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RESUME

Les travaux présentés dans les chapitres 1 a 7 de la présente thése permet-
tent de faire le point sur la controverse entourant la présence d'activité phos-
pholipase A2 dans les photorécepteurs en batonnet d'origine bovine. Il est dé-
montré que, contrairement a ce qui a été publié entre 1987 et 1993 par quatre
équipes de chercheurs, il n'y a pas d'activité phospholipase A2 dans les seg-
ments externes de batonnets purifiés selon les trois méthodes couramment uti-
lisées (vortexage, homogénéisation et agitation a la main). Tous les résultats ci-
inclus démontrent clairement que l'activité phospholipase A2 mesurée par ces
équipes est fort probablement due 2 une contamination de leurs préparations
de segments externes de batonnets. De nombreux résultats, lesquels ont été ob-
tenus de diverses fagons, révelent en effet pour la premiére fois que deux autres
fractions subrétiniennes, soit le RPE (enrichi en cellules de l'épithélium pig-
mentaire rétinien) et le P200 (contenant toute la rétine neurale a l'exception des
segments externes des batonnets), ont chacune un niveau significatif d'activité
phospholipase A2. Qui plus est, ces fractions se retrouvent initialement (in
vivo) de part et d'autre des segments externes de batonnets, soutenant ainsi
I'hypothése de la contamination. Ces résultats ont donc permis, d'une part, de
mettre fin a une controverse vieille de dix ans et, d'autre part, de proposer des
hypotheses trés constructives et intéressantes afin de concilier les différents ré-

sultats publiés entre 1987 et 1993.

Dans le deuxiéme volet de la these, la caractérisation de l'activité phos-
pholipase A2 du RPE et du P200, a permis de découvrir que chacune de ces frac-

tions contient plus d'un type de phospholipase A2, lesquels sont tous différents
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I'un de l'autre. Plus encore, la comparaison des caractéristiques des phospholi-
pases A2 rétiniennes a celles des trois groupes de phospholipases A2 répertoriés
dans la littérature suggere fortement que le RPE et le P200 contiennent de nou-
veaux types d'enzymes. Ainsi, les résultats de ce deuxiéme volet ont permis de
présenter les deux premiers rapports ayant trait a la caractérisation biochimique
et la classification opérationnelle des phospholipases A2 rétiniennes. Ils sugge-
rent par ailleurs que les phospholipases A2 rétiniennes pourraient appartenir a
un nouveau groupe ou sous-groupe, au méme titre que d'autres phospholipa-

ses A2 récemment identifiées et caractérisées.

Mes études des phospholipases A2 rétiniennes sont notamment publiées
dans "The Journal of Biological Chemistry” (1996. 271: 19209-19218), "Biochemi-
cal Journal" (1997. 327: 455-460) et "Biochimica et Biophysica Acta" (1997. sous

presse).
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CHAPITRE 1
INTRODUCTION
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L'oeil est I'organe sensoriel responsable de la vision. 1l constitue a la fois
un instrument d'optique extrémement performant et un tissu neurosensoriel
trés sensible. Il doit donc obligatoirement comporter des cellules spécialisées
qui sont sensibles aux stimuli visuels, i.e. a la lumieére. De plus, ces cellules
doivent nécessairement posséder toute la machinerie métabolique essentielle a
la conversion des stimuli en impulsions électriques, lesquelles sont décodables
par le cerveau. Ces cellules spécialisées, appelées photorécepteurs, sont regrou-
pées dans la couche tissulaire la plus interne de l'oeil, soit la rétine. Ainsi, la
lumiére qui pénetre dans l'oceil et atteint les photorécepteurs initie une cascade
d'évenements biochimiques qui entrainent I'hyperpolarisation! de ces derniers
et du coup, la génération d'un signal électrique. Ce signal électrique, ou influx
nerveux, est aussitot transmis aux neurones secondaires (également regroupés
dans la rétine) pour éventuellement atteindre l'aire visuelle du systéme ner-

veux central via le nerf optique (Ali et Klyne. 1986; Shichi. 1994; Wu. 1994).

1.1 Structure de 1'oeil

Tel qu'illustré sur le Schéma 1.1, I'oeil est composé des tuniques fibreu-
se, vasculaire et interne (Spence et Mason. 1983; Ali et Klyne. 1986). La tunique
fibreuse constitue I'enveloppe externe rigide et elle comprend la sclérotique, de
méme que la cornée. La sclérotique couvre environ 80% de la partie postérieu-
re de l'oeil. Elle est formée de tissu conjonctif dense et sert a maintenir la
forme du globe oculaire, ainsi qu'a en protéger les structures internes. La
cornée, partie antérieure, est également fibreuse et rigide. Elle est cependant

parfaitement transparente, ce qui permet a la lumiere de pénétrer l'oeil. La

1 L'hyperpolarisation de la membrane cytoplasmique constitue une caractéristique propre aux
photorécepteurs puisque, régle générale, les cellules excitables sont dépolarisées en réponse a un
stimulus (Ali et Klyne. 1986; Doly et Meyniel. 1989; Shichi. 1994; Spence et Mason. 1983).
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Schéma 1.1: Structure de 1'oeil des vertébrés
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tunique vasculaire est quant a elle composée de la choroide, du corps ciliaire et
de l'iris. Alors que l'iris délimite la pupille, la choroide tapisse la face intraocu-
laire de la sclérotique et, parce qu'elle est trés vacularisée, elle sert de tissu
nourricier. C'est le prolongement antérieur de la choroide qui forme le corps
ciliaire, lequel contient un systéme d'échange de fluides trés important pour le
contr6le de la pression intraoculaire, ainsi que les muscles ciliaires. Ceux-ci
sont reliés au cristallin via les ligaments suspenseurs et I'aident a se déformer
afin de focaliser sur l'image. Le cristallin représente donc la lentille de I'oeil.
L'iris, mince diaphragme musculaire pigmenté, assure pour sa part l'ouverture
adéquate de la pupille en fonction de l'intensité lumineuse. Enfin, c'est au
niveau de la tunique interne, communément appelée rétine, que se déroule le

mécanisme de transduction visuelle, i.e. le mécanisme de phototransduction.

1.2 Organisation de la rétine

La rétine est composée de deux feuillets intimement liés I'un a l'autre
(Berman. 1991). 1l s'agit de l'épithélium pigmentaire rétinien (RPE), qui est
accolé a la choroide via la membrane de Bruch, et la rétine neurale, qui est en
contact avec I'humeur vitrée (voir les schémas 1.1 et 1.2). C'est au sein de la
rétine neurale qu'on retrouve les deux types de photorécepteurs, soit les cones
et les batonnets (voir Schéma 1.2). Les cones sont responsables de la perception
des couleurs (vision photopique), tandis que les batonnets captent la lumiere,
sans discrimination des longueurs d'onde (vision scotopique) (Olive. 1980; Ali
et Klyne. 1986; Shichi. 1994). Les cellules gliales de Miiller, ainsi que les cellules

nerveuses de types bipolaires, amacrines, ganglionnaires/interplexiformes? et

2 Les cellules interplexiformes forment un sous-groupe de cellules ganglionnaires rétiniennes (Ali
et Klyne. 1986).



nerf optique

cellules
neuronales
cellule de Miiller
rétine
neurale
cOne
g )
batonnet
» ﬂ \ :
] 1\ 0
1
| |
épithélium ’ A A=
. )
pigmentaire '."’o:" veluto -, v/ \.‘l \.', L ¢ .‘
rétinien (RPE) '. "o '. V vle”? . ‘.
membrane ""'_—‘ﬁ‘ ::::
de Bruch A A A A A P

Schéma 1.2: Organisation de la rétine



horizontales font aussi partie intégrante de la rétine neurale. Les neurones as-
surent la transmission efficace de l'influx nerveux généré par les photorécep-
teurs jusqu'au nerf optique3, et les cellules de Miiller fournissent un soutien
mécanique a la rétine (Spence et Mason. 1983; Berman. 1991; Wu. 1994; Chang-
Ling. 1994). 1l semble par ailleurs que ces derniéres puissent jouer un role
important dans le métabolisme de la rétine neurale (Berman. 1991; Evequoz-
Mercier et Tsacopoulos. 1991; Wilhelm et al. 1992; Dreher et al. 1994; Hartig et
al. 1995). Le RPE est quant a lui constitué d'une monocouche de cellules haute-
ment polarisées et trés riches en mélanine. Tel que décrit plus loin, son bon
fonctionnement est étroitement lié au maintien de l'intégrité structurelle et
fonctidnnelle des photorécepteurs (Zinn et Marmor. 1979; Shichi. 1983; Ber-

man. 1991).

13 Caractéristiques des photorécepteurs

Les photorécepteurs, cones et batonnets, tirent leur nom de leur mor-
phologie lorsqu'observés en microscopie électronique. Ils sont fonctionnelle-
ment et structurellement polarisés (Olive. 1980; Stryer. 1986; Doly et Meyniel.
1989; Fisher et al. 1993). Ils se composent en fait de quatre segments fonction-
nels: le segment externe, le segment interne, le noyau et la terminaison synap-
tique (voir Schéma 1.3). Le segment interne et le noyau contiennent respecti-

vement la machinerie métabolique et génétique, alors que le segment externe

3 Les cellules bipolaires font contact avec les photorécepteurs et les cellules ganglionnaires dont le
prolongement axonal forme le nerf optique. Les impulsions visuelles passent inévitablement par
les cellules bipolaires lorsqu'elles progressent vers les cellules ganglionnaires avant de quitter la
rétine vers le cerveau. Elles jouent un role important dans l'acuité visuelle. Les cellules horizon-
tales établissent, comme leur nom l'indique, un contact latéral entre les photorécepteurs. Les cel-
lules amacrines ont un réle homologue a celui des cellules horizontales mais, cette fois-ci, entre les
cellules ganglionnaires. Les cellules interplexiformes permettent pour leur part de contourner le
circuit interneuronal normal, en faisant contact directement avec les batonnets (Ali et Klyne.
1986).
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constitue le lieu méme de conversion des stimuli visuels en influx nerveux.
C'est l'aspect du segment externe qui confére le nom aux photorécepteurs.
Ainsi, le segment externe des batonnets (ROS) est long et cylindrique, alors que
celui des cones (COS) est plus court et légérement conique (voir Schéma 1.2)
(Olive. 1980; Ali et Klyne. 1986; Doly et Meyniel. 1989; Kawata et al. 1992; Fisher
et al. 1993). La terminaison synaptique permet quant a elle la transmission de
I'influx nerveux généré jusqu'au nerf optique et ce, en passant par les différents

types de cellules nerveuses mentionnés précédemment (voir la section 1.2).

Bien qu'ils soient fonctionnellement compartimentalisés de la méme
fagon, les cones et les batonnets présentent néanmoins des différences morpho-
logiques notables (voir Tableau 1.1). Parmi celles-ci, la continuité entre la
membrane cytoplasmique et les disques contenus dans le segment externe est
particulierement remarquable (O'Brien. 1978; Steinberg et al. 1980; Ali et Klyne.
1986; Berman. 1991). En effet, le segment externe des batonnets est constitué
d'un empilement régulier de 500 a 2000 disques (Shichi. 1983; Stryer. 1986; Lieb-
man et al. 1987; Doly et Meyniel. 1989; Lolley et Lee. 1990; Shichi. 1994). Ceux-ci
sont assemblés a la base du segment externe, i.e. au niveau du cil connectif par
lequel transitent tous les matériaux requis pour l'assemblage, en provenance
du segment interne (voir Schéma 1.3). Les disques sont donc synthétisés dans
la portion basale du segment externe, a la suite de quoi ils migrent progressive-
ment et passivement vers la portion apicale (en contact avec les cellules du
RPE). Dans le cas des batonnets, la continuité entre la membrane cytoplasmi-
que et les disques se limite & la portion basale du ROS, ou se fait I'assemblage.
Autrement, les disques sont structurellement et électriquement isolés de la

membrane cytoplasmique (Bauer. 1988; Bauer et Drechsler. 1992). Par opposi-



Tableau 1.1: Caractéristiques morphologiques des photorécepteurs de vertébrés

BATONNETS

CONES

Segment externe

Diametre du segment externe
Continuité membranaire?
Incisions dans les disquesP
Distance entre les disques
Mitochondries de I'ellipsoide
Fibres de connexion¢

Terminaison synaptique

long et cylindrique

méme que le segment interne

limitée a la portion basale du ROS

oul

18,5-22,0 nm

moins nombreuses et peu rapprochées
longues et minces

sphérique

2 11 s'agit de la continuité entre les membranes cytoplasmique et discale.
b Les incisions sont des invaginations (ou replis) membranaires qui donnent un aspect lobé aux disques.
¢ Les fibres de connexion se retrouvent au niveau du cil connectif.

conique

plus grand que le segment interne
sur toute la longueur du COS
non

22,0-25,5 nm

nombreuses et rapprochées
courtes

conique avec une large base
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tion, cette continuité entre les membranes plasmique et discale s'étend généra-
lement sur toute la longueur du COS (O'Brien. 1978; Ali et Klyne. 1986; Rayer et
al. 1990; Lolley et Lee. 1990; Berman 1991; Pugh et Lamb. 1993; Yarfitz et Hurley.
1994). Le COS n'est donc pas constitué de disques proprement dits, mais plutét

de replis de la membrane cytoplasmique.

En plus des parametres morphologiques, des parametres biochimiques et
physiologiques différencient également les deux types de photorécepteurs (voir
les tableaux 1.1 et 1.2). Ainsi, les ROS (constitués de disques isolés) requiérent
une tres faible quantité de photons pour étre stimulés et sont responsables de la
vision de nuit. Au contraire, l'excitation des COS (constitués de replis mem-
branaires) requiére une intensité lumineuse beaucoup plus grande et ce, pour
permettre la perception des couleurs durant le jour. De plus, la réponse des
COS a la lumiere se termine beaucoup plus rapidement que celle des ROS
(O'Brien. 1978; Denton et al. 1992). Malgré cela, il semble que les mécanismes
de phototransduction utilisés par les cones et les batonnets soient sensiblement
les mémes. Aucune différence biochimique ou physiologique majeure ne sem-
ble, par exemple, avoir été attribuée a la présence de disques ou de replis mem-
branaires (Kaupp et Koch, 1986; Lolley et Lee. 1990; Rayer et al. 1990; Denton et
al. 1992; Miller et Korenbrot. 1993; Pugh et Lamb. 1993; Shichi. 1994). Il faut tou-
tefois noter que, jusqu'a présent, relativement peu de travaux ont porté sur les
mécanismes de phototransduction des cones. Les batonnets ont en effet été
beaucoup plus étudiés et ce, parce qu'ils sont plus gros, plus nombreux, plus
faciles a isoler, mais aussi a cause de la disponibilité a faible cotit des rétines ne
contenant que, ou majoritairement, ce type de photorécepteur (O'Brien. 1978;

Miljanich. 1978; Denton et al. 1992). Ils font par ailleurs l'objet, entre autres, de



Tableau 1.2: Caractéristiques biochimiques des photorécepteurs de vertébrésa

BATONNETS CONES

Ségrégation/phagocytose début de la période diurne début de la période nocturne
Réponse demi-maximale 30 photons requis 1200 photons requis
Excitation visuelle (msec) 200 50
Nucléotides cycliques cGMP >>> cAMP cAMP >>> cGMP
Perception lumineuse achromatique chromatique
A max pigment visuel (nm) 500 (rouge) 620 (rouge), 450 (vert) et 420 (bleu)®
Canaux GMPc-dépendants¢

Densité (um-2) 300 20

Kp GMPc (uM) 10-50 35-70

Sélectivité Nat+ > K+ K+ > Na+

a Voir Ali et Klyne. 1986; Lolley et Lee. 1990; Denton et al. 1992; Hurley. 1992; Kaupp et Koch. 1992; Shichi. 1994.

b La lumitre doit nécessairement étre absorbée par au moins deux cones dont le maximum d'absorption est différent pour permettre la
discrimination des couleurs (Shichi. 1994).

¢ Ces canaux, tout comme les opsines, transducines, PDEs et recoverines/ visinines des batonnets et des cnes, sont produits a partir de génes
qui leur sont propres et ont des caractéristiques cinétiques différentes.

I1
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la présente these. Aussi seront résumées les principales étapes du processus de
transduction visuelle, telles qu'abondamment décrites dans la littérature pour

les batonnets.

14 Mécanisme de phototransduction

Comme nous l'avons mentionné antérieurement, c'est au niveau du
ROS que se déroule la cascade réactionnelle menant a I'hyperpolarisation du
batonnet et a la génération concomitante de I'influx nerveux. Plus spécifique-
ment, c'est sur la membrane des disques que se trouve le pigment visuel pho-
tosensible, soit la rhodopsine (O'Brien. 1978. Liebman et al. 1987; Doly et
Meyniél. 1989; Hargrave et McDowell. 1992; Shichi. 1983; Shichi. 1994; Hargra-
ve. 1995). La rhodopsine est une chromoglycoprotéine transmembranaire de 41
kDa (Papermaster et Dryer. 1974; Hargrave. 1982; Prasad et al. 1992; Hargrave.
1992; Endo et al. 1996). Elle est constituée d'une apoprotéine, I'opsine, a laquel-
le est lié un chromophore, le 11-cis-rétinal (Amax d'absorption a 497-500 nm)
(Shichi. 1983; Thorgeirsson et al. 1992; Chen et al. 1992). Lorsque celui-ci absor-
be des photons, il est isomérisé en tout-trans-rétinal (Amax d'absorption a 380
nm), entrainant conséquemment un changement de conformation et d'activité
de l'opsine (Schoenlein et al. 1991; Yan et al. 1991; Cohen et al. 1992; Farah-
bakhsh et al. 1993; Peteanu et al. 1993; Weitz et Nathans. 1993; Zvyaga et al.
1993). L'activité de l'opsine pourrait également étre régulée ou stabilisée par la
palmitoylation de cette derniére. Des résultats expérimentaux suggerent en ef-
fet que la dépalmitoylation de la rhodopsine pourrait réduire sa régénérabilité,
en plus d'en induire l'agrégation (Morrison et al. 1991; Moench et al. 1994a;
Moench et al. 1994b). La rhodopsine sert donc de récepteur a un stimulus qui

n'est pas un ligand au sens propre du terme, i.e. la lumiére (voir Schéma 1.4).
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Une fois activée, la rhodopsine (sous sa forme métarhodopsine II) se lie a
une autre protéine de la membrane discale, la transducine (Yamazaki et al.
1987a; Wessling-Resnick et Johnson. 1987, Hamm. 1991; Bruckert et al. 1992;
Fahmy et Sakmar. 1993). La transducine est une protéine hétérotrimérique de
la famille des protéines-G. Elle est composée des sous-unités Ta (39-41 kDa), TP
(36-37 kDa) et Ty (6-8 kDa) (Kiihn. 1980; Fung. 1983; Yamazaki et al. 1987b). Tf et
Ty sont fortement associées en un complexe, TPy, pour lequel aucune fonction
autre que la régulation de l'activation de Ta n'a encore été confirmée (Jelsema
et Axelrod. 1987; Haga et Haga. 1992; Phillips et Cerione. 1992; Phillips et al.
1992; Pronin et Gautam. 1993). Ta possede quant a elle une activité catalytique
de type GTPase qui, tel que décrit ci-dessous, module les interactions rhodop-
sine-transducine et transducine-PDE. Aucune de ces trois sous-unités ne posse-
de de domaine transmembranaire (Kithn et Hargrave. 1981; Stryer. 1986; Lieb-
man et al. 1987; Chabre et Deterre. 1989; Lamb et Pugh. 1992b; Pugh et Lamb.
1993; Yarfitz et Hurley. 1994). Il s'agit donc d'une protéine périphérique? dont
l'association a la membrane semble renforcée par l'acylation d'au moins deux
de ses sous-unités, soit Ta et Ty (Ohguro et al. 1991; Perez-Sala et al. 1991; Casey.
1992a; Casey. 1992b; Iniguez-Lluhi et al. 1992; Neubert et al. 1992; Schafer et Ri-
ne. 1992; Kinsella et O'Mahony. 1994; Kisselev et al. 1994).

Sous sa forme inactive, la sous-unité Toa de la transducine contient une

molécule de GDP dans son site catalytique. Or la liaison de la métarhodopsine

411 y aurait vraisemblablement trois types de transducines: un premier qui est soluble et facile-
ment éliminé si les ROS sont brisés en cours de purification (Lerea et al. 1986), un second qui est
associé a la membrane des ROS mais élué a faible force ionique, en présence de GTP (Kiihn. 1980),
et un troisi¢me qui est fortement associé & la membrane et élué en présence de détergents seulement
(Wensel et Stryer. 1988). Aucune étude n'a encore démontré une interaction préférentielle de la
rhodopsine avec 1'un ou l'autre de ces types de transducine. Par ailleurs, on ne leur connait aucune
différence fonctionnelle (Hurley. 1992).
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IT 2 la transducine favorise 1'échange de cette molécule de GDP pour une molé-
cule de GTP, ce qui confere a la transducine son état actif (Stryer et Bourne.
1986; Bruckert et al. 1992; Faurobert et al. 1993; Mazzoni et Hamm. 1993). Plus
précisément, I'échange du GDP pour un GTP provoque, d'une part, la dissocia-
tion du complexe Tafy de la rhodopsine (Chabre et Deterre. 1989) et, d'autre
part, la dissociation de ce complexe en deux sous-unités fonctionnelles, soit Ta-
GTP et TBy. La rhodopsine se retrouve ainsi libre d'activer d'autres transduci-
nes, ce qui constitue une premiere étape d'amplification® du processus de pho-
totransduction (Kaupp et Koch. 1986; Lamb et Pugh. 1992a; Chabre et al. 1993;
Pugh et Lamb. 1993). Pour leur part, Ta-GTP et TPy sont dés lors aptes a inter-
agir avec des protéines dites effectrices. La transducine agit donc a titre de mé-
diateur entre la rhodopsine (récepteur) et la phosphodiestérase GMPc-dépen-

dante (effecteur) qui module la concentration de GMPc (second messager).

Jusqu'a présent, une seule équipe (Jelsema et Axelrod. 1987) a présenté
des arguments expérimenteaux suggérant l'implication de TPy dans la régula-
tion d'une activité enzymatique autre que celle de Ta. Leurs résultats mon-
trent que TPy active une phospholipase A2 (PLA2) (voir Schéma 1.4). Cepen-
dant, nous avons démontré (Jacob et al. 1996) que la présence d'activité PLA2
dans les ROS est fort probablement due & une contamination de leurs prépara-
tions (voir les chapitres 2 et 3), ce qui invalide I'hypotheése de Jelsema et Axel-
rod (1987) voulant qu'une PLA2 soit impliquée dans la régulation du processus
de phototransduction. Par opposition, il a été clairement démontré que To-

GTP active une phosphodiestérase GMPc-dépendante (PDE) (Fung et al. 1981;

5> Chaque molécule de rhodopsine peut activer jusqu'a 1000 molécules de transducine/sec (Fung et
al. 1981; Chabre. 1992).
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Rarick et al. 1992; Pfister et al. 1993; Heck et Hofmann. 1993; Artemyev et al.
1993; Dumke et al. 1994). La PDE est, tout comme la transducine, une protéine
périphérique et multimérique. Elle est composée d'une sous-unité PDEo (88
kDa), une sous-unité PDEP (84 kDa) et deux sous-unités PDEy (11 kDa) (Baehr et
al. 1979; Hamm et Bownds. 1986; Hurley. 1987). Elle devient partiellement ou
totalement active selon qu'une ou deux molécules de Ta-GTP se lient aux
sous-unités PDEY, respectivement (voir Schéma 1.4) (Yamazaki et al. 1983;
Wensel et Stryer. 1990; Otto-Bruc et al. 1993; Bruckert et al. 1994). Cette liaison
des Ta-GTP aux PDEy a pour effet de lever la contrainte inhibitrice® qu'impo-
sent ces derniéres sur le complexe catalytique PDEaf. PDEaf s'engage deés lors
dans une activité hydrolytique tres intense (voir Schéma 1.4). Une seule molé-
cule de PDEa active peut hydrolyser de 1000 a 2000 molécules de GMPc/sec
(Fung et al. 1981; Kaupp et Koch. 1986; Stryer. 1986; Chabre et Deterre. 1989;
Lamb et Pugh. 1992a; Pugh et Lamb. 1993). Il s'agit de la deuxiéme étape d'am-

plification du processus de transduction visuelle.

Le GMPc est un petit métabolite (345 Da) soluble extra-discal que l'on
retrouve, d'une part, libre dans le cytoplasme et, d'autre part, lié a des canaux
ioniques transmembranaires. Ces canaux sont des hétéro-oligomeres protéi-
ques constitués des sous-unités a (63 kDa) et B (71-102 kDa) (Bodoia et Detwiler.
1984; Stryer. 1986; Chen et al. 1992; Cote et Brunnock. 1993; Eismann et al. 1993;

Molday et Hsu. 1995). Bien que le rapport stoichiométrique des sous-unités o et

6 A I'heure actuelle, on ne peut affirmer avec certitude que le complexe formé par To-GTP et PDEy
se détache véritablement de PDEo lors de l'activation. Alors que certaines études présentent des
évidences en faveur d'un tel détachement (Yamazaki et al. 1983; Yamazaki et al. 1990; Wensel et
Stryer. 1990), d'autres montrent des résultats laissant croire qu'un changement conformationnel de
PDEY et/ou PDEap serait & I'origine de l'activation de PDEaf (Gray-Keller et al. 1990; Catty et
al. 1992).
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B ne soit pas encore bien défini, il a été clairement démontré que ces canaux
sont propres a la membrane cytoplasmique du ROS (Cook et al. 1987; Bauer.
1988; Kaupp et al. 1989; Bauer et Drechsler. 1992; Eismann et al. 1993). C'est par
ailleurs la liaison spécifique d'une molécule de GMPc sur chaque sous-unité a
constituante (probablement 4 ou 5, selon Molday et Hsu. 1995) qui permet de les
maintenir ouverts (Lamb. 1986; Ildefonse et al. 1992; Karpen et al. 1992; Eis-
mann et al. 1993; Yau. 1994), assurant ainsi une perméabilité élevée de la mem-
brane cytoplasmique aux ions Na*. Par conséquent, le batonnet adapté a la
noirceur est fortement dépolarisé (-30 a -40 mV) (Shichi. 1983; Rayer et al. 1990).
Lorsque le processus d'excitation visuelle est initié et que PDEap est activée, il y
a une chute rapide de la concentration de GMPc cytoplasmique. Une seule mo-
lécule de rhodopsine photoexcitée peut en effet activer de 100 a 500 transdu-
cines et, par conséquent, de 100 a 500 PDEs qui vont a leur tour hydrolyser de
100 000 a 500 000 molécules de GMPc au total (Kaupp et Koch. 1986; Dizhoor et
al. 1991; Chabre. 1992; Lamb et Pugh. 1992a). Ceci provoque aussitot le relargage
des molécules de GMPc liées aux canaux ioniques avoisinant le disque touché
par le stimulus lumineux (Kaupp et Koch. 1992; Olson et Pugh. 1993; Molday et
Hsu. 1995). Ainsi privés de leurs GMPc, les canaux se ferment automatique-
ment et I'entrée d'ions Na* dans le ROS est dorénavant bloquée. Or pendant ce
temps, les pompes ATPases a Na*-K*, localisées au niveau du segment interne
du batonnet (RIS), continuent d'exporter des ions Na* hors du batonnet” (voir
Schéma 1.5) (Cook et Kaupp. 1988; Reid et al. 1990; Molday et Hsu. 1995). Il s'en-
suit donc une baisse importante de la concentration intracellulaire de Na+*

(Nat*j), laquelle est a l'origine de I'hyperpolarisation (-70 mV) du batonnet sur

7 Pour deux molécules d'ATP hydrolysées, six ions Na* et cing ions K* sont respectivement
transférés a l'extérieur et A I'intérieur du photorécepteur (Rayer et al. 1990).
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toute sa longueur (Shichi. 1983; Rayer et al. 1990).

L'ensemble de ces réactions, de l'activation de la rhodopsine a I'hyperpo-
larisation du batonnet, se produit en environ 200 msec (Shichi. 1983; Chabre et
Deterre. 1989; Dizhoor ef al. 1991; Chabre et al. 1993; Shichi. 1994). La réponse
globale a un stimulus lumineux, elle, prend environ 500-600 msec (Chabre et
Deterre. 1989; Vuong et Chabre. 1991; Shichi. 1994), ce qui laisse un peu plus de
300 msec pour mettre fin a l'excitation visuelle. On parle alors de mécanismes
d'inhibition de l'excitation visuelle et les canaux ioniques jouent un role trés
important dans l'initiation de ces mécanismes. En effet, ces canaux ne sont pas
strictement sélectifs pour le Na+*. Ils laissent aussi passer les ions Ca2* (voir
Schéma 1.5) (Stryer. 1986; Pugh et Lamb. 1990; Kaupp. 1991; Molday et Hsu.
1995). Cette entrée est normalement contrebalancée par l'activité des échan-
geurs antiporteurs & Na*/K+-Ca2+, des glycoprotéines transmembranaires de
220-240 kDa qui sont présentes exclusivement sur la membrane cytoplasmique
des ROS et qui réexpédient le Ca2+ hors du batonnet en tirant profit du gradient
de concentration® de Na+ et de K* (voir Schéma 1.5) (Pugh. 1987; Baylor. 1987;
Cook et Kaupp. 1988; Schnetkamp. 1989; Reid et al. 1990; Kaupp et Koch. 1992;
Schnetkamp et Szerencsei. 1993; Molday et Hsu. 1995). Ces deux processus con-
tribuent donc au maintien homéostatique de la concentration de Ca2+ intracel-
lulaire (Ca2+;). Or lorsque les canaux ioniqﬁes sont fermés, il y a non seule-

ment chute de la concentration de Nat*j, mais également chute de la concentra-

8 Certaines études suggérent une stoichiométrie de 4:1:1 pour ces échangeurs Na*/K*-Ca2* (Ree-
ves. 1992; Molday et Hsu. 1995). Ils ont une affinité de I'ordre du mM pour le Na* et le K+, et du
uM pour le Ca2* (Nicoll et Applebury. 1989). Par ailleurs, les concentrations intra- et extra-
cellulaire de Na* sont respectivement de 15 mM et 140 mM (Ichikawa. 1994), alors qu'elles sont de
140 mM et 3-6 mM pour le Kt (Mattig et Hanitzsch. 1991; Rispoli ef al. 1993), et de 300-400 nM et 2
mM pour le Ca2* (Ichikawa. 1994).
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tion de Ca2+; (voir Schéma 1.5 et Tableau 1.3). Cette baisse de concentration de
Ca2+;, de 300-400 nM 2 100 nM ou moins (Lambrecht et Koch. 1991), enclenche
alors toute une série de réactions visant a restaurer les conditions ioniques et
biochimiques initiales du batonnet (Cook et al. 1986; Caretta et al. 1988;

Gorodovikova et al. 1994; Lagnado et Baylor. 1994; Hurley. 1995).

1.5 Mécanisme d'inhibition de l'excitation visuelle

Plusieurs études ont permis de démontrer que, pour mettre fin au pro-
cessus de phototransduction aussi rapidement, soit en 500-600 msec, il doit y
avoir régulation négative a plusieurs niveaux de la cascade d'activation (Cha-
bre et al. 1987; Chabre et Deterre. 1989; Chabre et Deterre. 1990; Pugh et Lamb.
1990; Lolley et Lee. 1990; Rayer et al. 1990; Vuong et Chabre. 1991; Stryer. 1991;
Kaupp et Koch. 1992; Hurley. 1992). Ainsi, il est essentiel d'inhiber les rhodop-
sines, transducines et PDEs, en plus de restaurer les concentrations initiales de

GMPc, Na+j et Ca2+ libre (voir Tableau 1.3).

Etant donné qu'une seule rhodopsine peut activer quelques centaines de
transducines (Dizhoor et al. 1991; Chabre. 1992; Lamb et Pugh. 1992b), elle repré-
sente un site important de régulation de I'excitation visuelle. Il a d'ailleurs été
démontré que la rhodopsine peut se lier a trois protéines différentes des ROS.
Elle peut se lier a la transducine, comme nous l'avons expliqué auparavant,
mais elle peut aussi se lier & deux protéines solubles (voir Schéma 1.6): la rho-
dopsine kinase, une protéine de 68 kDa (Kiihn et Bader. 1976; Kiihn. 1978; Lieb-
man et Pugh. 1980; Palczewski et al. 1988; Palczewski et Benovic. 1991; Pepper-
berg et Okajima. 1992; Ohguro et al. 1993; Papac et al. 1993; Pullvermiiller et al.

1993), et l'arrestine, une protéine de 48 kDa aussi appelée antigéne-S ou 48K
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Tableau 1.3: Variation des concentrations de GMPc, GTP, Ca2+, K+, Nat et mV

dans les photorécepteurs de vertébrés2

PHOTORECEPTEURS

ADAPTES A LA NOIRCEUR PHOTOEXCITES
GMPc 2-4 uM <400 nM
GTP 2 mM n.d.b
Ca2+ 300-400 nM < 100 nM
Ca2+, 2 mM
K+ 140 mM n.d.
K+e 3-6 mM
Nat; 12-15 mM n.d.
Na+*e 140 mM
mV -30 2 -40 mV -70 mV

a Stryer. 1986; Yau et Nakatani. 1984; McNaughton ef al. 1986; Miller et Korenbrot. 1987; Naka-
tani et Yau. 1988; Torre ef al. 1990; Lambrecht et Koch. 1991; Mattig et Hanitzsch. 1991; Kaupp et
Koch. 1992; Lamb et Pugh. 1992a; Rispoli ef al. 1993; Ichikawa. 1994.

b n.d. = non-disponible
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(Kihn. 1984; Kihn et al. 1984; Wilden et al. 1986a; Wilden et al. 1986b; Gure-
vich et Benovic. 1993). Ces liaisons rhodopsine-rhodopsine kinase et rhodop-
sine phosphorylée-arrestine sont absolument indispensables car, autrement, la
rhodopsine serait en mesure d'activer des transducines pendant prés de 10 sec
(Chabre et Deterre. 1989), ce qui ne correspond en rien aux 500-600 msec que

dure un cycle de phototransduction in vivo.

Puisque toute cette cascade de signalisation se propage par diffusion et
collisions des protéines a la surface des disques, tout est question de concentra-
tion (densité) et de coefficient de diffusion latérale de chacune des protéines im-
pliquées (Liebman et al. 1982; Helmreich et Elson. 1984; Lamb et Pugh. 1992a).
Ainsi, parce que l'arrestine a peu d'affinité pour la rhodopsine non-phospho-
rylée, et & cause du ratio transducine/rhodopsine kinase élevé, la liaison rho-
dopsine-transducine est initialement favorisée. Buczylko et al. (1992) ont sug-
géré que, dans des conditions encore mal définies, I'autophosphorylation de la
rhodopsine kinase pourrait changer son affinité pour la rhodopsine, de sorte
que la liaison rhodopsine-rhodopsine kinase soit désormais favorisée au détri-
ment de la liaison rhodopsine-transducine. Plusieurs acides aminés de la rho-
dopsine sont ensuite phosphorylés®, ce qui augmente considérablement son
affinité pour I'arrestine (Wilden et al. 1986a; Palczewski et al. 1992). C'est donc
la liaison rhodopsine-arrestine, suivie de la réduction du tout-trans retinal en
rétinol (Hofmann et al. 1992), qui meéne a l'inactivation complete de la rhodop-

sine.

9 11 semble qu'il y ait neuf sites potentiels de phosphorylation (Ser ou Thr) pres du bout C-termi-
nal de la protéine (Wilden et al. 1986a; Pepperberg et Okajima. 1992; Papac et al. 1993), et au
moins sept d'entre eux seraient phosphorylés. Le groupement phosphate utilisé pour la phospho-
rylation provient de I' ATP (substrat préféré) ou du GTP.
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Une fois que la rhodopsine et l'arrestine sont liées, il n'y a plus possibi-
lité d'interaction rhodopsine-transducine (voir Schéma 1.6), dG a l'effet d'en-
combrement stérique produit par l'arrestine (Kiihn et Wilden. 1987). Comme
il ne peut désormais plus y avoir activation/dissociation de la transducine, tou-
te activation subséquente d'autres PDEs se trouve deés lors empéchée. Il s'agit
d'un premier niveau de régulation négative de l'excitation visuelle. Ce n'est
toutefois pas suffisant puisque, dans des conditions permettant a la fois la phos-
phorylation de la rhodopsine et sa liaison avec l'arrestine, les cinétiques d'inhi-
bition de la transducine et de la PDE demeurent trop lentes (Chabre et al. 1987;
Chabre et Deterre. 1989; Chabre et Deterre. 1990) et ne s'intégrent pas a la cinéti-

que globale du processus de phototransduction qui dure 500-600 msec in vivo.

Selon le modéle généralement accepté, l'inactivation de la transducine et
de la PDE passe nécessairement par I'hydrolyse du GTP lié a Ta activée (Whee-
ler et Bitensky. 1977; Yee et Liebman. 1978; Arshavsky et al. 1989; Kroll et al.
1989; Bourne et al. 1990; Bourne et al. 1991; Angleson et Wensel. 1993; Antonny
et al. 1993; Arshavsky ef al. 1994). L'activité GTPase intrinséque de Ta serait
vraisemblablement stimulée lors de sa liaison avec PDEy (Arshavsky et al. 1989;
Arshavsky et al. 1991; Arshavsky et Bownds. 1992; Pages et al. 1992; Pages et al.
1993; Yamazaki et al. 1993; Angleson et Wensel. 1994) et c'est I'hydrolyse du
GTP en GDP qui provoquerait le détachement de Ta et PDEy, Ta-GDP n'ayant
pas d'affinité pour cette derniére. Considérant les deux hypotheses en vigueur
pour expliquer l'activation de la PDE (voir page 16), PDEYy se réassocierait avec
PDEaf ou reprendrait sa conformation initiale, contribuant ainsi a inhiber l'ac-
tivité catalytique de PDEaB. Ayant une trés forte affinité pour TRy, Ta-GDP s'y

réassocie aussitot, ce qui empéche l'activation continue de la PDE et I'hydrolyse
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continue du GMPc10 (voir Schéma 1.6) (Chabre et al. 1987). Ceci constitue le

deuxiéme niveau de régulation négative de la cascade de phototransduction.

