues, ...
Le résultat de ces réactions est la transformation du substrat en

un produit plus polaire que le composé original.

La premiére étape de la réaction d'hydroxylation est la
fixation réversible de la molécule de substrat sur le cytochrome
P-450 (110). Narashimhulu et al. (111) ont démontré, les premiers,
que l'addition de 17a-hydroxyprogestérone (substrat du systéme
de 21-hydroxylation des stéroldes) 3 une suspension de microso-
mes de cortex surrénal, produisait un spectre différentiel carac-
térisé par un pic d'absorption vers 385-390 nm et un minimum
d'absorption a8 420 nm. Des changements spectraux similaires ont
également été observés aprds addition de désoxycorticostérone ou
désoxycortisol (substrats de la 11B-hydroxylase) 3 des mitochon-
dries de cortex surrénal (112).

-

Plus généralement, le spectre différentiel de type I (113)
correspond @ l'interaction spécifique du substrat : stéroide,
acides gras, drcgues avec le cytochrome P-450 de son propre sys-
téme d'hydroxylation : mitochondries et microsomes de cortex sur-

rénal, microsomes de rein et de foie.
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Un autre changement spectral, appelé type II (113), est
provoqué par des molécules qui ne sont pas des substrats : ani-
line, octylamine, pyridine, métyrapone, isocyanides, ... Par
exemple, l'addition de métyrapone, inhibiteur de la 11B-hydro-
xylation, 3 une suspension de mitochondries de cortex surrénal
produit un spectre différentiel caractérisé par un maximum

d'absorption 3 427 nm et un minimum d'absorption & 410 nm.

Des expériences de résonance paramagnétique électronique
ont confirmé 1l'interaction de la désoxycorticostérone et de la
métyrapone avec la cytochrome P-450 des mitochondries de cortex
surrénal (114)-(117). La désoxycorticostérone provoque le passa-
ge du fer du cytochrome P-450 d'un état de bas spin 3 un état de

haut spin. La métyrapone a un effet inverse (11h4).

Les deux méthodes décrites ci-dessus (changements spec-
traux et résonance paramagnétique électronique) constituent 1'ap-
proche la plus fréquente pour mesurer l'affinité des mitochon-
dries de cortex surrénal pour les stéroides et les inhibiteurs
de la 11B-hydroxylation, tels la désoxycorticostérone et le mé-
tyrapol. Dans ce cas, le cytochrome P-450 agit comme une sonde
intrinséque trés sensible, indiquant la fixation de divers 1li-

gands. -

Nous avons utilisé également une approche directe en
employant des stéroides et inhibiteurs radiocactifs (1%C- et
3H-) pour des mesures de fixation sur les mitochondries de cor-
tex surrénal de boeuf.

Dans ce chapitre, les fixations de 1%C-désoxycorticosté-
rone et 3H-métyrapol sur les mitochondries de cortex surrénal
de boeuf seront comparées aux changements spectraux du cyto-
chrome P-450 mitochondrial induits par ces derniers composés.
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1. MESURES DIRECTES DE LA FIXATION DE 1L}C-DESO)(YCORTICOSTERONE‘.

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf fixent la
désoxycorticestérone pratiquement instantanément méme 3 0°C. La
fixation a été mesurée pour des concentrations en mitochondries
comprises entre 0,7 et 3,6 mg de protéine/ml. Les courbes repré-
sentatives tracées selon Scatchard (118), sont montrées sur la
fig. 22.

Dans le domaine de concentrations choisi (0,05 & 30 uM),
les courbes expérimentales de fixation présentent une concavité

orientée vers le haut. Ceci indique soit

1) la présence de plusieurs types de sites de fixation

(sans interaction), soit

2) une interaction entre les sites qui, quand le taux d'oc-
cupation augmente, diminue l'affinité pour les sites restants. En
prenant la premiére alternative et en supposant seulement deux
classes de sites =~ des sites spécifiques de forte affinité et
des sites non-spécifiques de faible affinité -, les paramétres

de fixation sont calculés selon l'équation :

N,

K,+F K2+F

(Eq. 1),

ol : B et F sont les concentrations de 1la 1uC-désoxycorticosté-

rone liée et libre, respectivement.

N1 et K1 sont le nombre de sites et la constante de dis-

ssociation des sites de forte affinité.
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Fig. 22. Fixation de 11’LC-<:1ésox4ycor*’cic:os1:érone
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Les courbes tracées présentées selon Scatchard (118) correspondent
d celles obtenues théoriquement avec les paramdtres N1, Kys N, et K, don-
nées ci-dessous avec les conditions expérimentales

A - 14C—désoxycorticostérone : 0,05 - 30uM Protéine : 3,7 mg/ml ;

"~ volume final : 2,0 ml ; pH : 7,2 ; tempdrature : 25°C. N, = 0,75
nmole/mg de protéine ; Ky = 1,5 uM. N2 = 120 nmoles/mg d% proté-
ine : K2 = 0,5 mM.
14

B - C-désoxycorticostérone 0,1 - 15 uM protéine : 3,3 mg/ml ;
volume final 2,0 ml ; pH : 7,2 ; température : 25°C. N1 = 0,77
nmole/mg de protéine ; Ky = 1,7 uM. N, = 120 nmoles/mg de proté-
ine ; K2 = 0,5 mM.

Cc - 14C—désoxycorticostérone : 0,26 - 18,2 uM protéine : 0,7 mg/ml ;
volume final : 3,5 ml ;3 pH : 7,2 ; température 25°C. N, = 0,74

nmole/mg de protéine ; Ky = 1,0 uM. N2 = 120 nmoles/mg de proté-
ine ; K2 = 0,4 mM.
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N2 et K2 sont le nombre de sites et la constante de dis-

sociation des sites de faible affinité.

Les valeurs suivantes ont été obtenues

- sites de fixation de forte affinité
N1 = 0,75 nmole/mg de protéine ; Ky = 1,4 uM.

- sites de fixation de faible affinité
N2 = 120 nmoles/mg de protéinec ; K2 = 0,50 mM.

La membrane interne mitochondriale contient le cytochrome
P-450 et le systéme de 11B-hydroxylation des stéroides. En accord
avec ces localisations, la 11+C-désoxycorticostérone se fixe sur
les membranes internes purifiées par la technique 3 la digito-
nine de Lévy et al. (79) et Schnaitman et al. (81) adaptée pour
les mitochondries de cortex surrénal de boeuf (voir chapitre III).
Les paramétres moyens de fixation sont

- sites de forte affinité

N1 = 0,94 nmole/mg de protéine ; K1 1,4 uM.

- sites de faible affinité
N, = 100 nmoles/mg de protéine ; K, = 0,33 nM.

2. FIXATION DE LA DESOXYCORTICOSTERONE SUR LES MITOCHONDRIES
DE_CORTEX SURRENAL DE BOEUF : INTERACTION SPECTRALE.

L'addition de désoxycorticostérone 3 une suspension de
mitochondries de cortex surrénal de boeuf produit un spectre dif-
férentiel de type I, (Fig. 23a,b), le maximum et le minimum d'ab-
sorption sont 3 390 nm et & 420 nm et le point isosbestique est
a 407 nm.