La phosducine (ou MEKA), une phosphoprotéine soluble de 33 kDa (Lee
et al. 1987; Lee et al. 1988; Lee et al. 1992; Abe et al. 1993; Groshan et al. 1993),
pourrait aussi étre impliquée dans l'inhibition de l'excitation visuelle. Bien
que son rdle n'ait pas été clairement défini jusqu'a présent, certains travaux ont
démontré qu'elle est déphosphorylée de fagon lumiere-dépendante (Lee et al.
1984) et qu'elle interagit avec TPy (Lee et al. 1987; Lee et al. 1992). La phosducine
pourrait donc moduler la quantité de TPy disponible pour interagir avec T et,

ainsi, étre impliquée dans la régulation de l'activité de la PDE.

Kawamura et Murakami (1991) ont pour leur part démontré la présence
d'une protéine périphérique de 26 kDa dans les ROS, laquelle pourrait jouer un
role important dans la régulation du mécanisme de phototransduction. Cette
protéine s'appelle recoverine, p26 ou S-moduline. L'acylation du bout N-ter-
minal de la recoverine serait vraisemblablement responsable de son interaction
avec la membrane discale (Zozulya et Stryer. 1992; Dizhoor et al. 1993). Cette
interaction serait méme renforcée lorsque la concentration de Ca2+; est élevée

(300-400 nM), ce qui permettrait, selon un mécanisme encore inconnu, de sup-

1011y a 5 grandes familles de PDE qui sont classifiés en fonction de caractéristiques telles que leur
spécificité de susbtrat, sensibilité a divers inhibiteurs et activateurs, séquence, etc.: 1) PDE
Ca?*/calmoduline-sensible, 2) PDE stimulées par le GMPc, 3) PDE inhibées par le GMPc, 4) PDE
inhibées par le RO 20-1724 et 5) PDE GMPc-spécifiques (Takemoto et al. 1993). La PDE rétinienne
en est une de type GMPc-spécifique. Or Arshavsky et al. (1992) ont démontré que le complexe of
de cette PDE rétinienne posséde, en plus des deux sites catalytiques, deux (ou possiblement quatre)
sites non-catalytiques de liaison du GMPc. La présence de GMPc dans ces sites non-catalytiques
soutiendrait I'activation de PDEaf alors que I'absence de GMPc contribuerait & son inactivation
rapide (Arshavsky et al. 1992; Cote et al. 1994). La phosphorylation de PDEY pourrait égale-
ment jouer un rdle dans l'inactivation de PDEof (Tsuboi et al. 1994a; Tsuboi et al. 1994b).



26

porter l'activation de la PDE (Kawamura. 1992). Suite a l'absorption de la lumi-
ere par la rhodopsine et a la baisse de concentration de CaZ*; qui en découle, il y
aurait relache (selon un mécanisme tout aussi inconnu) de la recoverine dans
le cytosol et, par conséquent, réduction de l'activité de la PDE. Rien n'a cepen-
dant été irréfutablement établi quant au mode d'action et au ro6le de la recove-
rine dans le processus d'inhibition de l'excitation visuelle (Gray-Keller et al.
1993). Une étude de Dizhoor et al. (1991) suggeére en effet que la recoverine
pourrait étre impliquée dans le processus qui permet de pallier a la baisse de
concentration du GMPc. La recoverine a trois sites potentiels de liaison du
Ca?+, lesquels seraient tous occupés dans les ROS adaptés a la noirceur. Or suite
a I'absorption de photons et a la chute de concentration de Ca2+; inhérente, la
recoverine relarguerait ses propres ions Ca2* (Koch. 1992b). Une fois dépour-
vue de ses ions Ca2*, elle serait phosphoryléel! (Lambrecht et Koch. 1991), ce
qui lui permettrait d'activer la guanylate cyclase (voir Schéma 1.6). La recoveri-
ne serait donc en mesure, selon un mécanisme encore bien mal défini, de dé-
tecter la diminution de Ca?+; et d'y répondre. D'autres études suggerent quant
a elles que la recoverine n'active pas la guanylate cyclase: elle inhiberait plutét
la rhodopsine kinase (Gorodovikova et Philipov. 1993; Kawamura. 1993; Goro-
dovikova et al. 1994). Ainsi, malgré les divergences relatives au role de la reco-
verine, les auteurs s'entendent tous pour dire que I'activité de la recoverine est

CaZ+-dépendante.

La calmoduline, une protéine de 20 kDa présente dans les ROS et qui lie

également le Ca2+ (Kohnken et al. 1981; Nagao et al. 1987), pourrait répondre,

11 Le mécanisme de phosphorylation de la recoverine n'est pas connu. Bien qu'ATP-dépendant, il
ne semble pas lumiere-dépendante. De plus, la rhodopsine kinase, une PKC ou I'autophosphory-
lation ne semble pas impliquée (Lambrecht et Koch. 1991).
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elle aussi, aux variations de concentration de Ca2+; et étre impliquée dans la
régulation du mécanisme de phototransduction. Hsu et Molday (1993) ont en
effet étudié la modulation des canaux ioniques GMPc-dépendants par la calmo-
duline. Celle-ci se dissocierait des canaux ioniques lorsque les concentrations
de GMPc et Ca2+; chutent, causant une augmentation de l'affinité de ces mémes
canaux!2 pour le GMPc. Les canaux peuvent alors rouvrir et ce, méme a une
concentration de GMPc plus faible, aidant ainsi au rétablissement des concen-
trations de Ca2+; et Na*; & mesure que la synthese du GMPc par la guanylate

cyclase se déroule.

La guanylate cyclase est une protéine membranaire de 112 kDa dont la
localisation dans les ROS est encore incertaine (Fleischman et Denisevich. 1979;
Hayashi et Yamazaki. 1991; Molday et al. 1992; Margulis et al. 1993; Aparicio et
Applebury. 1995). C'est I'enzyme responsable de pallier a la baisse de concen-
tration de GMPc (voir Schéma 1.6). Elle est activée de fagon Ca2+-dépendante!3
(Vuong et al. 1984; Koch et Stryer. 1988; Dizhoor et al. 1991; Koch et al. 1990;
Koch. 1992b), possiblement via la recoverine (voir page 26), et synthétise du
GMPc afin d'en rétablir la concentration a son taux initial d'environ 2-4 uM
(Stryer. 1986). Hakki et Sitaramayya (1990) proposent quant a eux un modele
selon lequel la chute de Ca2+; active une pyrophosphatase. L'activation de la
pyrophosphatase et la diminution inhérente de la concentration de pyrophos-
phate stimulerait, selon ce méme modele, la guanylate cyclase. L'activation

Ca2+-dépendante de la recoverine et de la pyrophosphatase n'est toutefois pas

121} semble que T'affinité des canaux GMPc-dépendants pour le GMPc soit également modulée par
une activité phosphatase endogene des ROS (Gordon et al. 1992).

13 Bien que certains auteurs suggerent I'inhibition de la guanylate cyclase par I'ATP (Sitaramaya
et al. 1991; Margulis et al. 1993), d'autres suggerent au contraire qu'elle est activée par I'ATP
(Gorczyca et al. 1994).
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mutuellement exclusive et, quoiqu'il en soit, I'activation de la guanylate cycla-
se provoque l'augmentation du taux de GMPc a sa valeur initiale, la réouver-
ture des canaux ioniques GPMc-dépendants et l'afflux d'ions Na+* et Ca2+ a I'in-
térieur des ROS. Ceci permet de rétablir a la fois les concentrations de Natj,
Ca2+; et la dépolarisation initiale du batonnet. La concentration de K+; est

quant a elle rétablie par efflux d'ions K* hors du batonnet (voir Tableau 1.3).

Ainsi donc, de nombreuses protéines interagissent et collaborent entre
elles pour assurer le bon déroulement du processus de phototransduction. Plu-
sieurs des étapes de ce processus sont bien caractérisées, mais beaucoup restent
encore a élucider. D'ailleurs, la contribution du métabolisme des phospholipi-
des audit processus de phototransduction figure trés certainement parmi les
plus mal définies. A eux seuls, les phospholipides comptent pourtant pour
prés de 50% du poids sec des ROS; ils représentent plus de 85% des lipides
totaux des ROS et ils ont une composition en acides gras tout a fait particuliere
(Miljanich. 1978; Olive. 1980; Bazan. 1982; Fliesler et Anderson. 1983). Les phos-
pholipides des ROS, et plus spécifiquement le contréle de leur métabolisme par
diverses enzymes, pourraient donc jouer un réle trés important (voir la section

1.8) dans la régulation de la cascade de phototransduction.

1.6 Caractéristiques des phospholipides

Les phospholipides sont des molécules amphiphiles. Ils sont composés
d'une téte polaire hydrophile et d'un squelette glycérol sur lequel sont acylés
deux acides gras hydrophobes (voir Schéma 1.7). Ces acides gras peuvent étre
saturés ou insaturés a divers degrés. On les retrouve en positions sn-1 et sn-2

du squelette glycérol (voir Schéma 1.7), lesquelles sont définies d'apres les pro-
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jections de Fisher (IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature.
1978; Hauser et al. 1981). Régle générale, les acides gras saturés sont acylés en
position sn-1 alors que les acides gras mono- et polyinsaturés sont acylés en
position sn-2 (Wiegand et Anderson. 1983b; Birkle et Bazan. 1986; Marsh. 1990a;
Voet et Voet. 1995). La téte polaire est également fixée au squelette glycérol, en
position sn-3, via un groupement phosphate. C'est la nature de la téte polaire,
soit éthanolamine, choline, sérine, inositol ou hydroxyl, qui détermine le type
de phospholipide, de méme que certaines de leurs caractéristiques (voir Ta-
bleau 1.4) (Cullis et al. 1983; Cullis et al. 1985; Dufourq. 1985; McMurchie. 1988;
Marsh. 1990a; Tocanne et Teissié. 1990). Ces différents phospholipides naturels
sont respectivement appelés phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylcho-
line (PC), phosphatidylsérine (PS), phosphatidylinositol (PI) et acide phosphati-
dique (PA). A pH 7 (pH physiologique), PE et PC ont une charge nette neutre
(voir Tableau 1.4) et sont dits zwittérioniques. Au contraire, PS, PI et PA ont a
pH 7 une charge nette négative (voir Tableau 1.4) et représentent donc des
phospholipides anioniques (Lehninger. 1982; Tocanne et Teissié. 1990). Cette
différence de charge est trés importante parce que de nombreuses interactions
protéines-lipides dépendent largement de la charge de ces derniers (Cullis et al.
1983; Cullis et al. 1985; McMurchie. 1988; Marsh. 1990b; Mouritsen et Bloom.
1993).

La charge ne constitue pas le seul facteur pouvant affecter les interactions
protéines-lipides; 1'organisation-méme des phospholipides en milieu aqueux
est déterminante (voir Schéma 1.8). Ainsi, en solution aqueuse les phospholi-
pides purifiés ont tendance a former des phases lamellaires "L" (vésicules uni-

et multilamellaires) et ce, pour un grand intervalle de températures. Une ex-



Tableau 1.4: Caractéristiques des phospholipides

Phospholipides Abréviation Charge a pH 72 T; (°C)P Phase (37°C; pH 7)
Acide phosphatidique PA -2 66 (DPPA) L
Phosphatidylcholine PC neutre 41 (DPPC) L

-20 (DOPC) L

-13 (SAPC)¢ L
Phosphatidyléthanolamine PE neutre 63 (DPPE) L (Tyy = 120°C)

-16 (DOPE) Hyi (Tpy = 10°C)

20 (POPE) L (Tuy = 71°C)

Phosphatidylinositol PI -1 n.dd n.d.
Phosphatidylsérine PS -1 54 (DPPS) L

-11 (DOPS) n.d.
Phosphatidylméthanol PM -1 n.d.e L

a Les pKaj et pKay de l'acide phosphorique sont de 1,95 et 6,64, alors que le pKa de 'amine des PE et PS est de 9,5 et 8,97, respectivement.
Le pKa du carboxyl du PS est de 3,5. Les groupements choline et méthanol sont non-ionisables (Cullis et al. 1985; Marsh. 1990a).

bT, = Température de transition entre les phases gel et liquide cristallin, phases pour lesquelles les acides gras sont ordonnés et désordon-
nés, respectivement. Ces valeurs ont toutes été obtenues a pH 7, sauf pour le DPPA (pH 6) (Marsh. 1990a).

€ La valeur de Ty des PAPC et PAPE, utilisés dans nos expériences, ne semble pas disponible dans la littérature. Aussi, les valeurs de T; de
SAPC et POPE sont fournies pour donner un apercu de la variation de T; dans les phospholipides mixtes.

d n.d. = non-disponible

€ D1 a une similarité de structure, la Tt du PM devrait ressembler a celle du PG (phosphatidylglycérol); i.e. 24°C pour le DMPM et DMPG
(Marsh. 1990a).
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Schéma 1.8: Organisation des phospholipides en milieu aqueux
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ception a cette régle, le PE qui a plut6t tendance a former des phases hexagona-
les inverses "Hjj" (Cullis et al. 1983; Dekker et al. 1983; Cullis et al. 1985; Caffrey.
1985; Dufourq. 1985; Marsh. 1990b). 1l faut toutefois noter que cette propension
naturelle du PE a former des phases hexagonales inverses dépend du type et de
la longueur des acides gras présents en sn-1 et sn-2. Les PE disaturés (constitués
de deux acides gras saturés) vont former des phases lamellaires alors que les PE
di-insaturés (constitués de deux acides gras mono- ou polyinsaturés) vont for-
mer des phases hexagonales inverses (Dekker et al. 1983; Marsh. 1990b). Les PE
mixtes (constitués d'un acide gras saturé et d'un autre insaturé) formeront
quant a eux des phases L et/ou Hjj, dépendamment du degré d'insaturation, de
la longueur de l'acide gras saturé, de la température et de la présence ou non

d'une matrice lipidique (Cullis et al. 1985; Marsh. 1990b).

1.7 Composition phospholipidique des ROS

Tel que mentionné auparavant, les phospholipides représentent envi-
ron 50% du poids sec des ROS (Miljanich. 1978). Ils représentent de 80-90 mol%
des lipides totaux (Miljanich. 1978; Bazan et Reddy. 1985; Fliesler et Anderson.
1983; Wiegand et Anderson. 1983b). Dépendamment des especes, il y de 65 a 75
moles de phospholipides pour une mole de rhodopsine (Miljanich. 1978). Par-
mi eux, les PE, PC et PS sont majoritaires avec 30-35, 40-45 et 10-15 mol%, res-
pectivement. Le PI est pour sa part minoritaire avec un peu moins de 2 mol%
(Miljanich. 1978; Miljanich et Dratz. 1982; Fliesler et Anderson. 1983; Wang et
al. 1992). Parmi les autres constituants lipidiques des ROS, on note surtout le

cholestérol (8 mol%) et les acides gras libres (6 mol%!4) (Miljanich. 1978).

14 Cette forte proportion constitue un autre indice de la particularité des ROS car, en général, les
acides gras libres sont a toute fin pratique absents des membranes cellulaires (Léger. 1993).
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Bien que la proportion de phospholipides dans la rétine soit comparable
a ce qu'on retrouve dans des tissus tels que le foie, le coeur, les poumons et les
reins, elle est sans contredit la plus forte de tous les tissus oculaires (Fliesler et
Anderson. 1983). Or les ROS sont non seulement tres riches en phospholipi-
des, ils sont aussi tres enrichis en acides gras polyinsaturés (PUFA) (Wiegand et
Anderson. 1983b; Birkle et Bazan. 1986; Anderson ef al. 1992). En fait, les phos-
pholipides des ROS sont acylés a plus de 50% avec des PUFA (voir Tableau 1.5)
(Fliesler et Anderson. 1983; Salesse et al. 1984; Lamb et Pugh. 1992a et b). Selon
Anderson et Andrews (1982), c'est le plus haut taux de PUFA répertorié pour
des membranes biologiques. Ceci est d'autant plus intéressant que l'acide doco-
sahexaénoique (22:6w3 ou DHA), comportant six doubles liaisons sur une chai-
ne de 22 carbones, représente a lui seul plus de 60% de ces PUFA!> (Fliesler et
Anderson. 1983; Salesse et al. 1984; Bazan et Reddy. 1985; Birkle et Bazan. 1986).
L'acide arachidonique (20:4w6 ou AA), un autre PUFA trés important du point
de vue métabolique et surtout connu comme précurseur des métabolites in-
flammatoires (eicosanoides), est pour sa part présent en bien moindre propor-

tion, avec seulement 5 mol% (Fliesler et Anderson. 1983; Bazan et Reddy. 1985).

Contrairement a ce qui est généralement observé dans les cellules?6, 30%
des phospholipides des ROS sont di-insaturés, comportant un PUFA en posi-
tion sn-1 et sn-2, alors que 60% sont mixtes, ayant un PUFA en position sn-2 et
un acide gras saturé en position sn-1. Enfin, 10% des phospholipides des ROS

sont disaturés, les acides palmitique (16:0) et stéarique (18:0) acylés en positions

15 De toutes les cellules du corps humain, les photorécepteurs sont les plus enrichies en DHA (Ba-
zan. 1989; Connor et al. 1992).
16 Pour la majorité des différents types cellulaires, les phospholipides membranaires sont princi-
palement des espéces mixtes, ayant un acide gras saturé en position sn-1 et un acide gras mono- ou
polyinsaturé en position sn-2.



Tableau 1.5: Composition en acides gras des phospholipides des ROS

ACIDES GRAS Symbole numérique POURCENTAGE
Palmitique 16:0 13,0
Stéarique 18:0 19,0
Oléique 18:109 3,1
Arachidonique 20:4mw6 51
Docosahexaénoique 22:603 45,0
PUFA (total) 63,7

35
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sn-1 et sn-2, respectivement, étant majoritaires. (Miljanich. 1978; Fliesler et

Anderson. 1983; Bazan et Reddy. 1985).

Il est a noter que pour les phospholipides di-insaturés, le DHA est préfé-
rentiellement acylé en position sn-2 alors que les autres PUFA sont presqu'ex-
clusivement acylés en sn-1 (Fliesler et Anderson. 1983). Ceci constitue une ca-
ractéristique plus qu'intéressante dans la mesure oll, nous le verrons sous peu,
I'objet de la présente étude est de caractériser l'activité phospholipase A2 de
trois fractions subrétiniennes afin d'élucider (ou du moins mieux définir) son
rOle dans la rétine. Le role des PUFA et leur distribution particuliere dans les
ROS n'a pas encore été clairement défini et ce, bien que plusieurs hypotheses
aient été soulevées. Ainsi, plusieurs études suggerent que le DHA procure un
environnement membranaire suffisamment fluide pour faciliter la diffusion
latérale des protéines des ROS dans la membrane discale (voir Schéma 1.4 et
Tableau 1.6), favoriser les interactions protéines-protéines et le déroulement
conséquent du processus de phototransduction en 500-600 msec (Fliesler et
Anderson. 1983; Stubbs et Smith. 1984; Dratz et Deese. 1986; Salem et al. 1986;
Bazan. 1989; Mitchell et al. 1992; Treen et al. 1992). Alternativement, le DHA
pourrait interagir directement avec certaines protéines des ROS (Salem et al.
1986), ou moduler la flexibilité des membranes (Dratz et Deese. 1986). Dans ce
dernier cas, un changement de conformation du DHA pourrait entrainer une
variation d'épaisseur de la membrane qui serait suffisante pour permettre les
changements conformationnels des protéines. Il est également possible que le
DHA joue un rdle plus spécifique en tant que précurseur des docosanoides, des
métabolites oxygénés analogues aux eicosanoides, mais qui pourraient avoir un

role différent de ces derniers (Bazan et al. 1986; Salem et al. 1986; Bazan. 1989).



Tableau 1.6: Coefficient de diffusion latérale de certains constituants des ROS2

Coefficient de diffusion Poids moléculaire
(um?2 s°1) (Da)
22°C 37°C
Rhodopsine 0,7 15 40 000
Tansducine 1,2 1,8 84 000
Transducine o 15 2,2 39 000
PDE 0,8 1,2 194 000
GMPcb 7,0 n.d. 345
Récepteur a acétylcholinec <0,0001 250 000

2 Ces données proviennent des articles de Lamb et Pugh (1992), Pugh et Lamb (1993) et Shechter (1993).

b II s'agit du coefficient de diffusion longitudinale, lequel implique une liberté de mouvement dans les axes
X, y et z. Au contraire, le coefficient de diffusion latérale restreint le mouvement aux axes x et y.

¢ Cette protéine n'est pas présente dans les ROS; son coefficient de diffusion latérale est fourni pour
permettre d'apprécier les résultats relatifs aux protéines des ROS.

LE
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1.8 Susceptibilité des phosholipides des ROS a la peroxydation

A cause de leur trés forte proportion d'acides gras insaturés et du degré
d'insaturation particulierement élevé du DHA qui, comme nous l'avons vu,
représente le PUFA le plus abondant dans les ROS, les phospholipides des ROS
sont trés sensibles a la peroxydation (Farnsworth et Dratz. 1976; Fliesler et An-
derson. 1983; Birkle et Bazan. 1986; Stephens et al. 1988; Dratz et al. 1989; Van
Kuijk et al. 1990; De La Paz et Anderson. 1992). Par ailleurs, la rétine étant hau-
tement vascularisée et oxygénée, de nombreux dérivés d'oxygene hyper-réactifs
peuvent y étre générés (Berman. 1991; Wu et al. 1992; Puertas ef al. 1993; Taylor
et al. 1993; Varma et Richards. 1988). Des métabolites tels que Oy~ et *OH sont
en mesure de réagir fortement et promptement avec toute molécule qui, com-
me le DHA, comporte plusieurs doubles liaisons. Les réactions de peroxydation
des lipides n'étant pas médiées par une enzyme, les produits résultants sont
trés différents des docosanoides (Bazan. 1989). Par conséquent, I'impact poten-
tiel de telles réactions sur les propriétés des phospholipides et, ultimement, sur

l'intégrité structurelle et fonctionnelle des ROS est considérable.

Les photorécepteurs disposent cependant de divers mécanismes intracel-
lulaires visant a contrer, ou minimiser, I'impact de ces réactions. Superoxyde
dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxydase (GSH I et GSH II), a-tocophé-
rol (vitamine E) et acide ascorbique (vitamine C), tous interviennent a divers
niveaux pour empécher la peroxydation des phospholipides (Dratz et al. 1989;
Miller. 1987; Birkle et Bazan. 1986; Berman. 1991; Remé et al. 1996). Les PLA2
pourraient aussi jouer un rdle trés important dans I'élimination des phospho-
lipides peroxydés (Kagan et al. 1978; Sevanian et al. 1983; Van Kuijk et al. 1985;
Sevanian. 1987; Van Kuijk et al. 1987; Sevanian. 1988; Sevanian et al. 1988;
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McLean et al. 1993; Van Den Berg et al. 1993), d'ou l'intérét de diverses équipes,

incluant la nétre, a identifier et caractériser une activité PLA2 dans les ROS.

1.9 Phospholipases A2 (PLA2)

Les PLA2 sont des enzymes qui catalysent I'hydrolyse de l'acide gras acylé
en position sn-2 du squelette glycérol des phospholipides (voir les schémas 1.7
et 1.9) (Van Den Bosch. 1980; Verheij et al. 1981; Slotbloom et al. 1982; Van Den
Bosch. 1982; Zahler et al. 1984). 1I résulte donc de cette réaction la formation
d'un lysophospholipide et d'un acide gras libre qui, s'il est marqué d'un atome
radioactif ®H ou 14C) ou d'un groupement fluorescent (ex. pyréne), peut étre
quantifié par radiométrie ou fluorimétrie, respectivement. Ceci permet alors

de suivre la progression de l'activité hydrolytique des PLA2.

Les PLA2 forment une famille d'enzymes dont notre connaissance est en
constante expansion, et au sein de laquelle on retrouve plusieurs types d'enzy-
mes. Elles sont classifiées en trois groupes principaux, en fonction de leur sé-
quence en acides aminés et de leur réponse a différents traitements dénaturants
(voir les tableaux 1.7-1.10) (Glaser et al. 1993; Mayer et Marshall. 1993; Dennis.
1994; Ackermann et Dennis. 1995; Gross. 1995; Clark et al. 1995; Murakami et al.
1995). 1l y a les PLA2 sécrétées!? (sPLA2), qui sont Ca2*-dépendantes et dont le
poids moléculaire (P.M.) varie entre 12 et 18 kDa (voir Tableau 1.7), la PLA2
cytosolique (cPLA2) (voir Tableau 1.8), une protéine type de 85 kDa qui est éga-
lement CaZ+-dépendante, et les PLA2 Ca2+-indépendantes (iPLA2), des protéi-

nes intracellulaires de 40-110 kDa dont l'activation est, comme le nom l'indi-

17 Leur nom vient de ce qu'elles semblaient initialement toutes extracellulaires. Or il est mainte-
nant connu que plusieurs sPLA2 ne sont pas sécrétées (Mayer et Marshall. 1993; Dennis. 1994).
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Schéma 1.9: Hydrolyse des phospholipides par les PLA2 et autres phospholipases?®

a Phospholipase B (PLB) = enzyme possédant a la fois les activités de type PLA2 et PLA1; Lysophospholipase = enzyme exergant une activité
de type PLA1 sur les phospholipides dont I'acide gras sn-2 est manquant.
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Tableau 1.7: Caractéristiques des sPLA2

PLA2 SECRETEES (sPLA2)

Sous-groupes I 112 11 IV(?)
Sources types pancréas (zymogene) liquide synovialb venim d'abeilles coeur
venin de cobras venin de vipeéres poumons
P.M. (kDa) 12-14 12-14 16-18 (glycosylée) 12-14
Ponts disulfures 7 (14 Cys) 7 (14 Cys) 5 (10 Cys) 6 (12 Cys)
pH optimum 4-5/pancréas; 7-10/venin  7-10 7-10 7-10
Spécificitéc PE = PC PE, PS>>PC PE=PC PE = PC
Modulationd Ca2+ (mM) Ca2+ (mM) CaZ+ (mM) Ca2+ (mM)
Acide aminé catalytique  His48 His48 His48 His48
Inhibiteur pBPB pBPB pBPB pBPB
Autre activité aucune aucune aucune aucune

2 Contrairement aux I-sPLA2 et III-sPLA2 qui sont toutes solubles et sécrétées, certaines 1I-sPLA2 sont associées a la membrane (via des
groupements héparans sulfates) et ne sont pas sécrétées (Murakami et al. 1995). Les II-sPLA2 sont également les seules a interagir avec la
BPI ("bactericidal permeability increasing protein”).
b Leur distribution sugggre un réle lors d'inflammations: rate, thymus, moélle osseuse, neutrophiles, macrophages, plaquettes et sérum.

¢ Aucune des sPLA2 n'est spécifique pour I'acide arachidonique. Elles préféerent les phospholipides dont I'acide gras sn-1 est acylé via un
lien ester (par rapport au lien vinyl éther présent dans les plasmalogenes).
d Le Ca2* est essentiel pour la fonction catalytique des SPLA2 et ne peut étre remplacé par d'autres sels.

|87



Tableau 1.8: Caractéristiques de la cPLA2

PLA2 CYTOSOLIQUE (cPLA2)

Sources types reins, coeur, foie, poumons, rate, testicules, cerveau,

plaquettes, macrophages, monocytes, neutrophilesa

P.M. (kDa) 85b

Ponts disulfures 0(9Cys)

pH optimum 7-10

Spécificitéc PUFA tel I'acide arachidonique et non le DHA
Modulationd Ca2+ (uM); ATP (phosphorylation); protéine-G

Acide aminé catalytique  Ser228
Inhibiteur AACOCEFj3 (arachidonoyl trifluorylméthyl cétone)

Autres activités lysophospholipase; PLA1; transacylase

@ La cPLA2 est notamment activée par les cytokines proinflammatoires et les agents mitogenes.

b Le P.M. de la cPLA2 est de 100-110 kDa sur SDS-PAGE, mais la séquence d'acide aminés prédit que le P.M. réel
est de 85 kDa (Mayer et Marshal. 1993; Dennis. 1994; Clark et al. 1995).

¢ A cause de la position des doubles liens du DHA, il n'est pas un bon substrat pour la cPLA2 qui n'est d'ailleurs
pas spécifique pour le type de téte polaire ou le type de lien (ester ou vinyl éther) acylant l'acide gras sn-1 au
squelette O%chérol (Clark et al. 1995; Mayer et Marshall. 1995).

d La Ser>05 est phosphorylée par une MAPK (“"mitogen-activated protein kinase"). Le Ca2*, lui, est requis pour
la translocation de I'enzyme soluble vers la membrane et il peut étre remplacé (in vitro) par d'autres sels. L'acti-
vation par une protéine-G doit étre confirmée et pourrait étre médiée par la MAPK (revu par Clark et al. 1995).

[4



Tableau 1.9: Caractéristiques des iPLA2

PLA2 Ca2+-INDEPENDANTES (iPLA2)

Sous-groupes I 11 112

Sources types lysosomes membrane a bordure myocarde, macrophages
en brosse (intestin gréle) cerveau

Localisation cytosol membrane cytosol ou membrane

P.M. (kDa) 30-32 (glycosylée)  120-140 (glycosylée) 40-110b

Ponts disulfuresc¢  0(Cys?) 0(Cys?) 0(Cys?)

pH optimum 4,5 8,5 6-9

Spécificitéd PE=PC PE=PC plasménylcholine; PA; PC; PI

Modulation sels biliaires ATP (cofacteur)

Inhibiteure DTNB DTNB BEL; AACOCF3

Autres activités n.d. lysophospholipase; acylglycérol lipase  lysophospholipase

2 Les III-iPLA?2 sont les seules a avoir un rdle autre que digestif. Ce sous-groupe est trés diversifié et peut étre redivisé en 4 sous-groupes:
IIIA (myocarde), I1IB (macrophages), IIIC (cerveau) et I1ID (autres) (Ackermann et Dennis. 1995).
b La IIIA-iPLA2 (40 kDa) et la IIIB-iPLA2 (80 kDa) forment respectivement des hétéro- et homocomplexes d'environ 400 kDa.

¢ La séquence d'acides aminés des iPLA2 n'est pas connue; on ne sait donc rien du nombre de cystéines et de I'acide aminé catalytique.

d Les iPLA2 sont spécifiques pour I'un ou l'autre de ces substrats. Seules les IlI-iPLA2 sont spécifiques pour l'acide arachidonique et seule
la IIIA-iPLA2 est spécifique pour le plasménylcholine (lien sn-1 de type vinyl éther) (Ackermann et Dennis. 1995; Gross. 1995).

€ DTNB, acide dithiobis-(2-nitrobenzoique); BEL, bromoéno] lactone; AACOCF3, arachidonoyl trifluoryl cétone.

194%



Tableau 1.10: Parametres utilisés pour la caractérisation et la classification opérationnelle des PLA2

PLAZ2 sécrétées PLA2 cytosolique PLA2 Ca2+-indépendantes
H>S04 insensibles dénaturée n.d.2
EGTA inhibées inhibée insensibles
DTT dénaturées insensible insensibles
pBPB inhibées insensible insensibles
60°C - 5 min insensibles dénaturée dénaturées

2 non-disponible. Vu que les iPLA2 sont des enzymes intracellulaires, comme la cPLA2, et que I'extraction au HySO4 ne semble pas
utilisée comme premiére étape de purification, on peut toutefois penser que les iPLA2 sont également dénaturées par ce traitement.
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que, indépendante du Ca2+ (voir Tableau 1.9). Contrairement a la cPLA2 qui
constitue un groupe non-subdivisé et ne contient qu'un seul type d'enzyme,
les sSPLA2 et les iPLA2 sont actuellement réparties en trois sous-groupes (I, II et
II) (voir les tableaux 1.7-1.9). Or comme le suggerent des études récentes sur la
caractérisation de nouvelles PLA2 (Chen et al. 1994; Buhl et al. 1995; Ross et al.
1995; Thompson et Clark. 1995; Jacob et al. 1997, 1998; Portilla et Dai. 1996; Tew
et al. 1996; Cupillard et al. 1997; Soubeyrand et al. 1997; Tang et al. 1997), de nou-
veaux groupes et/ou sous-groupes pourraient éventuellement s'ajouter a ceux

déja existants.

Il semble de plus en plus évident que les PLA2 sont présentes dans tous
les types cellulaires et que ceux-ci peuvent exprimer plus d'un type de PLA2
(voir les tableaux 1.7-1.9) (Rose et al. 1985; Van Den Bosch. 1982; Rodorf et al.
1991; Murakami et al. 1992; Petit et al. 1992; Mayer et Marshall. 1993; Dennis.
1994; Marshall et al. 1997). Par éilleurs, I'accumulation d'informations sur leur
structure et leurs propriétés laisse entrevoir que leur roéle pourrait étre des plus
diversifiés. Non seulement elles pourraient participer a la biosynthése des
eicosanoides lors de réactions inflammatoires, mais elles pourraient aussi étre
impliquées dans la régulation du métabolisme des phospholipides, les proces-
sus exocytotiques, la réaction acrosomale des spermatozoides, l'expression de
certains genes et la transduction des signaux intracellulaires (Irvine. 1982; Kul-
karni. 1990; Wood. 1990; Lavoie et al. 1991; Pruzanski et Vadas. 1991; Cockcroft.
1992; Mukherjee et al. 1992; Slomiany et al. 1992; Jacobson et Schrier. 1993; Juri-
vich et al. 1994; Marcus et Hajjar. 1993; Ma-yorga et al. 1993; Nevalainen. 1993;
Chen et Murakami. 1995; Déglon et al. 1995; Yu. 1995; Galkina et al. 1996; Tonia-
to et al. 1996).
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1.10  Produits d'hydrolyse des phospholipases A2

Tel que décrit antérieurement (voir page 39), tous les types de PLA2 géne-
rent deux produits d'hydrolyse, soit un acide gras libre et un lysophospholipide
(voir Schéma 1.9). Cependant, parce qu'elles posseédent également une activité
lysophospholipase (revu par Clark et al. 1995), la cPLA2 et certaines iPLA2 peu-
vent générer un acide gras supplémentaire, de méme qu'un groupement de
type sn-glycéro-3-phosphoR (R représentant la choline, I'éthanolamine ou la
sérine) (voir les tableaux 1.8 et 1.9, ainsi que les schémas 1.7 et 1.9). On s'en
doute bien, le role cellulaire de chacun de ces produits va étre différent. Plu-
sieurs auteurs ont ainsi démontré que les acides gras libres peuvent moduler: 1)
l'activité de canaux ioniques (revu par Ordway et al. 1991), 2) l'activité de pro-
téines impliquées dans la signalisation intracellulaire (ex. tyrosine kinase et
protéine kinase C) (revu par Sumida et al. 1993), 3) la liaison et I'action de cer-
taines hormones (revu par Nunez. 1993), 4) la phosphorylation oxidative mito-
chondriale (Rottenberg et Hashimoto. 1986), 5) la fusion membranaire observée
au moment de l'endocytose ou de l'exocytose cellulaire (Lavoie et al. 1991; Slo-
miany et al. 1992; Mayorga et al. 1993; Morgan et al. 1993; Blackwood et al. 1996)
et 6) I'expression de génes codant pour des protéines impliquées dans le méta-
bolisme des lipides (Armstrong et al. 1991; Tebbey et Buttke. 1992) ou les réac-
tions inflammatoires (Jacobson et Schrier. 1993; Chepenik et al. 1994; Jurivich et

al. 1994).

Le bon fonctionnement de chacun des processus sus-cités résulte donc de
leur régulation adéquate par les acides gras. Or l'intérét particulier de ces résul-
tats réside dans le fait qu'ils ne sont observables qu'en présence de PUFA, les

effets les plus importants étant souvent observés en présence d'acide arachido-
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nique. Ainsi, on accepte maintenant d'emblée que l'acide arachidonique puisse
agir a titre de messager intracellulaire, en plﬁs de servir de précurseur a la for-
mation de métabolites inflammatoires (voir les tableaux 1.11 et 1.12) (Zurier.
1993). Il y a par ailleurs de plus en plus de résultats expérimentaux suggérant
un lien entre l'altération du métabolisme de l'acide arachidonique et la carci-
nogéneése, de méme que divers problémes reliés au vieillissement (Meskini et
al. 1993; Guthridge et al. 1995; Praml et al. 1995; Yoshimi et al. 1995). Plus enco-
re, de nombreux articles font état de la régulation de la transmission synaptique
par l'acide arachidonique (Herrero et al. 1992; Nicholls. 1992; Catania et al. 1993;
Durgerian et al. 1993; Villaroel. 1993; Bramham et al. 1994; Miyachi et al. 1994;
Farooqui et Horrocks. 1994; Volterra et al. 1994), ce qui est particulierement in-
téressant lorsqu'on tient compte de ce que la rétine est elle-méme un tissu ner-

veux (voir la section 1.2).

En ce qui concerne les lysophospholipides, il semble qu'ils pourraient
participer au processus de fusion membranaire, au méme titre que les acides
gras. Ils ont en effet, tout comme ces derniers, des propriétés fusogéniques (Mo-
rin et al. 1992; Blackwood et al. 1996). Les résultats a ce sujet sont toutefois plus
mitigés; Morin et al. (1992) et Blackwood et al. (1996) ayant respectivement ob-
servé un effet inhibiteur et stimulateur des lysophospholipides sur la fusion
membranaire. D'autres études ont quant a elles montré une modulation direc-
te de l'activité de certains canaux ioniques par les lysophospholipides (Rusten-
beck et Lenzen. 1992; Lundbaek et Andersen. 1994; Lloret et Moreno. 1995), de
méme qu'une modulation indirecte de la signalisation intracellulaire, via la
stimulation de la phosphorylation de diverses protéines (Scherer et al. 1993).

L'un des lysophospholipides, I'acide lysophosphatidique, est notamment con-
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Tableau 1.11: Exemples de processus physiologiques et pathologiques auxquels

une augmentation d'activité PLA2 a été associéea b

PROCESSUS

PHYSIOLOGIQUES

PATHOLOGIQUES

digestion des lipides

métabolisme des surfactants pulmonaires

métabolisme des membranes cellulaires

coagulation sanguine

réaction acrosomale des spermatozoides

métabolisme des lipoprotéines
libération de l'insuline

exocytose/endocytose

prolifération/différentiation cellulaire

signalisation intracellulaire

ligand pour des récepteurs

modulation de canaux ioniques

activation de kinases

arthrite rhumatoide
Psoriasis

inflammation et oédéme
hypertension et hyperthermie
pancréatite et péritonite
uvéite autoimmune

choc septique

cancer

asthme

ischémie

effet myotoxique des venins

effet neurotoxique des venins

a La plupart des études ayant démontré ces effets portaient sur les sSPLA2 qui sont, et de loin, les
PLA2 les mieux caractérisées, parce qu'étudiées depuis plus longtemps.
b Ces informations sont tirées des revues publiées par Pruzanski et Vadas (1991), Mukherjee et al.

(1992) et Glaser et al. (1993).



Tableau 1.12: Métabolites secondaires des produits d'hydrolyse des PLA22

Précurseur Enzymeb Métabolitec Concentration élevée lors de:

Acide arachidonique COX PG contraction vasculaire (Foa); lutéolyse (Fpor)
mobilité gastrointestinale (E2, Foa);
sensation de douleur (E3, I2);

TX contraction bronchiale et vasculaire (Aj);
thrombose (A));

LOX LT prolifération des lymphocytes (Bg);
chimiotaxisme des leukocytes (Bg);
sécrétion d’hormone pituitaire (Cy);

LX érythroleucémie (Ay);
changements hémodynamiques;
lysophospholipide AT PAF sécrétion de neurotransmetteurs;

ischémie et convulsions

a Ces informations proviennent des revues suivantes: Smith. 1989; Bazan et al. 1991; Sehran. 1994.

b AT, acétyl transférase; COX, cyclooxygénase; LOX, lipoxygénase.

€ Les prostaglandines (PG) sont répertoriées en sous-types (D, E, F, G, H et ), selon leur structure. Il en va de méme pour les throm-
boxanes (TX) et les lipoxines (LX), chacunes répertoriées en sous-types A et B, et les leukotriénes (LT), répertoriées en sous-types (A,
B, C, D et E). PAF, "platelet-activating factor".

6¥
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nu pour son effet inducteur sur l'agrégation des plaquettes, la contraction des
muscles lisses et la prolifération cellulaire, pour ne nommer que ceux-ci (Van
Corven et al. 1989; Eichholtz et al. 1993). Le "platelet-activating factor” (PAF),
un métabolite secondaire des lysophospholipides, est quant a lui surtout connu
pour son implication dans diverses réactions associées aux réactions inflamma-
toires (voir Tableau 1.12) et ce, bien qu'il semble étre en mesure de moduler
I'expression de certains geénes et 'exocytose de neurotransmetteurs (Bazan et al.

1991; Bazan et al. 1993a; Kato et al. 1994; Bazan et Allan. 1996).

A cause de leurs propriétés solubilisante et lytique, les lysophospholipi-
des sont de puissants agents biologiques (Stafford et al. 1993). Ils sont également
de puissants agents mitogenes (Van Corven ef al. 1989), ce qui signifie que leur
concentration dans les membranes doit étre étroitement contrélée. Pour ce fai-
re, les lysophospholipides peuvent étre soit réacylés pour reformer des phos-
pholipides, soit hydrolysés davantage pour former un acide gras libre supplé-
mentaire et un sn-glycéro-3-phosphoR (R = choline, éthanolamine ou sérine).
Or, tel que déja mentionné, la cPLA2 et certaines iPLA2 possédent une activité
lysophospholipase (voir les tableaux 1.8 et 1.9) qui leur permettrait d'effectuer
cette seconde étape d'hydrolyse (Clark et al. 1995; De Carvahlo et al. 1995). Le
sn-glycéro-3-phosphoR pourrait ensuite étre recyclé et utilisé pour synthétiser
de nouveaux phospholipides, alors que l'acide gras supplémentaire généré
pourrait agir a titre de second messager. L'existence de cette voie métabolique
pourrait ainsi permettre de mobiliser les acides gras provenant d'une autre
classe de phospholipides (les lysophospholipides) et ce, tout en générant des aci-
des gras autres que les PUFA (majoritairement acylés en position sn-2). Ces

acides gras pourraient réguler des fonctions cellulaires bien précises, ce qui as-
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surerait, selon Arthur (1989) et Badiani et Arthur (1991), une plus grande flexi-

bilité des réponses cellulaires.

Les PLA2 semblent donc étre impliquées dans une foule de processus cel-
lulaires fondamentaux et, par conséquent, leur dysfonctionnement peut don-
ner lieu a des conditions pathologiques trés importantes du point de vue médi-
cal (voir Tableau 1.11). En considérant que: 1) les ROS ont de particulier qu'ils
sont trés enrichis en DHA tout en ne contenant que peu d'acide arachidonique
(voir Tableau 1.5) et 2) de forts taux d'activité PLA2 ont été obtenus par Jelsema
(1987) en présence de phospholipides ayant un acide arachidonique en position
sn-2, il nous semblait impératif (Jacob et al. 1996) de caractériser l'activité de la
PLA2 des ROS afin de mettre en évidence une hydrolyse préférentielle ou non
des phospholipides ayant un DHA en position sn-2. Une telle préférence pour
le DHA (six doubles liaisons sur une chaine de 22 carbones) par rapport a l'acide
arachidonique (quatre doubles liaisons sur une chaine de 20 carbones) aurait en
effet constitué un argument de taille en faveur de l'implication de cette PLA2
dans des processus rétiniens aussi fondamentaux que la phototransduction, le
renouvellement des ROS et/ou l'adaptation visuelle. Il nous semblait par ail-
leurs tout aussi intéressant d'étudier les diverses propriétés de cette PLA2 et,

entre autres, la coexistence ou non d'une activité lysophospholipase.

1.11 Régulation des phospholipases A2 par les protéines-G

A cause de I'implication des PLA2 dans la synthese des métabolites in-
flammatoires, i.e. les eicosanoides (voir Tableau 1.12), moult études ont porté
sur les mécanismes de régulation des différents types de PLA2 et la synthése

d'inhibiteurs spécifiques. Depuis une dizaine d'années, il y a eu plusieurs rap-
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ports relativement a I'activation de PLA2 par les protéines-G de type hétérotri-
mérique et ce, dans différents tissus (revu par Axelrod et al. 1988; Peitsch et al.
1993; Clark et al. 1995). Cela offrait une alternative thérapeutique tres intéres-
sante puisqu'on pouvait envisager d'inhiber indirectement les PLA2 et, par
conséquent, contrer les réactions inflammatoires!8. En inhibant les protéines-G
impliquées dans la régulation des PLA2, on pouvait en effet prévenir la forma-
tion du précurseur des eicosanoides, l'acide arachidonique, et empécher la pro-
gression du processus inflammatoire. D'autre part, cela confirmait et mettait
encore plus d'emphase sur I'importance des PLA2 dans les cascades de signali-
sation avec seconds messagers; une importance qui est encore renforcée par des
résultats récents suggérant que la PLA2 soit elle-méme un ligand pour certains

types de récepteurs (Ancian et al. 1995; Xing et al. 1995).

Puisqu'il semblait y avoir beaucoup d'activité PLA2 dans les ROS (Jelse-
ma. 1987), que celle-ci semblait régulée par une protéine-G, la transducine, (Jel-
sema et Axelrod. 1987), et qu'il est facile d'obtenir une grande quantité de ROS
purifiés, les ROS s'avéraient étre un systeme des plus intéressants pour carac-
tériser les mécanismes de régulation des PLA2 par les protéines-G. De plus,
nous l'avons déja expliqué a la section 1.3, les ROS sont hautement spécialisés
dans le processus de phototransduction. Ils ne contiennent que les protéines
nécessaires au maintien de leur intégrité structurelle et au déroulement de ce
dernier processus. 1l s'agit donc d'un systéeme cellulaire idéal pour étudier la

régulation des PLA2 par les protéines-G parce que passablement simplifié.

187 n'y a pas encore de consensus quant au type de PLA2 (sPLA2 ou cPLA2) qui est responsable de
générer les précurseurs d'eicosanoides. Cependant, on peut penser que ce rdle revient a la cPLA2
puisque les sSPLA2 ne sont pas spécifiques pour I'acide arachidonique (voir les tableaux 1.7 et 1.8).
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1.12  Arguments en faveur de la présence d'activité phospholipase A2 dans

les ROS

Différentes équipes ont rapporté des résultats expérimentaux relative-
ment a la présence d'activité PLA2 dans les ROS (Jelsema. 1987; Jelsema et Axel-
rod. 1987; Zimmerman et Keys. 1988; Castagnet et Giusto. 1993; Jung et Remé.
1994; Reinboth et al. 1996). Toutefois, les résultats publiés par Jelsema (1987),
ainsi que Jelsema et Axelrod (1987), étaient sans contredit les plus intéressants
et importants puisqu'ils laissaient entrevoir l'implication de cette PLA2 dans la
régulation du processus de phototransduction. Leurs résultats montrent en ef-
fet que la PLA2 des ROS est trés fortement stimulée par la lumiére (Jelsema.
1987), et que cette activation lumiere-dépendante est médiée par le complexe
TPy de la transducine (Jelsema et Axelrod. 1987) (voir Schéma 1.4). Ces résultats
étaient d'autant plus prometteurs qu'ils figuraient parmi les premiers a suggé-
rer un mécanisme de régulation des PLA2 par les protéines-G. Tel que déja
mentionné, cela laissait entrevoir des possibilités d'interventions thérapeuti-
ques nouvelles pour contrer les réactions inflammatoires. Il s'agissait méme
d'un des premiers rapports a proposer l'implication directe du complexe Py des
protéines-G dans la régulation d'une activité enzymatique autre que celle de la
sous-unité o de ladite protéine-G (Logothetis et al. 1987; Blank et al. 1992;

Camps et al. 1992; Haga et Haga. 1992; Katz et al. 1992; Taussig et al. 1993).

Castagnet et Giusto (1993) ont aussi mesuré de l'activité PLA2 lumiere-
dépendante dans des préparations de ROS, laquelle semblait également médiée

par la transducine puisque GTPyS-dépendantel®. L'écart entre l'activité stimu-

19 Le GTPYS est un analogue du GTP qui est non-hydrolysable par les GTPases cellulaires. I per-
met de maintenir la protéine-G active et dissociée de fagon permanente.
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lée et non-stimulée était toutefois beaucoup moins important et, par conse-
quent, leurs résultats étaient beaucoup moins convaincants que ceux de Jelse-
ma (1987). Méme le niveau maximum d'activité qu'ils ont mesuré était consi-
dérablement plus bas que celui rapporté par Jelsema (1987), soit plus de deux
ordres de grandeur. Jung et Remé (1994), de méme que Reinboth et al. (1996),
ont également observé un effet stimulateur de la lumiere sur le relargage des
acides arachidonique et docosahexaénoique, lequel est attribué a la présence
d'une PLA2. Or il est tres difficile de comparer leurs résultats avec ceux des au-
tres auteurs, nous inclus, car leurs conditions expérimentales sont trés différen-
tes. Premiérement, ils ont travaillé avec des rétines complétes alors que les
autres équipes ont utilisé les ROS purifiés (ou semi-purifiés). Il est donc diffi-
cile d'affirmer que leur activité PLA2 provient bel et bien des ROS puisque la
lumiére a également un effet (quoiqu'indirect) sur l'activité biochimique des
segments internes de batonnets, de méme que celle des cellules neuronales se-
condaires (bipolaires, horizontales, ganglionnaires et amacrines). Deuxiéme-
ment, les variations d'activité PLA2 sont exprimées en valeurs relatives, i.e. en
pourcentage, et non en activité spécifique, soit en mol d'acides gras libérés/uni-
té de temps par mg de protéines (ou mol de phospholipides). Il est donc impos-
sible de déterminer les niveaux réels d'activité mesurés par ces auteurs. Troi-
siémement, leurs travaux sont reliés a I'étude d'un modeéle de dommage réti-
nien causé par l'exposition a de fortes intensités lumineuses (10 000 1x), ce qui
est loin des conditions d'illumination que nous avons utilisées (environ 1000
1x20). Enfin, ils ont utilisé des rétines de rats albinos, contrairement a des réti-

nes de bovins pigmentés dans toutes les autres études sous- et sus-citées.

20 L a Juminance, expriméeen Jux (11x=1 Im/m?2), est le quotient de l'intensité lumineuse incidente
a une surface par I'aire de cette surface (Diem et Lentner. 1970), or on ne sait rien des conditions de
luminance utilisées par Jelsema (1987), Zimmerman et Keys (1988) ou Castagnet et Giusto (1993).
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Zimmerman et Keys (1988) ont, eux aussi, démontré la présence d'activi-
té PLA2 dans des préparations de ROS. Cependant, ils n'ont observé aucun
effet stimulateur de la lumiere. En ce qui les concerne, l'activité détectée était
plutét ATP- et coenzyme A (CoA)-dépendante. Par ailleurs, le niveau manxi-
mum d'activité observé par Zimmerman et Keys (1988) était sept fois inférieur
a celui rapporté par Jelsema (1987), bien que cinquante fois supérieur a celui

rapporté par Castagnet et Giusto (1993).

Ayant constaté la trés grande divergence parmi les résultats des différents
auteurs, il nous est apparu primordial de procéder a la caractérisation de I'acti-
vité PLA2 des ROS afin de concilier, autant que faire se peut, les différents ré-
sultats de la littérature. De nombreuses techniques et de multiples conditions
ont donc été utilisées pour tenter de reproduire les résultats de Jelsema (1987),
relativement a la présence d'une PLA2 lumiére-dépendante dans les ROS (voir
les chapitres 2 et 3), et pour cause. La forte stimulation de cette PLA2 par la
lumiere (Jelsema. 1987), via le complexe Py de la transducine (TBy) (Jelsema et
Axelrod. 1987), laissait en effet croire a son implication dans la régulation du
processus de phototransduction qui se déroule au niveau des ROS (voir les sec-
tions 1.11-1.12). Tel que décrit dans la section 1.13, on pouvait pressentir I'im-

plication de la PLA2 a différents niveaux de régulation du processus visuel.

1.13 Hypotheses proposées pour le réle de la PLA2 dans les ROS

Apreés avoir observé une augmentation de 350% de l'activité PLA2 lors-
que les ROS sont exposés a la lumiere, Jelsema (1987) avait soulevé la possibili-
té que la PLA2 en question soit impliquée dans le processus de phototransduc-

tion. Aucune hypothése détaillée, expliquant comment ce processus pouvait
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étre affecté ou modulé par une PLA2, n'avait toutefois été présentée. Or comp-
te tenu de la composition particuliere des ROS en acides gras (voir Tableau 1.5),
de leur conséquente susceptibilité a la peroxydation (voir la section 1.8) et du
danger que représente l'accumulation des phospholipides peroxydés dans les
membranes pour l'intégrité structurelle et fonctionnelle des ROS, il semblait
particulierement intéressant et plausible d'envisager la présence d'une PLA2
dans les ROS et son implication dans la reconnaissance et 1'élimination de ces
phospholipides peroxydés (voir la section 1.13.1). Alternativement, considé-
rant que les mécanismes d'inhibition de l'excitation visuelle et d'adaptation
visuelle ne sont toujours pas entiérement compris, deux autres hypotheéses s'a-
véraient tout aussi attrayantes parce qu'elles auraient pu permettre de raffiner
la connaissance de I'un et/ou l'autre. Une PLA2 présente dans les ROS aurait
en effet pu jouer un role trés important dans le rétablissement de la concentra-
tion de Ca2+; (voir la section 1.13.2) ou la modulation de la fluidité membranai-

re (voir la section 1.13.3).

1.13.1 Elimination des phospholipides peroxydés

Au moment ot nous avons entrepris la caractérisation de l'activité PLA2
des ROS (Jacob et al. 1996), c'est certainement la trés forte proportion d'acides
gras polyinsaturés (PUFA) de ces derniers (voir Tableau 1.5) qui générait le plus
d'attente et d'enthousiasme relativement au roéle de la PLA2. En effet, tel que
mentionné auparavant, les PUFA représentent un peu plus de 60% des acides
gras totaux des ROS (voir Tableau 1.5). Par ailleurs, le DHA est le plus abon-
dant des PUFA, et de loin, comptant pour pres de 45% des acides gras totaux,
alors que l'acide arachidonique, second en importance (ratio molaire), ne repré-

sente que 5% des acides gras totaux (voir Tableau 1.5).
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Cette forte proportion de DHA semblait d'autant plus intéressante a con-
sidérer que, selon de nombreux auteurs, elle permet de maintenir un environ-
nement membranaire suffisamment fluide pour assurer le déroulement rapide
du processus de phototransduction (voir la section 1.7). Certains ont méme dé-
montré que, dans les ROS, la présence de DHA en position sn-2 des phospholi-
pides favorisait grandement la transition métarhodopsine I-métarhodopsine II,
laquelle est nécessaire a l'activation du processus de phototransduction (Mit-
chell et al. 1992). Deux autres équipes ont pour leur part montré qu'une défi-
cience en DHA entraine une diminution du contenu en rhodopsine dans les
ROS in vivo (Bush et al. 1994) et la mort des photorécepteurs in vitro (Rotstein
et al. 1996), mettant ainsi en lumiere l'importance du DHA qui a, selon Niebyl-
ski et Salem (1994), des propriétés conformationnelles et organisationnelles ab-
solument uniques. Cependant, tel que décrit a la section 1.8, le DHA est parti-
culierement sensible a la peroxydation et ce, a cause de son degré élevé d'insa-
turation (voir la section 1.7) (Kagan et al. 1973; Farnsworth et Dratz. 1976; Katz
et al. 1978; Krasnovsky et Kagan. 1979; Robinson et al. 1979; Stone et al. 1979;
Fliesler et Anderson. 1983; Wiegand et al. 1983; Hiramitsu et Armstrong. 1991;
De La Paz et Anderson. 1992; Wu et al. 1992).

Vu que les PUFA, incluant le DHA, sont majoritairement acylés en posi-
tion sn-2 des phospholipides (voir la section 1.6) et que les PLA2 hydrolysent
spécifiquement les acides gras acylés en position sn-2 (voir la section 1.9), la pré-
sence d'une PLA2 dans les ROS aurait donc pu empécher la déstabilisation de
leur systtme membranaire et leur dysfonctionnement. C'est-a-dire qu'en hy-
drolysant préférentiellement les DHA peroxydés, la PLA2 aurait pu assurer leur

élimination des phospholipides membranaires des ROS, aidant ainsi a en pro-
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téger les membranes (voir Schéma 1.10), tel que suggéré par de nombreux au-
teurs (Kagan et al. 1978; Sevanian et al. 1983; Tan et al. 1984; Weglicki et al. 1984;
Van Kuijk et al. 1985; Douglas et al. 1986; Sevanian. 1987; Van Kuijk et al. 1987;
Sevanian. 1988; Goldman et al. 1992). Une PLA2 dans les ROS aurait donc con-
tribué a réduire les risques de perturbation métabolique (voir Schéma 1.10). Par
extension, l'absence ou le déréglement de cette PLA2 aurait peut-étre pu étre
associé a certaines pathologies dégénératives des photorécepteurs telles que la
rétinite pigmentaire ou la dégénérescence maculaire reliée a I'dge (Gong et al.

1992; Bazan et al. 1993b; Daiger et al. 1995).

L'effet de la lumiere sur cette PLA2 aurait été particulierement important
puisque l'excitation visuelle engendre inévitablement la production de dérivés
d'oxygene hautement réactifs (ex. O27). En effet, la lumiére qui pénetre I'ceil et
atteint les photorécepteurs se retrouve en contact avec le microenvironnement
rétinien qui est richement vascularisé et fortement oxygéné (Berman. 1991).
Par conséquent, elle initie une réaction photochimique qui meéne a la forma-
tion d'anions superoxyde, i.e. Oz (Miller. 1987; Varma et Richards. 1988). Ces
molécules d'Oz” peuvent des lors réagir avec les PUFA des phospholipides des
ROS, entrainant I'accumulation de phospholipides peroxydés qui peuvent af-
fecter I'intégrité structurelle et fonctionnelle des ROS (Delmelle. 1978a et b; Del-
melle. 1979; Kranovsky et Kagan. 1979). L'activation de la PLA2 par la lumiere
aurait donc pu permettre de freiner I'accumulation de tels phospholipides, ai-

dant ainsi a protéger les membranes des ROS.

Il semblait d'autant plus plausible de songer a une hydrolyse préféren-

tielle des DHA peroxydés des ROS par la PLA2 que plusieurs auteurs ont obser-
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4 Ce schéma est tiré de l'article de Van Kuijk et al. (1987).
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vé un phénomene similaire dans d'autres systémes (Sevanian et al. 1988; Baba
et al. 1993; McLean et al. 1993; Van Den Berg et al. 1993). Selon eux, les PUFA
peroxydés adopteraient une conformation différente de celle des PUFA natifs
(voir Schéma 1.10), ce qui entrainerait une diminution du degré d'entassement
des phospholipides membranaires, faciliterait 'acceés de la PLA2 au lien ester
sn-2 hydrolysable (voir Schéma 1.9) et permettrait leur hydrolyse préférentielle
(Sevanian et al. 1988; Van Den Berg et al. 1993). D'autres études ont par ailleurs
démontré que la présence de "défauts" structurels dans les systémes membra-
naires crée des sites privilégiés d'hydrolyse par les PLA2 (Upreti et Jain. 1980;
Van Den Bosch. 1980, Jain et De Haas. 1983; Jain ef al. 1984; Jain et Jahagirdar.
1985; Jain et al. 1989; Ramirez et Jain. 1991), ces défauts pouvant tout aussi bien
étre occasionnés par la coexistence de domaines formés de phospholipides per-
oxydés et natifs (voir Schéma 1.10) que par la coexistence de domaines de phos-
pholipides ayant une température de transition de phase différente (voir Ta-

bleau 1.4).

1.13.2 Rétablissement de la concentration de Ca2+; lors de I'inhibition de I'exci-
tation visuelle
Advenant que la PLA2 des ROS ait été spécifique non pas pour les phos-
pholipides peroxydés, mais plutdét pour les phospholipides natifs, elle aurait
alors pu étre impliquée dans le rétablissement de la concentration de CaZ+*; sui-
te & I'excitation visuelle et donc, dans la régulation du processus de phototrans-

duction.

Plusieurs équipes de chercheurs ont démontré que les disques empilés

dans les ROS (voir Schéma 1.3) constituaient des entrepots de Ca?* (Hagins et
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Yoshikami. 1974; Fishman et al. 1977; Yoshikami et Hagins. 1980; Athanassious
et al. 1984; Schroder et Fain. 1984). De méme, plusieurs ont démontré que: 1)
I'excitation visuelle entraine une baisse de la concentration de Ca2* libre dans
les ROS (Gold et Korenbrot. 1980; Schroder et Fain. 1984; Yau et Nakatani. 1985;
McNaughton et al. 1986; Ratto et al. 1988; Gallemore et al. 1994) et 2) la modula-
tion de l'activité des canaux ioniques GMPc-dépendants et des échangeurs anti-
porteurs & Na*/K*-Ca2+ est en grande partie responsable de cette baisse de con-
centration et de son rétablissement (voir Tableau 1.3, ainsi que les sections 1.4 et
1.5). On pouvait donc poser I'hypothese suivante, a savoir que I'hydrolyse par-
tielle de la membrane des disques, résultant de l'activation d'une PLA2 lumié-
re-dépendante par TPy, provoque le relargage d'ions CaZ* et, par conséquent,
contribue au rétablissement de la concentration de Ca2+; lors de l'inhibition de

I'excitation visuelle (voir les schémas 1.5 et 1.6).

Des expériences effectuées avec des ROS purifiés et intacts auraient pu
permettre de vérifier cette hypothese, du moins en partie. Dans un premier
temps, des hs-ROS intacts auraient été purifiés par agitation a la main, tel que
décrit a la section 2.3.4. Deux aliquots de ROS (contenant une méme quantité
de protéines) auraient ensuite été exposés a la lumiere et ce, pour une période
de temps définie. Dans un deuxiéme temps, l'extraction et la séparation des
phospholipides/lysophospholipides de 1'un des aliquots (selon la méthode dé-
crite & la section 2.3.8) aurait permis de déterminer le taux d'activité PLA2 de cet
aliquot et, parallelement, le vortexage de l'autre aliquot (tel que décrit a la sec-
tion 2.3.2) aurait permis d'éclater les hs-ROS qui aurait alors pu étre incubés en
présence d'un indicateur de Ca?* (ex. indo-1) afin de déterminer la concentra-

tion de Ca2+ extradiscale par fluorimétrie. Puisque l'émission de fluorescence
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maximale de I'indo-1 saturé en Ca2+ et dépourvu de Ca2+ se produit a 405 et 490
nm, respectivement, l'augmentation du ratio de fluorescence 405/490 nm au-
rait réflété le taux de relargage du Ca?+ intradiscal?l. Deux autres aliquots, ayant
une quantité de protéines équivalente aux deux premiers, auraient quant a eux
servi de contrdles négatifs: ils auraient été traités de la méme fagon que les deux
premiers, en étant cependant gardés a la noirceur. L'effet de la lumiere sur
l'activation de la PLA2 des ROS et la relache d'ions Ca2* a partir des disques
(voir les schémas 1.5 et 1.6) aurait ainsi pu étre évalué. Cela aurait aussi permis
de vérifier que, advenant le cas, la relache de Ca?+ intradiscal respecte l'écart de
concentration physiologique observé (voir Tableau 1.3), sans quoi il aurait été
difficilement imaginable que la PLA2 puisse intervenir dans le processus phy-

siologique normal de rétablissement de la concentration de Ca2+; des ROS.

1.13.3 Modulation du processus de transduction et/ou d'adaptation visuelle

La troisiéme hypothése qui avait été envisagée et qui aurait pu permettre
d'expliquer le role d'une PLA2 lumiére-dépendante dans les ROS reposait sur
I'hydrolyse spécifique de l'acide arachidonique natif (non-peroxydé) des ROS.
En effet, tel qu'expliqué ci-dessous, la PLA2 aurait pu étre impliquée dans la
régulation du processus de phototransduction et/ou d'adaptation visuelle et ce,

en modulant 'activité de certaines protéines des ROS.

Plusieurs études récentes ont permis de mettre en évidence l'importance

de l'acide arachidonique dans la régulation (directe ou indirecte) de canaux ou

2111 faut se rappeler que, dans nos conditions de vortexage (10 X 1 sec; vitesse maximum; vortex de
type Fisherbrand), seule la membrane cytoplasmique des ROS adaptés & la noirceur est brisée; la
membrane discale demeure intacte (voir Figure 2.3A). 1l aurait donc fallu déterminer le temps
d'illumination optimal permettant d'observer un relargage significatif d'ions Ca2* a partir des
disques et ce, tout en préservant au maximum leur intégrité (pour éviter qu'ils n'éclatent eux aussi).
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pompes ioniques (Linden and Routtenberg. 1989; Ordway et al. 1989; Ordway et
al. 1991; Dettbarn et Palade. 1993; Ehrengruber et al. 1993; Hoffmann et al. 1993;
Zona et al. 1993). D'autres encore ont montré l'activation et I'inhibition directe
de protéines-G (Abramson et al. 1991; Ligeti et al. 1993) et récepteurs (Doman-
ska-Janik. 1993; Tomaska et Resnick. 1993), respectivement, par ce type d'acide
gras. Ces résultats sont d'autant plus intéressants que plusieurs d'entre eux ont
été obtenus avec différents types de cellules nerveuses (Linden et Routtenberg.
1989; Domanska-Janik. 1993; Ehrengruber et al. 1993; Zona et al. 1993). De plus,
il y a eu au moins trois publications ayant trait a la caractérisation et/ou purifi-
cation d'une PLA2, enzyme responsable de la production d'acide arachidoni-
que, dans ce type de cellules (Lauritzen et al. 1994; Stephenson et al. 1994; Petit
et al. 1995). Ceci démontrait donc lI'importance des PLA2 et de I'acide arachido-
nique dans les tissus nerveux et laissait présager un roéle tout aussi important
dans la rétine, qui est elle-méme un tissu nerveux (voir Schéma 1.2, ainsi que

la section 1.2).

Le mécanisme d'inhibition de I'excitation visuelle, nous l'avons vu a la
section 1.5, n'est pas encore entierement compris. On sait toutefois que le Ca2*
est a l'origine de nombreuses réactions menant au rétablissement des condi-
tions initiales, ce qui implique un role important pour les canaux et pompes
ioniques (voir les schémas 1.5 et 1.6). Il aurait donc été intéressant d'étudier
l'effet de la PLA2 lumiére-dépendante (localisée dans les ROS par Jelsema en
1987) et de l'acide arachidonique généré sur l'activité de ces canaux et pompes
ioniques, de méme que sur l'activité de la transducine, protéine-G spécifique
aux ROS, et de la rhodopsine, qui agit a titre de récepteur pour les photons (voir

la section 1.4). Alternativement, une PLA2 lumiere-dépendante aurait pu étre
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impliquée dans la régulation du processus d'adaptation visuelle.

Il a été clairement démontré qu'en période d'illumination constante, il y
a désensibilisation des photorécepteurs, i.e. adaptation visuelle a la luminosité
ambiante. Et malgré les nombreux travaux ayant permis de mettre en évidence
le role prépondérant du Ca2+ dans le mécanisme d'adaptation visuelle (Nakata-
ni et Yau. 1988; Fain et Matthews. 1990; Pugh et Lamb. 1990; Torre et al. 1990;
Kaupp et Koch. 1992; Koch. 1992a; Bownds et Arshavsky. 1995; Torre et al. 1995),
celui-ci ne demeure néanmoins que partiellement compris (tout comme le mé-
canisme d'inhibition de l'excitation visuelle). Une des caractéristiques intéres-
santes du processus d'adaptation visuelle est sans aucun doute l'accélération de
la cinétique de réponse aux stimuli lumineux qui accompagne la désensibilisa-
tion (Pugh et Lamb. 1990; Kaupp et Koch. 1992; Bownds et Arshavsky. 1995; Tor-
re et al. 1995). L'acide arachidonique produit par une PLA2 lumiere-dépendan-
te aurait donc pu agir a titre de messager intracellulaire dans les ROS, similaire-
ment a ce qui a été observé dans de nombreux autres systémes cellulaires (voir
la section 1.10). 1l aurait ainsi pu étre impliqué dans la régulation du processus
d'adaptation visuelle et ce, en modulant l'activité des canaux et/ou pompes io-
niques, de la transducine, de la rhodopsine et possiblement d'autres protéines,

de fagon a accélérer la cinétique de réponse aux stimuli.

1.14 Arguments suggérant la présence d'activité phospholipase A2 dans la ré-

tine, mais pas dans les ROS
Tel que démontré au Chapitre 2, les trois types de préparations de ROS

purifiés que nous avons utilisées n'ont révélé aucune activité PLA2 qui soit si-

gnificativement supérieure a des contrdles négatifs (hydrolyse non-spécifique et
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spontanée). Ceci invalidait donc toutes les hypothéses concernant le role d'une
PLA2 dans les ROS (voir la section 1.13 qui précéde). Par contre, comme le lais-
se sous-entendre le titre de ce chapitre, soit "Presence of a light-independent
phospholipase A2 in bovine retina but not in rod outer segments” (Jacob et al.
1996), et comme le confirment les travaux de caractérisation présentés aux cha-
pitres 4 (Jacob et al. 1997), 5 (Jacob et al. 1998) et 6 de la présente theése, nous
avons décelé des niveaux d'activité PLA2 non négligeables dans deux fractions
subrétiniennes autres que les ROS. 1l s'agit d'une part du RPE, une fraction en-
richie en cellules de I'épithélium pigmentaire rétinien, et d'autre part du P200,
une fraction sédimentée a 200 g qui contient présumément les segments inter-
nes de batonnets, les cellules de Miiller, ainsi que les différents types de cellules

neuronales (voir Schéma 1.2).

Puisque le P200 ne compte vraisemblablement pas moins de cinq types
de cellules différents (cellules bipolaires, amacrines, ganglionnaires, horizonta-
les et gliales de Miiller), en plus des segments internes des batonnets, il est diffi-
cile de spéculer sur l'origine cellulaire de l'activité PLA2 mesurée dans cette
fraction et, par conséquent, sur son role dans la rétine. Au contraire, le RPE est
une fraction relativement homogene. Feeney-Burns et Berman (1982) ont dé-
montré que, contrairement aux préparations de RPE obtenues par traitement
enzymatique qui sont contaminées par les protéases utilisées, les préparations
de RPE obtenues par balayage (voir la section 2.3.5) sont principalement conta-
minées par des fragments de ROS et des globules rouges. Or puisque nos résul-
tats montrent que les ROS sont dépourvus d'activité PLA2 (voir Chapitre 2), et
que l'activité PLA2 du RPE a des caractéristiques différentes de celle des globu-

les rouges et autres PLA2 connues (voir Chapitre 4), il semble plus que probable
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que l'activité PLA2 mesurée dans cette derniere fraction soit effectivement im-

putable aux cellules du RPE.

La présence d'activité PLA2 dans les cellules du RPE apparait d'autant
plus intéressante que le RPE est impliqué dans le renouvellement des photoré-
cepteurs qui, autrement, sont amitotiques. En phagocytant quotidiennement
I'apex des ROS (Dudley et al. 1984), les cellules du RPE jouent en effet un role
trés important dans le maintien de l'intégrité structurelle et fonctionnelle des
ROS (Stiemke et Hollyfield. 1994; Raymond et Jackson. 1995), de méme que
dans le recylcage des PUFA (en‘particulier I'acide docosahexaénoique) vers les
segments internes de batonnets (Rodriguez de Turco et al. 1991; Bazan et al.
1992a et b; Gordon et al. 1992; Stinson et al. 1991; Anderson et al. 1992; Chen et
Anderson. 1992; Wang ef al. 1992). Une PLA2 dans les cellules du RPE pourrait
donc s'avérer indispensable pour I'hydrolyse des PUFA, leur recyclage et le re-

nouvellement des photorécepteurs.

1.15 Caractéristiques des cellules de 1'épithélium pigmentaire rétinien

Le RPE est constitué d'un seul feuillet de cellules polygonales (majoritai-
rement hexagonales), lesquelles se retrouvent entre la membrane de Bruch?? et
les photorécepteurs (Zinn et Marmor 1979; Orzalesi et Staurenghi. 1989; Ber-
man. 1991). Les cellules du RPE sont également amitotiques. Elles sont généra-
lement plates (environ 10 um) et larges (jusqu'a 60 um). Chacune d'elles peut
étre en étroit contact avec 35-40 photorécepteurs, lesquels font en moyenne 1-2

um de large (Bok. 1982; Shichi. 1983). Elles ont, tout comme les photorécep-

22 La membrane de Bruch n'est pas une membrane au sens propre du terme, mais bien un enchevé-
trement de collagene et glucosaminoglycans (Berman. 1991).
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teurs, une structure hautement polarisée (voir Schéma 1.11). On y retrouve
notamment deux domaines membranaires biochimiquement et fonctionnelle-
ment distincts. 1l s'agit des domaines apical et baso-latéral, qui sont délimités
par des jonctions étanches (Zinn et Marmor. 1979; Orzalesi et Staurenghi. 1989).
Du c6té baso-latéral, on dénombre notamment des jonctions de type hémides-
mosomes, ce qui explique, du moins partiellement, la trés forte adhésion du
RPE a la choroide. Du c6té apical, on retrouve des pompes ioniques de type
Nat/K*-ATPase qui, de concert avec les microvilli et la matrice interphotoré-
cepteurs (composée principalement de mucopolysaccharides), vont assurer
I'adhésion de la rétine neurale au RPE23 (voir les schémas 1.2 et 1.11) (Zinn et
Marmor. 1979; Berman. 1991). Il n'y a pas de jonction intercellulaire entre les
photorécepteurs et les cellules du RPE. La force maintenant la rétine neurale

accolée au RPE est donc relativement faible.

Les cellules du RPE sont treés riches en mélanine, un pigment brun-noir
qui a la propriété d'absorber l'exces de lumiere qui pénétre dans l'oeil et donc,
de minimiser la réflexion interne. Ainsi, a cause des nombreux granules de
mélanine présents et de leur localisation préférentielle dans la portion apicale
du cytoplasme et dans les microvilli (voir Schéma 1.11), les cellules du RPE
jouent un réle photoprotecteur particulierement important (Zinn et Marmor.

1979; Berman. 1991).

Deux types de microvilli caractérisent les cellules du RPE: les longues (5-

23 Les pompes ioniques sont impliquées dans le transport actif du fluide subrétinien (i.e. du liquide
interstitiel présent entre la rétine neurale et le RPE) vers la choroide, ce qui permet d'en réguler a
la fois le volume et la composition. Les forces générées par ce transport unidirectionnel favorisent
ainsi I'adhésion de la rétine neurale au RPE de facon biochimique. La contribution des microvilli
a ce phénomeéne est quant a elle de nature mécanique (Berman. 1991).
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7 nm), qui s'insérent entre les photorécepteurs, et les courtes (3-4 nm), qui
forment une véritable enveloppe autour du tiers apical des ROS (Zinn et Ben-
jamin-Henkind. 1983; Orzalesi et Staurenghi. 1989). Des études ont permis de
démontrer que les courtes microvilli participent au processus de ségrégation et
phagocytose des ROS, une des fonctions majeures du RPE (Zinn et Marmor.

1979) (voir Tableau 1.13).

1.16 Relation photorécepteurs-épithélium pigmentaire rétinien

Le lien physique qui existe entre le RPE et la rétine neurale est trés im-

portant parce que les cellules du RPE sont activement impliquées, comme nous
I'avons mentionné ci-haut, dans le processus de ségrégation, phagocytose et dé-
gradation de la portion apicale des ROS (Hall et Abrams. 1987; Gregory et Hall.
1992). Environ 10% de la longueur totale du ROS est dégradé quotidienne-
ment. Compte tenu que chacune des cellules du RPE est en contact avec 35-40
photorécepteurs, cela représente prés de 3000 disques engouffrés chaque jour
(Feeney. 1973). Les cellules du RPE ont donc développé un systéme catabolique
absolument unique pour s'acquitter d'une de leur plus grande tache (Bok. 1982;
Berman. 1991). Ainsi, chaque fragment de photorécepteur ségrégé et internalisé
devient un phagosome (voir Schéma 1.11). Celui-ci fusionne éventuellement
avec un ou plusieurs lysosomes pour former un phagolysosome (Bosch et al.
1993; McLauhglin et al. 1994). C'est dans ce dernier que se déroule l'étape de
digestion. Les photorécepteurs étant amitotiques, c'est donc 1'équilibre entre la
phagocytose de la partie apicale du ROS et la synthése de nouveaux disques
dans sa partie basale qui assure leur renouvellement et maintient leur lon-
gueur constante (Bibb et Young. 1974; Fliesler et Anderson. 1983). Cet équilibre

spatial et temporel est possible parce que les photorécepteurs sont non seule-



Tableau 1.13: Fonctions majeures de 1'épithélium pigmentaire rétinien (RPE)

Biochimiques
Phagocytose des segments externes de batonnets et de cones
Digestion des phagosomes
Recyclage des PUFA
Recyclage des rétinoides requis dans le processus de phototransduction
Synthese de certains constituants de la matrice interphotorécepteur et de la membrane de Bruch
Synthese de la mélanine

Détoxification des drogues

Physiologiques
Controle des échanges de nutriments et métabolites entre les photorécepteurs et la choroide

Régulation du transport du fluide subrétinien de fagon a préserver 'adhésion de la rétine neurale

Physiques et optiques
Maintien de I'adhésion rétinienne grace aux microvilli
Maintien de la barriére oculo-sanguine

Absorption de l'excés de lumiere et contrdle de la réflexion interne grace aux granules de mélanine

0L
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ment polarisés, mais également compartimentalisés (voir Schéma 1.3).