a: DOC 40uM
b: DOC 4puM
¢ :a. 08pyM metyrapol

oy
Seo
.....
.
~~~~~

]F

424

1 1 1 1 1 1
350 400 450 500 550 600

longueur d‘onde (nm)

Fig. 23. Spectre différentiel des mitochondries
de cortex surrénal de boeuf
provogué par la désoxycorticostérone.
Effet inhibiteur du métyrapol

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf sont suspendues dans
un milieu mixte salin - saccharose (KC1l : 50 mM, Saccharose : 0,12 M,
HEPES : 5 mM, Phosphate de potassium : 5 mM, pH : 7,2) pour obtenir une
concentration finale de 1,7 mg de protéine/ml, et distribuées également
dans deux cuvettes de spectrophotométre. Les spectres différentiels sont

Y

enregistrés 3 25°C aprés les additions suivantes : (a) 40 uM DOC ; (b)

4 uM DOC 3 (c¢) 40 uM DOC + 0,8 uM métyrapol dans la cuvette test et 0,8 uM

metyrapol dans la cuvette témoin.
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Une courbe de titration a été réalisée par des additions suc-
cessives de désoxycorticostérone 3 une suspension mitochondriale
d 25°C (Fig. 24). Dans cette expérience, la formation du trou &
420 nm a été suivie et le second monochromateur du spectropho-

tométre 3 double faisceau (Chance-Aminco) a été réglé & 407 nm.

Le changement spectral suit instantanément l'addition du
stéroide, et il se maintient stable, montrant qu'il n'y a plus
de donneurs d'électrons endogénes capables d'hydroxyler la déso-
xycorticostérone en corticostérone. Une constante apparent de
dissociation (KA) est calculée en tragant l'inverse de la den-
sité optique D 0(420-407 nm) en fonction de l'inverse de la con-
centration en désoxycorticostérone (113) : dans les conditions
de la fig. 24, pour une concentration en protéine de 0,32 mg/ml,
on trouve KA = 1,2 uM. L'amplitude du changement spectral maximal
est ADO 420-407 nm = 0,025,

L'amplitude maximale du changement spectral est normalement
proportionnelle 3 la concentration en protéine. Par contre la
constante spectrale de dissociation varie avec la quantité de
protéine. Les résultats d'une expérience ou le changement spec-
tral total (pic-trou) : A 420-385 nm a été titré est montré

DO
sur le tableau ci-dessous

Paramétres quantitatifs du changement spectral induit

par la désoxycorticostérone en fonction de la

concentration en protéine

Protéine ADO max | Kg (uM)
mg/ml
0,30 0,0524 1,9
0,76 0,0375 2,1
1,50 0,0485 2,9
2,30 0,0387 3,5
3,00 00,0470 b,1
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Fig. 24. Titration spectrale
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf
par la désoxycorticostérone

Dans le milieu précédent (fig. 23) la concentration en protéines mi-
tochondriales est 0,32 mg/ml (volume final : 3,5 ml, température : 25°C).
Les deux monochromateurs du spectrophotométre Chance-Aminco sont réglés
d 420 et 407 nm. Des additions successives de désoxycorticostérone sont

réalisées comme indiqué.
A(DO) 420-407nm

0,001
—DOC(0,3,M) T

"-DOCP (2 M)

Add.

DMR0,1%%)
\DOCA(ZpM)

—ﬂmek—

Fig. 25. Interaction spectrale de la désoxycorticostérone
et de l'acétate et propionate de désoxycorticostérone
avec les mitochondries de cortex surrénal.

Les mitochondries de cortex surrénal sont diluées dans 3 ml de mi-
lieu salin a 25°C, pH 7,2. La concentration en protéines est 1,2 mg/ml.
Les deux monochromateurs du spectrophotom@tre Chance-Aminco sont réglés 3
420 et 407 nm. Les effets de 1l'addition (add.) de désoxycorticostérone
(DOC) : 0,3 uM ; d'acétate de désoxycorticostérone (DOCA) : 2 uM ; de pro-
pionate de désoxycorticostérone (DOCP) : 2 uM. et de dim@thyl formamide
(DMF) : 0,1 % (concentration introduite avec les stéroides) sont repré-
sentés.
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App max : amplitude maximale du changement spectral
(420~385 nm) ramenée 3 une concentration en protéine de 1 mg/ml,
a une valeur moyenne de 0,047. La constante spectrale de dis-
sociation (Kg) extrapolée pour une concentration nulle en pro-
téine est 1,6 UM ; cette valeur est similaire 3 la constante de
dissociation des sites de forte affinité (K1 = 1,4 uM), mesurée

directement avec la 1I+C—désoxycorticostérone.

La variation de la constante spectrale de dissociation
avec la quantité de protéine utilisée avait déja &té décrite
par Whysner et al. (115) pour l'interaction de la désoxycor-
ticostérone avec les mitochondries de cortex surrénal. Elle
avait également &té observée par Cooper et al. (119) lors de
la titration spectrale des microsomes de cortex surrénal par
la 17a-hydroxyprogestérone. Cette dépendance est sans doute ex-
plicable par la présence d'une fixation non-spécifique impor-
tante et par l'utilisation dans l'exploitation graphique de la
concentration totale en désoxycorticostérone au lieu de 1la
concentration libre. Ce dernier point sera discuté plus loin
avec plus de détails lors de l'interaction spectrale du méty-

rapol avec les mitochondries de cortex surrénal.

L'interaction spectrale de type I avec les mitochondries
de cortex surrénal, décrite pour la désoxycorticostérone, est
spécifique des stéroides substrats de la 11B8-hydroxylation comme
le désoxycortisol ou l'androsténedione, par exemple (116). La
corticostérone, la 17a-hydroxyprogestérone ne fournissent pas
de spectre de type I.

L'hydroxyle en position 21 de la désoxycorticostérone peut
étre converti en acétate ou propionate. Les interactions spec-
trales obtenues sont montrées sur la fig. 25. L'addition des
acétate ou propionate provoque d'abord une variation de densité
optique de sens opposé 3 celle obtenue avec la désoxycorticos-
térone. L'intégrité de l'hydroxyle en 21, nécessaire pour la
réaction enzymatique de 118-hydroxylation (120), l'est également

pour l'interaction spectrale.
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Une lente réaction se développe ensuite dans le sens
correspondant au spectre de type I : les esters de désoxy-
corticostérone sont vraisemblablement hydrolysés (120) et
refournissent progressivement le stéroide libre. Nous n'avons
pas &tudié si cette activité hydrolytique était réellement
mitochondriale ou si elle était due 3 une contamination par

des éléments extramitochondriaux.

3. FIXATION DE DESOXYCORTICOSTERONE SUR LES MITOCHONDRIES DE
CORTEX SURRENAL DE BOEUF : EFFET INHIBITEUR DE LA METYRA-
PONE ET DU METYRAPOL.

3.1. Mesures directes de fixation de 14C—désoxycorticostérone.

La métyrapone et le métyrapol sont des inhibiteurs com-
pétitifs de la 11B-hydroxylation de la désoxycorticostérone,
suggérant la possibilité d'un site commun de fixation avec le
stéroide (121)-(123). La figure 26 montre que de faibles con-
centrations de métyrapone diminuent la fixation de désoxycor-
ticostérone sur les membranes internes purifiées des mitochon-
dries de cortex surrénal. Les courbes expérimentales ont &été
décomposées en supposant seulement la présence de deux classes
de sites : sites de forte et faible affinité. Lorsque la con-
centration en métyrapone croit, le nombre de sites de fixation
de forte affinité (Nl) diminue sans changement significatif de
la constante de dissociation K1 . d'autre part, les sites de
fixation non-spécifiques ne sont pas affectés ni en nombre (N2)
ni en affinité (Kz) (Tableau 6). La métyrapone se comporte donc
paradoxalement comme un inhibiteur non-compétitif de la fixation
de la désoxycorticostérone. On montre dans le paragraphe sui-
vant : cas particulier C, que ce phénoméne est provoqué par la
forte affinité de la métyrapone pour les mitochondries de cortex
surrénal de boeuf. Aux faibles concentrations en désoxycorti-
costérone, la courbe de Scatchard est inversée, c'est-3-dire
que le rapport (1ié/libre) augmente quand la quantité de sté-

roide 1ié augmente.
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metyrapone

(‘) 0,25 pM
(O) 2.5 pM -y
(e)13,0 uM
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DESOXYCORTICOSTERONE (nmoles/mg)
~N
1

0 05 1
DESOXYCORTICOSTERONE (LIEE / LIBRE)

Fig. 26. Effet inhibiteur de la metyrapone
sur la fixation de l%¥c-désoxycorticostérone
sur les membranes internes purifiées
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Les tubes d'incubation contiennent dans un volume final de 2 ml de
milieu salin, & 25°C, pH 7,2, une concentration variable de 1l4¢-désoxy-
corticostérone : 0,02 - 14 uM. La réaction est initiée par addition des
membranes internes purifiées par la méthode & la digitonine (2,3 mg de
protéine). En plus du contrdle sont représentées les courbes en présence
de metyrapone : 0,25 - 2,5 et 13 uM. Les paramétres quantitatifs corres-
pondants sont donnés dans le tableau 6.

400

1000}

— 57uM metyrapone
E  800f«”

S

~

o 6001 metyrapone

3 0)4pM

9 N

<q

\-contréle

0 1 2 3
1/ DESOXYCORTICOSTERONE (pM™~1)
Fig. 27. Interaction spectrale de la désoxycorticostérone
avec les mitochondries de cortex surrénal de boeuf
inhibition par la metyrapone.

La concentration en protéine est 0,32 mg/ml, le volume final 3,5 ml
et la température : 25°C. La droite contrdle correspond aux données de la
Fig. 24. Par régression linéaire les valeurs suivantes sont obtenues
K, = 1,2 yM et AOD max = 0,0096. En présence de metyrapone : 0,14 et

5,7 uM, AOD max devient respectivement 0,0086 et 0,0080. Si en premiére
approximation 1'inhibition est considérée de type compétitif, les Ki cor-
respondants sont 0,35 et 0,13 uM.
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Ces courbes peuvent &tre expliquées par des effets coopératifs,
mais dans notre cas, il est beaucoup plus vraisemblable qu'unc
fraction de la désoxycorticostérone a été hydroxylée en corti-
costérone grice aux substrats endogénes résiduels : anions du

cycle de Krebs ou méme acides gras. Des résultats d'inhibition

analogues ont été obtenus avec le métyrapol.

3.2. Equation générale de 1'équilibre de fixation d'un ligand

en présence d'un inhibiteur compétif.

Lorsque les inhibiteurs compétitifs ont une affinité
&levée les formules habituelles (124) ne sont plus applicables ;
divers auteurs (125) (126) ont souligné la necessité d'utiliser
une formule générale donnant la fixation du ligand (S) en pré-
sence de l'inhibiteur compétitif (I).

Soit les deux équilibres

M+S2ZTMS (Eq. 1)
M+I2ZMI (Eq. 2).

M, S, I, (MS), (MI) sont 1les concentrations respectives

- des sites de fixation vides : M
- du ligand libre : S

- de 1l'inhibiteur libre : I

- un ligand 1ié : (MS)

- de 1l'inhibiteur 1ié (MI).

K et Ki étant les constantes de dissociation respectives, la
loi d'action de masse donne

M) (I)

K = ) (S) (Eq. 3) et Ki S 4 D N (Eq. W)

- (MS)

I et N étant les concentrations totales de 1'inhibiteur et

des sites de fixation, nous avons

=
H

I + (MI) (Eq. 5)
M+ (MS) + (MD) (Eq. 6).

2
[
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Les é&quations 4,5 nous donnent :

(M) (D)
It = I + ———KI——
s It It
Soit I = E. - NS R (Eq. 7).
i 1+ 5 X x.
1

Les équations 4,6 donnent :

_ Dy O (D I
N (MS) = M + Ki =M (1 + Ki]

Soit en utilisant 1'équation 7

v o N -Qus)
T
1 4—r>=
K, + 2 x x
i S

En remplagant M par cette derniére valeur dans 1'équation

3 nous avons la relation :

(MS) = _

1 +
S K. + K (MS)
i S

[N - (MS)] (Eq. 8)

Rl

Cas particuliers.

équation de Scatchard (118) pour un type de sites

MS) . % (N - (MS)] (Eq. 9).

- équation d'une droite de pente (- K) et d'ordonnée

3 1l'origine (N).
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B - Ligand de forte affinité (K ~ 10°° M) et inhibiteur de faible
affinité (K, v _107° m)

K ﬁ%?l est négligeable devant Ke
et (%g) = 1 T [N - (MS)] (Eq. 10)
K (1 + 5
i

- équation d'une droite ayant la méme ordonnée 3 1l'origine
que le contrdle (N) mais dont la pente est modifiée (-K(1+It/Ki);
1'inhibition apparait compétitive et Ki peut étre calculé.

-6

C - Ligand de faible affinité (K ~ 10 M) et inhibiteur de for-

te affinité (K. v 107° 1)

Ki est négligeable devant Ki%gl

(MS) _ _(MS) , (N - Iy) (Eq. 11).
S T K K

d'ou

- équation d'une droite ayant la méme pente (-K) que le
contr8le mais ayant une ordonnée 3§ l'origine différente (N - It)’
Dans ce cas, le calcul de Ki n'est plus possible car comme cela
a été signalé par Webb (125) 1'inhibition est indépendante du K; .

L'inhibition semble paradoxalement non-compétitive (126).

3.3. Interaction spectrale de la désoxycorticostérone

inhibition par la métyrapone et le métyrapol.

La métyrapone et le métyrapol diminuent 1'amplitude du
changement spectral produit par la désoxycorticostérone. Le chan-
gement spectral de type I produit par 1l'interaction de la déso-
xycorticostérone avec les mitochondries de cortex surrénal a &té
discuté précédemment (112) (115). Si du métyrapol (ou de la méty-
rapone) est ajouté 3 la suspension mitochondriale avant de répar-
tir entre les deux cuvettes du spectrophotométre, le spectre dif-
férentiel obtenu par addition de 40 uM de désoxycorticostérone
dans la cuvette test (fig. 23C) est trés diminué par rapport au
contrdle ; en effet le métyrapol empéche une fixation compléte
de la désoxycorticostérone sur les sites responsables de l'inte-

raction spectrale.



-71-

En fait, 3 cause de 1l'effet spectral de type II propre au méty-
rapol, le spectre (C) est plus complexe qu'une diminution pure
du spectre de type I induit par la désoxycorticostérone : ceci
est apparent par le léger décalage des positions du maximum et
minimum d'absorption vers les longueurs d'onde plus &levées.

Une expérience de titration spectrale par la désoxycor-
ticostérone a été réalisée en présence de deux concentrations
trés différentes de métyrapone (0,14 et 5,7 uM). Les tracés de
l'inverse de la densité optique App 420~407 nm en fonction de
l'inverse de la concentration totale en désoxycorticostérone mcn-
trent que la métyrapone se comporte ici ccmme un inhibiteur
compétitif de l'interaction spectrale de la désoxycorticostérone ;
la constante spectrale d'inhibition Ki calculée 3 partir des
résultats de la fig. 27 est 0,24 uM, similaire aux valeurs pu-
bliées pour l'inhibition de la 118-hydroxylation 0,21 uM (57)
et 0,1 uM (122).

3.4. Mesure de la désoxycorticostérone et de la corticos-

térone intramitochondriale.

Pour déterminer si l'interaction de la désoxycorticos-
térone avec les mitochondries de cortex surrénal, échange de
la désoxycorticostérone externe contre la corticostérone in-
tramitochondriale, il convenait de doser les stéroides endo-

geénes.

Les mitochondries (50-100 mg de protéine) sont extraites
par 3 fois 50 ml d'acétate d'éthyle, aprés addition de traceurs
radio-actifs 3H - DOC et 3H—corticostérone (envircn 100 000 dpm
de chaque stéroide). L'extrait séché sur sulfate de sodium, est
évaporé a sec. La désoxycorticostérone et la corticostérone sont
séparées sur une colonne d'acide silicique (Merck, 100 - 120
Mesh ; 5 g). Aprés le passage de 50 ml de chloroforme - hexane
(CH) (8 : 1) qui éluent le cholestérol, la prégnénolone et la
progestérone, la désoxycorticostérone est &luée par 30 ml de

(CH + Ethanol 1%).
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Aprés passage de 50 ml de (CH + Ethanol 3 %), la corticos-
térone est &luée par 50 ml de (CH + Ethanol 7 %). Les frac-
tions, évaporées 3 sec, sont acétylées par 0,1 ml d'anhydride
acétique et 0,5 ml de pyridine anhydre (une nuit 3 la tempé-
rature ambiante ou 1 heure ad 60°C). Les dérivés acétate sont
chromatographiés sur une couche mince de gel de silice (Merck,
HF 254) avec le solvant acétate d'éthyle - benzéne (6 : 4).
Des marqueurs (2 ug), dans des lignes adjacentes, permettent
le repérage des spots qui sont &€lués par 10 ml d'acétone. A
ce stade, une partie aliquote (1 : 10) est prélevée pour
comptage de la radioc-activité, et permettre la détermination

du rendement de la purification : 30 & 40 % pour la DOC et
20 - 30 % pour la cortieestérone.

Avant l'injection dans le chromatographe, des quantités
connues de propionate de DOC et de corticostérone sont ajoutées,

comme standards internes. Les quantités injectées sont de 10 &

100 ng de stéroide. Les conditions de chromatographie sont les

suivantes
- température : - DOC : 257° (isotherme),
- corticostérone : 265° (isotherme),
- colonne : - 1,8 m ; 3 % SE 30 (polymére de diméthyl

siloxane).

- détecteur par capture d'électrons (63Ni) ; gaz vecteur
azote U ("Air Liquide").

Les valeurs moyennes suivantes ont été obtenues (quatre
expériences indépendantes) : désoxycorticostérone : 52 * 9
picomoles/mg de protéine ; et corticostérone : 104 * 20 pico-

moles/mg de protéine.
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L. DISCUSSION.

Les résultats exposés ci-dessus mettent directement en
évidence la fixation de désoxycorticostérone sur les mitochon-
dries de cortex surrénal de boeuf. Les données de fixation sont
explicables par un mod&le & deux types de sites : un nombre
1imité de ‘sites spécifiques de forte affinité et un grand ncm-
bre de sites non-spécifiques. L'analyse des résultats a été
faite en fonction de ce modé&le. Il faut néammoins souligner que
la grande différence d'ordre de grandeur des nombres des sites
de forte et faible affinité (environ 100) ne permet pas une

détermination précise des paramétres.

Les caractéristiques des sites de fixation de forte affi-
nité sont comparables 3 l'interaction spectrale de la désoxy-
corticostérone avec le cytochrome P-450 mitochondrial, en par-
ticulier la constante spectrale de dissociation (Kg) est simi-
laire 3 la constante de dissociation des sites spécifiques (Kl)'
Le nombre de sites spécifiques (Nl) est du méme ordre de gran-
deur que le contenu en cytochrome P-u450, mais, en général plus
faible (environ 50 %). Ce fait suggére qu'une partie du cyto-
chrome P-450 ne réagit pas avec la désoxycorticostérone. Les
mitochondries de cortex surrénal contiennent deux systémes dis-
tincts d'hydroxylation associés au cytochrome P-450 : le clivage
de la chaine latérale du cholestérol et la 11B-hydroxylation.

I1 est vraisemblable que la désoxycorticostérone ne réagit
qu'avec le cytochrome P-450 spécifique de la 11B-hydroxylation.

~

Ce probléme sera discuté 3 nouveau 3 propos de la fixation du

métyrapol tritié.

La bonne corrélation entre les données spectrales et les
L 1‘4 Pl L] 4 ~
mesures directes avec la C-désoxycorticostérone, suggere que
nous mesurons bien une fixation nette et non pas un échange

avec des stéroides endogénes.
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Les caractéristiques de fixation des sites de faible
affinité sont trés nettement différentes de ce qui vient d'étre
déecrit. Le nombre de sites de fixation (N2) est trés largement
excédentaire par rapport au contenu en cytochrome P-450, il
devient, par contre, du méme ordre de grandeur que la teneur
en phospholipides des mitochondries (400 nmoles/mg de proté-
ine). La constante de dissociation (Kz) est similaire aux va-
leurs publiées pour la fixation non-spécifique des stérolides
sur 1l'albumine (127).

L'ensemble des molécules de désoxycorticostérone associé
3 la membrane interne mitochondriale du cortex surrénal se dis-
tribuerait entre deux types de sites en équilibre avec la déso-
xycorticostérone libre dans le milieu extramitochondrial :

- des sites spécifiques fonctionnels associés au cyto-
chrome P-450,

- des sites non spécifiques associés 3 des régions hy-
drophobes de la membrane (lipides et protéines). En fait,
ces sites peuvent &tre interprétés comme une partition du sté-
roide entre le milieu d'incubation : phase aqueuse, et la mem~
brane : phase hydrophobe.

La métyrapone (et le métyrapol), inhibiteurs de la
118-hydroxylation (121)-(123) diminuent spécifiquement la
fixation de la 1uC-désoxycor*‘ticostér*one sur les sites de
forte affinité. L'inhibition de la fixation semble de nature
non~-compétitive. L'utilisation de la formule générale de fi-

xation d'un ligand en présence d'un inhibiteur compétitif a
montré que cet effet est provoqué par la forte affinité de 1la
métyrapone (ou du métyrapol) pour les mitochondries de cortex
surrénal. De tels comportements paradoxaux ont été décrits
pour l'inhibition enzymatique (125) (126).
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La métyrapone (et le métyrapol) inhibent également 1'in-
teraction spectrale de la désoxycorticcstérone ; la constante
d'inhibition déduite de ces expériences (Ki = 0,24 uM) est
similaire 3 la valeur de la constante d'inhibition de la ré-
action de 11phydroxylation.

La métyrapone (2-méthyl-1,2 bis(3~pyridyl)-1-propanone)
est un composé treés étudié comme inhibiteur compétitif de la
11B~-hydroxylation des stéroides dans le cortex surrénal et uti-
lisé comme tel dans un test clinique du fonctionnement de 1'axe

hypophyse-cortex surrénal (128).

Contrairement aux hypoth3ses de divers auteurs, la méty-
rapone n'est pas un analogue de stéroide (121), mais bien que
structuralement différente, elle agit sans doute au niveau d'un
site identique ou trés voisin de celui des stéroides substrats
de la 11B-hydroxylation (122) (129) (130). C'est dans cette
optique que nous avons décrit précédemment 1l'effet inhibiteur
de la métyrapone sur l'interaction de la désoxycorticostérone
avec les mitochondries de cortex surrénal. D'autre part, les
expériences réciproques étudiant l'interaction de la métyrapone
(ou pour des raisons techniques plutdt son produit de réduction,
le métyrapol) avec les mitochondries de cortex surrénal de
boeuf, sont décrites ci-aprés.
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Ncus montrerons tout d'abord que la métyrapone et le
métyrapol (Fig. 28) ont des propriétés inhibitrices identiques
vis-3-vis de la 11Bf~hydroxylation des stéroides. Les caracté-
ristiques de l'interaction spectrale du métyrapol avec le cy-
tochrome P-u450 des mitochondries de cortex surrénal seront dé-
crites et comparées aux mesures directes de fixation du méty-
rapol tritié.

A 1l'origine, la métyrapone était considérée comme un
inhibiteur spécifique de la 11B-hydroxylation des stéroides :
en effet, dans le cortex surrénal, le clivage de la chaine
latérale du cholestérol (localisé dans les mitochondries) et
le systéme de 21-hydroxylation des stéroides (localisé dans
les microsomes) sont insensibles 3 1l'inhibition par la méty-
rapone (121) (132). A ce jour, la métyrapone semble &tre un
réactif plus général du cytochrome P-450. Dans le cortex sur-
rénal, la métyrapone inhibe également les systémes de 18- et
19-hydroxylation des stéroides (132) (133). De plus, la méty-
rapone est un bon inhibiteur de diverses réactions d'hydroxy-
lation de drogues dans les microsomes de foie de rat (129) et
chez la bactérie Pseudomonas putida (130).

1. PROPRIETES INHIBITRICES DU METYRAPOL SUR LA 118-HYDROXYLA-~
TION DES STEROIDES : COMPARAISON AVEC LA METYRAPONE.

Le tracé polarographique (fig. 29) illustre la stimula-
tion caractéristique, par la désoxycorticostérone, de la res-
piration insensible au cyanure des mitochondries de cortex sur-
rénal ; le malate est le substrat utilisé. Cette réaction est
due & la 11B-hydroxylation de la désoxycorticostérone en cor-
ticostérone qui nécessite de 1l'oxygéne moléculaire. Tout comme
la métyrapone (64%), le métyrapol inhibe la stimulation de la
vitesse de consommation de 1l'oxygéne d'une manidre compétitive :
1l'inhibition est levée par une augmentation de la concentration

de la désoxycorticostérone de 40 3 600 uM.
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Fig. 29. Inhibition par le metyrapol de la consommation d'oxygéne par
les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries (5,7 mg) sont ajoutées 3 1,9 ml de milieu salin
d 25° contenant 0,12 M KCl, 20 mM HEPES, 10 mM phosphate de potassium,
PH 7,2. Les additions de L-malate, cyanure, désoxycorticostérone et
metyrapol sont faites comme indiqué. Les chiffres le long dutracé sont
les vitesses de consommation d'oxygéne en nmoles/min/mg de protéine.

Fig. 30. Inhibition par la metyrapone et le metyrapol de la consomma-
tion d'oxygeéne stimulée par la désoxycorticostédrone.

Les mitochondries (6,2 mg) sont ajoutées 3 2 ml de milieu salin 3
25° pH 7,2, contenant du L-malate : 10 mM, de 1'Antimycine A : 25 ugsde
la désoxycorticostérone (0,6mM) et des concentrations croissantes de
metyrapone et metyrapol. Le trait pointillé est la consommation en 1'ab-
sence d'inhibiteurs.
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Des courbes de titration déterminées par cette méthode pola-
rographique sont montrées sur la fig. 30. Il apparait que 1la
métyrapone et le métyrapol ont des capacités inhibitrices
analogues vis-~3-vis de 1la 11B-hydroxylation de la désoxycor-
ticostérone. La fonction cétone n'est donc pas primordiale