Alors que certains des produits de dégradation des ROS s'accumulent
dans ce qui deviennent les corps résiduels, ou granules de lipofuscine (Feeney.
1978; Katz et Gao. 1995; Kennedy et al. 1995; Rakoczy et al. 1996), d'autres peu-
vent étre recyclés vers les segments internes des photorécepteurs. Des études
ont en effet permis de démontrer la présence d'un mécanisme de conservation
des PUFA dans les photorécepteurs, lequel dépend du RPE (Rodriguez de Turco
et al. 1991; Bazan et al. 1992a et b; Gordon et al. 1991; Stinson et al. 1991; Ander-
son et al. 1992; Wang et al. 1992; Chen et Anderson. 1992). L'existence de ce mé-
canisme de conservation des PUFA donne donc encore plus d'ampleur a l'inté-
rét de caractériser l'activité PLA2 du RPE car les résultats de cette caractérisation
permettront éventuellement de vérifier I'implication de l'activité PLA2 dans le
mécanisme d'hydrolyse qui précede le recyclage des PUFA et, par extension,
I'implication de l'activité PLA2 dans le maintien de l'intégrité structurelle et

fonctionnelle des ROS.

1.17  Obijectifs de recherche

En plus de comparer le degré d'intégrité des ROS obtenus via les trois
méthodes d'isolement couramment utilisées (Chapitre 3) et de présenter les
premiers bilans relatifs a la caractérisation de l'activité PLA2 détectée dans le
RPE (Chapitre 4) et le P200 (Chapitre 5 et Chapitre 6), I'ensemble des résultats de
la présente theése permet également de faire le point sur la controverse qui, jus-

qu'ici, entourait la présence d'activité PLA2 dans les ROS (Chapitre 2).

Des techniques aussi diversifiées que les dosages radiométrique, colori-
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métrique et fluorimétrique (pour les dosages d'activité PLA2, de protéines, de
phospholipides et de NADPH), la HPLC (échangeur d'ions, interactions hydro-
phobes, filtration sur gel et phase inverse pour la purification des PLA2, et
phase normale pour la séparation des phospholipides et lysophospholipides), la
TLC (pour distinguer l'activité PLA2 de I'activité PLC ou PLD) et la microscopie
électronique (pour comparer le degré d'intégrité des différents types de prépara-
tions de ROS utilisées), ont permis de démontrer que: 1) il n'y a pas d'activité
PLA2 dans les ROS purifiés et intacts, 2) l'activité PLA2 des ROS mesurée par
Jelsema (1987), Zimmerman et Keys (1988) et Castagnet et Giusto (1993) serait en
fait due a une contamination de leurs préparations par des composantes du
RPE et/ou du P200, 3) le RPE contient probablement deux types de PLA2, les-
quels semblent différents des sSPLA2, cPLA2 et iPLA2, 4) le P200 pourrait conte-
nir quatre types de PLA2 qui semblent non seulement différents des sPLA2,
cPLA2 et iPLA2, mais également différents des RPE-PLA2, et 5) les PLA2 du RPE
et du P200 pourraient appartenir & un nouveau groupe de PLA2, soit les PLA2
rétiniennes ou rPLA2, lequel pourrait lui-méme étre subdivisé en sous-grou-

pes.

Il s'agit de résultats tout a fait nouveaux, et la totalité de la démarche
expérimentale qui s'y rattache est détaillée dans les chapitres 2 a 6 qui suivent.
Le Chapitre 7 résume quant a lui certaines perspectives de recherche, de méme
que les principales hypothéses de réles retenues et proposées pour ces PLA2

rétiniennes et ce, en tentant d'intégrer le tout dans un contexte cellulaire.
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21 SUMMARY

Rod outer segments (ROS) are responsible for the visual transduction
process. Rhodopsin, which constitutes 85-90% of ROS proteins, absorbs light
photons, changes its conformation and then binds to a heterotrimeric G-pro-
tein called transducin. As a consequence, transducin dissociates into T and
TRy subunits. The presence in ROS of a phospholipase A2 (PLA2) stimulated by
light and guanosine 5'-O-(3-thio)triphosphate was first demonstrated in 1987
(Jelsema, C.L. (1987) ]. Biol. Chem. 262, 163-168). This led that author to conclu-
de that ROS PLA2 could be involved in the phototransduction process, and
raised the possibility of receptor-mediated activation of PLA2 via G-proteins in
cell types other than rods. However, the biochemical characteristics and the role
of this PLA2 have not been fully elucidated. We have tried to reproduce some
of the results previously reported in order to further characterize this enzyme.
We have found that, in our hands, there is neither light-dependent nor GTP-
dependent PLA2 activity in intact purified ROS. We also failed to detect PLA1
activity in those ROS preparations. Nevertheless, we detected significant
amounts of PLA2 activity in two subretinal fractions adjacent to ROS: RPE (en-
riched with retinal pigment epithelial cells) and P200 (presumably containing
neuronal cells, Miiller cells and rod inner segments). The enzyme present both
in RPE and P200 is light- and GTP-independent, Ca2*- and Mg2+-independent,
and seems to be optimally active in the alkaline pH range. Our results suggest
that there is, if any, vanishingly little PLA2 or PLA1 activity in intact purified
ROS and that the activity levels previously reported in the literature could ha-
ve been due to a contamination by either RPE or P200. This is supported by our

observation that some contaminated ROS preparations were "PLA2 active".
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2.2 INTRODUCTION

In the mammalian eye, rod outer segments (ROS) consist of a stack of
1000-2000 disks which contain the visual pigment, rhodopsin. ROS are thus
responsible for the phototransduction process. It has been clearly shown that
following absorption of light, photoexcited rhodopsin binds to and activates
transducin (Tafy), which is a member of the heterotrimeric GTP-binding pro-
tein family. During the activation of transducin, the GDP molecule (normally
associated with the inactive state of the protein) is exchanged for GTP. As a
consequence, transducin dissociates into Ta and TRy subunits. Ta is well
known to activate a cGMP-phosphodiesterase whose activity eventually leads
to hyperpolarization of the rod through closure of Na*/Ca2* cGMP-dependent
channels (see Refs. 1-4 for reviews).

Jelsema reported in 1987 (5) that phospholipase A2 (PLA2) activity was
present in "crude ROS" and "partially purified ROS", and that this activity was
stimulated by light and a non-hydrolyzable analog of GTP, GTPYS. Moreover,
Jelsema and Axelrod (6) demonstrated that TBy was responsible for the
activation of this ROS PLA2. These results led them to conclude that ROS
PLA2 could be involved in the phototransduction process. However, conflic-
ting results have been reported since that time. In fact, although Zimmerman
and Keys (8) detected phospholipase A activity in their ROS preparations, the
activity that they measured, either PLA2 or PLA1, was neither light-dependent
nor GTP-dependent. It was rather stimulated by ATP and coenzyme A (CoA).
Moreover, the maximum activity that they observed was approximately one
order of magnitude lower than that reported by Jelsema (5). In addition, Casta-

gnet and Giusto (9) published data on ROS PLA2 activity but the maximum
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activity that they obtained was almost three orders of magnitude lower than
that reported by Jelsema (5).

The mechanism of stimulus-response coupling between G-proteins and
phospholipase A2 could be important in many cells other than the retinal rods,
given the wide distribution of PLA2 in tissues (10-20) and its potential role in
controlling the biosynthesis of prostaglandins, leukotrienes and other
inflammatory mediators (21-25), as well as the turnover of phospholipids.
Moreover, the biochemical characteristics of this retinal PLA2 have not been
fully studied yet and its role is still unknown. We present here results showing
that two subretinal fractions, namely RPE (enriched with retinal pigment
epithelial cells) and P200 (presumably containing neuronal cells, Miiller cells,
and rod inner segments) are rich in PLA2 activity having an alkaline pH
optimum. Our results also point out that purified ROS isolated by three
different methods, vortexing, homogenizing or hand shaking, are devoid of
significant PLA2 activity. The varying levels of activity that have been reported
in ROS preparations by the aforementioned authors (5, 8, 9) could thus, in most

cases, be accounted for by a contamination by adjacent retinal cell types.
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2.3 EXPERIMENTAL PROCEDURES

23.1 Materials- 1-Palmitoyl-2-[14CJarachidonoyl-phosphatidylcholine
([4CJPAPC), 1-hexadecyl-2-[14C]arachidonoyl-phosphatidylcholine ([14CIHAPC),
1-palmitoyl-2-[14CJarachidonoyl-phosphatidylethanolamine ([14C]PAPE), 1-
[14C]loleoyl-2-[14Cloleoyl-phosphatidylcholine ([14CIDOPC) and Econofluor-2
were from Dupont Canada. 1-Oleoyl-lysophospholipids and dipalmitoyl phos-
phatidylcholine (DPPC) were from Avanti Polar Lipids. Tris-HCIl, DTT, GTP,
GTPyS and GDPBS were from Boehringer Mannheim. Heptane, and diethyl
ether were ACS reagent grade from Baxter while hexane, methanol, isopropyl
alcohol and chloroform were HPLC grade from Fisher. Bio-Sil A silicic acid
(100-200 mesh) was purchased from Bio-Rad. Osmium tetroxide (OsOy4) was
from Mecalab. Epon 812 and uranyl acetate were from Fluka. All other chemi-

cals were from Sigma.

2.3.2 Isolation of ROS by vortexing (v-ROS)- Dark-adapted v-ROS were prepa-
red from fresh bovine eyes kept on ice, according to the procedure of Salesse et
al. (26). ROS were broken off the retinas by vortexing (10 X 1 s) and then puri-
fied as described (26). Purified v-ROS were assayed for purity and intactness as
described below. They were either used directly for PLA2 activity measure-

ment, processed for electron microscopy, or aliquoted and stored at -80°C.

2.3.3 Isolation of ROS by homogenizing (h-ROS)- Dark-adapted h-ROS were
prepared from fresh bovine eyes kept either on ice or at 15°C. Dissection was
made under dim red light according to a modification of the procedure descri-

bed by Feeney-Burns and Berman (27). Briefly, 64 eyes were cut along the ora
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serrata. The anterior segment and the vitreous were then eliminated by tilting
the eyes. Eyecups were gently filled with buffer A (20 mM Tris-HCI, 11% sucro-
se, 0.5 mM DTT, pH 7.4) and incubated at room temperature for 15 minutes.
After removal of buffer A, retinas remained attached only at the optic disk and
were cut with scissors. Sixteen retinas were collected in 40 ml of buffer B (20
mM Tris-HC], 20% sucrose, 0.5 mM DTT, pH 7.4) and were either homogenized
immediately or kept on ice in total darkness for about 2 h (to allow for prepa-
ration of RPE). Homogenization was done as described by Zimmerman and
Godchaux (28). The loose-fitting Potter-Elvehjeim homogenizer (clearance of 2
mm) was operated at 300 rpm. Six strokes (20 s/each) were used. The homoge-
nate Was then sedimented at 200 X g (4°C, 5 min; Sorvall HB4 rotor). The
supernatant was collected and kept on ice while the pellet was gently resuspen-
ded by inversion in buffer B and centrifuged in the same conditions. Super-
natants were pooled and further centrifuged at 7,000 X g (4°C, 6 min; Sorvall
SS34 rotor). The 7,000 X g-supernatant was discarded and the pellet resuspen-
ded in buffer B with a wide-mouth plastic pipette. This suspension was layered
on the top of six 27-50% continuous sucrose gradients and centrifuged (140,000
X g, 4°C, 16 h; Beckman SW28 rotor). ROS bands were collected, diluted to 20%
sucrose with buffer B and pelleted (17,500 X g, 4°C, 5 min; Sorvall S534 rotor).
Purified h-ROS were resuspended in a minimal volume of buffer B and
assayed for purity and intactness (see below). They were then either used direc-
tly for PLA2 activity measurement, processed for electron microscopy, or ali-

quoted and stored at -80°C.

2.3.4 Isolation of ROS by hand shaking (hs-ROS)- Dark-adapted hs-ROS were

purified from fresh bovine eyes kept either on ice or at 15°C according to the
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procedure of McDowell and Kiihn (29). Briefly, 60 retinas were gently peeled
off the eyecup and rinced with buffer C containing 45% sucrose (buffer C: 50
mM NapHPOy4, 50 mM NaHPO4, 1 mM MgClp, 0.5 mM DTT, 0.1 mM EDTA,
pH 7.0). They were then cut at the optic disk, collected in a 250-ml Erlenmeyer
containing 54 ml of buffer C containing 45% sucrose, and gently hand shaken
for 3 min. The suspension was centrifuged (3,000 X g, 4°C, 5 min; Sorvall 5534
rotor) and the supernatant collected (SN 3,000 X g = crude ROS). It was used as
the starting material for further purification of ROS and for determination of
PLA2 activity associated with particulate and soluble fractions at each purifi-
cation step. The crude ROS-supernatant (SN 3,000 X g) was diluted 1:1 with
buffer C and centrifuged (4,400 X g, 4°C, 7 min; Sorvall SS34 rotor). The 4,400 X
g-pellet (P 4,400 X g = semi-purified ROS) was resuspended in buffer C contai-
ning 25% sucrose with a wide-mouth plastic pipette and layered on the top of
discontinuous sucrose gradients (27-32%). Gradients were centrifuged at
140,000 X g (4°C, 2 h; Beckman SW28 rotor). Purified diluted ROS (SN 140,000 X
g) were collected at the 27-32% interface, mixed with 1 volume of buffer C and
centrifuged (17,500 X g, 4°C, 5 min; Sorvall SS34 rotor). The 17,500 X g-pellet (P
17,500 X g = purified concentrated hs-ROS) was resuspended in a minimum of
buffer C containing 45% sucrose. hs-ROS were assayed for purity and intactness
as described below. They were then either used directly for PLA2 activity mea-
surement, processed for electron microscopy or aliquoted and stored at -80°C.
Aliquots of the 4,400 X g and 17,500 X g supernatants (SN 4,400 and SN 17,500 X
g, respectively) were kept for measurements of rhodopsin and total protein

concentrations, as well as PLA2 activity.

2.3.5 Preparation of RPE- RPE cells were purified according to a modification
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of the method described by Feeney-Burns and Berman (27). After the retinas
were cut from the optic disc, eyecups were gently filled with buffer A
containing 2 mM EGTA and incubated at room temperature for 15 min. In the
next steps, eyes are treated one at a time. Buffer A-EGTA was discarded and
replaced by 1 ml of buffer A. RPE cells were immediately brushed off from the
choroid with a soft camel hair brush (number 12) and the suspension was
aspirated with a wide-mouth plastic pipette. RPE suspension was pelleted (400
X g, 4°C, 10 min; Sorvall HB4 rotor), resuspended in a minimal volume of

buffer B and either used directly or aliquoted and stored at -80°C.

2.3.6 Preparation of P200- The pellet obtained after centrifugation of the
homogenized retinas at 200 X g (see "Isolation of ROS by homogenizing") was
used as the "P200" fraction. For some experiments, it was rehomogenized with
a tight-fitting (0.5 mm clearance) Potter-Elvehjeim homogenizer before use. It

was either assayed directly for PLA2 activity or aliquoted and stored at -80°C.

2.3.7 Phospholipase A2 assay- In vitro assays of PLA2 activity were performed
on each type of purified ROS, using [14C]JPAPC, [14C]DOPC, [14CJHAPC or
[14C]PAPE as the substrate. Radiolabeled phospholipids were evaporated under
argon, resuspended in 120 mM Tris-HCI, pH 8.8 (4.5 pCi/ml), and solubilized by
sonication in a Branson sonicating bath for 5 min at 37°C. The suspension was
further sonicated for 15 s with a microtip probe and then incubated for 2 h at
37°C before use to allow for reannealing (30). When [14CJPAPE was used as the
substrate, unlabeled DPPC (80 pg/ml) was added to [14CIPAPE before the evapo-
ration of solvent. The sonication and incubation steps were done at 42°C.

Reactions were initiated by addition of 20 pul of the sonicated radiolabeled subs-
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trate to ROS aliquots containing 20-75 pg of proteins. The buffer used was
either 30 mM Tris-HCI, pH 8.8, 5 mM CaCl;, 30 mM MgCly, 0.6 mM NaCl, 4
mM glutathione as described by Jelsema (5) or 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM
CaClp, 30 mM MgClp, 50 mM KCI, 0.5 mM DTT, 1 mM ATP, 0.25 mM CoA as
described by Zimmerman and Keys (8). The total volume was 250 ul. Incuba-
tions were done at 37°C under either dim red light or white light (1330 lx; we
used a 250W tungsten lamp which practically does not emit in the UV range
(31)). Reactions were stopped at specified times with 1.25 ml of Dole's reagent
(isopropyl alcohol: n-heptane: 1 N HSOy, 40:10:1 v/v/v). After addition of 0.75
ml of n-heptane and 0.5 ml of water, samples were vortexed and allowed to
stand for 5 min for phase separation. The enzymatically released [14C]Joleic or
[14CJarachidonic acids were separated from unreacted substrate by elution of the
heptane phase on columns containing 200 mg of dessicated Bio-Sil A silicic acid
with 1 ml of diethyl ether. After addition of 7.5 ml of Econofluor-2 to the 1 ml-
eluates, radioactivity was measured using a Beckman scintillation counter
programmed to correct for quenching and counting efficiency. PLA2 activity
was expressed as nmol of [14Clarachidonic or [14CJoleic acid released/mg of
proteins and was corrected for the dilution of the radiolabeled substrate by the
endogenous unlabeled phospholipids. This was done by using a phospholipid
to rhodopsin weight ratio of 1:1 (32). Zero-time control values were subtracted.
This method was also used to assay PLA2 activity in the particulate and soluble
fractions collected during the ROS purification procedure, as well as in the RPE
and P200 fractions. In these cases, we used phospholipid to protein weight
ratios of 0.09:1 for RPE -which is in agreement with the data published by Ber-
man et al. (33)- and 0.35:1 for P200 (as determined in our lab by measuring the

phosphorus content of a P200-phospholipid extract (see below)).
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2.3.8 Measurement of ROS PLA2 or PLA1 activity toward endogenous
phospholipids- In vitro investigations of ROS PLA2 or PLA1 activity were
done by HPLC. Purified ROS were incubated at 37°C for different periods of
time (0, 0.5, 10, 30 and 60 min). The endogeneous unlabeled phospholipids
were the only source of substrate. Reaction was started by transfering samples
from ice to 37°C. Samples were either exposed to white light (1330 Ix) or a dim
red light during the incubation. Reaction was stopped by cooling the tubes to
0°C and adding 0.5 ml of argon-saturated methanol/mg of ROS proteins. Phos-
pholipids were extracted and quantitated by measuring its phosphorus content
according to a modification of the procedure described by Miljanich (32).
Briefly, aliquots of the phospholipid extracts were evaporated to dryness at
110°C. Then, 750 ul of HSO4 1.8 M: HCIO4 7% (40:25, v/v) were added and
samples were heated for 1 h at 210-220°C on an aluminum heating block with
occasional shaking. After cooling to room temperature, 1 ml of ascorbate 2%
and 1 ml of molybdate 0.5% were added to each tube. Tubes were vigorously
vortexed and incubated for 1 h at 37°C. Absorbance was read at 825 nm. Typi-
cally, 800 ug of ROS phospholipids were injected on two HPLC columns placed
in tandem: 1) a 4.6 X 250 mm analytical Ultrasphere Si and 2) a 10 X 250 mm
semi-preparative Ultrasphere Si (Beckman). The solvent system consisted of
hexane: isopropyl alcohol (3:4, v/v) with a final concentration of water increa-
sing from 1 to 9.1%. The elution was monitored at 206 nm using a Waters
M490 multi-wavelength detector. Appearance of lysophospholipid peak(s)
and/or decrease in phospholipid peak height was considered to be suggestive of
endogenous ROS PLA2 or PLA1 activity. The retention time of
lysophospholipids that could be expected from ROS PLA2 or PLAT activity was

determined as described above with commercially available lysophospholipids.
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2.3.9 Electron microscopy of ROS- Samples of freshly purified ROS (v-ROS, h-
ROS and hs-ROS) were fixed for 1 h at 20°C in 3% glutaraldehyde in a caco-
dylate buffer (100 mM, pH 7.4, 20% sucrose or 140 mM NaCl, 12 mM CaCly, 2
mM MgClz) and then washed 3 times with the buffer alone. Post-fixation was
done for 30 min at 4°C in 1% OsOq4 in the same buffer. After they were washed
3 times, the fixed samples were progressively dehydrated in 30, 50, 70, 85, 95 and
100% ethanol, and finally in 100% propylene oxide. Fixed and dehydrated ROS

samples were then embedded in Epon 812 and stained with uranyl acetate.

2.3.10 Other methods- Rhodopsin concentration was determined according to
the procedure of Raubach et al. (35). Total protein concentration was determi-
ned using the Lowry protein assay kit from Sigma. ROS purity was evaluated
by measuring the ratio of Azgp/Asgp nm (26). ROS intactness was estimated by
measuring the production of NADPH as described Schnetkamp and Daemen

(36).
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24  RESULTS

24.1 Effect of light on ROS PLA2 activity- Considering the discrepancy
between ROS PLA2 activity levels reported in the literature and that its role is
still unknown, we have attempted to reproduce some of the reported results in
order to further characterize this enzyme. We first tried to measure PLA2 acti-
vity in the conditions described by Jelsema (5) because she reported the highest
level of activity. Surprisingly, we could not detect any significant light-depen-
dent or light-independent PLA2 activity in our ROS preparations (Fig. 2.1). In
an attempt to detect PLA2 activity, we have tried: 1) to preincubate the eyes on
ice, in total darkness, for different periods of time (1, 2 or 4 h) prior to
dissection, 2) to vary the composition of the ROS purification buffer, 3) to vary
the method used to either collect the retinas or detach ROS from the retina (see
the three procedures for ROS isolation and purification) and 4) to use mixed
substrate vesicles ([14C]JPAPC + DPPC) in the activity assay, but none of these
conditions allowed us to detect significant PLA2 activity in ROS. Fig. 2.1 shows

typical results that were obtained in all those diverse conditions.

24.2 Effect of different substrates on ROS PLA2 activity- We have tested ROS
PLA2 activity toward other exogenous radiolabeled substrates differing from
[14CIPAPC either by the type of fatty acid present in sn-1 and sn-2 positions
([14CIDOPC), the type of polar headgroup ([14CJPAPE) or the type of bond
between the sn-1 fatty acid and the glycerol backbone ([14CJHAPC). Since
[14CIDOPC was labeled on both fatty acid chains, it allowed for the detection of
either PLA2 or PLA1 activity. However, even if we used [14C]DOPC in the same

conditions as described by Zimmerman and Keys (8) or Jelsema (5), we did not
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observe any PLA2 or PLA1 activity that could be considered significantly diffe-
rent from the background. In fact, as can be seen in Fig. 2.2, none of the substra-

tes we used was significantly hydrolyzed by our ROS preparations.

2.4.3 Intactness of ROS- As we could not reproduce the results of Jelsema (5)
and Zimmerman and Keys (8), we have investigated the intactness of our ROS
preparations. Using electron microscopy of freshly purified v-ROS, we found
that our preparations were in fact completely burst (Fig. 2.3A). Since our
negative results could be due to the loss of the PLA2 (or PLA1) enzyme itself or
some soluble-activating factors during the purification procedure, we changed
our method of ROS preparation in order to get intact plasma membranes. We
used homogenization (as described by Zimmerman and Godchaux (28)) and
hand shaking (as described by McDowell and Kiihn (29)) to isolate h-ROS and
hs-ROS, respectively. Fig. 2.3, B and C, clearly show that hand shaking gives
better results; only ROS isolated by hand shaking have densely packed discs as
well as a sealed plasma membrane (Fig. 2.3C). Moreover, we measured the
production of NADPH as a quantitative criteria for evaluating the intactness of
v-ROS, h-ROS and hs-ROS. Given that the NADPH-recycling enzyme required
for the reduction of rhodopsin's chromophore is cytosolic (36), we measured
the production of NADPH, in the presence of exogenously added substrates (D-
glucose 6-phosphate + BNADP), prior to and after solubilization of ROS
membranes with Triton X-100 (36). The results were compared to negative
controls where addition of both substrates was omitted. An increase in the
absorbance at 340 nm after solubilization of the plasma membrane indicates
that cytosolic NADPH-recycling enzymes were present in ROS and thus

provides an indication that ROS were initially intact. Fig. 2.4 shows results
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obtained for the three types of ROS preparations. The three curves show a slow
production of NADPH prior to membrane solubilization with Triton X-100.
The addition of the detergent clearly leads to a large increase of NADPH
production, mainly for h-ROS and hs-ROS. Obviously, v-ROS contain much
less intact ROS as observed in Fig. 2.3A. From Figs. 2.3 and 2.4, the intactness of
these ROS preparations can be assessed as hs-ROS »> h-ROS »»»»> v-ROS. None-
theless, no matter whether we used v-ROS, h-ROS or hs-ROS preparations, we
have failed to detect significant PLA2 activity. Fig. 2.1 shows typical results that

we observed with each type of preparation.

244 Distribution of PLA2 activity among particulate and soluble fractions
generated during the purification of hs-ROS- To further investigate the possi-
bility that PLA2 enzymes were lost during the purification procedure, we mea-
sured PLA2 activity in the particulate and soluble fractions generated at each
step of ROS purification. As can be seen in Table 2.1, there is no significant
PLA2 activity in any of these fractions. Moreover, coincubation of the
corresponding pellet and supernatant obtained after the centrifugation run at
either 4,400 or 17,500 X g was not sufficient to restore PLA2 activity. The only
PLA2-active fraction was "P 3,000 X g" which is equivalent to the P200 fraction
(presumed to contain neuronal cells, Miiller cells and rod inner segments).
These results argue strongly against the loss of PLA2 enzymes during ROS
purification and support our results showing the absence of endogenous PLA2

activity in intact ROS (see Figs. 2.1 and 2.2, and Table 2.1).

24.5 Effect of guanine nucleotides on ROS PLA2 activity- It has been well

established that guanine nucleotides such as GTP and GDP influence the active-
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inactive state transition of G-proteins. Moreover, Jelsema and Axelrod (6) have
shown that light-activation of ROS PLA2 occurred through the By complex of
transducin (TPy). That is, photoexcited rhodopsin undergoes conformational
changes which allow its binding to the inactive undissociated transducin a-
subunit containing a GDP molecule in its catalytic site (Ta-GDP). After photo-
excited rhodopsin has bound to Ta-GDP, the GDP molecule is exchanged for
GTP which confers the active state to transducin and allows it to dissociate into
Ta-GTP and TRy subunits. TPy would then, according to the results of Jelsema
and Axelrod (6), be able to activate ROS PLA2 until GTP is hydrolyzed to GDP
by Ta and Ta-GDP reassociates with Tpy. We thus have attempted to measure
PLA2 activity in the presence of a non-hydrolyzable GTP analog (GTPYS) or a
GDP analog that cannot be phosphorylated (GDPBS) to promote, respectively,
the permanent dissociation or association of transducin Ta and TRy subunits.
As a consequence, light-stimulated ROS PLA2 activity was expected to be
enhanced while dark-adapted basal activity was expected to be lowered. We
have also tested the effect of unmodified hydrolyzable GTP. Unfortunately, as
shown in Fig. 2.5, we did not observe any significant light-dependent or light-

independent PLA2 activity in any of these conditions.

24.6 Effect of Mg2+ and Ca2* concentration, EGTA, and detergent on ROS
PLA2 activity- Since Mg2* is an essential cofactor of G-proteins and since there
are several types of PLA2 differing in their Ca2+ requirement (see Refs. 37-39 for
reviews), we have tested the effect of two Mg?2+ concentrations on ROS PLA?2
activity as a function of Ca2* concentration. Moreover, it has been shown by
Marshall and McCarte-Roshak (40) that the addition of EGTA to the assay buffer

can reduce the CaZ+-requirement of some PLA2. So we have used two types of
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PLA2 assay buffers in our experiments: one containing increasing concentra-
tions of Ca2+ and the other one containing an increasing excess of Ca2+ over a
fixed concentration of EGTA. We have also tested the effect of emulphogene
on ROS PLA2 activity since this detergent is efficient at extracting ROS proteins
(41) and could thus favor the interactions between the substrate vesicles and
ROS PLA2. However, as shown in Fig. 2.6, we did not detect any significant

PLAZ2 activity in any of these conditions.

24.7 ROS PLA2 or PLAI1 activity toward endogenous phospholipids- As can
be seen in Figs. 2.1, 2.2, 2.5 and 2.6, we did not observe significant PLA2 activity
in ROS incubated with exogenous radiolabeled substrate, whatever the condi-
tions we used, and whatever the type of ROS preparations we used. Moreover,
the results obtained with [1#C]IDOPC also suggest the absence of PLA1 activity
(see Fig. 2.2). We have thus tested ROS PLA2 or PLA1 activity toward endoge-
nous unlabeled ROS phospholipids. Purified ROS were incubated for different
periods of time under either white light or dim red light. A decrease in any
phospholipid peak height and/or the appearance of lysophospholipid peak(s)
on HPLC chromatograms, as compared to zero-time controls, was considered to
be indicative of ROS PLA2 or PLA1 activity. Fig. 2.7 represents a typical HPLC
elution profile of ROS phospholipids. We did not find any significant decrease
in any phospholipid peak height from samples incubated under light or in the
dark. This result is in agreement with those shown in Figs. 2.1, 2.2, 2.5 and 2.6,

and suggests that there is neither PLA2 nor PLA1 activity in intact ROS.

24.8 PLA2 activity in subretinal fractions other than ROS- In order to explain

the discrepancy between the activity levels reported by Jelsema (5), Zimmer-



156

man and Keys (8), Castagnet and Giusto (9) and in the present study, we have
measured PLA2 activity in two subretinal fractions containing cell types which
are found adjacent to ROS in vivo: RPE (enriched with retinal pigment epithe-
lial cells) and P200 (presumed to contain neuronal cells, Miiller cells and rod
inner segments). Significant levels of light-independent PLA2 activity were
detected in both fractions (Fig. 2.8). Considering the possibility that ROS PLA2
activity detected by Jelsema (5), Zimmerman and Keys (8) and Castagnet and
Giusto (9) is due to a contamination by adjacent cell types, our results on a
light-independent PLA2 activity would be in agreement with the characteristics
determined by Zimmerman and Keys (8) but would contradict the results of
Jelsema (5) and Castagnet and Giusto (9) who observed a 3.3-fold and a 35%

increase upon light-stimulation, respectively.

249 Influence of pH and Ca?* on RPE and P200 PLA2 activity- In order to
better identify the type of PLA2 present in RPE and P200, and because it is
known that there are at least three types of PLA2 differing by their Ca2+*-
requirement and their pH optimum (37-39), we have tested the effect of pH and
Ca2+ concentration on its activity. As shown in Fig. 2.9, the enzyme present in
both fractions was found to be CaZ+-independent and optimally active at alka-
line pH. Moreover, Fig. 2.9, A and C, suggest that Tris-HCI is not a good buffer
to measure PLA2 activity, at least in our systems, when used in conjunction
with calcium. In fact, we always observed an inhibitory effect of this buffer on

both RPE and P200 PLA2 activity.
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2,5 DISCUSSION

In 1987, Jelsema (5) reported high levels of PLA2 activity in "crude" and
"partially purified" ROS preparations.  Moreover, the enzyme was shown to be
stimulated 4.5- and 3.8-fold by light and GTPYS, respectively, as compared to
dark-adapted controls. Values of 133.6 + 24.0 and 110.5 + 12.7 nmol of [14C]ara-
chidonic acid released/10 min per mg of proteins were reported for light- and
GTPyS-stimulated samples, respectively, as compared to a value of 29.4 + 2.6 for
dark-adapted controls. Thus, it was suggested that ROS PLA2 could be regu-
lated by light through a GTP binding-protein, herein transducin (5). In 1993,
Castagnet and Giusto (9) also published data on the presence of a light-stimu-
lated PLA2 in ROS. However, the maximum activity level that they observed
(see Table 2.2) was more than two orders of magnitude lower than that reported
by Jelsema (5), although using the same assay conditions. That is, Castagnet
and Giusto (9) obtained 350 times less activity than Jelsema (5) for a sixfold
longer incubation period (see Table 2.2). The reported effect of light and GTPyS
was also much less important with only a 35% and 63% increase, respectively,
over dark-adapted controls (9).

Zimmerman and Keys (8) also reported results on a ROS phospholipase
A activity but, in their hands, it was found to be light-independent but CoA-
and ATP-dependent. The substrate ([14C]DOPC) they used did not allow them
to discriminate between PLA2 or PLA1 activity. Moreover, the maximum acti-
vity that they measured (see Table 2.2) was approximatively one order of ma-
gnitude lower than that reported by Jelsema (5). In fact, Zimmerman and Keys
(8) observed seven times less activity than Jelsema (5) for a sixfold longer incu-

bation period (see Table 2.2). They reported activity values of 11.22 + 2.11 mmol
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of [14CJoleic acid released/h per mol of phospholipid which, once expressed in
the same units as Jelsema (5) and Castagnet and Giusto (9), represents 19.16 +
3.60 nmol of [14CJoleic acid released /h per mg of proteins.

Recently, Jung and Remé (43) reported that light could stimulate the
release of [3H]arachidonic acid in intact retinas by approximately 2-fold as com-
pared to dark-adapted controls. It is however difficult for us to compare their
activity values with those cited above as they were not expressed in terms of
specific activity but rather as a ratio of [3H]arachidonic acid released /[3H]arachi-
donic acid preincorporated in retinal phospholipids (43). Moreover, they wor-
ked with whole retinas on a retinal light-damage model using lithium-treated
albino rats. These conditions are very different from those used by Jelsema (5,
6), Zimmerman and Keys (8), Castagnet and Giusto (9), and in the present
paper.

Considering the high levels of ROS PLA2 activity reported by Jelsema (5),
its likely regulation by a G-protein (transducin) (6), the discrepancy between
ROS PLA2 activity in the literature (see Table 2.2), and that its biochemical
characteristics and its role have not been fully elucidated, we have attempted to
reproduce the aforementioned results. We were first interested in characteri-
zing this enzyme because the mechanism of stimulus-response coupling bet-
ween G-proteins and PLA2 could be important in many cells other than retinal
rods. Moreover, the activation of PLA2 through G-protein-coupled receptors in
cells is still a matter of controversy (7). Unfortunately, we did not find any
significant PLA2 or PLA1 activity in ROS, whatever the conditions we used and
whatever the type of ROS preparations we used (Figs. 2.1-2.7). We did not de-
tect either light- and GTP-dependent (Fig. 2.5, Table 2.1), or light-independent
but CoA- and ATP-dependent PLA2 or PLA1 activity (Fig. 2.2). In our hands,
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there was no significant increase in ROS PLA2 or PLAT activity over time (Figs.
2.1,2.2,25 and 2.7). This means that the amount of [14C]fatty acids collected
after the enzymatic reaction had been quenched was, in all cases, equivalent to
the level of free [14Clfatty acids originally contaminating the substrate prepara-
tion. In other words, we obtained the same results whether the substrate was
incubated or not with ROS. So, when we subtracted the background value due
to those contaminating free [14C]fatty acids, the activity level became almost
equal to zero (Figs. 2.1, 2.2, 2.5 and 2.6).

Considering that our negative results could be due to the loss of PLA2
enzymes (or some soluble-activating factors) from ROS during the purification
proced‘ure, we investigated the intactness and PLA2 activity of ROS isolated
using three fundamentally different methods. Indeed, there are essentially
three basic methods described in the literature for ROS purification, the major
difference between them being the way ROS are separated from the retina: 1)
vortexing (v-ROS), 2) homogenizing (h-ROS) and 3) hand shaking (hs-ROS).
We thus prepared v-ROS, h-ROS and hs-ROS as described (see "Experimental
Procedures”) and assayed each preparation for PLA2 activity, after we looked at
their intactness both qualitatively and quantitatively (Figs. 2.3 and 2.4). The
intactness was quantitatively estimated as described by Schnetkamp and Dae-
men (36), by measuring the production of NADPH for each type of ROS prepa-
rations. This assay is based on the fact that sealed ROS plasma membranes
prevent access of cytosolic NADPH-recycling enzymes to exogenously added
substrates. Thus, a larger production of NAPDH following solubilization of the
membrane with Triton X-100 is expected to reflect a higher degree of intactness
prior to solubilization.

Since we did not observe any contaminating mitochondria, which would
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give erroneously high results (36), in the electron micrographs of our v-ROS, h-
ROS and hs-ROS preparations (Fig. 2.3, as well as other micrographs not
shown), the extent of NADPH production effectively correlates with the extent
of intactness. However, the highest production of NADPH (Fig. 2.4) by the
most intact hs-ROS (Fig. 2.3C), did not correlate with a higher level of PLA2
activity. None of the ROS preparations show significant levels of PLA2 activity
(Figs. 2.1, 2.2, 2.5, 2.6 and 2.7). We also failed to detect PLA2 activity in the diffe-
rent particulate and soluble fractions that were generated during the purifica-
tion of hs-ROS (see Table 2.1). Incubating for longer (30 min) or shorter (1, 5 or
10 min) periods of time did not appear to be beneficial since no significant PLA2
activity was detected (data not shown). Another important point is that we
could not recover any significant PLA2 activity by coincubating the correspon-
ding pellet and supernatant generated after centrifugation at either 4,400 or
17,500 X g (Table 2.1). These results thus strongly suggest that the absence of
PLA2 or PLA1 activity in our ROS preparations is not due to the loss of PLA2 or
PLA1 enzymes or some soluble-activating factors during ROS purification.