pour l'inhibition, ce qui permet 1'utilisation du métyrapol
tritié de haute activité spécifique pour 1'étude de 1'inter-
action avec les mitochondries de cortex surrénal.

Métyrapone et métyrapol sont des inhibiteurs compétitifs
trés actifs de 1la 11B-hydroxylation : ils ont au moins 60 fois
plus d'affinité que le substrat. En effet des concentrations
10 uM de ces inhibiteurs sont suffisantes pour inhiber de 50 %

la consommation d'oxygdne associde 3 1'hydroxylation de 600 uM
de désoxycorticostérone.

2. CINETIQUE DE FIXATION DU METYRAPOL SUR LES MITOCHONDRIES
DE CORTEX SURRENAL DE BOEUF.

La fixation du métyrapol sur les mitochondries isolées
du cortex surrénal de boeuf est une réaction rapide (fig. 31) ;
méme 3 0°C 1'8quilibre de fixation est presque atteint en une
d deux minutes. L'affinité du métyrapol pour les mitochondries

-

est légérement plus faible 3§ 30°C qu'a 0°C, comme le montre la
quantité fix€e 3 1'équilibre sensiblement réduite 3 30°C. Le
métyrapol radiocactif fixé peut &tre reldché par addition d'un
large excés de métyrapol non-marqué. Dans ces conditions, le
métyrapol non-marqué occupe tous les sites de fixation restés
éventuellement vacants et chaque molécule de métyrapol tritié
qui se dissocie n'est remplacée pratiquement que par des molé-
cules non-radiocactives. Le relidchement du métyrapol 1ié est
plus lent que la fixation et 1l'effet de 1la température est
démontré sur la fig. 31. Le temps de demi-dissociation est

environ 5 minutes 3 0°C et moins de 30 secondes 3 30°C.
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Fig. 31. Cinétique de fixation du 3y~metyrapol
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Les mitochondries (12 mg) sont ajoutées au temps zéro dans 15 ml de
milieu salin 3 0°C contenant 4,1 x 108 M 3H-metyrapol. Le metyrapol non-
marqué (concentration finale : 4 x 10-5 M) est ajouté 3 une fraction de
8 ml. Aux temps indiqués, des échantillons de 1 ml sont prélevés et im-
médiatement filtrés sur Millipore (taille des pores : 0,u5 U, diamétre
25 mm). Les mitochondries sont rapidement lavées par 5 ml de milieu sa-
lin 3 0°cC.

~

Une expérience identique est faite & 30°cC.
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Signalons, d&s maintenant, que la capacité de fixation
des mitochondries de cortex surrénal est complé&tement détruite
par chauffage 3 100°C pendant une minute (une étude plus détail-
lée de 1l'inactivation thermique sera présentée plus loin).

2.1. Etude quantitative de la cinétique d'association du

métyrapol avec les mitochondries de cortex surrénal de

boeuf.

Des filtrations rapides sur filtres Millipore ont permis
des mesures précises de la fixation du métyrapol sur les mito-
chondries, & 0°C. Les supports des filtres sont adaptés a des
seringues et, aux temps indiquds, le contenu du tube d'incu-
bation est transféré dans le corps de la seringue et immédia-
tement filtré. La radioactivité d'une partie aliquote du fil-
trat est mesurée et permet de déduire la quantité de métyrapol
tritié fixée. (fig. 32). La constante cinétique d'association

k, est calculée en supposant une réaction du second-ordre :
k.
, . . L . e
métyrapol libre + sites vacantsj?r sites occupés (ou mé-

tyrapcl 1ié).

Si a est la concentration totale des sites de fixation,
b la concentration du métyrapol total, et x la concentration
du ligand 1ié (ou des sites occupés) au temps t, nous avons

la relation suivante

2,3

k1 l,)-a lOg b-x + 213

a-x k1(b~a)

t = log %

Les expressions (b-x) et (a-x) représentent les concen-
trations du métyrapol libre et des sites libres, respective-
ment. La relation montre que pour des temps assez courts, le
tracé du temps t en fonction du logarithme décimal du rapport
(métyrapol libre/sites libres) doit &tre Jlinéaire avec une
pente égale 3 2,3/k (b-a). La fig. 33 donne la vérification
expérimentale.
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Fig. 32. Cinétique

d'association du metyrapol
avec les mitochondries de
cortex surrénal de boeuf

Les mitochondries (0,35 mg) sont
ajoutées au temps zéro 3 2 ml de
milieu salin a 0°C, pH 7,2, conte-
nant 1,2 x 107 M de metyrapol tri-
tié. Les incubations sont stoppées
par filtration rapide & travers un
filtre Millipore adapté 3 une se-
ringue. Seul le metyrapol libre
est mesuré, le metyrapol 1lié est
déduit par différence entre le me-
tyrapol total et libre.
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Fig. 33. Analyse
des résultats de la
cinétique d'association

A partir des résultats de la
Fig. 32, le temps (pour les valeurs
inférieures 3 90 secondes) est tra-
cé en fonction du logarithme (mety-
rapol libre/sites libres). La con-
centration totale en sites de fixa-
tion déterminée indépendamment (par
mesure de la fixation en présence de
2 uM 3H-metyrapol, concentration
pour laquelle les sites sont saturés)
est de 5,8 x 10-8 M. La pente de la
meilleure droite est déterminée par
régression linéaire.
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Fig. 34. Cinétique de dissociation du metyrapol
avec les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries de cortex surrénal (0,18 mg/ml) sont suspendues
dans du milieu salin & 0°C, pH 7,2 contenant 1,3 x 10-7 M 3H-metyrapol.
Aprés 10 minutes d'incubation & 0°C un échantillon contrdle (temps zéro)
de 2 ml est prélevé juste avant l'addition de metyrapol non-marqué (5 x
10-5 M). Des portions de 2 ml sont alors prises aux temps indiqués.

Les échantillons prélevés sont immédiatement filtrés sous vide sur
filtre Millipore.
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La valeur de la constante cinétique d'association k1
déduite de la pente moyenne obtenue par régression linéaire
est k1 = 1,6 . 105 M-1 s—i. La mesure de la vitesse de disso-
ciation est également effectuée par filtration rapide. Les
mitochondries sont d'abord incubées avec le métyrapol tritié
pendant un temps suffisant pour que 1l'équilibre soit atteint
(10 min.), puis 1l'addition d'un large excés de métyrapol non
radioactif empéche toute réassociation ultérieure de métyrapol
tritié. La constante cinétique de dissociation k_, est calculée
en supposant une réaction de premier ordre, elle a pour valeur
1,2 . 10-3 s“1 (fig. 34). Ces deux constantes cinétiques de
réaction k1 et k_.1 permettent le calcul de la constante de_gis-

g % Kq/k_q» icd kg = 7,5 . 10 M.

sociation k., 3 1'équilibre, k
est trés comparable 3 celles obtenues direc-

d
Cette valeur de kd

tement par des mesures 3 l'équilibre, (voir plus loin).

2.2. Etude cinétique de la spécificité des sites de fixation

du métyrapol.

La spécificité des sites de fixation du métyrapol a été
appréciée par la mesure du rellchement du métyrapol radio-actif
aprés 1'addition de divers ligands, compétiteurs présumés
métyrapone, désoxycorticostérone, corticostérone, androsténe-
dione, progestérone et 17a-hydroxyprogestérone. La désoxycor-
ticostérone et 1l'androsténedione ont &été choisies car ces sté-
roides sont substrats du systéme de 118-hydroxylation mitochon-
driale. La progestérone et la 17o-hydroxyprogestérone sont des
substrats préférentiels pour le systéme de 21-hydroxylation des
microsomes. Le métyrapol lui-méme ainsi que la diméthyl forma-
mide qui est le solvant utilisé pour les additions de stéroides,
sont inclus comme témoins. Les vitesses de reldchement du méty-
rapol tritié aprés addition de métyrapol ou de métyrapone sont
égales (fig. 35). Ceci confirme 3 nouveau les propriétés iden-

tiques de ces deux ligands.
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Fig. 35. Spécificité

du déplacement
du metyrapol tritié

Les mitochondries (110 mg) sont
ajoutées au temps zéro 3 100 ml
de milieu salin 3§ 0°C,.%H'7,2,
contenant 4,1 x 10-8 M H-mety-
rapol. Aux temps signalés, des
portions de 10 ml du milieu d'in-
cubation sont transférées en
présence de 3,3 x 10-5 M mety-
rapol ou 5 x 10-5 M metyrapone
ou 2 x 104 M désoxycorticosté-
rone, androsténédione, corti-
costérone, 17a-0H progestérone
ou 0,5% diméthylformamide (DMF)
(identique 3 la quantité intro-
duite avec les stéroides. Aux
temps indiqués des échantillons
de 1 ml sont prélevés et fil-
trés sur Millipore (voir mé-
thodes).
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Fig. 36. Effet

de la réduction
par le dithionite de sodium
et de 1l'oxyde de carbone
sur la cinétique
de fixation du metyrapol
sur les mitochondries
de cortex surrénal.

Les mitochondries (48 mg) sont
suspendues dans 100 ml de milieu
salin 3 0°C, pH 7,2, et divisées
en trois fractions. La premidre
€St conservée comme contrdle oxy-
dé ; la seconde est réduite par
le dithionite de sodium (10 mM) ;
dans la troisidme, réduite par le
dithionite de sodium (10 mM), de
l'oxyde de carbone est barboté
pendant 3 minutes.

Les incubations sont initiées par
addition de metyrapol tritié

5,5 x 1078 M. Comme indiqué, du
metyrapol non-radiocactif est ajou-~
té 3 une portion de 12 ml des mi-
lieux d'incubation & une concentra-
tion finale de 2,7 x 10-5 M,

Aux temps voulus, des échantillons
de 1 ml sont prélevés et rapidement
filtrés sur Millipore. (yoir Méthodes
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Sur la méme figure, le métyrapol tritié est déplacé par la
désoxycorticostérone et 1l'androsténedione, 3 l'opposé 1la
corticostérone, la 17c¢~hydroxyprogestérone et la progestérone
sont inactives, de méme d'autres essais nous ont montré que

le cholestérol et 20a-hydroxycholestérol étaient inactifs.

Ces expériences confirment la compétition précédemment

décrite entre la désoxycorticostérone et le métyrapol.

2.3. Effets de la réduction par le dithionite de sodium et

de l'oxyde de carbone sur la fixation du métyrapol tri-

tié.

La cinétique de fixation du métyrapol n'est pas modifiée
par réduction par le dithionite de sodium (10 mM) (fig. 36).
L'oxyde de carbone se combine au cytochrome P-450 ferreux pour
former un complexe CO-cyt P-u450 inactif. L'action simultanée
du dithionite de sodium et de l'oxyde de carbone entraine une
diminution de 20 % environ de la capacité de fixation ainsi
gqu'une diminution de 50 % de la vitesse de dissociation du

3H-métyrapol aprés addition de métyrapol non marqué.

3. FIXATION DE 3H-METYRAPOL SUR _LES MITOCHONDRIES DE CORTEX

SURRENAL : MESURES A L'EQUILIBRE.

3.1. Mesures directes.

La fixation du métyrapol radio-actif a été mesurée dans une

gamme de concentration étendue : 107° 3 1078

M. Les éventuels
effets de la concentration en protéine ainsi que de la technique
employée pour la séparation des fractions liées et libres
(centrifugation ou filtration) ont &té examinées. La quantité
totale de protéine a varié de 0,2 3 4,9 mg. La filtration sur
Millipore (0,45 u) n'a pas été utilisée pour des quantités
supérieures & 1-1,5 mg de protéine car alors les vitesses de
filtration sont trop lentes et le temps de lavage devient trop

long.
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Deux courbes représentatives des résultats de fixation tracées
selen  Scatchard (118) sont présentées sur la fig. 37. Avec

les quantités de protéine utilisées pour la technique de fil~-
tration, les courbes de Scatchard sont linéaires 5 par la mé-
thode de centrifugation oll des quantités élevées de protéine
sont utilisées, les courbes de Scatchard sont plus complexes.
Aux faibles concentrations en métyrapol, les points représen-
tatifs se placent sur une droite presque verticale correspon-
dant 3 une affinité trés faible 5 aux concentrations supériecures
en métyrapol la courbe correspond 3 une fixation de forte affi-
nité similaire 3 celle obtenue par la technique de filtration.
Nous avons donc affaire 3 un systéme trés paradoxal ol aux
faibles concentrations en métyrapol l'occypation des sites
commence par des sites d'affinité réduite. Diverses hypothéses
peuvent expliquer ce comportement

a) présence de ligands endogdnes (par exemple de stéroides
comme la désoxycorticostérone, le désoxycortisol) qui pertur-
bent 1'équilibre de fixation du métyrapol ;

b) transition coopérative entre deux conformations des
sites de fixation ;

¢) limitation par une barridre de diffusion de la fixation
du métyrapol. La diffusion est particuliérement limitante aux
faibles concentrations en métyrapcl.

Le nombre de sites de fixation ainsi que les constantes
de dissociation sont déterminés par extrapolation des portions
linéaires des courbes de Scatchard. Les valeurs moyennes obte-
nues dans des conditions standard 3 0°C et pPH 7,2 sont données
dans le tableau ci-dessous (Tableau 7). Le nombre maximal de
sites de fixation obtenu par les deux méthodes (centrifuga-
tion et filtration) est identique : environ 0,5 nanomoles/mg
protéine. Par contre, la constante de dissociation (K ) est
légérement plus faible par la méthode de filtration, ce qui
correspond d une affinité plus forte : il est vraisemblable
que 1'étape de lavage des mitochondries sur le filtre permet
de détacher des molécules de métyrapol simplement piégées ou
faiblement liées aux mitochondries.
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Fig. 37. Fixation
du metyrapol radioactif
sur les mitochondries de
cortex surrénal de boeuf

0,4

Les tubes contenaient pour un volume
final de 5 ml de milieu salin a 0°C,
H 7,2, une concentration variable de
H-metyrapol de 1,6 x 10-8 3 1,6 x 10-6M.
L'incubation était initiée par 1l'addition
des mitochondries : 3,7 mg de protéine
{ ( ® ) ou 0,94 mg de protéine ( O ). A-
Aprés 15 minutes, les mitochondries sont
séparées du milieu d'incubation par cen-
trifugation ( @ ) ou filtration ( O )
oﬂpnftuo'am { et la radéoactivité liée aux mitochondries
est mesuree.

03f Ky=13x10"3M

0,2

METYRAPOL LIE (nmoles/mg protéine)

0 5 10 15
METYRAPOL (LIE/LIBRE)
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Fig. 38. Titration spectrale
des mitochondries de cortex surrénal de boeuf
par le metyrapol.

Les mitochondries sont suspendues dans un milieu mixte salin-saccha-
rose (voir Fig. 23) pour obtenir une concentration finale de 2,6 mg de pro-
téine/ml et distribuées dans deux cuvettes de spectrophotométre. Aprés en-
registrement de la ligne de base, le metyrapol est ajouté dans la cuvette
test et la méme quantité de tampon dans la référence (le volume total des
additions est inférieur 3 20 ul pour 3 ml de suspension). Les spectres dif-
férentiels sont alors enregistrés : (a) 0,69 uM ; (b) 1,7 uM ; (e) 3,5 uM
et (d) 10,1 uM metyrapol.
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3.2. Fixation de métyrapol sur les mitochondries de cortex

surrénal. Titration spectrale.

L'addition de métyrapol 3 une suspension de mitochondries
de cortex surrénal produit un spectre différentiel caractéris-
tique, identique 3 celui de la métyrapone (114). Au niveau de
la bande de Soret, le maximum d'absorption est a 427-428 nm et
le trou 3@ 410 nm. Le point isosbestique est 3 420 nm. Des spec-
tres similaires observés avec les microsomes de foie de rat, ont
été appelés type II (par opposition 3 l'interaction spectrale
des substrats : type I). La fig. 38 montre la titration du
changement spectral de type II produit par des additions crois-
santes de métyrapol. Une constante apparente de dissociation
Kapp (constante spectrale de dissociation) est obtenue en
tragant l'inverse de la densité optique en fonction de 1l'in-
verse de la concentration du métyrapol : l'intersection avec
1l'axe des abcisses est -1/Kapp ; dans les conditions de la
figure 38, Kapp = 2 uM. L'amplitude maximale de l'interaction
spectrale du métyrapol : App (428-410 nm) est environ 0,020
pour une concentration en protéines mitochondriales de 1 mg/ml.
Cette valeur est plus faible que 1l'amplitude maximale de 1l'in-
teraction spectrale de la désoxycorticostérone App (385-420 nm)
qui est de 0,050 pour une concentration en protéines de 1 mg/ml.
La valeur trés élevée de la constante spectrale de dissocia-
tion (Kapp = 2 . 10-6M) par rapport au Kg (10—8M), mesuré
directement semble suggérer qu'il n'existe pas de corrélation
quantitative entre les effets optiques et la fixation, mesurée
avec le métyrapol tritié. Néammoins, la constante spectrale
Kapp est trés surestimée par rapport 3 sa valeur réelle car,
dans les mesures optiques décrites ci-dessus, la concentration
du ligand libre n'est pas connue et le graphique inverse est
tracé en fonction du métyrapol total. Notons ici que la quasi-
totalité des publications présentant des titrations spectrales
confondent le ligand total et le ligand libre : ceci n'est
ras valekle pour les interactions de forte affinité. Une inter-
prétation compléte des interactions spectrales n'est possible
que lorsque les divers coefficients d'absorption du cytochrome
P-450 sont connus avec précisicn, par exemple dans le cas du

cytochrome P-450 purifié des bactéries "Pseudomonas putida'"(130).
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3.3. Inactivation thermique de la fixation de métyrapol.

Corrélation avec les effets spectraux.

La sensibilité thermique de la fixation du métyrapol a
€té étudiée en incubant tout d'abord des mitochondries de cor-
tex surrénal dans du milieu salin 3 diverses températures pen-
dant trois minutes. La fixation est ensuite mesurde § 0°C avec
une concentration saturante de métyrapol ce qui permet de mesu-
rer le nombre total de sites de fixation. La fig. 39 montre que

~

le site de fixation n'est pas affectd 3 40°C mais qu'une inac-
tivation brutale a lieu 3 50-55°C. La fixation est complétement
abolie par 3 min. d'incubation 3 60°C ou 70°C. La cinétique
d'inactivation a &té mesurée 3 51°C et a été trouvde du premier
ordre au moins pendant les premiéres minutes ; une trés bonne
protection est fournie par le métyrapol (8 uM) (fig. 40). Les
caractéristiques de 1'inactivation thermique, en particulier 1la
protection par le ligand, sont de bonnes indications pour une

nature protéique du site de fixation.

Une corrélation &troite a été trouvée entre la disparition,
d'une part, du spectre différentiel induit par le métyrapcl, et
d'autre part, de la capacité de fixation pour le métyrapol radio-
actif (Fig. u41). La divergence des courbes aprés 3 minutes est
explicable par la persistance d'une faible quantité de sites
non-spécifiques et par la contamination significative du culot
mitochondrial par le milieu d'incubation ; en effet, les rapports
métyrapol (lié/total) sont trds faibles (0,03-0,04) pour assurer
des conditions de saturation permettant une mesure exacte du
nombre de sites de fixation.
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Fig. 39. Inactivation thermique irréversible
de 1la fixation du metyrapol
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Des volumes de 1 ml de milieu salin (pH 7,2) sont équilibrés aux
températures indiquées. Les mitochondries (1,1 mg de protéine, volume
20 ul) sont ajoutées pour initier 1l'incubation. Aprés 3 minutes, les
échantillons sont rapidement refroidis par 1 ml de milieu salin a 0°c,
contenant 11,8 uM 3H-metyrapol et incubés alors a 0°C pendant 15 minutes.

Le metyrapol 1ié et libre est déterminé apres centrifugation.



METYRAPOL LIE (nmole / mg protéine )

0 5 10 5 20
MINUTES

Fig. 40. Cinétique de l'inactivation thermique
de la fixation du metyrapol
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.
Protection par le metyrapol.

Contrdle. Les mitochondries (9 mg de protéine ; volume : 0,2 ml)
sont ajoutées 3 9,8 ml de milieu salin 3 51°C. Des échantillons de 1 ml
sont prélevés aux temps indiqués et immédiatement dilués par 0,98 ml de

milieu salin & 0°C, pH 7,2, contenant 8,3 uM metyrapol tritié.

Metyrapol. Les mitochondries (9 mg de protéine, volume : 0,2 ml)
sont ajoutées a 9,8 ml de milieu salin & 51° contenant du metyrapol
non-radioactif (8,2nM). Aux temps requis des échantillons de 1 ml sont
dilués avec 0,98 ml de milieu salin 3§ 0°C contenant 0,1 uM 3H-metyrapol
la radioactivité spécifique et la concentration finale sont identiques
aux conditions du contrdle.

Dans les deux cas, apreés 15 minutes supplémentaires d'incubation
d 0°C, le metyrapol 1ié et libré est déterminé aprés centrifugation.
Deux tubes témoins, figurés ici comme temps-zéros sont traités

~

complétement 3 0°C.
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Fig. 41. Corrélation entre l'inactivation thermique
de la fixation du metyrapol
et la disparition du changement spectral
indult par le metyrapol.

Les mitochondries sont ajoutées 3 du milieu salin & 51° (concentra-
tion : 4,4 mg protéine/ml). Aux temps indiqués, des échantillons de 3 ml
sont prélevés et rapidement refroidis par 3 ml de milieu salin a 0°C.
De ces 6 ml, 1 ml est utilisé pour mesurer la fixation du 3H-metyrapol
en ajoutant 1 ml de 3H-metyrapol (10 uM). (Voir ci-dessus fig. 40-41).
Le reste est réparti dans deux cuvettes de spectrophotométre et le spec-
tre différentiel produit par addition de metyrapol (5 pM) est enregis-
tré. Le metyrapol 1ié et 1l'amplitude du changement spectral
(ADO 427-410 nm) sont tracés en fonction du temps comme pourcentages
de contrdles traités complétement & 0°C. Les valeurs absolues de ces
derniers sont : metyrapol 1ié : 0,54 nmole/mg de protéine et
ADO 427-410 nm = 0,051.
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3.4. Effet de la températuve sur la fixation du métyrapol

sur les mitochondries de cortex surrénal.

Les mesures cinétiques nous avaient montré que la fixa-
tion de métyrapol était légdrement diminuée par une élévation
de la température de 0 3 30°C. Des mesures de fixation 3 1'é-
quilibre ont été réalisées 3 0°-8-23 et 31°C, les courbes de
Scatchard correspondant & 0° et 23°C sont montrées sur la
fig. 42. La table 3 rassemble pour chaque température, 1le
nombre de sites de fixation, les constantes de dissociation
et 1l'énergie libre de la réaction de fixation, calculés 3
partir de la portion linéaire de haute affinité de la courbe
de Scatchard. Le nombre de sites de fixation reste constant,
confirmant qu'aucune inactivation n'a eu lieu pendant 1'incu-
bation. L'effet de la température sur la fixation du métyrapol
n'est pas trés important. Néammoins, 1'affinité décroit quand
la température augmente. Les paramétres thermodynamiques peu-
vent &tre calculés 3 partir des données du tableau 8. Le tracé
de log (Kg) en fonction de (1/T) (&quation de Van't Hoff) est
linéaire montrant que le changement d'enthalpie (Ag) est cons-
tant dans la gamme de température choisie. La variation d'en-
thalpie déduite de la pente est

Ay = -1,6 kecal/mole.

La variation d'entropie AS est calculée par la relation

Ag = AH - T.Ag, dici 3 0°C, Ag = +30 cal.mole_l. deg_l.
Ces valeurs sont sans doute approximatives, elles montrent
néammoins que la variation négative d'énergie libre (Ag)
correspondant a la formation spontanée du complexe avec le
métyrapol provient essentiellement de 1la large variation po-
sitive de l'entropie. La signification et les diverses hypo-
théses expliquant ces variations d'entropie (AS) positives
lors de la fixation d'un ligand sur une macromolécule ont été
passées en revue par Westphahl (127). Il est certain qu'avec
_le systéme membranaire complexe utilisé, toute explication

précise serait trds spéculative.
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Fig. 42. Effet de la température
sur la fixation du metyrapol
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf

Les mitochondries (1,7 mg) sont distribudes dans 5 ml de milieu
salin, pH 7,2, contenant 1,5 x 10-8 - 6,6 x 10~6 M 3H-metyrapol. L'in-
cubation est effectuee aux températures indiquées pendant 10 minutes
et stoppée par centrifugation (voir "Méthodes").
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METYRAPOL (LIE / LIBRE)

Fig. 43. Effet du pH sur la fixation du metyrapol
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf

La fixation est initiée par 1l'addition des mitochondries
(0,94 mg) &8 5 ml de milieu salin & 0°C contenant 6,4 x 10-8 - 2,7 x
10-6 M 3H—metyrapol Apres 15 minutes d° 1ncubatlon a 0°C, les mito-
chondries sont séparées du milieu d'incubation par filtration sur

Millipore. (Voir "Méthodes").
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3.5. Effet du pH sur la fixation de métyrapol sur les

mitochondries de cortex surrénal.

La fixation de métyrapol radio-actif a &été mesurée pour
diverses valeurs du pH entre 5 et 9, et 3 chaque pH pour deux
concentrations de métyrapol : 1,2 . 1078 et 2,4 . 1078M. La
premiére sert 3 tester la fixation initiale sur les sites pour
une faible concentration ; la seconde est saturante et donnera
approximativement le nombre maximal de sites de fixation. Le