In order to understand why we did not find PLA2 activity in ROS where-
as others did (5, 8, 9), we have assayed PLA2 activity in two other subretinal
fractions and found that RPE and P200 contained reproducibly high levels of
PLA2 activity (Fig. 2.8). This result suggests that the varying levels of activity
that have been reported for ROS preparations could be due, in most cases, to
contamination to varying extent by adjacent retinal cell types. As a matter of
fact, we found that there was a relationship between the level of PLA2 activity
in our h-ROS preparations and their purity coefficient (Azg0/ Asgp) (results not
shown). That is, rhodopsin constitutes 85-90% of total ROS proteins (44) and

has two principal absorption bands: 1) aromatic amino acids of the protein
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moiety at 280 nm and 2) the 11-cis-retinal Schiff base at 500 nm. Thus, measu-
rement of this Azg0/ Aspp ratio for ROS preparations is indicative of their conta-
mination by proteins from adjacent cell types other than ROS. Moreover,
Salesse et al. (26) have demonstrated that this purity criterion is useful to eva-
luate the contamination of ROS by non-ROS proteins. In our hands, PLA2
activity was detected only in contaminated h-ROS. Samples with the highest
Angp/ Aspp ratios being the most "PLA2-active” ROS preparations. For example,
we detected 12.5 + 0.8 and 4.4 £ 0.7 nmol of hydrolyzed [4Clarachidonic acid/10
min per mg of proteins for ROS preparations having a Ag0/ Asgp ratio of 6.9
and 3.4, respectively (data not shown). As a comparison, results presented in
Figs. 2.1-2.7 were all obtained with ROS preparations having Azgp/ Aspp ratios
which were always lower than 3.

This observation supports the idea that the different levels of ROS PLA2
activity reported in the literature could be due to a contamination by proteins
coming from adjacent retinal cell types. However, it still does not explain why
Jelsema (5) observed such a strong light effect on PLA2 activity whereas Casta-
gnet and Giusto (9) only noted a slight effect, and Zimmerman and Keys (8) and
our lab did not (see Figs. 2.1 and 2.5). We have tried to restore this light-stimu-
lation by incubating RPE and P200 in the presence of ROS. Unfortunately, ROS
were unable to induce light-activation of PLA2 in either fraction. The activity
detected in light-exposed samples containing ROS were equivalent to dark-
adapted controls without ROS (not shown).

It could be suggested that the light-sensitive PLA2 detected by Jelsema (5)
is normally associated with the outside of the plasma membrane and that,
depending on the treatment during the purification, we lose it either partially

or totally. This could explain why Castagnet and Giusto (9) saw only very low
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levels of PLA2 activity whereas we saw none (Figs. 2.1, 2.2, 2.5-2.7). We cannot
exclude this possibility. However, given that PLA2 hydrolyzes phospholipids,
which account for up to 80% of total ROS lipids (45), it seems improbable to us
that the enzyme is present on the outside of the plasma membrane since it
certainly requires to be highly regulated. Moreover, it was shown (5, 6) to be
regulated by G-protein and guanine nucleotide components of intracellular
signal transduction. One alternative hypothesis is that the PLA2 activity mea-
sured by Jelsema (5) was in fact present in rod inner segments still present in
her crude and partially purified ROS preparations and was activated secondary
to light-activation of the ROS visual cascade. The extent of light-sensitive
PLA2 activity detected in ROS would thus be dependent on the extent of
contamination by rod inner segments still attached to ROS (via the connective
cilium). Since electron microscopy of our ROS preparations did not reveal the
presence of mitochondria, this would mean that our preparations were
essentially free of rod inner segments and this could thus explain why we did
not observe any light-sensitive PLA2 activity.

This latter hypothesis suggests that PLA2 activity found in our P200
fractions could come, at least partly, from rod inner segments. The absence of a
light-effect (Fig. 2.8) could then be due to the disruption of the connection
between rod inner and outer segments. PLA2 activity of rod inner segments
would only be light-sensitive, though probably indirectly, when rod inner and
outer segments are joined to each other by the connective cilium. Moreover,
this light-stimulation could effectively be mediated by a G-protein as described
by Jelsema (6) but, since cross-reactivity between different G-proteins has been

demonstrated in different systems (46, 47), the exogenously added transducin
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could have mimicked the role that should normally be held by a different but
similar G-protein.

Considering the high PLA2 activity levels that we detected in RPE and
P200, we have tested the influence of pH and Ca2+ concentration on this activi-
ty to identify the type of enzyme present in both fractions. As shown in Fig. 2.9,
PLA2 present in both RPE and P200 is optimally active in the alkaline pH range
and is Ca2+*-independent. However, care should be taken when interpreting
the effect of Ca2* because Reynolds et al. (48) have recently shown that, in the
absence of Ca2+, high salt concentrations can overcome the requirement of
PLA2 for divalent metals. They showed that 10 mM Mg2+ could stimulate
human cytosolic PLA2 to almost the same extent as did 2 mM Ca2*. Since those
pH- and Ca2+-dependency measurements were made in the assay conditions
described by Jelsema (5) and thus contained a high concentration of Mg?2+,
additional experiments using different Mg2+ concentrations will be required to
characterize this enzyme. As can be pointed out in Fig. 2.9, the maximum
activity detected in RPE and P200 are, respectively, lower than those shown in
Fig. 2.8. This might be explained by the fact that, for these experiments (see Fig.
2.9), we used buffers at 133 mM final concentration, instead of 30 mM (Fig. 2.8),
to make sure that substrate and sample buffers would not significantly affect
the final pH needed for the assay. It may be possible that such high buffer
concentration partially inhibits PLA2 activity by affecting either the PLA2-
substrate interactions or the enzyme itself. Otherwise, it is possible that part of
the hydrolyzed [14CJarachidonic acids were further metabolized during the 1-h
incubation period, thus rendering them unavailable for quantitation as free
fatty acids. Another point is that Tris-HCI] seems to inhibit the enzyme activity

at pH 7, 8, and 9 when used in conjunction with calcium. This is evident both
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in RPE and P200 (see Fig. 2.9, A and C). We also had similar difficulties with
cacodylate and imidazole buffers having a profound inhibitory effect on PLA2
activity at pH 5, 6, and 7, and 6, 7, and 8, respectively (results not shown). Al-
though we were able to successfully replace cacodylate and imidazole buffers by
Nat* acetate (pH 5 and 6) and bis-Tris (pH 6 and 7) buffers, we did not find an
adequate combination of buffers which could be used at pH 7, 8, and 9 instead of
Tris-HCl. Glycine seems to be a more "permissive” buffer since we repeatedly
obtained higher levels of PLA2 activity with glycine (pH 9) compared to Tris-
HCI (pH 9) (see Fig. 2.9). We also tested CHES and AMP buffers at pH 9 and we
observed results which were similar to those obtained with glycine (pH 9). In
fact, activity was greater with CHES, AMP and glycine buffers compared to Tris-
HCI (not shown). This suggests that Tris-HCI is not a good buffer to assay PLA2
activity at pH 7, 8 or 9 in RPE and P200.

Taken together, our results suggest that both RPE and P200 contain PLA2
activity which is light-independent, Ca2+-independent, and optimally active at
alkaline pH (Figs. 2.8 and 2.9). Considering that the maximum activity obser-
ved in RPE is less than that observed in P200, the possibility that RPE prepara-
tions are contaminated by P200 cells cannot be completely excluded. However,
it seems unlikely that neuronal cells, Miiller cells and/or rod inner segments
could have contaminated our RPE preparations since retinas were removed
from the eyecup after incubation with buffer which allows ROS to retract from
RPE microvilli, thus facilitating detachment of retinas (49). Moreover, it is well
known that RPE cells and ROS are in intimate contact (50). Most of the conta-
mination of RPE should thus come from ROS which, according to our results,
does not contain PLA2. Berman et al. (33) have demonstrated that most RPE

preparations purified by brushing out the cells are contaminated with varying
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amounts of ROS and red blood cells. Again, this should not affect our results
since, as shown in Figs. 2.1-2.7, ROS do not contain PLA2 activity. Moreover,
PLA2 activity present in RPE is Ca2*-independent (Fig. 2.9, A and B) whereas
that in red blood cells is Ca2+-dependent (51). This suggests that RPE-PLA2 is
different from red blood cell-PLA2 and probably not due to a contamination by
P200. More experiments will be necessary to verify this hypothesis.

In summary, we have shown that there is no significant PLA2 or PLA1
activity in ROS and that the activity levels previously reported by Jelsema (5),
Castagnet and Giusto (9) and Zimmerman and Keys (8) could be accounted for
by a contamination by adjacent retinal cell types. We identified two potential
sources of such contaminating activity: RPE and P200. The enzyme present in
both fractions is light- and Ca2+*-independent and is optimally active at alkaline
pH. Other experiments are needed to further characterize the PLA2 present in
RPE and P200. It will be particularly important to study PLA2 activity in P200
because of its cell composition. Indeed, we hypothesize that PLA2 activity
found in our P200 fractions could come, at least partly, from rod inner seg-
ments. The absence of a light-effect in our hands could then be due to the dis-
ruption of the connection between rod inner and outer segments. PLA2 activi-
ty of rod inner segments could be light-sensitive only when these two segments
are joined by the connective cilium. It will thus be very interesting to isolate
and purify rod cells where the inner and outer segments are still attached to test

this attractive hypothesis.
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2.7 LEGENDS TO FIGURES

Fig. 2.1: Effect of light on ROS PLA2 activity. PLA2 activity was measu-
red as described by Jelsema (5) in 30 mM Tris-HCI, pH 8.8, 5 mM CaCl,, 30 mM
MgClp, 0.6 mM NaCl, 4 mM glutathione with [14C]JPAPC as the substrate. The
activity was measured at 37°C for different times using either v-ROS, h-ROS or
hs-ROS (see "Experimental Procedures”). During the incubation, samples were
either exposed to dim red light (dark) or white light (light). A typical result is

shown; mean * S.D. of triplicates is representative of 15 separate experiments.

Fig. 2.2: Effect of different substrates on ROS PLA2 activity. When
[14C]PAPC, [14CJHAPC or [4C]PAPE were used as the substrate, PLA2 activity
was measured as described by Jelsema (5) in 30 mM Tris-HCl, pH 8.8, 5 mM
CaClp, 30 mM MgCly, 0.6 mM NaCl, 4 mM glutathione. When [14C]DOPC was
used as the substrate, PLA2 activity was measured as described by Zimmerman
and Keys (8) in 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5 mM CaCl;, 30 mM MgCl,, 50 mM
KCl, 0.5 mM DTT, 1 mM ATP, 0.25 mM CoA. Pure vesicles of [14C]PAPC,
[14CIHAPC or [14C]IDOPC were used whereas [14C]PAPE was used with unlabeled
DPPC in mixed vesicles. The activity was measured at 37°C under white light
using either v-ROS, h-ROS or hs-ROS. The results are representative of mean

* S.D. of triplicates from four separate experiments.

Fig. 2.3: Electron micrographs of purified bovine ROS. A, v-ROS (14,000
X) isolated by vortexing the retinas. B, h-ROS (10,000 X) isolated by homogeni-
zing the retinas. C, hs-ROS (16,000 X) isolated by hand shaking of the retinas.

Fresh dark-adapted ROS preparations were used. v-ROS were obtained accor-
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ding to a modification by Salesse et al. (26) of the method of Stone et al. (42) (see
"Isolation of ROS by vortexing"). h-ROS were prepared according to a modifi-
cation of the procedure of Zimmerman and Godchaux (28) (see "Isolation of
ROS by homogenizing"). hs-ROS were prepared as described by McDowell and
Kiihn (29) (see "Isolation of ROS by homogenizing").

Fig. 2.4: Production of NADPH in v-ROS, h-ROS and hs-ROS. Freshly
purified ROS were used. The assay was conducted in the dark as described by
Schnetkamp and Daemen (36). The reaction was started by adding 200 uM
BNADP and 200 pM D-glucose-6-phosphate to 7.7 uM rhodopsin, in a buffer
containing 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 600 mM sucrose, 0.25% Ficoll 400, 1 mM
MgCly. The arrow indicates the time where Triton X-100 was added (0.5% final
concentration). NADPH formation was determined by measuring the absor-
bance at 340 nm (A340 nm). The baseline, made by omitting BNADP and D-
glucose-6-phosphate, was subtracted to yield the AA3490 nm. These results are

representative of five separate experiments.

Fig. 2.5: Effect of guanine nucleotides on ROS PLA2 activity. A) PLA2
activity of ROS exposed to dim red light (dark-adapted). B, PLA2 activity of
ROS exposed to white light. The activity was measured as described in the
legend to Fig. 1 using either h-ROS or hs-ROS and [14C]JPAPC as the substrate.
The assay buffer was either not supplemented (control), or supplemented with
100 pM GTPYS, 1 mM GTP or 100 uM GDPBS. The results are mean + S.D. of

triplicates from three separate experiments.
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Fig. 2.6: Effect of Mg2+ concentration, EGTA, and detergent on ROS PLA2
activity as a function of free Ca2+ concentration. CaZ+ concentration was varied
from 10 nM to 5 mM in the presence or absence of 1 mM EGTA, according to
the procedure of Marshall and McCarte-Roshak (40). The activity was measu-
red as described in the legend to Fig. 1 using intact ROS and [14C]PAPC as the
substrate. Either 40 or 4 mM Mg2+ was included in the assay buffer. Where
indicated, 1% emulphogene was used as detergent. Samples were incubated
under white light for 10 min. The results are mean * S.D. of triplicates from

two separate experiments.

Fig. 2.7: ROS PLA2 or PLAI1 activity towards endogenous substrates.
Intact ROS were incubated in 30 mM Tris-HCl, pH 8.8, 5 mM CaCl,, 30 mM
MgCls, 0.6 mM NaCl, 4 mM glutathione without any exogenous substrate
added. During the assay, samples were kept at 37°C and were either exposed to
white light or dim red light for 0, 0.5, 15, 30 and 60 min. Phospholipids were
then extracted, quantitated and separated by HPLC as described (see "Experi-
mental Procedures"). FFA, free fatty acids; PE, phosphatidylethanolamine; PS,
phosphatidylserine; PC, phosphatidylcholine; lysoPE, lyso-phosphatidyletha-
nolamine; lysoPS, lyso-phosphatidylserine; lysoPC, lyso-phosphatidylcholine.

The elution profile is typical of three separate injections for each condition.

Fig. 2.8: PLA2 activity in subretinal fractions other than ROS. A, PLA2
activity of RPE and P200 exposed to dim red light. B, PLA2 activity of RPE and
P200 exposed to white light. The activity was measured as described in the
legend to Fig. 1 using [14CIPAPC as the substrate. Samples were incubated for 10

min at 37°C. The results are mean * S.D. of triplicates from three separate expe-
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riments.

Fig. 2.9: Influence of pH and Ca2* on RPE and P200 PLA2 activity. A,
PLA2 activity of RPE in the presence of Ca?*. B, PLA2 activity of RPE in the
absence of Ca2+. C, PLA2 activity of P200 in the presence of Ca2+. D, PLA2
activity of P200 in the absence of Ca2+. The activity was measured in different
buffers containing final concentrations of 30 mM MgCl,, 0.6 mM Na(Cl, and 4
mM glutathione. In A and C, a final concentration of 5 mM Ca2+ was included
in the assay buffer whereas 5 mM of EGTA was used for B and D. Buffers were
used at a final concentration of 133 mM. Samples were incubated for 1 h at
37°C with [14CJPAPC as the substrate. The results are mean + S.D. of triplicates

from four separate experiments.



TABLE 2.1

Distribution of PLA2 activity among particulate and soluble fractions generated during the purification of hs-ROS

Fractions assayed PLA2 activity? (nmol of [14Clarachidonic acid/15 min per mg proteins)
(see "Isolation of ROS by hand shaking” Dark Light
for a description of each fraction) -GTPYyS +GTPYS -GTPYS +GTPYS

SN 3,000 X g (crude ROS) -0.03 = 0.05 0.00 = 0.04 -0.06 + 0.08 -0.02 £ 0.11
SN 4,400 X g (waste) 0.01 +0.03 -0.02 +0.02 0.07 10.13 0.03 £ 0.11
P 4,400 X g (semi-purified ROS) -0.14 £ 0.02 -0.13 £ 0.05 -0.10 £ 0.11 -0.01 £ 0.09
SN 140,000 X g (purified diluted ROS) 0.00 = 0.02 0.01 = 0.03 0.05 £ 0.11 0.01 = 0.09
SN 17,500 X g (waste) 0.00 £ 0.06 -0.01 £ 0.02 0.05 = 0.03 0.01 £ 0.03
P17,500 X g (purified concentrated ROS) 0.03 = 0.02 0.02 £ 0.02 -0.06 + 0.05 -0.07 = 0.04
SN 4,400 X g+P4,400X g 0.06 £ 0.07 0.02 = 0.09 0.02 = 0.06 0.02 £ 0.04
SN 17,500 X g+ P 17,500 X g -0.02 + 0.02 -0.01 £ 0.02 0.07 + 0.03 0.06 £ 0.06

2 The assay was performed over 15 min as described in the legend to Fig. 1. P 3,000 X g (not shown) is equivalent to the P200 fraction (see
"Preparation of P200"). THe results are representative mean + 5.D. of triplicates from two separate experiments.

VL1



TABLE 2.2

Comparison of ROS PLA2 activity levels reported by different authors

Authors Maximum activity reported Experimental conditions

(nmol of fatty acids per mg proteins)

Jelsema (5) 133.6 + 24.0/10 min 20 pg of dark-adapted ROS proteins;
4.5 uCi/ml [M4C]JPAPC + 80 png/ml
DPPC

Castagnet and Giusto (9) 0.38 + 0.03/60 min 100 pg of dark-adapted ROS proteins;
4.5 uCi/ml [1¥CJPAPC + 100 pg/ml

DPPC
Zimmerman and Keys (8) 19.16 + 3.60/60 min 300-500 pg of ROS proteins; 10 uCi/
ml [14C]DOPC
Jacob et al. (this publication) 0.46 * 0.55/5 min See Fig. 1
0.00 = 0.01/60 min Same as Zimmerman and Keys (8)

(result not shown)

VA
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Figure 2.3A: Electron micrograph of purified bovine v-ROS
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Figure 2.3B: Electron micrograph of purified bovine h-ROS
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Figure 2.3C: Electron micrograph of purified bovine hs-ROS
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CHAPITRE 3
MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DES PREPARATIONS DE SEGMENTS

EXTERNES DE BATONNETS OBTENUS PAR VORTEXAGE,

HOMOGENEISATION ET AGITATION A LA MAIN
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3.1 Introduction

Puisque les résultats obtenus des dosages d'activité PLA2 ne permettaient
de confirmer ni les résultats de Jelsema (1987), ni ceux de Castagnet et Giusto
(1993) ou Zimmerman et Keys (1988), et ce, malgré les nombreuses conditions
testées (voir Chapitre 2), il fallait s'assurer de la qualité des préparations de ROS
utilisées pour ces dosages. C'est-a-dire qu'il fallait s'assurer que les ROS étaient
intacts, avec une membrane plasmique scellée et un empilement serré des dis-
ques (voir Schéma 1.3) (Dickson et Graves. 1979; Anderson et al. 1980; Olive.
1980; Saari et Hunt. 1980; Steinberg et al. 1980; Tsukamoto et Yamada. 1982;
Athanassious et al. 1984; Uhl et al. 1987; Saito. 1991; Fisher et al. 1993). Plu-
sieurs types de PLA2, de méme que certaines des protéines régulatrices de PLA2
(ex. MAPK?4), sont en effet solubles. Il semblait donc plus que possible qu'une
protéine régulatrice, ou la PLA2 elle-méme, ait été perdue en cours de purifica-
tion des ROS. De ce constat découlait la nécessité d'examiner les préparations

de ROS en microscopie électronique pour en déterminer le degré d'intégrité.

Il y a plusieurs fagons de purifier les ROS (McConnell. 1965; Papermaster
et Dreyer. 1974; Krebs et Kiihn. 1977; McDowell et Kiihn. 1977; Stone et al. 1979;
Godchaux et Zimmerman. 1979; De Grip et al. 1980; Schnetkamp et Daemen.
1982; Salesse et al. 1984; Molday et Molday. 1987; Uhl et al. 1987). Chaque mé-
thode différe de par le type (phosphate, Tris-HCI, Tris acétate, Hépes) et la com-
position (présence ou non de taurine, DTT, NaCl, glucose, EDTA) du tampon
utilisé, le nombre et la vitesse de centrifugation, le type de gradient (disconti-
nu/sucrose, continu/sucrose, Ficoll), etc. Cependant, toutes ces méthodes peu-

vent étre regroupées en trois catégories, dépendamment de la technique utili-

24 MAPK = "mitogen-activated protein kinase".
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sée pour séparer, ou isoler, les ROS du reste de la rétine. 1l y a trois techniques
fondamentales d'isolement des ROS: le vortexage (Stone et al. 1979; Schnet-
kamp et Daemen. 1982; Salesse et al. 1984; Uhl et al. 1987), 'homogénéisation
(McConnell. 1965; De Grip et al. 1980; Godchaux et Zimmerman. 1979) et l'agita-
tion a la main (Papermaster et Dreyer. 1974; McDowell et Kiihn. 1977; Krebs et
Kiihn. 1977; Molday et Molday. 1987). Chacune tire profit de la fragilité du cil
connectif reliant les segments externe et interne du batonnet (voir Schéma 1.3).
Toutefois, tel que démontré ci-dessous dans les sections 3.3.1-3.3.3, elles ne pré-
servent pas tout aussi bien l'une que l'autre l'intégrité structurale et biochimi-
que des ROS. La microscopie électronique, de concert avec le dosage enzymati-
que de la glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD), aura donc permis de réa-
liser la premiére étude comparative des trois techniques couramment utilisées

pour l'isolement des ROS.

Cette étude est d'autant plus intéressante et importante que la méthode
de purification des ROS utilisée par Jelsema (1987), 'auteur ayant rapporté le
plus haut taux d'activité PLA2 (voir Tableau 2.2), n'est pas décrite. L'article cité
en référence a ce sujet (Sternweiss et Gilman. 1982) ne contient en effet aucune
information relative a la purification des ROS, mais traite plut6t de la purifica-
tion d'une guanylate cyclase. Par ailleurs, Jelsema (1987) ne relate aucun détail
quant a la pureté (Azg0/ As00 nm) et I'intégrité (micrographies et/ou production
de NADPH) des préparations de ROS utilisées, ce qui jette une ombre sur la va-
leur des résultats publiés et remet en question l'origine de l'activité PLA2 me-

surée par Jelsema (1987).

Le fondement de cette remise en question est encore plus solide lors-
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voit une centrifugation de 16 h a 140 000 g2° (Jacob et al. 1996). On peut donc, la
encore, douter de la pureté des préparations de ROS utilisées et, par conséquent,

douter de l'origine de l'activité PLA2 mesurée par Zimmerman et Keys (1988).

Considérant toutes ces informations, le besoin de faire une étude compa-
rative des principales méthodes d'isolement et de purification des ROS se justi-
fiait de lui-méme. Il s'avérait en effet essentiel d'évaluer, en termes d'intégrité
et de pureté, la qualité des ROS obtenus par vortexage (v-ROS), homogénéisa-
tion (h-ROS) et agitation a la main (hs-ROS) des rétines. Cela devait permettre
de consolider les conclusions de la section 2.5 affirmant que: 1) il n'y a pas d'ac-
tivité PLA2 dans les ROS purifiés intacts et 2) 'activité mesurée par Jelsema
(1987), Zimmerman et Keys (1988) et Castagnet et Giusto (1993) est due a une

contamination de leurs préparations.

3.2  Méthodes
3.2.1 Préparation des échantillons pour la microscopie électronique

Les v-ROS, h-ROS et hs-ROS ont été purifiés selon les protocoles décrits
dans les sections 2.3.2, 2.3.3 et 2.3.4, respectivement. Apres avoir été délicate-
ment resuspendus?® avec une pipette de transfert a large ouverture et ce, dans
un minimum de tampon (tampon A pour les v-ROS: 10 mM Hépes, 0,15 mM
CaCly, 100 mM NaCl, 5 mM MgClp, 0,1 mM EDTA, pH 7,5; tampon B pour les h-

25 Ni Jelsema (1987) ni Castagnet et Giusto (1993) ne précise la vitesse de centrifugation des gra-
dients. En fait, il semble méme que Jelsema (1987) n'ait utilisé que des préparations de ROS semi-
Eurifiés, i.e. non purifiés sur gradients de sucrose.

6 Lorsque les ROS passaient des gradients de sucrose a un tampon dont la concentration de sucrose
était plus faible ou nulle, soit au moment de concentrer les ROS purifiés, une attention particuliére
a été portée a I'étape de dilution des ROS dans ce dernier tampon: 3-4 ml de tampon étaient ajou-
tés aux ROS "post-gradients” (5-10 ml) toutes les 10 minutes, de fagon a les diluer progressivement
(jusqu'a 35-40 ml) et ainsi réduire les risques de choc osmotique (Zimmerman et Godchaux. 1982).
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ROS: 20 mM Tris-HC], 0,5 mM DTT, 20% sucrose, pH 7,4; et tampon C pour les
hs-ROS: 50 mM Na;HPQOy4, 50 mM NaH;PO4, 1 mM MgCly, 0,5 mM DTT, 0,1
mM EDTA, pH 7,0), les ROS étaient mélangés a 5 volumes de tampon de fixa-
tion (3% glutaraldéhyde dans le tampon A, B ou C, selon le cas). Ils étaient
alors fixés pendant 1 h a la température ambiante (18-23°C), puis sédimentés (5
min; 4 000 X g; centrifugeuse clinique IEC). Apres avoir éliminé le surnageant,
les ROS étaient lavés 3 fois avec le tampon approprié, incubés pendant 30
minutes a 4°C dans 1% OsOy4 (ajouté au tampon A, B ou C, selon le cas) pour la
post-fixation, puis sédimentés & nouveau (tel que décrit ci-haut) pour étre lavés
3 fois avec le tampon. Des essais de fixation/lavages/post-fixation/lavages ont
également été effectués dans un tampon 100 mM cacodylate; 12 mM CaCly; 2
mM MgCly; pH 7,4, tel que suggéré par Mercer et Birbeck (1972) et Robinson et
Gray (1990), et ce, pour chaque type de préparation de ROS. Le culot obtenu
était ensuite progressivement déshydraté dans 30%, 50%, 70%, 85%, 95% et
100% éthanol. Pour les cinq premieres étapes (30-95% éthanol), les ROS étaient
incubés pendant 10 minutes a la température ambiante, dans 2 volumes d'étha-
nol. La derniére étape (100% éthanol) durait quant a elle 20 minutes et était
répétée 3 fois. Les ROS étaient ensuite incubés 2 fois (10 minutes chacune) dans
2 volumes d'oxyde de propylene 100%, un solvant de transition entre 1'éthanol
et la résine (Fisher et al. 1993). Les échantillons de ROS ainsi fixés, déshydratés
et équilibrés dans I'oxyde de propyléne (Mécalab) étaient alors enrobés de résine
(Epon 812; Mecalab), a la suite de quoi des coupes étaient préparées a l'aide d'un
microtome. Chaque coupe était finalement colorée a l'acétate d'uranyl pour en
permettre l'observation. Ces dernieres manipulations étaient effectuées selon
les recommandations de Mercer et Birbeck (1972), Robinson et Gray (1990) et

Fisher et al. (1993).
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3.2.2 Dosage enzymatique de la glucose 6-phosphate déshydrogénase?’

Alors que la microscopie électronique n'offre qu'une mesure qualitative
de l'intégrité des ROS, le dosage de l'activité de la G6PD permet de la quantifier.
L'absorbance 4 340 nm du NADPH, un des produits de réaction de la G6PD?8,
permet en effet de déterminer l'activité de cette derniére. La G6PD est une en-
zyme soluble qui est normalement retenue dans les ROS par la membrane plas-
mique (Schnetkamp et Daemen. 1981, 1982) et qui, comme toute enzyme, est
active seulement lorsqu'elle a acceés a son substrat. Ainsi, s'il y a rupture de la
membrane plasmique des ROS au cours de la purification, I'enzyme est perdue
dans le tampon et n'est plus disponible pour les dosages d'activité en présence
d'un substrat exogéne. Par contre, si les ROS sont intacts et que leur membrane
plasmique reste scellée, I'enzyme demeure dans les ROS. De tels ROS intacts
incubés en présence d'un substrat exogéne ne permettront pas de détecter la for-
mation du produit de réaction (NADPH) et ce, parce que l'enzyme et le substrat
ne sont pas en contact. Toutefois, la perméabilisation de la membrane plasmi-
que avec un détergent donne a I'enzyme accés a son substrat, ce qui permet de
mesurer le taux de production de NADPH. L'augmentation du taux de produc-
tion de NADPH apres solubilisation de la membrane plasmique avec un déter-

gent reflete donc l'intégrité préalable des ROS (voir la section 2.4.3).

Le dosage enzymatique de la G6PD a été effectué a la température am-

biante, tel que décrit par Schnetkamp et Daemen (1982). La réaction était initiée

27 Bien que les résultats relatifs aux dosages de NADPH soient présentés dans le Chapitre 2 et non
dans ce chapitre, la méthode de dosage y est tout de méme décrite et ce, autant pour pallier a I'ab-
sence d'une telle description au Chapitre 2 (voir la section 2.3.10) que pour permettre d'en appré-
cier I'importance.

28 Glucose 6-phosphate + 2 NADP* + HpO — D-ribose 5-phosphate + CO2 + 2 NADPH + 2H*
(Lehninger. 1982). Le coefficient d'extinction molaire du NADPH a 340 nm est de 6,22X106 M-1
cm-! (Budavari et al. 1989).
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en ajoutant 200 pM de NADP+ et 200 uM de glucose 6-phosphate & un échantil-
lon de ROS contenant 7,7 pM de rhodopsine dans un volume total de 1 ml. La
suspension était momentanément agitée par inversion, de fagon a obtenir une
distribution homogeéne du substrat tout en minimisant les risques de briser les
ROS. Le tampon de dosage contenait 20 mM Tris-HCI; 0,25% Ficoll 400; 600
mM sucrose; 1 mM MgCly; pH 7,4. L'absorbance a 340 nm était enregistrée a
chaque minute pendant 14 minutes, apres quoi 0,5% Triton X-100 (concentra-
tion finale) était ajouté pour perméabiliser la membrane plasmique des ROS et
ainsi donner plein accés de la G6PD a son substrat exogéne. Aprés une breve
agitation de la suspension par inversion, 'absorbance était a nouveau enregis-
trée a chaque minute pendant 5 minutes. Le contrdle négatif subissait exacte-
ment le méme traitement et contenait tous les réactifs, sauf le NADP* et le glu-
cose 6-phosphate. Apres soustraction des valeurs d'absorbance du contrdle né-
gatif, on obtenait le taux net de production de NADPH. En comparant ensuite
les taux nets de production de NADPH avant et aprés perméabilisation au dé-
tergent, on peut déterminer le degré d'intégrité des ROS. Autrement dit, plus
le taux net de production de NADPH est faible avant perméabilisation mais
élevé apreés perméabilisation au détergent, plus les ROS étaient intacts (voir la

section 2.4.3).

3.2.3 Mesure du taux d'utilisation de l'acide [14C]arachidonique par les ROS
Les ROS ont été isolés et purifiés tel que décrit a la section 2.3.4. Des ali-
quots contenant I'équivalent de 20 ug de rhodopsine ont ensuite été incubés en

présence de 800 pmol d'acide [14CJarachidonique dans un volume total de 250
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ul29 et ce, pendant différentes périodes de temps. La suspension aqueuse d'aci-
de [4CJarachidonique a été préparée tel que décrit a la section 2.3.7 pour les sus-
pensions aqueuses de phospholipides. Deux tampons différents ont été utilisés
pour ce test, soit: 1) 30 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl,, 30 mM MgCly, 0,6 mM NaCl,
4 mM glutathione, pH 8,8 tel que décrit par Jelsema (1987) ou 2) 20 mM Tris-
HCI, 5 mM CaClp, 30 mM MgClp, 50 mM KCIl, 0,5 mM DTT, 1 mM ATP, 0,25
mM CoA, pH 7,5 tel que décrit par Zimmerman et Keys (1988). La réaction et la
récupération des acides [14Clarachidoniques se sont déroulées tel que décrit a la
section 2.3.7, les contrbles négatifs ayant regu le réactif de Dole au temps zéro.
Juste avant de transférer les tubes a 37°C, ils ont été soniqués (dans un bain a so-
nication) pendant 4 sec selon les recommandations de Zimmerman et Keys
(1988), afin de favoriser le contact enzyme/substrat. Le taux d'utilisation est
exprimé en pourcentage d'acide [14Clarachidonique récupéré aux temps 2, 5, 10

et 15 minutes, par rapport a ce qui est récupéré au temps 0 minute.

3.3  Résultats
3.3.1 Evaluation de l'intégrité des segments externes de batonnets obtenus par
vortexage des rétines (v-ROS)

La premiére méthode ayant été utilisée pour purifier des ROS, soit le
vortexage, s'est avérée étre trés destructrice pour les ROS. En fait, toutes les
préparations de v-ROS ayant été fixées/post-fixées selon les directives sus-men-
tionnées pour ensuite étre observées, voire scrutées, au microscope électroni-
que ne contenaient pratiquement que des ROS éclatés (voir Figure 3.1). En

observant les ROS présentés a la Figure 3.1, on remarque immédiatement l'ab-

29 La concentration finale d'acide [14Clarachidonique était donc de 3,2 UM, ce qui est équivalent
ou supérieur a la concentration utilisée par Jung et Remé (1994) et Birkle et Bazan (1986) pour des
études d'incorporation de l'acide arachidonique dans les phospholipides rétiniens.
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sence de structure correspondant a la représentation du Schéma 1.3, i.e. des
ROS ayant une membrane plasmique scellée qui entoure un empilement serré
de disques (voir Schéma 1.3). On y distingue quelques rares fragments de ROS
désorganisés et, surtout, des disques dispersés (voir Figure 3.1). Il n'y a donc au-
cun v-ROS intact mais, tel que réflété par l'absence de noyaux et de mitochon-
dries, ainsi que le ratio A2gp/ Aspp nm, ceux-ci sont bien purifiés (voir Figure 3.1

et Tableau 3.1).

Ne pouvant exclure la possibilité que les ROS soient particulierement in-
stables a la température ambiante (18-23°C), des essais ont été faits pour lesquels
les v-ROS ont été fixés a 4°C (durant 16 h). Malheureusement, aucune amélio-
ration de la qualité de ces v-ROS n'a été notée (voir Figure 3.2). On n'observe
que des fragments de ROS désorganisés et des disques dispersés, ce qui ne res-
semble en rien a la structure escomptée (voir Schéma 1.3). Par ailleurs, bien
que l'effet néfaste du sucrose sur le taux de pénétration du OsOy ait été démon-
tré30 par certains auteurs (Hagstrom et Bahr. 1960), il est également connu que
le sucrose peut, en augmentant l'osmolarité3! des tampons utilisés (Hopwood.
1990), aider a préserver l'intégrité des ROS. Aussi, des observations microscopi-
ques ont été faites sur des préparations de v-ROS purifiées, puis fixées et post-
fixées en présence de sucrose. Cependant, aucun effet bénéfique du sucrose n'a
été constaté. Une fois de plus, les préparations ne contenaient principalement

que des v-ROS éclatés pour lesquels il n'y a pas de membrane plasmique scellée

30 Hagstrom et Bahr (1960) ont observé une diminution de 50% du taux de pénétration du OsO4 en
résence de 250 mM (8,6%) sucrose.

1 L'osmolarité représente la molarité qu'une solution doit avoir, en termes de substances non-dis-
sociantes (ex. sucrose, Ficoll), pour exercer une pression osmotique équivalente (iso-osmolarité) ou
supérieure (hyper-osmolarité) a celle de l'objet a étudier dans cette solution (Diem et Lentner.
1970), en I'occurence les ROS.
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entourant un empilement serré de disques (voir Figure 2.3A et Schéma 1.3).

Certains pourraient argumenter que, di & une exposition prolongée des
ROS a la lumiere ambiante (pendant le temps que durent les étapes de fixation
et post-fixation) et aux perturbations ioniques et biochimiques inhérentes (voir
les schémas 1.4 et 1.5), de méme qu'a l'absence combinée des segments internes
de batonnets et des cellules du RPE (normalement requis pour rétablir 1'équili-
bre ionique et biochimique basal du ROS; voir les sections 1.4, 1.5 et 1.16), I'inté-
grité des ROS est séverement altérée. Or, dans le cas ou les v-ROS ont été fixés
a 4°C, ceux-ci ont été gardés a la noirceur durant les 16 h d'incubation et ce, sans
qu'aucun impact positif sur leur intégrité ne soit remarqué. La Figure 3.2 mon-
tre les v-ROS typiquement obtenus dans ces conditions, v-ROS qui ne contien-

nent ni membrane plasmique scellée ni empilement serré de disques.

Pour sa part, le dosage enzymatique de la G6PD corrobore et renforce les
observations qualitatives fournies par la microscopie électronique. Tel que dé-
montré a la Figure 2.4 (voir les explications a la section 2.4.3), les v-ROS offrent
la moins bonne performance quant au taux net de production de NADPH. Or
tel qu'expliqué en détail a la section 3.2.2, plus le taux net de production de
NADPH est faible aprés perméabilisation des membranes au détergent, moins
la G6PD était présente dans les ROS avant perméabilisation. Cela signifie que:
1) la quasi-totalité des v-ROS (voir les figures 2.3A, 3.1 et 3.2) n'ont jamais été
en mesure de conserver l'enzyme, 2) la membrane plasmique n'était pas scellée

(voir Schéma 1.3) et donc 3) les v-ROS n'étaient pas intacts.

Puisqu'il semblait fort peu probable d'arriver a isoler des ROS intacts par



199

vortexage des rétines (voir les figures 2.3A, 3.1 et 3.2), cette méthode de purifica-
tion a des lors été abandonnée au profit de la méthode proposée par Zimmer-

man et Godchaux (1982), laquelle repose sur I'homogénéisation des rétines.