seul résultat majeur de la variation de pH est une décroissance
du nombre maximal de sites quand le pH est aumenté. La fixa-
tion, dans une gamme compléte de concentration en métyrapol,

a été mesurée 3 pH 5,6 et pH 7,2 (fig. 43), le Kd & pH 5,6
est environ doublé par rapport a8 celui a pH 7,2 indiquant une
diminution d'affinité. Ces effets du pH sont la résultante
d'une modification du site de fixation membranaire lui-méme
et aussi de la variation de la protonation des noyaux pyri-

dine du métyrapol.

4. ACTION DU CYCLOHEXYLISOCYANIDE SUR LA FIXATION DU METYRAPOL
SUR LES MITOCHONDRIES DE CORTEX SURRENAL DE BOEUF.

Les dérivés isocyanide ou carbylamine (R - N = C) sont
des réactifs du fer du groupement héminique ; ils forment des
composés avec 1l'hémoglobine, la peroxidase (134) (135) et le
cytochrome P-450 (136)-(140). Leur mode d'action est analogue
d celui de 1l'oxyde de carbone. Ce sont des liquides et leur
manipulation quantitative est plus facile que celle d'un gaz

comme l'oxyde ce carbone.
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L'effet du cyclohexylisocyanide sur la fixation du
métyrapol sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf
a été étudiée, d'une part, par l'examen des interactions
spectrales du cyclohexylisocyanide et du métyrapol, et d'au-
tre part, directement, au niveau de la fixation du métyrapol

tritié.

4.1. Compétitions spectrales du cyclohexylisocyanide et du

métyrapol.

Les spectres différentiels produits par l'addition de 10
et 100 uM cyclohexylisocyanide aux mitochondries de cortex
surrénal oxydées sont montrés sur la fig. 44 (a,b). Le spectre
différentiel est caractérisé par un pic d'absorption 3 434 nm
et un minimum d'absorption entre 390 et 420 nm (140). Il y a
lieu de noter 1l'élargisscment caractéristique du minimum d'ab-
sorption avec la concentration en isocyanide la plus é&levée.
La constante spectrale de dissociation (K ), obtenue en tra-
gant l'inverse de 1l'amplitude de 1l'interaction spectrale (Apg
434 nm-trou) en fonction de l'inverse de la concentration totale
en isocyanide, est environ 9 uM et 1l'amplitude maximale de 1'in-
teraction spectrale est de 0,085 pour une concentration en pro-

téine de 1 mg/ml.

Pour analyser l'effet du cyclohexylisocyanide sur 1'inter-
action du métyrapol, les mitochondries sont d'abord suspendues
dans un milieu contenant 100 uM cyclohexylisocyanide, pour
saturer tous les sites réactifs puis distribuées dans les deux
cuvettes du spectrophotométre ; 5 uM de métyrapol est alors
ajouté 3 la cuvette-test et le spectre différentiel est enregis-
tré (fig. uu).
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Fig. 44 et 45. Interactions spectrales
du cyclohexylisocyanide et du metyrapol
avec les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

Les mitochondries sont suspendues dans un milieu mixte salin-
saccharose (voir fig. 23) 3 la concentration finale de 1 mg/ml. Les
spectres différentiels sont enregistrés aprés les additions suivantes :

Fig. 44. (a) 10 uM ; (b) 100 uM cyclohexylisocyanide (c) (100 uM
cyclohexylisocyanide + 5 uM metyrapol) dans la cuvette test et 100 uM
cyclohexylisocyanide dans la cuvette de référence.

Fig. 45. (d) 10 uM metyrapol ; (e) (50 uM cyclohexylisocyanide +
10 uM metyrapol) dans la cuvette test et 10 uM metyrapol dans la réfé-
rence ; (f) (150 uM cyclohexylisocyanide + 10 uM metyrapol) dans le test
et 10 uM metyrapol dans la référence.
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L'allure de la courbe est pratiquement inverse du spectre=
contrdle obtenu avec le métyrapol seul (voir chapitre IV).
Le pic et le trou d'absorption sont maintenant d uig et
436 nm. Le métyrapol ajouté dans la cuvette-test déplace
une partie du cyclohexylisocyanide fixé, les deux cuvettes
ne sont, dds lors, plus équilibrées pour le cyclohexyliso-
cyanide et la courbe ¢ est la résultante de 1'interaction
spectrale propre au métyrapol et du déséquilibre de 1l'in-
teraction spectrale de 1l'isocyanide.

Une autre preuve de la compétition entre le métyrapol
et l'isocyanide est apportée par une expérience spectrale
symétrique de 1l'expérience décrite ci-dessus : les mitochon-
dries sont suspendues dans un milieu contenant 10 uM métyranpcl,
pour saturer tous les sites caractéristiques de ce ligand
(fig. 45) 50 uM (e) et 150 pM (£) de cyclohexylisocyanide
sont alors ajoutés 3 la cuvette-test. Les spectres différen-
tiels obtenus montrent que le métyrapol empéche une inter-
action spectrale compléte du cyclohexylisocyanide. Cet effet
est particulidrement apparent dans le minimum d'absorption
trds déformé (390-420 nm) et dans 1l'amplitude réduite de
1'interaction spectrale (Apo 434 nm-trou) (comparer avec les

spectres (a, b) (fig. uh).

4.2. Inhibition par le cyclohexylisocyanide de la fixation

du métyrapol sur les mitochondries de cortex surrénal.

Sur la fig. 46 sont montrées les courbes de Scatchard
de la fixation du métyrapol tritié sur les mitochondries de
cortex surrénal de boeuf. Aucune différence n'est observable
entre la courbe contrdle (mitochondries oxydées), et la courbe

contrdle (mitochondries réduites par 5 mM dithionite).
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Fig. 46. Fixation du metyrapol
sur les mitochondries oxydées et réduites.
Inhibition par le cyclohexylisocyanide.

Les mitochondries (2,1 mg de protéine) sont ajoutées au milieu
salin & 0°C, pH 7,2, contenant 2,4 x 10-8 - 2,4 x 10-6M 3H-metyrapol.
Le volume total est 2 ml. Aprés 10 minutes d'incubation 3 0°C, la ré-
action est stoppée par centrifugation.

Ces conditions constituent un contrdle oxydé (@) ; les autres
conditions sont les suivantes
réduit par Na2820u 5mM (@) ; cyclohexylisocyanide 10 uM (O) et

(Na2820L+ 5 mM + cyclohexylisocyanide 10 uM) (@).
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Les courbes déterminées en présence de 10 uM cyclohexyliso-
cyanide démontrent que ce dernier est un inhibiteur compéti-
tif de la fixation du métyrapol dans 1'état oxydé (K; = 7 uM)
comme dans 1'état réduit (Kj = 5 uM). L'inhibition 1légérement
plus forte obtenue dans 1l'état réduit est en accord avec les
observations générales de Ichikawa et Yamano (139) qui mon-
trent une affinité plus élevée de divers isocyanides pour la
forme réduite du cytochrome P-450 des microsomes de foie de
rat.

5. INHIBITION DE LA FIXATION DU METYRAPOL PAR DIVERS STEROIDES.

Les expériences cinétiques décrites précédemment ont
montré que des stéroides, substrats du systéme de 11B-hydro-
xylation pouvaient déplacer le 3H-métyrapol fixé. Ces résul-
tats ont été prolongés par des &tudes spectrales et des me-
sures de la fixation a 1'équilibre.

5.1. Interaction spectrale du métyrapol et de la désoxy-

corticostérone.

L'action du métyrapol sur 1l'interaction spectrale de la
désoxycorticostérone a été montrée au chapitre IV (A). L'ex-
périence réciproque, c'est-3-dire 1l'effet de 1la DOC sur 1l'in-
teraction spectrale du métyrapcl est analysé ci-dessous.

(fig. 47). Les mitochondries sont mises en suspension en
présence de 20 uM DOC puis réparties dans les deux cuvettes

du spectrophotométre. Aprés addition de 2,5 uM métyrapol uni-
quement dans la cuvette expérimentale, le spectre différentiel

c est enregistré.
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Fig. 47. Interaction spectrale du metyrapol

avec les mitochondries de cortex surrénal.
Effet de la désoxycorticostérone.

Les mitochondries sont suspendues dans un milieu mixte salin-
saccharose (voir fig. 23) 3 la concentration finale de 1,9 mg/ml.

Les spectres différentiels sont enregistrés aprés les additions
suivantes

(a) 2,5 uM metyrapol ; (b) (2,5 uM metyrapol + 20 uM DOC) ; (c) (2,5 uM
metyrapol + 20 u M DOC) dans la cuvette test et 20 uM DOC dans la cu-
" vette référence.
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/"{ corticostérone(o)
o
()
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progestérone(¢ Y ¢

0 1 ] 3
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Fig. 48. Inhibition par divers stéroides
de la fixation du metyrapol
sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

La fixation est mesurée 3 0°C, pH 7,2, dans du milieu salin con-
tenant 1,5 x 1078 - 4 x 1076M 3H-metyrapol. Les mitochondries (1,1 mg)
sont ajoutées pour initier la réaction. Le volume total est 2 ml. Aprés
10 minutes d'incubation 3 0°C la réaction est stoppée par centrifuga-
tion.

Chaque stéroide est utilisé 3 la concentration de 20,5 uM ; le
contrbie contient une quantité de dimétnylformamide identique a celle

introduite avec les stéroides.
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Il rcssemble 3 un spectre amplifié caractéristique du méty-
rapol, mais le tracé est plus symétrique et le maximum et
le minimum d'absorption sont déplacés vers les faibles lon-
gueurs d'onde (424 nm et 390 nm, respectivement). Le méty-
rapol ajouté dans la cuvette-test déplace la DOC de son
site de fixation ; les deux cuvettes ne sont donc plus équi-
librées pour l'interaction de la DOC puisque moins de DOC
reste fixé dans la cuvette-test par rapport 3 la référence.
Le spectre ¢ est donc composite : il peut &tre reconstruit
par la différence entre une interaction spectrale métyrapol
(courbe b) et une interaction spectrale DOC (courbe d).

5.2. Inhibition par les stéroildes de la fixation du 3H-méty-

rapol sur les mitochondries de cortex surrénal.

En plus de la DOC qui avait été choisie comme modéle pour
les études spectrales, divers stéroides ont été testés comme
compétiteurs éventuels de la fixation de 3H—métyrapol : cor-
ticostérone, androsténedione, testostérone et progestérone.
Les stéroides ont été ajoutés sous forme d'un petit volume
d'une sdution dans la dim&thyl formamide. Une quantité iden-
tique de solvant (0,1 %) a &té inclue dans les contrdles. La
désoxycorticostérone et 1l'androsténedione sont des substrats
pour la 11B-hydroxylation, la corticostérone est le produit
de la 11B-hydroxylation. Sharma et al (141) ont démontré que
la testostérone inhibait la 118-hydroxylation de la DOC. La
progestérone est un substrat caractéristique des systémes
d'hydroxylation en 17a~ et 21- localisée dans les microscmes
de cortex, la 11B-progestérone a néammoins été décrite (142).
La fig. 48 montre que la corticostérone, au moins a la ccncen-
tration utilisée (20 uM), n'a pas d'action sur la fixation de
métyrapol ; tous les autres stéroides sont des inhibiteurs com-
pétitifs. La DOC est le meilleur stéroide compétiteur avec un
K{ de 3 uM. L'inhibition de la fixation du 3H-métyrapol par la
DOC a été mesurée pour diverses concentrations de DOC. Dans
tous les cas, l'inhibition est compétitive mais le K; apparent
augmente de 1 a8 3 uM quand la concentration totale en DOC est

augmentée de 0,6 3 20 uM.
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Cet effet est vraisemblablement provoqué par la fixation
propre de la DOC sur les mitochondries de cortex surrénal.
La testostérone et l'androsténedione ont des pouvoirs inhi-
biteurs analogues (Kj respectifs : 7 et 8 uM), en accord
avec leurs actions similaires sur la 11f-hydroxylation
(141). La progestérone est un inhibiteur peu puissant de la

fixation du métyrapol (Ki = 60 uM).

6. FIXATION DU METYRAPOL SUR LES MEMBRANES EXTERNES ET INTERNES
DES MITOCHONDRIES ET SUR LES MICROSOMES DU CORTEX SURRENAL.

La spécificité subcellulaire de la fixation du métyrapol
a été évaluée par la mesure de la fixation de métyrapol tritié
sur les membranes mitochondriales isolées (externe et interne)
et sur les microsomes du cortex surrénal. Pour faciliter la com-
paraison, la méme gamme de concentration de métyrapcl, ainsi
que des quantités comparables de protéine, ont été utilisées.
Les résultats obtenus sont représentés sur la Fig. 49 ol la
quantité de métyrapol fixée sur les diverses membranes est
tracée en fonction du logarithme de la concentration en méty-
rapol libre. Seule la membrane interne posséde un nombre subs-
tantiel de sites de fixation. L'existence des sites observés
au niveau des membranes externes mitochondriales ou des micro-
somes de cortex surrénal est explicable par la contamination
des deux derniéres fractions par des mitochondries ou des

fragments de mitochondries.
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Fig. 49. Fixation du metyrapol

sur les membranes extérnes et internes des mitochondries
et sur les microsomes de cortex surrénal.

Les membranes internes mitochondriales (0,49 mg), ou les mem-
branes externes mitochondriales (0,28 mg), ou les microsomes (0,64 mg)
sont ajoutés a du milieu salin contenant 2,6 x 10-8 - 2 x 10-6M de
SH-metyrapol. Le volume total est 2 ml. Aprés 10 minutes 3 0°C, 1'in-
cubation est stoppée par centrifugation.
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7. FIXATION DE METYRAPOL SUR LES MITOCHONDRIES ET LES MICRO-
SOMES DE FOIE DE RAT.

L'affinité du métyrapol pour les mitochondries et les
microsomes de foie de rat a &té mesurée. La fig. 50 montre que
pratiquement aucune fixation n'est observable sur les mitochon-
dries de foie de rat. Ceci était prévisible, car ces mitochon-
dries ne contiennent pas de cytochrome P-450 et au moins dans
la gamme de concentration utilisée (jusqu'3d 5 uM), leurs pro-
priétés ne sont pas modifiées par le métyrapol. Par contre, les
microsomes de foie de rat fixent le métyrapol, bien que dans
des proportions moindres que les mitochondries de ceortex surré-
nal. La courbe de Scatchard correspondant aux microsomes de
foie de rat est montrée sur la fig. 50 B. Le tracé est non-1iné-
aire et 1l'orientation de la concavité correspond 3 une diminu-
tion de 1'affinité quand 1'occupation des sites augmente. Une
des interprétations les plus simples est de considérer deux ty-
pes de sites d'affinités différentes et une décomposition de la

courbe de Scatchard conformément 3 cette hypothdse est montrée
sur la fig. 50 B.

8. FIXATION DE LA METYRAPONE SUR LES MITOCHONDRIES DE CORTEX
SURRENAL.

Toutes les expériences décrites ci-dessus ont été réali-
sées avec le métyrapol tritié d'activité spécifique &levée
la métyrapone conduit 3 des résultats identiques, mais les mani-
pulations sont moins précises en raison de la faible activitd
spécifique (inféricure 3 7 dpm/pmole). La figure 51 montre, 3
titre d'exemple, la fixation de métyrapone tritiée sur les mito-

chondries et les microsomes de cortex surrénal.
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Fig. 50. Fixation du metyrapol sur les mitochondries
et microsomes de foie de rat.

A - Les mitochondries (1,9 mg) ou les microsomes de foie de rat
(2,1 mg) sont introduits dans du milieu salin & 0°C, pH 7,2, conte-
nant 2,4 x 108 - 4,8 x 10"6M 3H—metyrapol Le volume total est 2 ml.

Apreés 10 mlnutes d'lncubatlon d 0°C, la réaction est stoppée par cen-
trifugation.

Dans un but comparatif, une courbe partielle (2,4 x 107 8 - 2 x
10~7M 3H-metyrapol) de fixation du metyrapol sur les mltochondrles de

cortex surrénal est présentée.

B - Les données de fixation du metyrapol sur les microsomes de
foie de rat sont tracées selon Scatchard (118). Les lignes pointillées
donnent la décomposition de la courbe dans l'hypothése de deux classes
de sites. . . .
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Fig. 51. Fixation de la metyrapone sur les mitochondries
et les microsomes de cortex surrénal de boeuf.
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La fixation est mesurée 3 0°C, pH 7,2, dans un milieu salin con-
tenant 10~7 - 4,8 x 10~6M 3H- metyrapone La réaction est initiée par
l'addition des mltochondrles (6 mg) ou des microsomes de cortex surré-
nal (4,1 mg). Le volume total est de 2 ml. Aprés 10 minutes & 0°C, la
réaction est terminée par centrifugation.
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A cause de la radio-activité spécifique faible, des quantités
importantes de protéine sont nécessaires. Dans ces conditions,
aprés une importante zone initiale de faible affinité, la fi-
xation de haute affinité est observie. Le nombre maximal de
sites de fixation, extrapolé 3 partir de la portion de courbe
de forte affinité, est environ 0,4 nanomole/mg de protéine. La
constante de dissociation n'est pas mesurable avec précision,

7M. La fixation sur les microsomes

elle est inférieure 3 1 x 10~
de cortex surrénal est trés réduite ; le nombre de sites de forte
affinité est environ 0,06 nanomole/mg protéine, cette quantité

de sites est explicable par la contamination mitochondriale dans

les microsomes de cortex surrénal.

9. DISCUSSION.

Les résultats présentés montrent que les inhibiteurs de
la 11B~hydroxylation (métyrapol et métyrapone) peuvent &tre
utilisés sous leur forme radio-active pour des mesures directes
de fixation sur les mitochondries de cortex surrénal de bceuf
(146). Le métyrapol tritié a été principalement utilisé en
raison de son activité spécifique élevée. Le métyrapol tritié
permet une estimation immédiate du ligand 1i&€ et libre : c'est
un avantage majeur par rapport aux titrations spectrales ol

habituellement seul le ligand total est connu.

L'addition de métyrapol 3 une suspension mitochondriale
produit une interaction spectrale caractéristique, de type II
(115). Le changement spectral de type II est considéré comme
provenant de la formation d'un complexe avec le fer du groupe
héminique (143). Les expériences de titration spectrale condui-
sent 3 une constante spectrale de dissociation élevée : Kg =
2,5 uM (voir également, Williamson et O'Donnell (122). Cette
surestimation est vraisemblablement provoquée par la forte affi-
nité du métyrapel pour les mitochendries : une quantité non-né-
gligeable de métyrapol est liée et le ligand tctal n'est plus

voisin du ligand 1libre.
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Une discussion de ce probléme et le traitement complet des
résultats optiques sont discutés par Peterson et al. (130) dans

le cas du cytochrome P-u450 purifié 3 partir des bactéries

"Pseudomonas putida" cultivées en présence de camphre.

La spécificité biochimique de la fixation du métyrapol

est démontrée par divers résultats.

Seuls les stéroides substrats du systéme de 118-hydro-
xylation diminuent la fixation du métyrapol sur les mitochondries
de cortex surrénal. Ces mémes stéroides provoquent un changement
spectral de type I au niveau du cytochrome P-450 mitochondrial
(116).

Dans les mitochondries de cortex surrénal, le systéme de
11g~hydroxylation des stéroides et le cytochrcme P-450 sont lo-
calisés strictement dans la membrane interne (43) (100)-(102).
En accord avec cette localisation, les sites de fixation du
métyrapol sont spécifiquement associés & la membrane interne ;
la membrane externe ne contient qu'un nombre négligeable de
sites. De méme, les microsomes de cortex surrénal qui contien-
nent un systéme de 21-hydroxylation des stéroides associé au
cytochrome P-450 insensible 3 la métyrapone, n'ont pas de sites

de fixatior pour la métyrapone et le métyrapol.

Dans les mitochondries de cortex surrénal, en plus du
systéme de 11B8~hydroxylaticn, le clivage de la chaine laté-
rale du cholestérol est localisé dans la membrane interne (56).
Ce dernier, comme la 21i-hydroxylation microsomale, n'est pas
inhibé par la métyrapone. Ceci doit &tre comparé avec la cons-
tatation que bien que les mitochandries de cortex surrénal de
boeuf contiennent environ 1 nmole de cytochrome P-450/mg de
protéine, le nombre maximal de sites de fixation du métyrapol
ou de la métyrapone est seulement 0,4 - 0,5 nmole/mg de protéine.



-9l -

Ceci peut signifier qu'une molécule de métyrapol (ou méty-
rapone) se combine avec deux molécules de cytochrome P-450

ou bien qu'une partie du cytochrome P-450 mitochondrial ne
réagit pas avec les inhibiteurs, par exemple, le cytochrome
P-450 actif dans le clivage de la chaine latérale du cho-
lestérol. La premiére hypothése est peu vraisemblable

la cinétique d'association obé&it 3 une loi bimoléculaire
simple et de plus une stoechiométrie (1 : 1) a été démon-
trée pour la fixation de métyrapone sur le cytochrome P-450
bactérien purifié (130). La présence et la séparaticn de deux
formes distinctes de cytochrome P-450 a ét& démontrée par
divers auteurs (144) (145), la premiére, trés liée aux mem-
branes mitochondriales, semble spécifique de la 11B-hydro-
xylation ; une autre forme, plus facilement solubilisable
serait associée au clivage de la chaine latérale du choles-
térol (20a- et 22- hydroxylation). Ce dernier cytochrome peut
ne pas réagir avec le métyrapol 3 cause d'une structure in-
trinséque exluant 1l'inhibiteur ou bien le site de fixation
peut &tre protégé par une concentration membranaire é&levée

du cholestérol mitochondrial.

Diverses hypothéses plausibles pour expliquer la régicn
initiale de fixaticn de faible affinité (observée spécialement
avec les quantités de protéine &levées et pour les faibles

concentrations du ligand) ont été données précédemment

- perturbation de 1'équilibre de fixation du métyrapol

par la présence de stéroides endogénes ;

- transition coopérative entre deux conformations des

sites de fixation ;

- limitation de la fixation du métyrapol par une barriére

de diffusion.
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La premiére hypothése est peu probable car les résultats
obtenus montrent que les stéroides endogénes agissent comme
des inhibiteurs compétitifs diminuant 1l'affinité apparente
des mitochondries pour le métyrapol mais sans perturber la

fixation initiale.

La seconde alternative est difficile 3 exclure (et 3
prouver) & cause de la complexité du systéme membranaire que
nous utilisons et des expériences avec un cytochrome P-450
purifié seront sans doute nécessaires pour étudier cette
question. Diverses méthodes ont été proposées pour solubi-
liser et purifier le cytochrome P-450 des mitochondries de
certex surrénal. A ce jour, aucune n'a fourni une protéine
homogéne et le facteur d'enrichissement lors de la purifi-
cation est en général faible (116) (147) (148).

Burstein et al (149) ont montré que 1l'accés du choles-
térol au cytochrome P-450 responsable du clivage de sa chaine
latérale, était limité par une barridre de diffusion. En par-
ticulier, la vitesse initiale du métabolisme du cholestérol
est trés augmentée par préincubation du systéme mitochondrial
avec le cholestérol. Par analogie nous pouvons supposer qu'un
tel phénoméne diminue la fixation du métyrapol, la diffusion
étant plus spécialement limitante aux faibles concentrations
en métyrapol ; la perturbaticn des courbes de Scatchard est
apparente dans cette zone. Cette hypothése n'est pas invrai-
semblable, car le métyrapol (ou la métyrapone) sont des molé-
cules solubles dans l'eau qui pourraient &tre freinées dans
leur interaction avec le cytochrome P-450 mitochondrial soit
au niveau de la membrane mitochondriale, soit par une struc-
ture compacte du cytochrome P-450 lui-méme. Ici encore, des
expériences avec une préparation purifide de cytochrome P-u450

seront nécessaires.
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La métyrapone (et le métyrapol) inhibent diverses réac-

tions d'hydroxylation associfes aux microsomes de foie de rat

5 -y
- 10 ™)

soit souvent utilisées. Il a ét&¢ possible de démontrer direc-

(150)-(152), bien que des concentrations &levdes (10

tement la préscence d'un nombre réduit de sites de fixation de
forte affinité pour le métyrapol sur les microsomes de foie de
rat. En conformité avec les résultats enzymatiques, 1'affinité
du métyrapol pour les microsomes est environ dix fois plus

faible que pour les mitochondries de cortex surrénal de boeuf.

En bref, la fixation du métyrapol, inhibiteur de la
118-hydroxylation des stéroides, sur les mitochondries de
cortex surrénal de boeuf est un processus saturable, réver-
sible et de forte affinité. La cinétique de la réaction de
fixation ob&it 3 des lois simples et la constante de disso-
ciation (Kgq = 8 x 10-9M) calculée sur la base des constantes
cinétiques d'association et de dissociation est trds compa-
rable & la valeur mesurée 3 1'équilibre. La signification
biochimique de nos mesures directes avec le métyrapol tritié
est démontrée par les résultats quantitatifs, le bon accord
avec les interactions spectrales, par la spécificité cellu-

laire et la spécificité du site de fixation lui-méme.
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CONCLUSIONS GENERALES.

L'étude de quelques propriétés des mitochondries de
cortex surrénal (chapitre II) a illustré leur dualité fonc-
tionnelle : les réactions d'une part, de synthése d'ADP et,