3.3.2 Evaluation de l'intégrité des segments externes de batonnets obtenus par
homogénéisation des rétines (h-ROS)

Tel que mentionné plus t6t (voir la section 3.1), la méthode d'isolement
des ROS par homogénéisation des rétines a été utilisée par plusieurs équipes
(McConnell. 1965; De Grip et al. 1980; Godchaux et Zimmerman. 1979). Cepen-
dant, puisque Zimmerman et Keys (1988) ont pu détecter de l'activité PLA2
dans des préparations de h-ROS isolés et purifiés selon la procédure décrite par
Zimmerman et Godchaux (1982), c'est cette méme procédure qui a été choisie
par notre équipe (Jacob et al. 1996) afin de poursuivre les travaux de caractérisa-

tion de la PLA?2 des ROS.

Telle que mise au point par Godchaux et Zimmerman (1979), cette mé-
thode d'isolement des h-ROS résulte, aprés purification sur gradients continus
de sucrose, en la répartition des h-ROS dans deux bandes. La bande I, dont la
densité est égale a 1,127 g/ml, contient majoritairement des h-ROS éclatéé, alors
que la bande II, d'une densité de 1,142 g/ml, contient les h-ROS intacts (God-
chaux et Zimmerman. 1979). Ainsi, la densité supérieure de la bande II coinci-
de avec la présence de h-ROS pour lesquels la membrane plasmique est intacte

et retient, selon les auteurs, le contenu soluble.

Apres avoir purifié des h-ROS selon la procédure détaillée de Zimmer-

man et Godchaux (1982), nous avons tout d'abord constaté que, dans la majori-
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té des cas, il n'y avait qu'une seule bande de h-ROS dans les gradients. De plus,
lorsque les gradients comptaient deux bandes de h-ROS, tel que prévu par les
auteurs, la qualité de celles-ci semblait passablement équivalente. Le coefficient
de pureté, i.e. le ratio protéines totales/rhodopsine (Azg80/ Asgp nm), des bandes
I et II était en effet trés similaire. La microscopie électronique a par ailleurs con-
firmé que les bandes I et I de h-ROS n'étaient pas considérablement différentes
et, surtout, que ni l'une ni l'autre ne contenait de h-ROS aussi intacts qu'es-
compté. Apres avoir fixé/post-fixé les h-ROS selon le protocole décrit a la sec-
tion 3.2.1, lequel est lui-méme basé sur le protocole de Godchaux et Zimmer-
man (1979), aucune des coupes examinées ne présentait de h-ROS ayant a la fois
une membrane plasmique scellée et un empilement serré des disques. La Figu-
re 3.3 rend typiquement compte des nombreuses observations qui ont été effec-
tuées sur les bandes I et II de ce type de préparation. On constate que, malgré la
présence de certains empilements de disques plus ou moins serrés, ceux-ci ne
semblent jamais entourés d'une membrane plasmique scellée (voir Figure 3.3).
Les seuls ROS dont la structure semble assez réguliére (voir Schéma 1.3) appa-
raissent toujours tronqués, et certains disques semblent méme avoir été déchi-
rés, fort possiblement par la friction exercée sur eux par 'homogénéisateur

(voir Figure 3.3).

Ces h-ROS n'étaient donc pas suffisamment intacts pour invalider I'hy-
pothése voulant que, dans nos conditions, 1'absence d'activité PLA2 soit impu-
table a la perte de I'enzyme (ou d'une protéine régulatrice) soluble. De plus, les
résultats obtenus sont trés similaires a ceux de Godchaux et Zimmerman (1979),
ce qui tend a suggérer que la procédure elle-méme ne permet pas d'isoler des h-

ROS véritablement intacts. Pour s'en assurer, certains parameétres ont tout de
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méme été variés, et leur effet sur la qualité des préparations de h-ROS vérifié.

Dans un premier temps, des préparations de h-ROS ont été incubées en
présence de 40% sucrose durant 16 h a 4°C, avant de les fixer/post-fixer tel que
décrit ci-haut. Cela devait, en principe, favoriser une certaine déshydratation
des h-ROS et ainsi réduire, l'espérions-nous, leur sensibilité au traitement sub-
séquent de fixation/post-fixation. La .Figure 3.4 ne montre toutefois pas d'amé-
lioration importante de la qualité, i.e. de I'intégrité des h-ROS. Un seul h-ROS
semble avoir a la fois une membrane plasmique scellée et un empilement de
disques serré, les autres étant tronqués ou éclatés (voir Figure 3.4). On note
également certains h-ROS dont les disques semblent avoir été déchirés (voir les
figures 3.3 et 3.4; en haut, au centre), de méme que plusieurs disques vésiculés

(voir sur les figures 3.3 et 3.4 les vésicules arrondies dont l'intérieur est clair).

Compte tenu que les résultats de la Figure 3.3 ont été obtenus avec des h-

ROS ayant été fixés et post-fixés dans un tampon Tris-HCI (voir la section 3.2.1),
selon les recommandations de Godchaux et Zimmerman (1979), et que le Tris-
HCl est fortement déconseillé comme tampon pour la fixation avec de la gluta-
raldéhyde (Hopwood. 1990), des essais ont été réalisés pour lesquels les h-ROS
ont été fixés et post-fixés dans un tampon cacodylate, selon les recommanda-
| tions de Hopwood (1990) et de Mercer et Birbeck (1972). La figure 3.5 est repré-
sentative des h-ROS fixés et post-fixés dans le cacodylate et elle montre bien,
encore une fois, que les h-ROS ayant a la fois une membrane plasmique scellée
et des disques empilés serrés (voir Schéma 1.3) se font trés rares. On n'en dé-
nombre qu'un ou deux au centre de la Figure 3.5, les autres apparaissant tel que

décrit pour les figures 3.3 et 3.4. Le cacodylate ne semblait donc pas avoir d'im-
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pact positif majeur sur l'intégrité des h-ROS, mais il a tout de méme été utilisé,

en remplacement du Tris-HCI, pour les essais subséquents.

L'effet de la variation de I'espacemerit piston-réceptacle32 sur l'intégrité
des h-ROS a été testé parce que la description que faisait Zimmerman et God-
chaux (1982) de I'espacement a utiliser était treés subjective. Selon eux, l'extré-
mité de la tige du piston (se trouvant hors du réceptacle) devait pouvoir décrire
un cercle de 5 cm de diametre lorsque le piston (portion de téflon qui sert a ho-
mogénéiser) touchait le fond du réceptacle. Or ce critére est tout a fait subjectif
puisqu'il dépend de la longueur du piston: pour un méme espacement, un pis-
ton court décrira un cercle beaucoup plus grand qu'un piston long. De méme,
une tige plus longue décrira un cercle plus grand. Cette notion d'espacement
est par ailleurs trés importante puisqu'un trop faible espacement peut faire que
tous les h-ROS isolés sont éclatés, alors qu'un espacement trop grand peut se
traduire par I'absence de h-ROS isolés. Des espacements de 0,25, 0,5, 1, 2 et 3
mm?33 ont donc été comparés et, bien que les meilleurs résultats aient été obte-
nus avec un espacement de 2 mm, l'intégrité des h-ROS ne s'en est pas trouvée
améliorée de fagon appréciable. Les figures 3.3-3.5 rendent typiquement compte
des résultats obtenus lorsqu'un homogénéisateur d'espacement égal a 2 mm a
été utilisé pour isoler les h-ROS. Les expériences subséquentes ont, elles aussi,

été réalisées avec un homogénéisateur d'espacement égal a 2 mm.

L'effet d'un ajout de sucrose (20%) ou NaCl (140 mM/isotonique) au

32 Cet espacement n'est autre que l'espace libre entre le piston et la paroi interne du réceptacle de
I'homogénéisateur Elvehjeim.

33 L'espacement a été mesuré a I'aide de méches de perceuse trés fines dont le diamétre est déter-
miné avec une trés grande précision. Ces mesures et ajustements ont été effectués a l'atelier de mé-
canique de I'Université du Québec a Trois-Riviéres.
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tampon cacodylate a aussi été vérifié. La Figure 2.3B est typique des résultats
obtenus en présence de lI'un ou l'autre des solutés et montre bien que ceux-ci
n'offrent aucun effet protecteur. On y observe le méme genre de structures que
sur les figures 3.3-3.5, i.e. des h-ROS tronqués, éclatés, ou pour lesquels les dis-
ques semblent déchirés (voir Figure 2.3B). Les micrographies des figures 2.3B et
3.3-3.5 ne réveélent donc aucune amélioration notable de l'intégrité des ROS car
la trés grande majorité des h-ROS obtenus n'ont pas une membrane plasmique
scellée entourant un empilement serré de disques (tel qu'illustré sur le Schéma

1.3).

La microscopie électronique a donc montré que, peu importe les condi-
tions de fixation/post-fixation utilisées, l'intégrité des h-ROS reste a toute fin
pratique inchangée (voir les figures 2.3B et 3.3-3.5). Ceci suggere que 'homogé-
néisation méme des rétines, et non la procédure de fixation/post-fixation, est
responsable de l'altération des h-ROS. Ainsi, I'homogénéisation ne permet pas
d'obtenir des ROS ayant a la fois une membrane plasmique scellée et un empi-
lement serré des disques. Par ailleurs, le dosage enzymatique de la G6PD confir-
me cet état de fait: méme si le taux net de production de NADPH par les h-ROS
est supérieur a celui des v-ROS, il n'en demeure pas moins inférieur a celui des
hs-ROS (voir Figure 2.4). De plus, certaines micrographies des préparations de
h-ROS (Figure 3.4 et d'autres non-présentées) ont révélé la présence de matériel
contaminant. On y distingue en effet (voir Figure 3.4; a gauche, au centre) de
toutes petites structures qui ne ressemblent pas du tout a des ROS ou méme des
disques vésiculés (voir les figure 3.3 et 3.4), ce qui a un impact sur le coefficient
de pureté (A280/ As00 nm) de ces h-ROS (voir Tableau 3.1). L'homogénéisation

des rétines est la méthode d'isolement des ROS pour laquelle le ratio A2g0/Aspo
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nm est le plus élevé, ce qui signifie que: 1) les h-ROS ne sont pas intacts et 2) ils
ne sont pas aussi bien purifiés que le prétendent Zimmerman et Godchaux
(1982) (voir Tableau 3.1, ainsi que les figures 2.3B et 3.3-3.5). Par conséquent, la
troisieme méthode d'isolement des ROS couramment utilisée, soit l'agitation

des rétines a la main, a été utilisée et comparée aux deux précédentes.

3.3.3 Evaluation de l'intégrité des segments externes de batonnets obtenus par
agitation a la main (hs-ROS)

L'agitation a été, dans le cas des hs-ROS, le premier parametre a étre étu-
dié et pour cause. La force déployée pour l'agitation a la main des rétines repré-
sente en effet un critére trés subjectif, une agitation douce (Molday et Molday.
1987) ou vigoureuse (Krebs et Kiithn. 1977; McDowell et Kiihn. 1977; Papermas-
ter et Dreyer. 1974) dépendant uniquement de I'évaluation qu'en fait 1'opéra-
teur. Des hs-ROS obtenus par agitation douce ou vigoureuse ont donc été pré-
parés et observés en microscopie électronique. Les figures 3.6A et 3.6B démon-
trent bien que, méme si l'agitation & la main constitue en soi la méthode d'iso-
lement la plus douce (voir les figures 2.3 et 3.1-3.6), une agitation vigoureuse
peut quand méme endommager les hs-ROS. La Figure 3.6B montre quelques
fragments de hs-ROS (a gauche, au centre et dans le coin supérieur), quelques
hs-ROS dont la membrane plasmique est rompue (coin supérieur droit) et plu-
sieurs hs-ROS contenant des disques vésiculés ou ayant perdu leur forme apla-
tie (voir Schéma 1.3), en plus des hs-ROS pour lesquels la membrane plasmi-
que semble, d'une part, intacte et, d'autre part, entourer un empilement assez
serré de disques (centre). La Figure 3.6A montre quant a elle qu'une agitation
douce permet d'obtenir plus de ROS ayant une membrane plasmique scellée et

un empilement serré des disques que le vortexage (voir les figures 2.3A et 3.1-
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3.2), 'homogénéisation (voir les figures 2.3B et 3.3-3.5) et 'agitation a la main
vigoureuse (voir Figure 3.6B). On note toutefois que l'agitation a la main ne
permet pas d'obtenir uniquement des ROS intacts (voir Figure 3.6A, en péri-

phérie).

Il est également important et intéressant de noter que, contrairement aux
préparations de h-ROS, les préparations de hs-ROS ne montraient pas de signe
de contamination (voir Tableau 3.1, ainsi que les figures 3.4 et 3.6). Le coeffi-
cient de pureté (Azgp/ Asgp nm) des hs-ROS était en effet beaucoup plus compa-
rable a celui des v-ROS (voir Tableau 3.1). Cependant, seule I'agitation des réti-
nes 2 la main permettait d'obtenir des ROS intacts (voir les figures 2.3A, 3.1, 3.2
et 3.6). L'agitation douce, et a la main, des rétines s'avérait donc étre la métho-
de de choix pour isoler des ROS le plus intact possible. C'est donc de cette fagon

qu'ont été isolés les hs-ROS pour les expériences subséquentes.

Pour les résultats relatifs a la Figure 3.6, les tampons de purification/fixa-
tion/post-fixation ne contenaient ni sucrose, ni NaCl (voir la section 3.2.1). Des
essais ont donc été effectués pour lesquels les tampons contenaient soit 20% su-
crose, soit 140 mM NaCl. La Figure 2.3C reflete les résultats typiques obtenus
dans chacune de ces deux conditions et on constate que l'ajout de NaCl ou de
sucrose aux tampons n'a ni effet positif ni effet négatif majeur sur l'intégrité
des hs-ROS (voir les figures 2.3C et 3.6A). Dans les deux cas, une forte propor-
tion des hs-ROS avaient une membrane plasmique scellée entourant un empi-
lement serré de disques. La coloration des coupes semblait toutefois affectée par
la présence de sucrose. En fait, les micrographies de ROS (qu'il s'agisse de v-

ROS, h-ROS ou hs-ROS) fixés/post-fixés dans des tampons contenant du sucro-
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se révélaient fréquemment la présence de précipités, lesquels étaient observa-

bles sous forme de taches noires plus ou moins grosses (voir Figure 3.5).

Pour la procédure habituelle de fixation/post-fixation, les ROS ont été
fixés pendant 1 h a température ambiante, lavés, puis post-fixés pendant 30 mi-
nutes a 4°C, chacune de ces étapes étant entrecoupée d'une centrifugation qui
permet de sédimenter les ROS. Or, toujours en vue d'améliorer ou préserver
I'intégrité des hs-ROS, certaines préparations ont été fixées pendant 16 h a 4°C,
post-fixées pendant 30 minutes a 4°C et, chaque fois que c'était nécessaire, sédi-
mentées par gravité seulement. En principe, cela devait permettre de minimi-
ser les étapes de manipulations des hs-ROS (resuspension avec des pipettes de
transfert), d'en minimiser la compaction et donc, de favoriser le maintien de
leur intégrité. La Figure 3.7 montre toutefois qu'il n'en est rien. En comparant
les figures 2.3C, 3.6 et 3.7, on constate qu'au contraire, cette fagon de procéder est
passablement dommageable pour les hs-ROS. On observe en effet, sur la Figure
3.7, beaucoup plus de fragments de hs-ROS et de hs-ROS pour lesquels la mem-

brane plasmique est éclatée, de méme que de nombreux disques vésiculés.

Finalement, des essais de fixation/post-fixation "en bloc" ont été effec-
tués pour permettre d'éliminer completement les étapes de sédimentation/re-
suspension. Il s'agissait de fixer (16 h a 4°C), laver (3 fois 15 min a 4°C) et post-
fixer (2 h a 4°C) les hs-ROS par simple infiltration des réactifs, tel que décrit par
Godchaux et Zimmerman (1979) et Fisher et al. (1993). Cependant, comme l'in-
dique la Figure 3.8, ces modifications n'ont pas permis de mieux préserver l'in-
tégrité des hs-ROS. La encore, il semble que cette procédure ait été plus dom-

mageable, comparativement a la procédure habituelle qui comporte des étapes
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de sédimentation/resuspension (voir les figures 2.3C, 3.6A et 3.7-3.8). La majo-
rité des hs-ROS ainsi obtenus sont désorganisés, i.e. qu'ils n'ont pas a la fois
une membrane plasmique scellée et un empilement serré de disques (voir Fi-
gure 3.8 et Schéma 1.3). Ceci suggere donc que, lors de la fixation/post-fixation
"en bloc", les réactifs n'ont pas suffisamment infiltré les échantillons pour bien

les fixer et ainsi préserver leur morphologie.

Bien qu'aucune des modifications apportées a la méthode de préparation
et/ou fixation/post-fixation des hs-ROS n'ait conduit a l'observation de plus de
50-60% de hs-ROS intacts (appréciation visuelle), les micrographies des figures
2.3 et 3.1-3.8, de méme que le taux de production de NADPH par la G6PD (voir
Figure 2.4) montrent clairement que les hs-ROS sont les seuls a étre intacts, i.e.
les seuls a avoir un empilement de disques serré et une membrane plasmique

scellée (voir Schéma 1.3).

3.3.4 Taux d'utilisation de l'acide [14CJarachidonique par les ROS

Alors que la microscopie électronique et les dosages de NADPH permet-
tent de s'assurer que l'absence d'activité PLA2 (dans nos conditions) n'est pas
due a la perte de I'enzyme ou d'une protéine régulatrice, la mesure du taux
d'utilisation de l'acide [4C]arachidonique par les ROS permet de vérifier que,
contrairement a ce que suggere Jelsema (1987), I'absence d'activité PLA2 n'est
pas non plus due au recyclage rapide de l'acide arachidonique généré vers d'au-
tres voies métaboliques. Ainsi, la Figure 3.9 montre clairement qu'il n'y a pas
d'augmentation significative du taux d'utilisation de l'acide [14Clarachidonique
en fonction du temps. Autrement dit, nous avons récupéré la méme quantité

d'acide [14CJarachidonique aux temps 0, 2, 5, 10 et 15 minutes, ce qui se traduit
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par un pourcentage d'utilisation nul. La Figure 3.9 montre les résultats obte-
nus avec le tampon décrit par Jelsema, mais des résultats tout a fait similaires

ont été obtenus avec le tampon décrit par Zimmerman (voir la section 3.2.3).

3.4  Discussion

Les différents résultats des figures 2.3-2.4 et 3.1-3.8 constituent donc la
premiére étude comparative des trois méthodes couramment utilisées pour
I'isolement des ROS. Ils ont permis de démontrer que seule l'agitation a la
main des rétines conduit a l'isolement de ROS intacts. Bien que Godchaux et
Zimmerman (1979) aient affirmé avoir isolé des h-ROS intacts par homogénéi-
sation des rétines, leurs résultats n'incluaient aucune mesure quantitative de
l'intégrité de leurs préparations. Leur seul critére d'évaluation consistait en
l'observation de coupes par microscopie électronique. Or les micrographies pu-
bliées par ces auteurs montrent clairement que les h-ROS de la bande II, suppo-
sément la plus intacte, ne coﬁtiennent pas un empilement régulier et compact
des disques (voir Schéma 1.3). Ceci laisse donc croire que les h-ROS ne sont pas
tout a fait intacts, et c'est ce que reflete les résultats des dosages de NADPH (voir

Figure 2.4).

Le dosage d'activité de la G6PD indique, de maniére quantitative, que les
hs-ROS sont plus intacts que les h-ROS, et que ceux-ci sont plus intacts que les
v-ROS. On pourrait penser qu'une contamination par des mitochondries pro-
venant de l'ellipsoide, un sous-compartiment du segment interne adjacent au
ROS et rempli de mitochondries (voir Schéma 1.3), est responsable de la plus
forte production de NADPH par les hs-ROS avant perméabilisation des mem-

branes (voir Figure 2.4). Les mitochondries, a cause de leur implication dans le
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métabolisme du glucose, sont en effet trés enrichies en activité G6PD (Lehnin-
ger. 1982). Par conséquent, une contamination des ROS par des mitochondries
entrainerait inévitablement une surestimation de l'activité G6PD endogene des
ROS et, du coup, une surestimation du degré d'intégrité de ces mémes ROS
(Schnetkamp et Daemen. 1981). Cependant, aucune des préparations de hs-
ROS examinées au microscope électronique n'a révélé la présence de telles mi-
tochondries. Par ailleurs, il a été rapporté (Uhl et Abrahamson. 1981) que seuls
les ROS de grenouilles, qui sont les plus gros du régne animal, peuvent se déta-
cher des photorécepteurs ailleurs qu'au niveau du cil connectif34 (voir Schéma
1.3). La probabilité que les hs-ROS, obtenus par agitation douce (voir les figures
2.3C et 3.6A), aient contenu des mitochondries qui auraient échappé a notre
attention est donc trés faible. La forte production de NADPH par les hs-ROS
non perméabilisés est donc interprétée comme étant due a une plus forte con-
centration de substrats endogenes, ce qui confirme le fait que les hs-ROS sont

plus intacts.

Les résultats des figures 3.1-3.8 démontrent également a quel point il est
difficile de préserver l'intégrité des ROS. Ainsi, malgré les nombreuses condi-
tions utilisées, et malgré que des coupes aient, chaque fois, été faites a différents
niveaux de profondeur dans les blocs d'échantillons, nous n'avons pu faire en
sorte d'observer plus de 50-60% de ROS intacts (appréciation visuelle). Ceci
pourrait s'expliquer, du moins en partie, par le fait que le cytosquelette des ROS
semble peu développé (Papermaster et al. 1978; Chaitin et al. 1984; Vaughan et
al. 1989; Fisher et al. 1993; Renthal et al. 1993). Les ROS seraient en effet beau-

34 Pour notre part, nous avons observé que certaines coupes effectuées sur des h-ROS (bandes I et 1)

. pa . q p -z rEl ) e ’
contenaient des mitochondries, ce qui suggére que 'homogénéisation des rétines peut également
provoquer la séparation des ROS ailleurs qu'au niveau du cil connectif.
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coup plus fragiles et beaucoup plus difficiles & préserver intacts que les seg-
ments internes de ces mémes batonnets et ce, parce que les ROS semblent con-
tenir peu de constituants cytosquelettiques (ex. microtubules, tubulines) par
rapport aux segments internes qui ont un cytosquelette bien développé (Paper-

master et al. 1978; Chaitin et al. 1984; Vaughan et al. 1989; Fisher et al. 1993).

Les résultats des figures 2.3-2.4 et 3.1-3.8 confirment donc que l'absence
d'activité PLA2 dans les ROS, telle que démontrée au Chapitre 2, n'est pas due a
la perte de l'enzyme ou d'une protéine régulatrice durant la purification des
ROS. En effet, si I'activité PLA2 détectée dans les ROS par Jelsema (1987), Zim-
merman et Keys (1988), et Castagnet et Giusto (1993) était véritablement due a
une PLA2 endogene, les 50-60% de hs-ROS intacts présents dans chacune des
préparations utilisées pour les diverses expériences auraient di amplement
suffire a la détecter; ce qui n'a pas été le cas. Les meilleures préparations de
ROS intacts qu'il nous ait été donné d'obtenir (voir les figures 2.3 et 2.4) ne con-
tenaient pas d'activité PLA2 endogeéne (voir la section 2.4, ainsi que les figures
2.1, 2.2 et 2.5-2.7), ce qui confirme notre hypotheése, a savoir que l'activité PLA2
rapportée par les auteurs sus-mentionnés est probablement due a une contami-
nation de leurs préparations par des composantes rétiniennes autres que les
ROS. De plus, la Figure 3.9 a permis de vérifier que l'absence d'activité PLA2
(dans nos conditions) n'était pas due au recyclage rapide des acides [14CJarachi-
doniques générés vers d'autres voies métaboliques, ce qui nous (Jacob et al.

1996) aurait alors empéché de détecter leur présence comme acides gras libres.

Les résultats ci-présentés constituent donc de trés forts arguments en fa-

veur de l'absence d'activité PLA2 dans les ROS purifiés intacts.
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3.6 Légendes des figures

Figure 3.1: Micrographie de v-ROS fixés a la température ambiante. Les
v-ROS ont été isolés et purifiés, puis fixés et post-fixés selon les procédures dé-
crites aux sections 2.3.2 et 3.2.1, respectivement. La température ambiante va-

riait entre 18 et 23°C. Grossissement: 10 000 X.

Figure 3.2: Micrographie de v-ROS fixés a 4°C. Les v-ROS ont été isolés et
purifiés selon la procédure décrite a la section 2.3.2. Ils ont ensuite été fixés et
post-fixés, tel que décrit a la section 3.2.1, exception faite que la fixation durait 16

h 2 4°C. Grossissement: 10 000 X.

Figure 3.3: Micrographie de h-ROS fixés a la température ambiante dans
un tampon Tris-HC1-20% sucrose. Les h-ROS ont été isolés et purifiés tel que
décrit a la section 2.3.3, puis fixés et post-fixés a la température ambiante dans
un tampon Tris-HCI contenant 20% de sucrose, selon la procédure détaillée a la

section 3.2.1. Grossissement: 4 500 X.

Figure 3.4: Micrographie de h-ROS fixés a 4°C dans un tampon Tris-HCl-
40% sucrose. Les h-ROS ont été isolés, purifiés, fixés et post-fixés tel que décrit
dans la légende de la Figure 3.3, sauf que la fixation se faisait a 4°C pendant 16 h,

dans un tampon Tris-HCI contenant 40% de sucrose. Grossissement: 4 500 X.

Figure 3.5: Micrographie de h-ROS fixés a la température ambiante dans
un tampon cacodylate. Les h-ROS ont été isolés, purifiés, fixés et post-fixés tel

que décrit dans la légende de la Figure 3.3. Un tampon cacodylate a toutefois été
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utilisé pour la fixation/post-fixation (voir a la section 3.2.1 pour la composition

du tampon). Grossissement: 4 500 X.

Figure 3.6: Micrographies de hs-ROS fixés a la température ambiante. A)
hs-ROS obtenus par agitation douce des rétines. Grossissement: 10 000 X. B) hs-
ROS obtenus par agitation vigoureuse des rétines. Grossissement: 7 000 X. Les
hs-ROS ont été isolés et purifiés tel que décrit a la section 2.3.4. Ils ont ensuite

été fixés et post-fixés tel que décrit a la section 3.2.1.

Figure 3.7: Micrographie de hs-ROS fixés a 4°C et sédimentés par gravité.
Les hs-ROS ont été isolés par agitation douce et purifiés tel que décrit a la sec-
tion 2.3.4. Ils ont ensuite été fixés et post-fixés selon la procédure présentée a la
section 3.2.1, excepté que la fixation se faisait a 4°C pendant 16 h et que les hs-
ROS n'ont jamais été centrifugés. Chaque fois que c'était nécessaire, ils étaient

sédimentés par la seule force gravitationnelle. Grossissement: 7 000 X.

Figure 3.8: Micrographie de hs-ROS fixés a 4°C "en bloc". Les hs-ROS ont
été isolés et purifiés, puis fixés et post-fixés, tel que décrit dans la légende de la
Figure 3.7. Cependant, aucune manipulation de type de resuspension/sédi-
mentation n'a été effectuée. Ces hs-ROS ont été fixés et post-fixés par simple

infiltration des réactifs. Grossissement: 7 000 X.

Figure 3.9: Mesure du taux d'utilisation de l'acide [14Clarachidonique par
les ROS. L'expérience a été effectuée tel que décrit a la section 3.2.3. Les résul-
tats (moyenne + écart type) sont représentatifs d'une expérience réalisée en qua-

driplicata.



Tableau 3.1: Résumé des caractéristiques des v-ROS, h-ROS et hs-ROS

Coefficient de pureté? Production Membrane Disques
(A280/ As00 nm) de NADPH plasmique
v-ROS 22-2.6 faible éclatée dispersés;

souvent vésiculés
h-ROS 2.8-4.0 moyenne souvent rompue souvent dispersés;

souvent vésiculés;

parfois déchirés
hs-ROS 2.3-27 élevée souvent intacte souvent empilés;

trés peu dispersés

a Bien que le vortexage et I'agitation a la main permettent d'obtenir des ROS dont le coefficient de pureté est similaire, le rendement de
ces deux méthodes, en termes de quantité de rhodopsine récupérée par oeil, est trés différent. Le rendement de la méthode d'isolement par
agitation a la main est en effet de beaucoup inférieur.

61¢
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Figure 3.2: Micrographie de v-ROS fixés a 4°C
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Figure 3.3: Micrographie de h-ROS fixés a la température ambiante dans un

tampon Tris-HCI-20% sucrose

Figure 3.4: Micrographie de h-ROS fixés a 4°C dans un tampon Tris-HC1-40%

sucrose
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Figure 3.5: Micrographie de h-ROS fixés a la température ambiante dans un

tampon cacodylate
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Figure 3.6: Micrographies de hs-ROS fixés a la température ambiante
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Figure 3.8: Micrographie de hs-ROS fixés 4 4°C "en bloc"
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41 LIST OF ABBREVIATIONS

pBPB p-bromophenacyl bromide

[14CIPAPC 1-palmitoyl-2-[14Cq]arachidonoylphosphatidylcholine
[14C]JPAPE 1-palmitoyl-2-[14C1]arachidonoylphosphatidylethanolamine
[14CIDOPC 1-[14C1]-oleoyl-2-[14C1]-oleoylphosphatidylcholine

DAG 1,2-diacylglycerol

DMPM dimyristoylphosphatidylmethanol

DTT dithiothreitol

E-64 trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)butane
GTP[S] guanosine 5'-[y-thio]triphosphate

lysoPC lysophosphatidylcholine

oG n-Octyl glucoside

PAPE 1-palmitoyl-2-arachidonoylphosphatidylethanolamine

PE phosphatidylethanolamine

PLA2 phospholipase A2

cPLA2 cytosolic PLA2

iPLA2 Ca?+-independent PLA2

sPLA2 secretory PLA2

PLC phospholipase C

10PyPM 1-O-hexadecyl-2-[pyrenejp]ldecanoyl-sn-3-phosphomethanol

10Py-decanoic acid [Pyrenejgldecanoic acid
RPE Retinal pigment epithelium
bf-TLC "back-and-forth"-Thin layer chromatography
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42  SYNOPSIS

We have recently demonstrated the presence of phospholipase A2 (PLA2)
activity in bovine retinal pigment epithelium (RPE) cells [Jacob et al. (1996) J.
Biol. Chem. 271, 19209-19218]. We report here our results on the characteriza-
tion of this RPE-PLA2 activity. We show that RPE probably contains two types
of PLA2 enzyme, as indicated by the results obtained with different PLA2-active
fractions eluted from a cation-exchange column and treated with Ca2+/EGTA,
dithiothreitol, p-bromophenacyl bromide or heat. These results, in addition to
those from PLA2 assays using different substrates, also suggest that RPE-PLA2
enzymes are different from well-known secretory, cytosolic and CaZ*-indepen-
dent PLA2. Sequential extraction of RPE with 1) isotonic, 2) hypertonic and 3)
detergent-containing PBS argues for the presence of weakly membrane-associa-
ted enzymes. Control experiments using "back-and-forth" TLC allowed us to
discriminate between PLA2 and phospholipase C/diacylglycerol lipase activity
and confirmed that, in our assay conditions, the release of fatty acids was
indeed due to PLA2 enzymes. These results, together with those obtained by
treating of RPE homogenates with H»SO4, guanosine 5'-[y-thio]triphosphate,
ATP and different protease inhibitors, permitted us to make the first characteri-
zation of these RPE-PLA2 enzymes. We conclude that RPE contains novel
types of PLA2 enzyme that are different from the secretory, cytosolic and CaZ+-

independent forms.
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4.3 INTRODUCTION

Phospholipases A2 (PLA2) are important enzymes involved in the turnover of
phospholipids. They catalyze the hydrolysis of sn-2 fatty acyl chains and are
thus responsible for the production of fatty acids and lysophospholipids which
may then be further metabolized into many types of inflammatory lipid
mediators [1-4]. Alternatively, non-esterified fatty acids so generated could act

as second messengers in signal transduction [5-8].

There are numerous types of PLA2. They have been isolated from different
sources and classified into three major groups: secretory PLA2 (sPLA2), which
are subdivided into three subgroups according to their evolutionary relation-
ship [9]; cytosolic PLA2 (cPLA2); Ca2*-independent PLA2 (iPLA2), which are also
subdivided into three subgroups according to their biochemical characteristics
[10]. These are indeed distinguished on the basis of many criteria, including
their primary structure, subcellular localization, molecular mass, Ca2+-require-
ment, substrate preference, and sensitivity to denaturing treatments (Hz504,
dithiothreitol (DTT), p-bromophenacyl bromide (pBPB) and heat) [10-13]. This
is an operational classification which is widely accepted and used to characteri-
ze PLA2, as well as to define procedures to purify them from new sources. In
the future, this classification will certainly be refined, since recent results from
Thomson and Clark [14], Buhl et al. [15], as well as Soubeyrand et al. [16], suggest
that other groups or subgroups could be needed to describe newly discovered

and cloned PLA2.

We have recently demonstrated [17] that PLA2 activity is present in bovine
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retinal pigment epithelium (RPE), a subretinal fraction which is enriched with
RPE cells. We have shown that PLA?2 activity present in RPE homogenate was
active at alkaline pH [17]. In order to characterize, for the first time, the mini-
mum number of PLA2 enzymes present in RPE, as well as their properties, we
tested the effects of H5O4, guanosine 5'-[y-thioltriphosphate (GTP[S]) and ATP
on RPE homogenate. Then, we measured the subcellular distribution of PLA2
activity in RPE by sequentially extracting it with isotonic, hypertonic, and
detergent-containing PBS. We also tested different substrates for PLA2 hydro-
lysis, and control experiments using "back-and-forth” TLC (bf-TLC) allowed us
to confirm that, in our assay conditions, the hydrolysis of fatty acids was not
due to the combined action of phospholipase C (PLC) and diacylglycerol (DAG)
lipase but rather to PLA2. Moreover, we looked at the effects of Ca2*/EGTA,
DTT, pBPB and heat on different PLA2-active fractions collected after elution of

an RPE-high salt extract on a cation-exchange chromatography column.

We present here the first results on the operational characterization of RPE-
PLA2 activity. From these results, we conclude that RPE probably contains two
types of PLA2 enzyme. Moreover, on comparing the properties of RPE-PLA2
with those of sSPLA2, cPLA2, and iPLA2, RPE-PLA2 appéared to be quite diffe-
rent, suggesting the presence of novel types of PLA2 which could be part of

either a new group or a new subgroup of PLA2 enzymes.



44  MATERIALS AND METHODS

4.4.1 Materials

1-Palmitoyl-2-[14Clarachidonoylphosphatidylcholine ([14CIPAPC), 1-palmitoyl-2-
[14C]arachidonoylphosphatidylethanolamine ([14CIPAPE) and 1-oleoyl-2-
[14CJoleoylphosphatidylcholine ([14C]DOPC) were from Dupont Canada. 1-O-
Hexadecyl-2-[pyrenejpldecanoyl-sn-3-phosphomethanol (10PyPM) and
[pyreneigldecanoic acid (10Py-decanoic acid) were from Molecular Probes.
Dimyristoylphosphatidylmethanol (DMPM), 1-palmitoyl-2-arachidonoylphos-
phatidylethanolamine (PAPE), egg lysophosphatidylcholine (lysoPC) and egg
phosphatidic acid were from Avanti Polar Lipids. 1-Stearoyl-2-arachidonoyl-
phosphatidylcholine (SAPC), NaNj3, fatty acid-free BSA and pBPB were from
Sigma. Aprotinin, leupeptin, trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidi-
no)butane (E-64), DTT, n-octyl glucoside (OG), EGTA, EDTA, ATP, GTP[S], 1,2-
diolein and arachidonic acid were from Boehringer Mannheim. Chloroform,
methanol, heptane, isopropyl ether, acetic acid and H2504 were from Fisher

Scientific. TLC plates were LK6D silica gel 60A from Whatman.

4.4.2 Preparation of RPE
RPE was prepared from fresh bovine eyes as described previously [17] and was

either used immediately or divided into aliquots and stored at -80°C.

4.4.3 Extraction of RPE

After addition of protease inhibitors (2.8 uM E-64, 0.06 uM aprotinin, 1 pM
leupeptin and 100 uM EDTA, final concentrations), RPE was homogenized 10
times with 3 vol. of PBS6x (50 mM NaHPO4/600 mM NaCl, pH 7.5) in a tight-
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fitting glass homogenizer. After centrifugation of the homogenate (140 000 g;
4°C; 1h; Beckman 70.1 Ti rotor), the resulting supernatant was collected and
used for all experiments except those presented in Table 4.1. In this case, RPE
was first homogenized with PBS1x (50 mM Na;HPO4/100 mM NacCl, pH 7.5)
and centrifuged as described above. The resulting supernatant was collected as
"supernatant-PBS1x" and the pellet was washed once with PBS1x in the same
conditions. "Wash-PBS1x" supernatant was collected whereas the pellet was
treated as described using PBS6x. After supernatant-PBS6x and wash-PBS6x had
been recovered, the pellet was resuspended in PBS1x containing 1% OG and
treated as described above. Both supernatant-PBS1xOG and wash-PBS1xOG
were collected. Before use, supernatant- and wash-PBS6x, as well as superna-
tant- and wash-PBS1xOG were dialyzed overnight at 4°C against PBS1x with
two changes of buffer. The H>SO4 extraction was carried out as described by

Apitz-Castro et al. [18].

44.4 Radiometric measurement of PLA2 activity

PLA2 assays with either [14C]PAPC, [14C]JPAPE+DMPM, [14C]PAPC+DMPM or
[14C]DOPC+DMPM were performed as described previously [17]. Briefly, the
assay buffer contained 50 mM Tris-HCI, pH 9.0 (or 50 mM glycine), 3 mM CaCly,
30 mM MgCly and 100 mM NaCl. [4CIPAPE+DMPM, [14C]PAPC+DMPM, and
[14CIDOPC+DMPM were used at 1:1 molar ratios. Where indicated, GTP[S] (200
uM) or ATP (10 mM) was included. Incubation was done at 37°C with 1.85
nmol of phospholipid and 50 pg of proteins per tube. Total volume was 200 ul.
The enzymatically released [14C]Joleic or [14CJarachidonic acids were extracted
and quantified by liquid scintillation counting. PLA2 activity was expressed as

pmol of [14Cloleic or [14Clarachidonic acid released/mg of proteins and was
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corrected for the presence of unlabelled DMPM, if present. When homogenate
was assayed, the activity was corrected for the presence of endogenous unlabel-

led phospholipids as described [17]. Zero-time values were subtracted.

4.4.5 Fluorimetric measurement of PLA2 activity

PLA2 assays with 10PyPM were performed as described by Bayburt et al. [19].
Enzymatic reactions were started by the addition of 1.85 nmol of phospho-
lipid/well. The assay buffer contained 50 mM Tris-HCI, pH 9.0, 100 mM Na(l], 2
mM CaClp, 1 mg/ml BSA. Incubation was at 22°C with 20 ul of protein samples
in a total volume of 200 pl. Fluorescence (excitation wavelength 345 nm;
emission wavelength 377 nm) was read with a Perkin Elmer LS50B spectrofluo-
rimeter. PLA2 activity was expressed as pmol of 10Py-decanoic acid relea-
sed/mg of proteins. Zero-time values were subtracted. For Table 4.3, protein
samples were first incubated for 15 min at 37°C (as described by Hara et al. [20])
with 2 mM Ca2+ (control), 3 mM DTT, 1 mM pBPB or 3 mM EGTA and then
cooled to 4°C, before the addition of the substrate and transfer to 22°C. Heat-
treated samples (20 min at 60°C [21]) were also cooled to 4°C before addition of

10PyPM and transfer to 22°C for the activity measurements.

4.4.6 Discrimination between PLA2 and PLC activity using bf-TLC

To determine whether [14C]-labelled fatty acids were released as a consequence
of PLA2 activity or PLC coupled to DAG lipase activity, we used the radiometric
assay of RPE, using [14C1DOPC+DMPM as described. However, total lipids were
extracted with chloroform/methanol, according to the procedure of Miljanich
[22]. The extract was then evaporated to dryness by heating under an argon

stream, resuspended in 100 pl chloroform/methanol (2:1, v/v), applied on TLC
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plates and resolved according to a new TLC method (bf-TLC) . The first solvent
system consisted of chloroform/methanol/water (14:6:1, by vol.). Migration
was stopped 2 cm away from the top of the plate. This first step allowed the
separation of [14CllysoPC, [14C]DOPC and DMPM, whereas [14Cloleic acids and
[14CIDAGs both migrated with the solvent front [23]. Solvent was evaporated
from the plate which was then put upside-down in a second TLC chamber
containing just enough of the second solvent system (heptane/isopropyl
ether/acetic acid, 60:40:4, by vol.) to cover 1 cm of the plate height. Solvent was
allowed to migrate over only half of the plate to separate [14CJoleic acids and
[14CIDAGs [23] without overlapping the compounds separated in the first
migration. Solvent was evaporated and separation was visualized with Ip
vapours. Spots corresponding to fatty acid, DAG, lysoPC and SAPC standards
were identified, individually scraped and collected in scintillation vials. I was
allowed to evaporate and liquid scintillation cocktail was added for quantifi-
cation. PLA2 activity was expressed as pmol of [14C]-labelled hydrolysis pro-

ducts/mg of proteins and was corrected for the presence of unlabelled DMPM.

4.4.7 Cation-exchange chromatography

RPE homogenate was extracted directly with PBS6x and centrifuged (140 000 g;
4°C; 1h; Beckman 70.1 Ti rotor). The supernatant was collected, adjusted to pH
6.0, agitated for 1h at 4°C and centrifuged as described above. The resulting
supernatant was collected, mixed with Sephadex G10 (1.5 ml of swollen gel/50
ml), gently agitated for 1h at 4°C to adsorb suspended lipids and centrifuged
again as described above. Cleared supernatant was filtered (1 pm Whatman
filters) and then injected onto a Fractogel EMD SO3™-650S column (150 X 10
mm) equilibrated with PBS1x pH 6. Unbound proteins were eluted with PBS1x
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pH 6 and a single-step gradient (50 mM NapHPO4/2 M NaCl, pH 6.0) was then

applied to elute bound proteins.

4.4.8 Other methods
Protein concentration was determined using the Lowry protein assay kit from

Sigma.
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4.5 RESULTS AND DISCUSSION

We have recently [17] published data on the presence of PLA2 activity in bovine
RPE, a subretinal fraction which is enriched RPE cells. There had been two pre-
vious reports on uncharacterized PLA activity in RPE [24, 25], but these papers
focused on lysosomal PLA activity which was optimal at pH 4.5. This is thus
very different from PLA2 activities that we measured and which were shown
to be optimally active at alkaline pH [17]. To identify better and classify these
RPE-PLA2 enzymes more efficiently, we have tested the effects of Ca2t*/EGTA,
DTT, pBPB, HySO4, GTP[S], ATP, and different substrates on PLA2-active frac-
tions obtained using different methods. We report here the first operational

characterization of the minimum number of PLA2 enzymes detected in RPE.

4.5.1 RPE-PLA2 enzymes are inactivated by H,SO4 like cPLA2 but inhibited by
GTPIS] and ATP unlike sPLA2, cPLA2 and iPLA2

Given that sPLA2 but not cPLA2 may be acid-extracted without inactivation
(18), we measured PLA2 activity in HpSO4 extracts from RPE. Since we detected
no more than 0.5%0.1% (meantS.D. of triplicates from two separate experi-
ments) of PLA2 activity in neutralized RPE-HSOy4 extracts, as compared with
untreated controls, it is clear that RPE-PLA2 was inactivated by HpSO4. This
suggests that RPE-PLA2 are not of the sPLA2 type. We also tested the effects of
GTP[S] and ATP on RPE-PLA2 activity because of reports on the regulation of
cPLA2 and iPLA2 by these nucleotides [26-35]. GTP[S] and ATP caused inhibi-
tion to 54.744.6% and 59.616.2% (meantS.D. of triplicate determinations from
two separate experiments) of untreated control RPE-PLA2 activity, respectively.

The ineffectiveness of ATP in stimulating RPE-PLA2 activity suggests that RPE
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does not contain iPLA2 of the myocardial, platelet, pancreatic, or macrophage
type (as described by Hazen et al. [32], Margalit et al. [33], Ramanadham et al. [34],
and Ackermann et al. [35]), which were all shown to be stimulated two- to six-
fold by ATP. Similarly, the ineffectiveness of GTP[S] in stimulating RPE-PLA2
activity suggests that it is different from cPLA2 since none was shown to be
inhibited by GTP[S] [26-31]. Thus, these results suggest that RPE-PLA2 represent
novel types of PLA2 which may be down-regulated by ATP and GTP[S] through

kinases and/or G-proteins.

4.5.2 Identification of weakly membrane-associated PLA2 in RPE; evidence for
the presence of membrane-bound regulatory components in RPE

To determine the subcellular localization of RPE-PLA2, we measured PLA2
activity in supernatants sequentially collected after extraction of the homogena-
te with PBS1x, PBS6x and PBS1xOG. Interestingly, Table 4.1 shows that RPE
apparently contains an endogenous PLA2 inhibitor since the total of all super-
natant and wash fractions yielded more than twice (238.41£20.1%) the activity
originally measured in the homogenate-PBS1x (100.0£12.2%). Given that
PBS1x and PBSéx extracted 220.4£19.9% of PLA2 activity as compared with the
homogenate (100.0£12.2%), this suggests that PBS1x and PBS6x did not co-
extract the PLA2 inhibitor and thus, that it is not a soluble or weakly membra-
ne-associated one. This is consistent with our results on the effect of GTP[S]
and ATP (see text above), which suggest that RPE-PLA2 activity could be down-
regulated by a more tightly membrane-bound protein, namely a G-protein [36-
40]. Moreover, it seems very improbable to us that this increase in activity
reflects the removal of endogenous unlabelled phospholipids (which would

dilute the radiolabelled substrate) since, as described in "Radiometric measure-
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ment of PLA2 activity”, PLA2 activity of the homogenate was corrected for the

presence of these endogenous phospholipids.

After normalization of the PLA2 activity recovered in each fraction to 100%,
the resulting "relative percentage of PLA2 activity extracted" indicates that
most, if not all, of RPE-PLA2 is weakly membrane-associated (Table 4.1). PBSIx,
PBS6x and PBS1xOG extracted 32.110.5%, 61.7£7.8% and 6.3+0.1% of PLA2 acti-
vity, respectively. PBSIx and PBS6x were thus sufficient to extract more than
90% of total RPE-PLA2 activity, suggesting that RPE mainly possesses PLA2

enzymes that are soluble and/or weakly membrane-associated.

4.5.3 RPE-PLA2 enzymes have a substrate selectivity that is different from that
of sPLA2, cPLA2 and iPLA2

Since sPLA2 are known to preferentially hydrolyze phosphatidylethanolamine
over phosphatidylcholine without being selective for the sn-2 fatty acid [13],
whereas cPLA2 and soluble iPLA2 are selective for sn-2 arachidonic acid but not
for polar headgroups [10-11], we measured the PLA2 activity of a high salt
extract of RPE towards different substrates. We compared the hydrolysis rates
of [14CIPAPC, [4CIPAPC+DMPM, [14CIJPAPE+DMPM, and 10PyPM and found
that RPE-PLA2 have a strong preference for the anionic phosphomethanol
group of 10PyPM over the zwitterionic phosphocholine group of [14CJPAPC.
Indeed, even at 22°C, we observed more than a 100-fold increase in the
hydrolysis of 10PyPM (2224.1+569.3 pmol/h per mg) over [14C]JPAPC (21.4£3.9
pmol/h per mg) at 37°C. This preference is also evidenced, although less mar-
kedly, by the 3-fold increase obtained by simply adding DMPM (50% molar
ratio) to [14CJPAPC (63.7+3.4 pmol/h per mg). Results with [14C]JPAPC and
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[14C]JPAPC+DMPM are meantS.D. of triplicate determinations from two sepa-
rate experiments whereas results with 10PyPM are meantS.D. of triplicate

determinations from five separate experiments.

Although we cannot rule out that this increase reflects an acyl chain-selectivity,
we do not favor this possibility because no PLA2 has yet been shown to be selec-
tive for fatty acids other than polyunsaturated fatty acids (11-13, 41-42). Never-
theless, if RPE-PLA2 were found to be selective for saturated fatty acids, this
would also constitute a novel property. Moreover, this increase would not be
due to the presence of BSA (which is known to bind free fatty acids) in the
10PyPM-assay buffer since addition of BSA to the [IACJPAPC+DMPM assay
buffer did not allow us to recover as much activity with [14C]PAPC+DMPM
(81.5+1.8 pmol/h per mg, meantS.D. of triplicate determinations from two
separate experiments) as with 10PyPM. We thus interpret these results as indi-
cating that RPE-PLA2 binds more tightly to substrate vesicles with a negatively
charged surface (phosphomethanol) instead of having a preference for satura-
ted myristoyl-containing phospholipids over polyunsaturated arachidonoyl-

containing phospholipids.

The low levels of activity observed towards [14C]PAPE+DMPM (16.6£6.3
pmol/h per mg) suggest that, in contrast with what is known for sPLA2, it is
not a good substrate for RPE-PLA2. At first glance, one might think that this
low level of [14Clarachidonic acid release from [M4C]PAPE is due to a property of
phosphatidylethanolamine (PE) bearing unsaturated fatty acid(s) at the sn-1
and/or sn-2 position(s). Indeed, "unsaturated PE" has a natural tendency to

form hexagonaljy (Hj) phases at low temperatures in an aqueous environ-
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ment, instead of lamellar phases (43). Given that the lamellar-Hjj transition
temperature of PAPE has not yet been determined (44), and that saturated fatty
acids are known to hinder this Hjj phase-forming tendency of unsaturated PE
(43, 44), DMPM (50% molar ratio) was added to [14CIPAPE in the PLA2 assay.
Moreover, 31P-NMR of this mixture (PAPE/DMPM, 1:1 molar ratio) allowed us
to determine the distribution of PAPE between lamellar and Hjj phases. We
found that, in our assay conditions, PAPE was essentially organized into lamel-
lar structures (to be published elsewhere). This means that, even in the presen-
ce of DMPM, which ensures the formation of mixed vesicles, [14CIPAPE is still
not a good substrate for RPE-PLA2. Taken together, these results thus support
our hypothesis that RPE-PLA2 are different from the well-known sPLA2, cPLA2
and iPLA2 forms.

4.5.4 Release of fatty acids results from PLA2 activation in RPE

Given that PLCs are also ubiquitous enzymes [45-46] acting on phospholipids,
and that arachidonic acid may be generated through the sequential action of
PLC and DAG lipases, we measured both PLC and PLA2 hydrolysis products in
our assay conditions. Since RPE-PLA2 was not strictly selective for arachido-
noyl-containing phospholipids (see above), [14C]IDOPC with both chains radiola-

belled was used as the substrate (in mixed vesicles with DMPM).

In order to separate all possible PLA2- and PLC/DAG lipase hydrolysis products,
we developed a rapid and simple modified version of the TLC technique which
we called bf-TLC. As described in the Materials and Methods section, the first
solvent system allowed the separation of lysoPC (Rf; 0.15), phosphatidylcholi-
ne (Rpp 0.33), phosphatidic acid (Rr1 0.43), and phosphatidylmethanol (Rfj 0.52)
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in the "forth" dimension, whereas the second solvent system allowed the sepa-
ration of 1,2-DAGs (Rf2 0.25) and free fatty acids (Rp2 0.5) in the "back” dimen-
sion. Thus, parallel formation of [14C]lysoPC and [14C]oleic acid would indicate
PLA2 activity, whereas the formation of [14C]DAG or only [14C]oleic acid would
indicate PLC or PLC plus DAG lipase activity. Moreover, as suggested by the
migration pattern of the phosphatidic acid standard, this technique would also

allow us to detect PLD activity.

The production of [14CJoleic acid and [14C]lysoPC with RPE increased similarly
with time (Figure 4.1), thus confirming the presence of PLA2 activity. There
was also a small increase in [14C]DAG with time, which is likely to be due to
PLC activity. If there had been a concerted action of a PLC and a DAG lipase,
then the amount of [14CIDAG should have decreased as the amount of
[14C]Joleic acid increased, which did not happen. Figure 4.1 shows that the con-
tribution of PLC/DAG lipase activities to the accumulation of [14CJoleic acid is
negligible, since the level of [14C]DAG remained almost constant over time.
Since there was no production of phosphatidic acid, we conclude that there is
no PLD activity in RPE in our assay conditions (not shown). Figure 4.1 thus
shows that, in our assay conditions, the release of [14C]-labelled fatty acids was a

direct consequence of PLA2 activity.

4.5.5 RPE contains different types of PLA2-active fractions

Elution of a high salt extract of RPE on a cation-exchange chromatography
column revealed the presence of more than one PLA2-active fraction. Figure
4.2A shows a typical elution profile of proteins whereas Figure 4.2B shows the

distribution of PLA2 activity among the diverse fractions tested. There were
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two types of PLA2-active fractions in RPE: RPE-1, which was eluted with
unbound proteins by a low salt buffer, and RPE-10, which bound to the column
and was eluted by a high salt buffer. Although RPE-1 and RPE-10 originate
from different elution peaks and should thus contain different types of proteins
(Figure 4.2A), they had similar levels (26 and 36%) of PLA2 activity (Table 4.2).
Thus, the elution time, the low protein content and the high activity content of
both RPE-1 and RPE-10, as well as the decrease in PLA2 activity from fractions 1
to 8 suggest that PLA2 activity in RPE-10 is not due to overloading of the
column with PLA2 activity from RPE-1 (Figure 4.2, Table 4.2). Together, these
results suggest that RPE-1 and RPE-10 could contain different types of PLA2,

and both were thus selected for further characterization.

4.5.6 RPE probably contains two different PLA2 enzymes

Since the different types of PLA2 so far characterized differ in their sensitivity
to Ca2+/EGTA, DTT, pBPB and heat [10-13], we have tested the effects of these
agents on the selected PLA2-active fractions, namely RPE-1 and RPE-10 (Figure
4.2, Table 4.2). As can be seen in Table 4.3, RPE-PLA2 activity is essentially Ca2+-
dependent since EGTA caused 99.311.1% and 94.84+4.6% inhibition in RPE-1 and
RPE-10, respectively. This is consistent with the 89.0+0.0% inhibition observed
for the whole cytosol. Moreover, it indicates that there are probably two types
of PLA2 enzymes in RPE, since PLA2 activity found in RPE-1 was DTT-resistant
whereas that in RPE-10 was DTT-sensitive (14.5£7.8% and 75.4+12.2% inhibi-
tion, respectively). Again, this is consistent with the intermediate response
(62.0£11.3% inhibition) of the whole cytosol (Table 4.3). Concerning the effect
of pBPB, PLA2 activity in RPE-cytosol, RPE-1, and RPE-10 was completely

abolished (100.0£0.0% inhibition in all cases, determined in comparison with a
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vehicle control) by this histidine modifying reagent well-known as an inhibitor

of type I and II sPLA2.

PLA2 activity of both RPE-1 and RPE-10 is essentially thermo-resistant, as
shown by the 89.74£5.3% and 92.7+7.4% activity still remaining after the heat-
treatment. This is slightly different from what we observed for RPE-cytosol
which showed only 57.5+10.6% activity after such a treatment (Table 4.3).
Although we have no definite explanation for this decrease, it might be due to
a non-specific aggregation or trapping of PLA2 enzymes by thermo-sensitive
proteins. Since over 90% of the proteins were removed by cation-exchange
chromatography (Figure 4.2 and Table 4.2), aggregating proteins would probably
be absent from the RPE-1 and RPE-10 fractions, leaving the thermo-resistant
RPE-1- and RPE-10-PLA2 activity. Moreover, these results were very reproduci-
ble, and purified cPLA2 and sPLA2 were included in the assay as well-characte-
rized positive (heat-sensitive) and negative (heat-resistant) controls, respective-
ly. These two points strongly argue against the possibility of spurious results.
Table 4.3 thus strengthens our conclusion from Figure 4.2 and Table 4.2 that

RPE possesses more than one type of PLA2 enzyme, probably two.

4.5.7 Summary of evidence for RPE-PLA2 being different from sPLA2, cPLA2
and iPLA2

Table 4.4 summarizes our results from Table 4.3 and shows that: 1) RPE-1 PLA2
is Ca2+-dependent, pBPB-sensitive, and heat- and DTT-resistant, 2) RPE-10
PLA2 is also Ca2+-dependent, pBPB-sensitive and heat-resistant, but it is DTT-
sensitive. These results strongly argue for the presence of two different PLA2

in RPE and suggest that they are different from the already known forms of the
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enzyme. Indeed, there are actually three groups of PLA2 that can be distin-
guished according to their sensitivity to Ca2+/EGTA, DTT, pBPB, heat, Hy504,
nucleotides and different substrates [9-13, 18]: SPLA2 (subgroups I, II and III),
cPLA2 and iPLA2 (subgroups I, I and III). In the future, this operational classi-
fication will have to be refined as more PLA2 enzymes are cloned and characte-
rized, and other groups (or subgroups) delineated [14-16]. When we compare
the characteristics of RPE-PLA2 with those of sPLA2, cPLA2 and iPLA2 (Table
4.4), we conclude that RPE-PLA2 enzymes are different. They appear to share
some of the characteristics of SPLA2 and cPLA2 at the same time. The most
prominent point is that RPE-PLA2 enzymes are all pBPB-sensitive, like sPLA2,
whereas they are all inactivated by H2SO4 extraction, like cPLA2. This suggests
that RPE-PLA2 may have to be included in either a new group or subgroup of
PLA2. Further experiments are certainly needed to confirm our results, but it
could be significant that the eye is a closed organ because of the blood/ocular
barrier, and retinal cells may have evolved expressing PLA2 of a new group (or
subgroup). Two interesting recently published papers [47, 48] support this idea
by demonstrating that transducin, a heterotrimeric G-protein present in rod
cells, also shares some characteristics with the small monomeric "Ras-like" G-

proteins.

In summary, RPE-PLA2 enzymes have been shown to be H504-sensitive, like
cPLA2, but pBPB-sensitive, like sPLA2. Moreover, RPE-PLA2 activity is partly
inhibited by GTP[S] and ATP (see text), unlike cPLA2 and iPLA2, which are
known to be stimulated by these nucleotides. RPE-PLA2 have also been shown
to be regulated by an endogenous PLA2 inhibitor which could be removed by

PBS extraction and to exhibit substrate selectivity different from that of sPLA2,
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cPLA2 and iPLA2. This means that RPE-PLA2 probably represent novel types of
PLA2, and may form either a new group or a new subgroup of PLA2. Of course,
it will be of prime importance to purify and sequence these RPE-PLA2 in order
classify them. Considering that this study constitutes the first report on RPE-
PLA2, we expect the purification of one or another of these enzymes to now be
possible. In this regard, one should note that, after five freeze-thaw cycles, RPE
homogenate still exhibit 81+19% of untreated control PLA2 activity. Moreover,
of the different protease inhibitors tested, namely E-64, pepstatin, aprotinin,
PMSF, Pefabloc, EDTA, leupeptin and o-macroglobulin, only Pefabloc was
found to strongly inhibit PLAi activity of RPE homogenate, leaving only

29+2% of control PLA2 activity.



247

4.6 REFERENCES

1 Sehran, C. N. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1212, 1-25

2 Yamamoto, S. (1992) Biochim. Biophys. Acta 1128, 117-131

3 Needleman, P., Turk, J., Jakschik, B. A., Morrison, A. R. and Lefkovith, ]J.
B. (1986) Annu. Rev. Biochem. 55, 69-102

4 Irvine, R. F. (1982) Biochem. ]. 204, 3-16

5 Exton, J. H. (1994) Biochim. Biophys. Acta 1212, 26-42

6 Wang, X. B, Osugi, T. and Uchida, 5. (1993) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 193, 483-489

7 Wood, J. N. (1990) Biochem. Soc. Trans. 18, 785-786

8 Wolf, M. J., Izumi, Y., Zorumski, C. F. and Gross, R. W. (1995) FEBS
Letters 377, 358-362

9 Davidson, F. F. and Dennis, E. A. (1990) ]J. Mol. Evol. 32, 228-238

10 Ackermann, E. ]. and Dennis, E. A. (1995) Biochim. Biophys. Acta 1259,
125-136



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

248

Dennis, E. A. (1994) ]J. Biol. Chem. 269, 13057-13060.

Glaser, K. B., Mobilio, D., Chang, J. Y. and Senko, N. (1993) Trends
Pharm. Sci. 14, 92-98

Mayer, R. J. and Marshall, L. A. (1993) The FASEB]J. 7, 339-348

Thomson, F. J. and Clark, M. A. (1995) Biochem.]. 306, 305-309

Buhl, W.]., Eisenlohr, L.M., Preuss, I. and Gehring, U. (1995) Biochem. ].
311, 147-153

Soubeyrand, S., Khadir, A., Brindle, Y. and Manjunah, P. (1997) ]J. Biol.
Chem. 272, 222-227

Jacob, M., Weech, P.K. and Salesse, C. (1996) J. Biol. Chem. 271, 19209-
19218

Apitz-Castro, R. J., Mas, M. A,, Cruz, M. R. and Jain, M. K. (1979)

Biochem. Biophys. Res. Commun. 91, 63-71

Bayburt, T., Yu, B. Z,, Street, I., Ghomashchi, F., Laliberté, F., Perrier, H,,
Wang, Z., Jain, M. K. and Gelb, M. H. (1995) Anal. Biochem. 232, 7-23

Hara, S., Kudo, I., Chang, H. W., Matsuta, K., Miyamoto, T. and Inoue, K.
(1989) J. Biochem. 105, 395-399



21

24

25

26

27

28

29

249

Horigome, K., Hayakawa, M., Inoue, K. and Nojima, 5. (1987) ].
Biochem. 101, 53-61

Miljanich, G. P. (1978) Studies of the molecular organization of the
vertebrate photoreceptor membrane. Ph.D. Thesis, University of
California, Santa Cruz, p. 28-29.

Spanner, S. (1973) Biochim. Biophys. Acta 3, 43-65

Zimmerman, W. F., Godchaux, W. III and Belkin, M. (1983) Exp. Eye
Res. 36, 151-158

Swartz, ]. G. and Mitchell, J. E. (1973) Biochemistry 12, 5273-5278

Kim, D,, Lewis, D. L., Graziadei, L., Neer, E. ]., Bar-Sagi, D. and Clapham,
D. E. (1989) Nature 337, 557-562

Silk, S. T., Clejan, S. and Witkom, K (1989) ]. Biol. Chem. 264, 21466-
21469

Cockcroft, S., Nielson, C. P. and Stutchfiled, J. (1991) Biochem. Soc.
Trans. 19, 333-336

Rubin, R. P. 919, 40-41 Withiam-Leitch, M. and Laychock, S. G. (1991)

Biochem. Biophys. Res. Commun. 177, 22-26



30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

250

Ando, M., Furui, H., Suzuki, K. Taki, F. and Takagi, K. (1992) Biochem.
Biophys. Res. Commun. 183, 708-713

Ponzoni, M. and Cornaglia-Ferraris, P. (1993) Biochem. ]. 294, 893-898

Hazen, S. L., Stuppy, R. J. and Gross, R. W. (1990) ]. Biol. Chem. 265,
10622-10630

Margalit, A., Livne, A. A, Funder, J. and Granot, Y. (1993) ]. Membrane
Biol. 136, 303-311

Ramanadham, S., Wolf, M. J., Jett, P. A., Gross, R. W. and Turk, ]J. (1994)
Biochemistry 33, 7442-7452

Ackermann, E. ]J.,, Kempner, E. S. and Dennis, E. A. (1994) ]. Biol. Chem.
269, 9227-9233

Casey, P.]J. (1994) Curr. Biol. 6,219-225

Yamane, H. K. and Fong, B. K. K. (1993) Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.
32,201-241

Hepler, J. R. and Gilman, A. G. (1992) Trends Biochem. Sci. 17, 383-387

Spiegel, A. M., Backlund Jr, P. S., Butrynski, J. E., Jones, T. L. Z. and
Simonds, W. F. (1991) Trends Biochem. Sci. 16, 338-341



40

41

42

43

45

47

48

251

Neer, E. J. and Clapham, D. E. (1988) Nature 333, 129-134

Clark, J. D., Schievella, A. R., Nalefski, E. A. and Lin, L. L. (1995) ]. Lipid
Mediators Cell Signalling 12, 83-117

Van Den Bosch, H., Aarsman, A. ]J.,, Van Schaik, R. N. H., Schalkwijk, C.
G., Neijs, F. W. and Sturk, A. (1990) Biochem. Soc. Trans. 18, 781-784

Dekker, C. J., Geurts Van Kessel, W. S. M., Klomp, J. P. G., Pieters, J. and
De Kruijff, B. (1983) Chem. Phys. Lipids 33, 93-106

Marsh, D. (1990) CRC Handbook of Lipid Bilayers, pp. 265-273, CRC Press,

Boston

Cockcroft, S. and Thomas, G. M. H. (1992) Biochem. ]J. 288, 1-14

Rhee, S. G, Suh, P.-H., Ryu, S.-H. and Lee, S. Y. (1989) Science 244, 546-
550

Malinski, J. A., Zera, E. M., Angleson, J. K. and Wensel, T. G. (1996) ].
Biol. Chem. 271, 19919-19924

Zera, E. M., Molloy, D. P., Angleson, J. K., Lamture, J. B., Wensel, T. G.
and Malinski, J. A. (1996) J. Biol. Chem. 271, 19925-19931



252

47 LEGENDS TO FIGURES

Figure 41 Discrimination between PLA2 and PLC activity.

Aliquots. of RPE-cytosol were incubated for different periods of time with
[14C]IDOPC+DMPM as the substrate. Hydrolysis products were extracted, separa-
ted by bf-TLC, identified, scraped and quantified. Production of [14C]oleic acid
and [14CllysoPC reflected PLA2 activity whereas production of [14C]diacylglyce-
rol and/or [14CJoleic acid reflected PLC activity. These results are mean+S.D. of

duplicate determinations from two separate experiments.

Figure 4.2 Cation-exchange chromatography of RPE-cytosol.

RPE-cytosol was applied to a Fractogel EMD SO3-650S column. After elution of
unbound proteins with PBS1x pH 6.0, bound proteins were eluted with 2 M
NaCl, as indicated by the arrow. Flow rate was 1 ml/min. Aliquots of eluted
fractions were assayed for PLA2 activity using 10PyPM. Incubation time was 30
min. PLA2 activity was expressed as pmol of 10Py-decanoic acid hydrolyzed /20
ul of sample. (A). Protein elution profile. (B). PLA2 activity elution profile.
The width of each bar in (B) corresponds to the total volume collected in that

fraction.
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Table 4.1 Subcellular distribution of PLA2 activity in RPE

The different supernatant and wash fractions were sequentially extracted from
RPE homogenate with isotonic (PBS1x), hypertonic (PBS6x), and OG-contai-
ning (PBS1xOG) buffers. Aliquots of each fraction were then incubated for 30
min with [14CJPAPC+DMPM as the substrate. The results are meantS.D. of
triplicate determinations from two experiments. The percentage of PLA2 acti-
vity extracted was calculated on the basis that the homogenate contained 100%
of PLA2 activity, whereas the relative percentage of PLA2 activity extracted was

obtained by taking the sum of all cytosol and wash fractions to be equal to 100%.

Fractions PLA2 activity relative percentage of
extracted (%) PLAZ2 activity extracted

homogenate-PBS1x 100.0 +12.2

supernatant-PBS1x 156 £ 0.2 66 =+ 0.1

wash-PBS1x 608 = 1.1 255 + 04

supernatant-PBS6x 943 £+ 5.5 396 £ 23

wash-PBS6x 527 131 221 + 55

supernatant-PBS1xOG 83 £ 0.1 3.5+ 01

wash-PBS1xOG 67 £ 0.1 28 £ 0.1

total 2384 +20.1 100.0 = 8.4



Table 4.2 Characteristics of RPE-PLA2 active fractions eluted from a cation-exchange chromatography column

RPE-1 and RPE-10 were collected from cation-exchange column, and tested for PLA2 activity in comparison to
RPE-cytosol. Aliquots of each fraction were incubated for 60 min with 10PyPM. Protein concent and PLA2
activity of each fraction were calculated on the basis that the cytosols contained 100% of the proteins and PLA2

activity, respectively. The results are meantS.D. of triplicate determinations from four separate experiments.

Fractions Protein concentration Specific activity Purification % of total % of total
(mg/ml) (pmol/h per mg) factor proteins PLA2 activity
RPE-cytosol 2.28 1878 £ 486 (100) (100)
RPE-1 0.53 6701 * 745 8 26
RPE-10 0.02 882160 £ 34919 470 0.08 36

4T



Table 4.3 Effects of EGTA, DTT, pBPB and heat on RPE-PLA2 activity

Aliquots of RPE-cytosol, RPE-1 and RPE-10 were either heated or pretreated with EGTA, DTT or pBPB

before PLA2 assay with 10PyPM as the substrate. PLA2 activity is expressed as a percentage of control

(presence of 2 mM Ca2+) PLA2 activity. The results are meantS.D. of triplicate determinations from

three separate experiments.

Fractions PLA2 activity (% of control)

EGTA DTT pBPB heat
RPE-cytosol 11.0 £ 0.0 38.0 = 11.3 00 = 0.0 57.5 = 10.6
RPE-1 0.7 = 11 8.5 + 7.8 0.0 = 0.0 89.7+ 53
RPE-10 52 £ 46 24.6 = 12.2 00 £ 00 927+ 74

Y4



Table 4.4 Comparison of the characteristics of sSPLA2, cPLA2, iPLA2 and RPE-PLA2

HS04 Ca2+ DTT pBPB heat
sPLA2 a - + (mM) + + -
cPLA2 a + + (uM) - - +
iPLA2 ab n.a.c - - - ' +
RPE-1 | + + - + -
RPE-10 + + + + -

a Gee references [10-13] for reviews on the characteristics of sSPLA2, cPLA2 and iPLA2
b See references [30-35] for additional information on the characteristics of iPLA2

€ n.a. = not available

9¢¢
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51 LIST OF ABBREVIATIONS

[14CIPAPC
[14CIPAPE

[14CIDOPC
DAG
DMPM
DTT

E-64
GTP+S
lysoPC
MAG

oG

P200

PA
pBPB
PBS
PE
PLA2
cPLA2
iPLA2
sPLA2
PLC

1-palmitoyl-2-[14C;]arachidonoyl phosphatidylcholine
1-palmitoyl-2-[14C1larachidonoyl phosphatidylethanolami-
ne

1[14Cq]-oleoyl-2-[14C;]oleoy] phosphatidylcholine
1,2-Diacylglycerol

dimyristoyl phosphatidylmethanol

dithiothreitol
trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino)butane
guanosine 5'-O-(3-thio)triphosphate
lysophosphatidylcholine

monoacylglycerol

n-octyl glucoside

rod outer segment-free retinal pellet collected at 200 g,
which contains neuronal cells, Miiller cells and rod inner
segments.

phosphatidic acid

p-bromophenacylbromide

phosphate buffered saline

phosphatidylethanolamine

phospholipase A2

cytosolic PLA2

calcium-independent PLA2

secretory PLA2

phospholipase C
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PLD phospholipase D

10PyPM 1-O-hexadecyl-2-[pyreneig]decanoyl-sn-3-phosphomethanol
10Py-decanoic acid [pyrenejg]decanoic acid

SAPC 1-stearoyl-2-arachidonoyl phosphatidylcholine

bf-TLC "back-and-forth"-thin layer chromatography
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52 SUMMARY

We have recently demonstrated the presence of phospholipase A2
(PLA2) activity in a rod outer segment-free retinal fraction which we called
P200 and which contains neuronal cells, Miiller cells and rod inner segments.
We report here our results on the characterization of this P200-PLA2 activity.
We show that P200 probably contains more than one type of PLA2, as indicated
by the results obtained with different chromatographically eluted PLA2-active
fractions which were treated with either Ca2+, EGTA, dithiothreitol or p-bro-
mophenacyl bromide, or heated. Moreover, the results from PLA2 assays using
different substrates, as well as those obtained after treatment of the homogenate
with HpSOy4, guanosine 5'-O-(3-thio)triphosphate and ATP, suggest that P200-
PLA2 are different from well-known secretory PLA2, cytosolic PLA2 and Ca?+-
independent PLA2. Control experiments using our "back-and-forth"-TLC tech-
nique allowed us to confirm that, in our assay conditions, the release of fatty
acids was due to PLA2 enzymes. These results, which constitute the first cha-
racterization of PLA2 of the neural retina, thus suggest that it contains novel

types of PLA2 enzyme, in contrast to well-known PLA2.
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53 INTRODUCTION

Phospholipases A2 (PLA2) catalyze the hydrolysis of sn-2 fatty acyl chains.
They are thus important enzymes which are responsible for the production of
lysophospholipids and fatty acids (ex. arachidonic acid) which both are precur-
sors in the synthesis of inflammatory lipid mediators [1-4]. Alternatively, fatty
acids so generated could act as second messengers in signal transduction [5-8].
Three groups of PLA2 are actually distinguished on the basis of their Ca2+*-re-
quirement, substrate selectivity, and sensitivity to denaturing treatments such
as H2SOyq4, dithiothreitol (DTT), p-bromophenacyl bromide (pBPB), and heat [9-
13]. These groups are sPLA2 (secretory PLA2 with subgroups I, II and III), cPLA2
(cytosolic PLA2) and iPLA2 (Ca2+-independent PLA2 with subgroups I, II and
D), and other groups (or subgroups) will certainly be included as more PLA2

are discovered and cloned [14-17].

We have recently [17] presented evidence for the presence of novel types
of phospholipases A2 (PLA2) in one of two bovine subretinal fractions which
were previously found [18] to contain PLA2 activity. Retinal pigment epithelial
cells (RPE) were indeed shown [17] to contain two different types of PLA2 enzy-
mes, on the basis of the aforementioned criteria. This operational classification
is widely accepted and used to characterize PLA2 [9-13]. We thus present here
the first report on the operational characterization of PLA2 activity from P200, a
rod outer segment-free subretinal fraction [18] which contains neuronal cells,

Miiller cells and rod inner segments.

This study led us to conclude that P200 probably contains four types of
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PLA2 enzyme, based on results showing the effects of H»SO4, guanosine 5'-O-(3-
thio)triphosphate (GTPyS) and ATP on the homogenate, as well as those
showing the effects of Ca2+, EGTA, DTT, pBPB and heating on different PLA2-
active fractions eluted from cation exchange chromatography. Moreover, con-
trol experiments using our "back-and-forth" (bf)-TLC technique [17] allowed us
to confirm that, in our assay conditions, the hydrolysis of fatty acids was not
due to the combined action of PLC and DAG lipase but rather to PLA2. Then,
when comparing the properties of P200-PLA2 with those of sPLA2, cPLA2 and
iPLA2, P200-PLA2 appear to be quite different, suggesting the presence of novel
types of PLA2. P200-PLA2 could thus be part of either a new group or subgroup
of PLA2.
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54 MATERIALS AND METHODS
54.1 Materials

1-Palmitoyl-2-[14CyJarachidonoyl phosphatidylcholine ([14CIPAPC), 1-
[14C1loleoyl-2-[14Cq]oleoyl phosphatidylcholine ([14C]DOPC) and 1-palmitoyl-2-
[14C1]arachidonoyl phosphatidylethanolamine ([14C]PAPE) were from Dupont
Canada. Their radiochemical and optical purity was always higher than 97% (as
checked by TLC and GC by the manufacturer). [Pyrenejp]ldecanoic acid (10Py-
decanoic acid) and 1-O-hexadecyl-2-[pyrenejpgldecanoyl-sn-3-phosphomethanol
(10PyPM) were from Molecular Probes. Dimyristoyl phosphatidylmethanol
(DMPM), 1-palmitoyl-2-arachidonoyl phosphatidylethanolamine (PAPE), egg
lysophosphatidylcholine (lysoPC) and egg phosphatidic acid were from Avanti
Polar Lipids. 1-Stearoyl-2-arachidonoyl phosphatidylcholine (SAPC), NaN3, fat-
ty acid-free BSA and pBPB were from Sigma. Aprotinin, trans-epoxysuccinyl-L-
leucylamido-(4-guanidino)butane (E-64), leupeptin, n-octyl glucoside (OG),
EGTA, EDTA, DTT, ATP, GTP+5, 1,2-diolein and arachidonic acid were from
Boehringer Mannheim. Chloroform, methanol, heptane, isopropyl ether, ace-
tic acid and H2SO4 were from Fisher Scientific. TLC plates were LK6D silica gel

60A from Whatman.
5.4.2 Preparation of P200
P200 fraction was prepared from fresh bovine eyes as described previous-

ly [18] and was either used immediately or aliquoted and stored at -80°C. Pro-

tein concentration was determined using the Lowry protein assay kit (Sigma).
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5.4.3 Extraction of P200

After addition of protease inhibitors (2.8 uM E-64, 0.06 uM aprotinin, 1 uM
leupeptin and 100 uM EDTA final concentrations), P200 was homogenized ten
times with three volumes of PBS6x (50 mM Na;HPO4/600 mM NaCl, pH 7.5) in
a tight-fitting glass homogenizer. After centrifugation of the homogenate (140
000 g, 4°C, 1h; Beckman 70.1 Ti rotor), the resulting supernatant (PBSé6x extract)
was collected and used for all experiments, except those measuring the effects of
ATP and GTPYS which were done on the homogenate. HSO4 extraction was
done according to Apitz-Castro et al. [19]. Proteins were quantitated as described

above.