d'autre part, de 11B-hydroxylation des stéroides associée
au cytochrome P-450. Ces expériences ont confirmé les ob-
servations antérieures de Harding et al (57) et Cammer et
al (64). Les mitochondries isolées de cortex surrénal de
boeuf contiennent des quantités normales des cytochromes
de la chaine respiratoire et leurs propriétés respiratoires
sont analogues 3 celles qu'on observe avec les mitochondries
d'autres organes. En particulier, les mitochondries présen-
tent le phéZnoméne de "contrSle respiratoire" lors de la
phosphorylation de 1'ADP.

Les mitochondries de cortex surrénal de boeuf ont
une seconde chaine de transport d'électrons, terminée
par le cytochrome P-450 et impliquée dans la 118-hydro-
xylation. Une interaction fonctionnelle entre les deux
systémes : hydroxylation et phosphorylation, est observée.
Avec le malate comme substrat (ou le succinate mais dans des
proportions moindres), la phosphorylation de 1'ADP est inhi-

bée lorsque de la désoxycorticostérone est présente.

Les résultats exposés dans le chapitre III montrent
que les membranes externes et internes des mitochondries
de cortex surrénal de boeuf peuvent &tre séparées et dis-
tinguées sur la base de leur morphologie et de leurs
activités enzymatiques associées. La méthode de choix
pour isoler des membranes externes purifiées combine un
gonflement de grande amplitude et une centrifugation sur
un gradient de densité, alors que les membranes internes
sont obtenues dans un état de pureté plus grand par 1l'ac-
tion sélective de la digitonine sur la membrane externe.
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Ces résultats permettent de localiser le systéme de
118-hydroxylation des stéroides et le cytochrome P-450 dans
le compartiment membrane interne (+ matrice). L'absence de
cytochrome P-450 et de syst@me d'hydroxylation des stéroides
dans la membrane externe sont des différences significatives
entre le reticulum endoplasmique et la membrane externe mi-

tochondriale dans le cortex surrénal de boeuf.

La fixation des substrats (désoxycorticostérone) et
inhibiteurs de la 11f-hydroxylation (métyraponec, métyrapol)
a, en général, été mesurde par spectrophotométrie différen-
tielle. L'interprétation rigoureuse de ces interactions spec-
trales est complexe en raison de la quantité importante de
ligand fixé, ceci apparait, par exemple, dans 1'augmentation
de la constante spectrale de dissociaticn de la DOC avec la

concentration en protéine.

Nous avons employé principalement une technique directe
de fixation de la désoxycorticostérone et du métyrapol radio-
actifs sur les mitochondries de cortex surrénal de boeuf et
comparé ses résultats 3 ceux des mesures spectrales. Elle
permet d'évaluer, sans ambiguité, les quantités de ligand

1ié et libre.

Dans le cas de la désocycorticostérone, sont mis en
évidence un petit nombre de sites d'affinité élevée (N =
0,8 nmoles/mg de protéine) (Kg = 10_6M), 3 cb6té d'un grand
nombre de sites non-spécifiques (partition du stéroide
entre le milieu aqueux et la membrane). Les caractéristiques
des sites spécifiques sont semblables a celles qui sont
observées pour 1l'interaction spectrale de la désoxycorticos-
térone. Le nombre de sites spécifiques estanalogue 3 la

valeur du cytochrome P-450 mitochondrial.
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Malgré une certaine imprécision des dosages, il appa-
rait que le contenu mitochondrial en désoxycorticostérone plus
corticostdrone est trés inférieur au nombre de sites de fi-
xation de forte affinité, pour la désoxycorticostérone. Les
expériences d'interaction spectrale ou directe (avec le sté-

14C) mesurent donc réellement une fixation

roide marqué au
nette sur le cytochrome P-450 mitochondrial. Il est peu
probable que le transfert de la désoxycorticostérone, entre
le cytoplasme et la membrane interne mitochondriale, proceéde
par un mécanisme d'échange -diffusion avec les stéroides
intramitochondriaux, comme cela est connu pour le transport
des anions (adénine - nucléotides, intermédiaires du cycle

de Krebs). La bonne liposolubilité des stéroides leur permet,
sans doute, d'atteindre sans restriction, une enzyme intégrée
3 la membrane interne mitochondriale, comme le cytoechrome
P-450. Ce dernier opére alors une discrimination métabolique

stricte.

Le métyrapol (ocu la métyrapone) se fixent avec une trés
forte affinité sur les mitochondries de cortex surrénal de
boeuf (Kg = 1078M). A 1'inverse du stéroide, la fixation non-
spéeifique est trés réduite. Le mdtyrapol ou la métyrapone
inhibent spécifiquement la fixation de forte affinité de la
désoxycorticostérone radioactive. Réciproquement, la dé&so-
xycorticostérone et les stéroides substrats de la 118-hydro-
xylation, inhibent compétitivement la fixation de métyrapol

radioactif.

Les caractéristiques de la fixation du métyrapol (spé-
cificité, forte affinité) et la possibilité de le préparer avec
une radio-activité élevée font de cette molécule un outil
important pour 1'étude de 1l'interaction de différents ligands
avec le cytochrome P-450 des mitochondries de cortex surrénal.
Dans une optique de purification du cytochrome P-450 mitochon-
drial, le métyrapcl devrait-&tre utilisable comme ligand sur
une colonne d'affinité. Les conditions précises de la synthése
d'un hémi-succinate sur 1l'alcool en position 1 ainsi que de

son couplage 3 une matrice de Sépharose restent 3 définir.
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RESUME DE THESE.

1 - Les mitochondries de cortex surrénal scnt capables
de catalyser au moins deux réactions dans la conversion du
cholestérol en corticostérone : le raccourcissement de la
chaine latéral du cholestérol et l'hydroxylation au niveau
du carbone 11 de la désoxycorticostérone en corticostérone,
les autres réactions de la stéroidogénése s'accomplissant
dans le cytoplasme extramitochondrial. Ce travail concerne
une analyse des interactions entre la désoxycorticostérone
et la membrane mitochondriale interne ol se fait la réaction
d'hydroxylation. Il convenait en particulier d'élucider si
la prise en charge de désoxycorticostérone par les mitochon-
dries de cortex surrénal correspond 3 un transport par échange-
diffusion (&change avec la corticostérone intramitochondriale)
ou 3 une fixation nette mais spécifique de désoxycorticosté-
rone sur la membrane interne suivie d'hydroxylation en corti-

costérone.

2 - Les mitochondries utilisées ont &té préparées i
partir de cortex surrénal de boeuf. Les membranes mitochon-
driales externe et interne ont &été isclées aprés éclatement
de la membrane externe consécutif & un gonflement dans un
tampon phosphate hypotonique. Cette méthode est analogue &
celle décrite par Parsons pour la préparation des membranes
de mitochondries de foie. La purification des membranes a
6té suivie simultanément par des examens morphologiques
en microscopie &lectronique et par le dosage d'activités
enzymatiques caractéristiques des divers fractions submito-
chondriales, (monoamine oxydase pour la membrane externe,
cytochrome oxydase pour la membrane interne, malate déshy-

drogénase pour la matrice mitochondriale).
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Dans un but comparatif, d'autres méthodes de séparation
des membranes mitochondriales ont &té utilisées, en particulier
le détachement sélectif de la membrane externe par la digitonine.
Cette derniére technique permet d'obtenir des membranes inter-
nes pures mais des membranes externes trés contaminées par les

membranes internes.

3 - Nous avcens localisé le cytochrome P~450 et le
systéme associé de 11B-hydroxylation dans la membrane interne
des mitochondries de cortex surrénal. Ainsi contrairement aux
cellules d'autres tissus ol le cytochrome P-450 est présent
essentiellement dans le reticulum endoplasmique, les cellules
de cortex surrénal contiennent du cytochrome P-450 dans deux
systémes membranaires trés nettement distincts : le reticulum
endoplasmique et la membrane mitochondriale interne. Il existe
donc dans la membrane interne de mitochondries de cortex sur-
rénal deux cytochromes réactifs vis-3-vis de 1l'oxygéne : le
cytochrome P-450 et la cytochrome oxydase. Une comparaison
des affinités pour l'oxygéne de la cytochrome oxydase et du
cytochrome P-450 a fourni les constantes de Michaelis suivantes

Km

Km

0,27 uM pour la cytochrome c oxydase,

4 uM pour le cytochrome P-450.

La quantité de cybchrcme P-450 par mg de mitochondries est
d'environ 1 nanomole par mg de protéine, soit 7 fois plus que

de cytochrome oxydase.

4 - La fixation de la désoxycorticostérone sur les mito-
chondries de cortex surrénal a été analysée en utilisant de la
désoxycorticostérone marquée par e, La désoxycorticostérone
se fixe essentiellement sur la membrane mitochondriale interne
au niveau de sites de forte affinité (0,8 nmole par mg de pro-
téine, Ky = 1,4 uM) et au niveau des sites non-spécifiques de
faible affinité (> 100 nmoles par mg protéine, Ky > 0,2 mM).
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Ce dernier type de fixation correspond vraisemblablement 3
une partition du stéroide entre le milieu d'incubation et
une phase membranaire hydrophobe. Ces tests de fixation di-
recte entre désoxycorticostérone et mitochondries ont été
comparées 3 des tests d'interaction spectrale portant sur
les modifications du spectre du cytochrome P-450 induites
par 1'addition de désoxycorticostérone. Des résultats simi-

laires sont obtenus par les deux méthodes.

5 - L'analyse par chromatographic en phase gazeuse a
permis de déterminer les quantités de stéroides présentes
dans les mitochondries de cortex surrénal de boeuf : déso-
xycorticostérone 0,05 nmole/mg prot. * 20 %, corticostérone
0,11 nmole/mg prot. + 20 %. Ces valeurs sont nettement infé-
rieures au nombre de sites de désoxycorticostérone de forte
affinité (0,8 nmole par mg). On peut en conclure que le
transport de la désoxycorticostérone par un mécanisme d'é-
change-diffusion est peu probable, une fixation nette de
désoxycorticostérone est plus vraisemblable. Etant donné

a) 1l'analogie entre la quantité de cytochrome P-450 et
le nombre de sites de fixation de désoxycorticostérone,

b) les modifications spectrales immédiates du cytochrome
P-450 induites par la désoxycorticostérone, on en déduit
que la désoxycorticostérone se fixe sur le cytochrome P-u450

dans une stoechiométrie de 1 3 1.

6 - Nous avons &également analysé les interactions de la
membrane interne de mitochondries de cortex surrénal avec des
inhibiteurs spécifiques de 1l'hydroxylation de la désoxycorti-
costérone : le métyrapone (2-méthyl 1-2 bis (3-pyridyl)-1-
propancne), et son alcool correspondant : le métyrapol. Ces
inhibiteurs diminuent de fagon compétitive la fixation de dé-

soxycorticostérone sur ses sites de forte affinité (Ki = 0,3 uM).
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Nous avons mis au point une méthode de préparation de
métyrapol tritié de trés forte radio-activité spécifique pour
l'analyse de ses caractdristiques de fixation "haute affinité".
Le métyrapol se fixe avec une affinité trés élevée (Kg = 10_8M),
sur la membrane mitcchondriale interne du cortex surrénal, le
nombre de sites de fixation est de 0,5 nmole/mg protéine,c'est-
d-dire du méme ordre que le nombre de sites de fixation de dé-
soxycorticostérone. La désoxycorticostérone inhibe compétiti-
vement la fixation de métyrapol tritié (Ki = 1 uM). De méme,
les ligands du groupe héminique comme 1l'oxyde de carbone et
les carbylamines, qui se fixent sur le cytochrome P-450 3 la
place de 1l'oxygéne, inhibent compétitivement la fixation de

métyrapol tritié.

Les mesures d'interaction spectrale confirment les

données de fixation obtenues avec le métyrapol radiocactif.

7 - La spécificité et la forte affinité de liaison du
métyrapol pour le cytochrome P-450 mitochondrial en font un
ligand intéressant pour une purification du cytochrome P-450
mitochondrial par chromatographie d'affinité. L'isolement du
cytochrome P-450 mitochondrial permettrait d'aborder 1'é&tude
de ses propriétés physicochimiques ainsi que sa biogénése et
son intégration 3 la structure mitochondriale spécialisée du

cortex surrénal.
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