54.4 Radiometric measurement of PLA2 activity

PLA2 assays with [14C]PAPC, [14C]JPAPC+DMPM, [14C]DOPC+DMPM, or
[14CIPAPE+DMPM were performed as described previously [18]. Where indica-
ted, GTPyS (200 uM) or ATP (10 mM) was included. Incubation was done at
37°C with 1.85 nmol of phospholipid and 75 ug of proteins in a total volume of
200 pl. PLA2 activity was expressed as pmol of [14CJarachidonic or [14C]oleic acid
released/mg of proteins and was corrected for the presence of unlabeled
DMPM, if present, as described in section 3.3. Control tubes (having no PLA2)
allowed us to determine that the [14C]fatty acid eluates never contained more
than 2% of contaminating [14C]phospholipids, which was negligeable. Moreo-
ver, zero-time values were subtracted. When the homogenate was assayed,
PLA2 activity was corrected for the presence of endogenous phospholipids as

previously described [18].
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5.4.5 Fluorimetric measurement of PLA2 activity

PLA2 assays with 10PyPM were performed as previously described [17].
Incubation time was 30 min. PLA2 activity was expressed as pmol of 10Py-
decanoic acid released/mg of proteins. Zero-time values were subtracted. For
Table 2, protein samples were first incubated for 15 min at 37°C (as described by
Hara et al. [20]) with either 2 mM Ca2* (controls), 3 mM DTT, 1 mM pBPB, or 3
mM EGTA and then cooled to 4°C, prior to addition of the substrate and trans-
fer to 22°C. Heat-treated samples (20 min at 60°C [21]) were also cooled to 4°C

before addition of 10PyPM and transfer to 22°C for the activity measurements.
54.6 Discrimination between PLA2 and PLC activity using bf-TLC

To determine whether [14C]fatty acids were released as a consequence of
PLA2 activity or phospholipase C (PLC) coupled to diacylglycerol (DAG) lipase
activity, we proceeded with our bf-TLC method as described [17]. The "forth"
dimension allowed for the separation of [14C]lysoPC, [14C]DOPC and DMPM,
whereas [14Cloleic acid, [14Clmonoacylglycerol (MAG) and [#C]DAG migrated
with the solvent front [22]. The "back" dimension then allowed for the sepa-
ration [14C]Joleic acid, [14C]MAG and [14C]DAG [23] without overlapping the
compounds separated in the first migration. Separation was visualized with I»
vapours. Spots co-migrating with fatty acid, DAG, lysoPC and SAPC standards
were marked (whether visible or not), individually scraped and collected in
scintillation vials for liquid scintillation counting (after I was allowed to eva-
porate). PLA2 activity was expressed as pmol of [14Clhydrolysis products/mg of

proteins and was corrected for the presence of unlabeled DMPM.
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54.7 Cation-exchange chromatography

P200-PBS6x extract was adjusted to pH 6.0, agitated for 1h at 4°C and cen-
trifuged (140 000 g, 4°C, 1h; Beckman 70.1 Ti rotor). The resulting supernatant
was then collected, mixed with Sephadex G10 (1.5 ml of swollen gel/50 ml),
gently agitated for 1h at 4°C to adsorb suspended lipids and centrifuged again as
described above. Cleared supernatant was filtered (1 um Whatman filters) and
then injected onto a Fractogel EMD SO37-650S column (150 X 10 mm) which
was equilibrated with PBS1x pH 6 (50 mM Na;HPO4/100 mM NaCl). Unbound
proteins were eluted with PBSIx pH 6 and a single-step gradient (50 mM
NapHPO4/2 M NaCl, pH 6.0) was then applied to elute bound proteins. Pro-
teins were quantitated using the ISS Protein-Gold from Integrated Separation

System.
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55 RESULTS

5.5.1 P200-PLA2 activity is inactivated by HSO4 but unaffected by GTPyS and
ATP

Given that sPLA2 but not cPLA2 may be acid-extracted without inac-
tivation [19], we measured PLA2 activity in a P200-H2SO4 extract, using
[14C]JPAPC+DMPM as the substrate in the radiometric assay. The absence
(0.0£1.0%) of PLA2 activity in the neutralized P200-H2504 extract, as measured
by total [14Clarachidonic acids released in comparison to untreated controls, in-
dicates that P200-PLA2 activity was totally inactivated by H»SO4. This suggests
that P200-PLA2 are not of the sSPLA2 type. We also tested the effects of GTPYS
and ATP on PLA2 activity of the homogenate because of reports on the regula-
tion of cPLA2 and iPLA2 by these nucleotides [24-33]. Again, [14C]JPAPC+DMPM
was used as the substrate in the radiometric assay. Since we did not observe a
significant effect of GTPyS or ATP (93.0+8.0% and 143.1+47.5% of untreated con-
trols' activity, respectively), it suggests that P200-PLA2 activity is probably not
regulated by GTPyS or ATP. Results are meantS.D. of triplicates from two sepa-

rate experiments.

The ineffectiveness of ATP to clearly stimulate P200-PLA2 activity sug-
gests that P200 does not contain iPLA2 of the myocardial, macrophage, pancrea-
tic or platelet type (as described by Hazen et al. [33], Ackermann et al. [32], Rama-
nadham et al. [31], and Margalit et al. [30], respectively), which were shown to be
stimulated two- to six-fold by ATP. However, we have to be careful with this

interpretation because of the relatively large standard deviation associated with
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the effect of ATP, which could be due to the nature of P200 (see below). Indeed,
this large standard deviation could mean that P200-PLA2 activity is sensitive to
the presence of ATP but, due to the viscous nature of this fraction, ATP is not
always freely accessible to the enzyme. These results thus suggest that P200 may

possess PLA2 activity of the cPLA2 type that is not regulated by GTP+5.

5.5.2 P200-PLA2 activity is mostly extracted with PBS6x

All PLA2 measurements, except those with ATP and GTPYS (as well as
the HpSO4 extraction), were done using aliquots of P200-PBS6x extracts which
were found to contain 76.2+0.7% of the "extractable" activity. Sequential extrac-
tion of the homogenate with 1) PBS1x, 2) PBS6x and 3) PBS1xOG indeed allo-
wed us to recover 18.910.2%, 16.020.2% and 10.9+0.1% of PLA2 activity, respecti-
vely (see "% of PLA2 activity extracted" in Table 5.1). That is only 45.8+0.5% of
the total activity initially detected in the homogenate. These results were
obtained by measuring the amount of [14Clarachidonic acid released from
[14C]PAPC+DMPM substrate vesicles which were incubated with aliquots of

PBS1x, PBS6x or PBS1xOG extracts, in comparison to the whole homogenate.

Although this low level of PLA2 activity recovering could be due to the
loss of an endogenous PLA2 activator during extraction, it is very likely to be
due to the nature of P200 which was very dense, viscous and thus, very difficult
to homogenize. This was especially true when PBS6x was used, suggesting that
P200 cannot be completely extracted. We also tried to homogenize P200 in 1T M
KBr, as suggested by Tremblay et al. [34], but even after 12h of centrifugation at

140 000 g, the soluble and membrane fractions were not separated. Moreover,
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as shown in Table 5.1, addition of a detergent (1% OG) to PBS1x did not substan-
tially increase the percentage of PLA2 activity extracted from the homogenate.
Then, considering that PBS6x unavoidably extracts soluble proteins from P200
homogenate which were not extracted with PBS1x before, in addition to weakly
membrane-associated proteins, the results in Table 5.1 mean that: 1) extracting
P200 homogenate directly with PBS6x allowed us to recover 76.2+0.7%
(41.33£0.4% plus 34.9+0.3%) of the extractable activity and 2) extracting P200 ho-
mogenate directly with PBS6x allowed us to extract almost twice as much acti-
vity (76.240.7%) as PBS1x (41.3£0.4%). PBS6x thus allowed us to extract most of
P200 PLA2 activity.

5.5.3 P200-PLA2 have a substrate selectivity that is different from that of

sPLA2, cPLA2 and iPLA2

Since sPLA2 are known to have a preference for phosphatidylethanol-
amine over phosphatidylcholine without being selective for the sn-2 fatty acid,
whereas cPLA2 and soluble iPLA2 are selective for sn-2 arachidonic acid but not
for polar headgroups [10-13, 35, 36], we measured and compared PLA?2 activity
of the P200-PBS6x extract towards the following substrates: [14C]PAPC,
[14CIPAPC+DMPM, [14CIPAPE+DMPM and 10PyPM.

We observed a two-fold increase in the hydrolysis of [14C]PAPC+DMPM
(717.3171.3 pmol/mg/h) over [14C]PAPC alone (354.9468.2 pmol/mg/h). In fact,
total disintegration counts recovered in [14C]fatty acid eluates were found to be
very similar whether pure (92.5 uM [14C]PAPC) or mixed vesicles (46.2 uM
[14CIPAPC: 46.2 uM DMPM) were used. Then, this suggests that: 1) P200-PLA2
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bind more tightly to negatively charged substrate vesicles (containing DMPM)
and 2) twice as much [14C]fatty acids were released from mixed vesicles on a
[14CIPAPC molar basis. Accordingly, PLA2 activity was multiplied by 2 whene-
ver such mixed vesicles were used. A similar two-fold increase in the hydroly-
sis of 10PyPM (707.6%89.2 pmol/mg/h) over [14CJPAPC alone (see above) was
observed. Thus, these results suggest that P200-PLA2 bind more tightly to nega-
tively charged substrate vesicles (phosphomethanol) as compared to neutral
zwitterionic vesicles (phosphocholine). They also suggest that P200-PLA2 are
not selective for sn-2 arachidonic acid, unlike cPLA2 and soluble iPLA2. Alter-
natively, this could indicate a preference of P200-PLA2 for saturated acyl-con-
taining phospholipids over polyunsaturated acyl-containing phospholipids.
However, no PLA2 was yet shown to be selective for fatty acids other than poly-
unsaturated fatty acids (10-13, 35, 36). Results with radiolabelled substrates are
representative meantS.D. of triplicate determinations from two separate expe-
riments; those with 10PyPM are meantS.D. of triplicate determinations from

five separate experiments.

Comparing the hydrolysis rate of [14C]JPAPC with that of 10PyPM may not
seem relevant because 10PyPM is not a physiological molecule. However, this
experiment was designed to identify suitable substrates in order to characterize
and, eventually, purify retinal PLA2. We wanted to compare the hydrolysis
rate of zwitterionic (neutral) and negatively charged vesicles. Using negatively
charged vesicles of 10PyPM then becomes relevant because phospholipid's ne-

gative charge may be physiologically important for retinal PLA2 activity.

[14CJPAPE+DMPM does not seem to be a good substrate for P200-PLA?2, as



274

evidenced by the 20-fold reduction in the hydrolysis of [14C]PAPE+DMPM
(34.4+4.4 pmol/mg/h) as compared to [14CIPAPC+DMPM (see above). At first
glance, one might think that this low level of [14C]arachidonic acid release from
[14C]JPAPE+DMPM substrate vesicles is due to a property of PE bearing unsatu-
rated fatty acid(s) at the sn-1 and/or sn-2 position(s). Indeed, "unsaturated PE"
has a natural tendency to form hexagonaljj (Hjr) phases at low temperatures in
an aqueous environment, instead of lamellar (L) phases (37). Given that the L-
to-Hjp transition temperature of PAPE has not been determined yet (38) and
that saturated fatty acids are known to hinder this natural Hj phase-forming
tendency of unsaturated PE (37, 38), DMPM (50% molar ratio) was added to
[14C]PAPE in the PLA2 assay. Also, 31P-nuclear magnetic resonance of this equi-
molar mixture (PAPE:DMPM) allowed us to determine that, in our assay condi-
tions, PAPE was essentially organized into lamellar structures (to be published
elsewhere). Then, this means that, even in the presence of DMPM which assu-
res the formation of mixed vesicles, [14C]PAPE is still not a good substrate for
P200-PLA2, unlike sPLA2. Considering that P200-PLA2 were found to bind
much less tightly to zwitterionic [14CJPAPC vesicles than to negatively charged
[14CIPAPC+DMPM vesicles (see above), that [14C]PAPE is also a zwitterionic
phospholipid, and that the hydrolysis rate of [14CIPAPE+DMPM is already
much lower than that of [14CJPAPC+DMPM (see above), we did not measure
the hydrolysis rate of [14C]PAPE alone. Together, these results thus suggest that

P200-PLA2 enzymes are not of the sPLA2, cPLA2 or iPLA2 type.

5.5.4 1In P200, the release of fatty acids resulted from PLA2 activation

Given that arachidonic acid may be generated through the sequential
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action of a PLC and a DAG lipase [39-40], we measured PLC and PLA2 hydrolysis
products in our assay conditions. Since P200-PLA2 enzymes did not prove to be
selective for arachidonoyl-containing phospholipids (see above), [14C]DOPC
with both chains radiolabelled was used as the substrate (in mixed vesicles with

DMPM, 50% molar ratio).

In order to separate all PLA2- and PLC/DAG lipase-hydrolysis products,
we used a rapid and simple TLC technique which was recently [17] developed in
our laboratory and which we called bf-TLC. As described in the methods sec-
tion, the first solvent system allowed for the separation of lysoPC (Rfj 0.15), PC
(RF1 0.33) and PM (RF1 0.52) in the "forth" dimension, whereas the second sol-
vent system allowed for the separation of DAGs (Rpp 0.25) and free fatty acids
(Rp2 0.5) in the "back” dimension. Thus, parallel formation of [14C]lysoPC and
[14C]Joleic acid would indicate PLA?2 activity whereas formation of [14C]DAG on-
ly would indicate PLC activity. On the other hand, an increase of the [14C]DAG
level followed by its decrease and a concomitant increase of the [14Cloleic acid
level would indicate PLC activity coupled to DAG lipase activity. Alternatively,
formation of [14Cloleic acid without a concomitant increase in [14C]lysoPC
would indicate the presence of PLA2 enzymes having a lysophospholipase acti-
vity, as described for cPLA2 (reviewed by Clark ef al. [35]). As suggested by the
migration pattern of the phosphatidic acid standard (Rgj 0.43), this technique
would also allow to detect PLD activity. However, this would not allow to

separate monoacylglycerols (Rg2 0.05) properly.

Interestingly, Figure 5.1 shows that: 1) the level of [14CJoleic acid conside-

rably increased with time, 2) the level of [14CllysoPC significantly decreased
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with time, 3) the level of [14C]DAG only slightly increased with time and 4) the
preparations of substrate vesicles used in the enzymatic assay initially contai-
ned 5743 pmol of [14C]Joleic acid, 71+3 pmol of [14C]lysoPC and 191 pmol of
[14C]IDAG, as indicated by the 0 time values (see Figure 5.1). This suggests that
the release of [14C]Joleic acid in P200 is due to PLA2 enzymes which also possess
lysophospholipase activity [35]. The substantial hydrolysis of [14CllysoPC (57%
after 5 min) originally present in the substrate preparations, as indicated by the
decrease of [14CllysoPC below its 0 time level (see Figure 5.1), indeed stronlgy
argues for the presence in P200 of such a lysophospholipase activity. Since
[14C]DOPC (used as the substrate in mixed vesicles with DMPM, 50% molar
ratio) is radiolabelled on both acyl chains, its hydrolysis by PLA2/lysophospho-
lipase enzymes can lead to the formation of two [14CJoleic acid without a [14C]ly-
soPC. Then, it is not surprising that the maximum [14C]lysoPC level is much

lower than that of [14CJoleic, instead of being equimolar.

Although there was a slight increase of [14C]DAG with time, which is li-
kely to be due to PLC activity, this is inconsistent with the production of [14C]o-
leic acid by PLC plus DAG lipase activities. In fact, if there had been a concerted
action of PLC and DAG lipase, then the amount of [14C]DAG should have de-
creased as the amount of [14Cloleic acid increased, which did not happen (see
Figure 5.1). If there had been a very active DAG lipase which did not allow us
to detect PLC generated-DAGs (in our measurement timescale), then we should
have observed a decrease of the [14C]DAG level initially present in the substrate
preparations below its 0 min-level (similarly to [14CllysoPC), which did not hap-
pen either. As shown in Figure 5.1, the [14C]DAG level slightly increased. Sin-
ce production of DAG by PLC is the rate-limiting step for the DAG lipase activi-
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ty, a slow degrading DAG lipase (which only hydrolyzes the sn-1 acyl chain)
could not have accounted for such a high level of [14C]oleic acid (see Figure 5.1).
Then, this suggests that the PBS6x extract of P200 did not contain significant
DAG lipase activity. The absence of [14C]phosphatidic acid also suggests that
there is neither PLD activity nor DAG kinase activity3> in P200 in our assay con-
ditions (not shown). The results in Figure 5.1 thus show that, in our assay con-

ditions, the release of [ 14C]fatt‘y acids was a direct consequence of PLA2 activity.

5.5.,5 P200 contains three major PLA2-active fractions

Elution of the PBS6x extract on a cation-exchange chromatography co-
lumn revealed the presence of more than one PLA2-active fraction in P200.
Figure 5.2A shows the typical elution profile of P200-proteins, whereas Figure
5.2B shows the distribution of PLA2 activity amongst the diverse fractions tes-
ted. As can be seen, there were three major PLA2-active fractions in P200. Two
of them, P200-1 and P200-3, were eluted with unbound proteins by a low salt
buffer whereas the other one, P200-36, was tightly bound to the column and
eluted by a high salt buffer (see Figure 5.2). Since these three individual frac-
tions together contained 3.7-fold more activity than originally measured in the
whole cytosol (see Table 5.2), we suggest that P200-PLA2 activity is, at least part-
ly, negatively regulated by soluble and/or peripheral factors which were coex-
tracted by PBS6x but removed by cation-exchange chromatography (see Table

5.2). Note that, when 20 pl sample aliquots of P200-cytosol, P200-1, P200-3 and

35 Since DAG kinases phosphorylate DAGs to generate phosphatidic acid, the low level of
DAGs that we detected could have been due to the presence of DAG kinases in P200. However,
the unchanged level of [14Clphosphatidic acid argues against this possibility.
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P200-36 were used in the fluorimetric assay as described in Table 5.2, PLA2 acti-

vity of each fraction was found to be linear over 90 min (not shown).

The significant decrease of PLA2 activity between P200-1 and P200-3 (see
Figure 5.2B) suggested to us that both of these fractions may contain a different
type of PLA2 activity. Similarly, the progressive decrease followed by an increa-
se of PLA2 activity between P200-3 and P200-36 indicated that each fraction may
possess a different type of PLA2 enzyme. Thus, considering the distribution of
both total PLA2 activity and proteins in P200-1, P200-3 and P200-36 (see Figure
5.2), Table 2 suggests that P200 could contain three different types of PLA2 enzy-
me. These three PLA2-active fractions were thus selected for further characteri-

zation.

Figure 5.2B shows that many fractions, in addition to P200-1, P200-3 and
P200-36, exhibit a significant level of PLA2 activity. This is typical of crude ho-
mogenate which are likely to contain hundreds of proteins at the first chroma-
tographic step. According to this, it may seem surprising that P200-2 was not
selected for further characterization. However, P200-2 was very likely to be
highly contaminated with P200-1 and P200-3 PLA2 activity and was not charac-
terized. Since one objective of this experiment was the eventual purification of
the minimum number of P200-PLA2 enzymes, we wanted P200-fractions ha-
ving both the lowest possible protein content and the highest possible PLA2
activity. For this reason, fractions P200-4 to P200-7 were not combined with
P200-3. Fractions P200-22 to P200-34 also exhibit a high level of PLA2 activity
and, although they were not extensively characterized, we expect that their pro-

perties would be similar to those of P200-36 (see Figure 5.2 and Table 5.2).
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5.5.6 P200 probably contains four different types of PLA2 enzyme

Since sPLA2, cPLA2 and iPLA2 differ in their sensitivity to Ca2*, EGTA,
DTT, pBPB, and heat [10-13], we have tested the effects of these agents on the
selected PLA2-active fractions, namely P200-1, P200-3 and P200-36 (see Figure 5.2
and and Table 5.2). As shown in Table 5.3, P200 may contain at least three types
of PLA2, two of them being Ca2*-dependent whereas the other one is Ca2+-
independent. Indeed, P200-3 seems to contain both CaZ+-dependent and CaZ2+-
independent PLA2 activities, as indicated by the 53.149.1% activity still detected
after EGTA treatment (see Table 5.3). On the other hand, P200-1 and P200-36
would be highly enriched in Ca2*-dependent PLA?2 activity since EGTA caused
87.513.6% and 100.0£0.0% inhibition, respectively.

At first sight, the presence of CaZ+-dependent PLA2 activity in P200-1,
P200-3 and P200-36 may seem surprising given that the activity of P200-cytosol
appeared fully CaZ+-independent. However, considering the reproducibility of
this result and its very small standard deviation, it seems very unlikely to be
due to experimental errors. We would rather favour the possibility that the en-
dogenous P200-PLA2 inhibitor, seemingly present in the P200-cytosol (see text
above, as well as Table 5.2), selectively affects one (or all) of the Ca2+-dependent
P200-PLA2 activities. In fact, P200-1 and P200-36 together contained more than
82% of the total recovered P200-PLA2 activity (see Table 5.2) and this was clearly
shown to be Ca2+-dependent (see Table 5.3). Thus, selective masking of Ca2+-
dependent PLA2 activity in P200-cytosol would have led us to detect only the
Ca2+*-independent PLA2 activity, i.e. without any inhibition by EGTA. Subse-

quent removal of these inhibitors by chromatography would then have un-
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masked the EGTA-sensitive PLA2 activities (see Tables 5.2 and 5.3).

As is the case for sPLA2, P200-1, P200-3 and P200-36 were strongly inhi-
bited by pBPB (100.0+0.0%, 99.740.6% and 98.5%2.1% inhibition, respectively),
which is in agreement with the 90.3+13.8% inhibition obtained with the cytosol
(see Table 5.3). Whereas PLA2 activity in P200-3 and P200-36 is clearly DTT-
resistant, that in P200-1 seems to be only partially DTT-resistant (see Table 5.3).
This is evidenced by the 102.2+18.3%, 134.5+24.1% and 47.2+3.9% activity remai-
ning in each DTT-treated fraction, respectively. Since these fractions are enri-
ched but not purified ones, and since PLA2 either contain disulfide bridges and
are DTT-sensitive (like sSPLA2) or do not contain disulfide bridges and are DTT-
resistant (like cPLA2 and iPLA2) [10-13], the partial sensitivity of P200-1-PLA2
activity to DTT is likely to be due to the concomitant presence of DTT-sensitive
and DTT-resistant enzymes in this fraction. The latter enzyme would then
probably be the same as the Ca2+-dependent one found in P200-3 (see Table 5.3).
Once again, the fully DTT-resistant nature of P200-cytosol could be explained by
the selective inhibition (see text above) of Ca2+-dependent PLA2 activities,

including the DTT-sensitive one in P200-1.

The heat-treatment also argues for the presence of more than one type of
P200-PLA2 activities (see Table 5.3). Indeed, P200-1- and P200-3-PLA2 were both
strongly inactivated (94.8+1.8% and 78.044.9% inhibition, respectively) by hea-
ting whereas P200-36-PLA2 was not (23.5+17.0% inhibition). Taken together, re-
sults in Table 5.3 thus strengthen our conclusion from Figure 5.2 and Table 5.2
that P200 may contain more than one type of PLA2, suggesting that it probably

contains four.
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5.6  DISCUSSION

This work was initially undertaken to characterize PLA2 activity from
P200-36 which was found to contain the lowest level of proteins and the
highest level of activity3¢ (see Figure 5.2 and Table 5.2). However, as PLA2 acti-
vity in P200-36 was revealed to be undoubtedly Ca2+-dependent whereas that in
the whole cytosol was clearly Ca2*-independent, we started to look for the pre-
sence of Ca2*-independent PLA2 activity in chromatographically eluted frac-
tions other than P200-36. Then, we identified two fractions, P200-1 and P200-3,
which contain significant levels of PLA2 activity with rather low protein levels.

We thus selected P200-1, P200-3 and P200-36 for further characterization.

Table 5.4 summarizes the results from Table 5.3 and Figure 5.2 and de-
picts that: 1) P200-1 is likely to contain PLA2 activity which is Ca2*-dependent,
DTT-, pBPB- and heat-sensitive, as well as PLA2 activity which is also Ca2+-
dependent, pBPB- and heat-sensitive, but DTT-resistant, 2) P200-3 probably con-
tains Ca2*-dependent and Ca2+*-independent PLA2 activities that are both pBPB-
sensitive, DTT-resistant and heat-inactivated, 3) the Ca2+-dependent and DTT-
resistant component of PLA2 activity in P200-1 and P200-3 would likely be due
to the same enzyme which is present in both fractions, and 4) P200-36-PLA2 is
Ca2+-dependent, pBPB-sensitive, DTT- and heat-resistant. This strongly argues

for the presence of four different types of PLA2 in P200.

At first sight, it may seem surprising that P200 contains as many as four

36 This justifies our choice for Fractogel EMD SO3™-650S chromatography and explains why the
volume collected in P200-36 is so large as compared to that in other fractions, including P200-1 and
P200-3.
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different types of PLA2 enzymes. However, one has to remember that P200 is a
very heterogeneous fraction containing four types of neuronal cells (bipolar,
ganglion, horizontal and amacrine), as well as Miiller cells and rod inner seg-
ments, all of which have a specific role in the retina. Moreover, it has been de-
monstrated very clearly that one cell type may possess more than type of PLA2

[reviewed in 11, 13].

Tables 5.3 and 5.4 not only sSuggest that P200 contains four types of PLA2,
but also that these PLA2 could be different from well-known PLA2. Indeed,
there are actually three groups of PLA2 that may be distinguished according to
their sensitivity to Ca2+, EGTA, DTT, pBPB, heat, H2SO4 and nucleotides, as
well as their preference for different substrates and their primary structure [9-
13, 19]. These are sPLA2 (subgroups [, I and III), cPLA2 and iPLA2 (subgroups I,
Il and III). In the future, this operational classification will certainly be refined
as more PLA2 are cloned and characterized [14-17], and other groups (or sub-

groups) delineated.

When we compare the characteristics of P200-PLA2 with those of sPLA2,
cPLA2 and iPLA2 (see Table 5.4), we conclude that they are different. In fact,
they seem to share some of the characteristics of sSPLA2 and cPLA2 (or iPLA2) at
the same time. The most prominent point is that they all appeared pBPB-sen-
sitive, like SPLA2, whereas they were all inactivated by H2SOg4-extraction, like
cPLA2 (see text, as well as Tables 5.3 and 5.4). This suggests that P200-PLA2
might have to be included in either a new group or subgroup of PLA2. Further
experiments are certainly needed to confirm our results, and it will be of prime

importance to purify and sequence these P200-PLA2 in order to classify them,
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but one should keep in mind that, due to the blood-ocular barrier, the eye is a
closed organ and retinal cells may have evolved expressing their own specific
type of PLA2. According to this, three interesting papers from two different
laboratories were recently published [41-43] which support this idea. Two of
them demonstrated that transducin, a heterotrimeric G-protein present in reti-
nal rod cells, also shares some characteristics with the small monomeric "ras-
like" G-proteins [41, 42]. The other one reported the presence in lens fiber cells
of G-proteins which are different from the well-known monomeric and hetero-
trimeric ones [43]. Moreover, we recently reported data on the presence of two

novel types of PLA2 in bovine retinal pigment epithelial cells (RPE) [17].

In summary, P200 (which is constituted by four types of neuronal cells, as
well as Miiller cells and rod inner segments) may contain four types of PLA2
enzymes, some of which (the Ca2+-dependent ones) are likely to be regulated by
a soluble (or peripheral) endogenous inhibitor which was chromatographically
separated from P200-PLA2 (see text, as well as Figure 5.2 and Table 5.2). None of
these appear to be identical to well-known sPLA2, cPLA2, and iPLA2, as indica-
ted by their different sensitivity to HySO4, ATP, GTPYS, Ca2t/EGTA, pBPB, DTT
and heat (see text, as well as Tables 5.3 and 5.4). This means that P200-PLA2
could represent novel types of PLA2 which could be part of either a new group
or subgroup of PLA2. Moreover, none of the P200-PLA2 was found to be iden-
tical to RPE-PLA2 [17], supporting our hypothesis that retinal cells may have
evolved expressing their own specific type of PLA2. Considering that this is the
first report on the characterization of P200-PLA2 activity, we expect the purifi-
cation of one or another of these PLA2 will now be possible. In that sense, one

should note that PLA2 activity of P200 homogenate is not affected by 5 freeze-
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thaw cycles, exhibiting 115+27% of untreated controls. Moreover, amongst the
different protease inhibitors tested (E64, pepstatin, aprotinin, PMSF, Pefabloc,
EDTA, leupeptin and a-macroglobulin), only Pefabloc was found to strongly in-

hibit PLA2 activity of P200 homogenate, leaving only 39+3% of control activity.
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58 LEGENDS TO FIGURES

Figure 5.1 Discrimination between PLA2 and PLC activity.

Aliquots of P200-PBS6x extract were incubated for different periods of time with
[14CIDOPC+DMPM as the substrate. Hydrolysis products were extracted, separa-
ted by bf-TLC, identified, scraped and quantitated. Parallel formation of [14C]Jo-
leic acid and [14C]lysoPC reflected PLA2 activity; formation of [14CIDAG only
reflected PLC activity; formation of [14C]Joleic acid without [14C]lysoPC indicated
PLA2 having a lysophospholipase activity; formation of [14C]DAG followed by
its disappearance and the concomitant appearance of [14Cloleic acid indicated
PLC cbupled to DAG lipase activity. These results are mean*S.D. of duplicate

determinations from 2 separate experiments.

Figure 5.2  Cation-exchange chromatography of P200-cytosol.

P200-PBS6x extract was applied onto a Fractogel EMD S50O3--650S column. After
elution of unbound proteins with PBS1x pH 6.0, bound proteins were eluted
with 2 M Nadl, as indicated by the arrow. Flow rate was 1 ml/min. Aliquots of
eluted fractions were assayed for PLA2 activity using 10PyPM. Incubation time
was 30 min. PLA2 activity was expressed as pmol of 10Py-decanoic acid hydro-
lyzed/20 ul of sample. Figure 2A. Protein elution profile. Figure 2B. PLA2 acti-
vity elution profile. The width of each bar in Figure 2B corresponds to the total
volume (ml) collected in that fraction. This result is typical of 4 separate injec-

tions.
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Table 5.1 Subcellular distribution of PLA2 activity in P200

The different supernatant and wash fractions were sequentially extracted from
P200 homogenate with 1) PBS1x (isotonic buffer), 2) PBS6x (hypertonic buffer),
and 3) PBS1xOG (detergent-containing buffer). Aliquots of each fraction were
then incubated for 30 min with [14C]JPAPC+DMPM as the substrate. The results
are meantS.D. of triplicate determinations from two experiments. The sum of
PLA2 activity from supernatant and wash fractions is given for each extraction
buffer used. The % of PLA2 activity extracted was calculated on the basis that
the homogenate contained 100% of PLA2 activity. The relative % of PLA2 acti-
vity extracted was obtained by considering the sum of all cytosol- and wash-

fractions equal to 100%.

Fractions % of relative % of
PLA2 activity extracted PLA?2 activity extracted

homogenate-PBS1x 100.0 +12.8

PBS1x extract 189 £ 0.2 413 £ 04

PBS6x extract 16.0 £ 0.2 349 + 03

PBS1xOG extract 109 + 0.1 238 £ 03

total 458 = 0.5 100.0 £ 1.0



Table 5.2 Characteristics of P200-PLA2 active fractions eluted from cation-exchange chromatography

P200-1, P200-3 and P200-36 were collected from cation-exchange chromatography and tested for PLA2 activity
using 10PyPM, in comparison to P200-cytosol. Incubation time was 60 min. Protein and PLA2 activity content
of each fraction were calculated on the basis that the cytosol contained 100% of proteins and PLA2 activity,

respectively. The results are meantS.D. of triplicate determinations from 4 separate experiments.

Fractions Protein concentration Specific activity Purification % of total % of total
(mg/ml) (pmol/h per mg) factor proteins PLA2 activity
P200-cytosol 8.17 727 % 112 (100) (100)
P200-1 1.24 12250 £+ 2094 3 51
P200-3 4.66 1825 + 207 23 57
P200-36 0.0033 2947 461 + 229 426 4054 0.06 262

6c



Table 5.3 Effects of EGTA, DTT, pBPB and heat on P200-PLA2 activity

Aliquots of P200-cytosol, P200-1, P200-3 and P200-36 were either heated or pretreated with EGTA, DTT
or pBPB, prior to PLA2 assay with 10PyPM as the substrate. PLA2 activity is expressed as a % of control
(presence of 2 mM CaZ2+) PLA2 activity. The results are meantS.D. of triplicate determinations from 3

separate experiments.

Fractions % of control PLA2 activity

EGTA DTT pBPB heat
P200-cytosol 1135 = 93 1170 £ 0.7 9.7 £1338 185+ 0.7
P200-1 125 + 36 472 £ 3.9 0.0 = 00 52+ 18
P200-3 53.1 £ 91 102.2 + 18.3 03 = 06 220+ 49
P200-36 0.0 £ 0.0 134.5 + 24.1 1.5 + 21 765+ 17.0

€6¢



Table 5.4 Effects of various reagents on the activity of sPLA2, cPLA2, iPLA2 and P200-PLA2

H)S04 Ca2+ DTT pBPB heat
sPLA2 2 - + (mM) + + -
cPLA2 a + + (uM) - - +
iPLA2 a,b n.a. ¢ - - - +
P200-1 + + +d + +
P200-3 + +d - + +
P200-36 + + - + -

a See references [10-13] for reviews on the characteristics of sSPLA2, cPLA2 and iPLA2
b See references [29-36] for additional information on the characteristics of iPLA2
€ n.a. = not available

d + contains both sensitive and insensitive PLA2 activities

y6c
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Figure 5.1: Discrimination between PLA2 and PLC activity
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Figure 5.2: Cation-exchange chromatography of P200-cytosol



CHAPITRE 6
PURIFICATION PARTIELLE DE LA PLA2 DU P200-36
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6.1  Introduction

L'ensemble des résultats des chapitres 2 et 3 contribue de fagon importan-
te & I'avancement des connaissances dans le domaine de la vision car, tel que
déja mentionné, ces résultats ont permis de: 1) faire le point sur la controverse
entourant la présence d'activité PLA2 dans les ROS et 2) fournir une explica-
tion simple, plausible et plus que probable a I'origine de cette controverse. Par-
ce qu'ils représentent les premiéres mesures directes d'activité PLA2 (optimale
a pH alcalin) dans le RPE et le P200, qu'ils constituent les premiers travaux de
caractérisation de ces PLA2 et qu'ils suggérent la présence de nouveaux types de
PLA?2 dans les deux fractions en question, les résultats des chapitres 4 et 5 appor-
tent également une contribution importante au domaine de la vision. Par ail-
leurs, ces résultats sont tout aussi intéressants et prometteurs dans le domaine
des PLA2. En effet, la présence de nouveaux types de PLA2 dans la rétine pour-
rait soulever de nouvelles possibilités relativement au role pathophysiologique
des PLA2, en plus de mener au raffinement du schéma de classification actuel,
i.e. & la classification des PLA2 rétiniennes dans de nouveaux groupe(s) et/ou

sous-groupe(s).

Le travail de caractérisation opérationnelle des PLA2 rétiniennes, tel que
présenté dans les chapitres 4 et 5, ne permet toutefois pas de d'affirmer hors de
tout doute que le RPE et le P200 expriment de nouveaux types de PLA2. Il faut,
pour ce, étendre notre connaissance des PLA2 rétiniennes et en déterminer les
caractéristiques structurelles aussi fondamentales que le poids moléculaire, le
point isoélectrique et la séquence d'acides aminés (structure primaire). Le pa-
tron de migration électrophorétique est tout aussi important parce qu'advenant

une réelle hétérogénéité des PLA2 présentes dans le RPE et le P200, il peut faire
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ressortir des modifications post-traductionnelles pouvant éventuellement s'a-
vérer cruciales pour la régulation adéquate de chaque type d'enzyme. Or puis-
que ces expériences requierent l'utilisation d'une quantité minimale de la pro-
téine purifiée, l'isolement des PLA2 rétiniennes devient alors essentiel. La pu-
rification de chacune des PLA2 rétiniennes constitue effectivement la voie logi-
que a suivre car le séquencage des protéines n'est possible qu'apres les avoir
obtenues sous une forme purifiée. Et une fois cette étape franchie, on peut en-
visager I'étude de chacune des enzymes dans leur contexte cellulaire. Ainsi, on
peut préparer des sondes d'ADN et ARN; les sondes d’ADN vont notamment
permettre de cloner le géne codant pour I'enzyme et, de concert avec les sondes
d'ARN, vont permettre d'en étudier le mode de régulation de l'expression. Du
coup, on peut envisager d'étudier I'effet de la surexpression de I'enzyme ou de
sa répression complete ("gene knockout") sur la physiologie cellulaire. On peut
également générer des anticorps hautement spécifiques pour ensuite étudier la
distribution cellulaire de I'enzyme, de méme que la variation du taux d'enzy-

me, de son activité ou de sa distribution dans différentes pathologies.

Au moment d'entreprendre l'isolement des PLA2 rétiniennes, il fallait
choisir une PLA2 d'intérét et donc, une fraction cellulaire, ainsi qu'une fraction
chromatographique d'intérét. En considérant que: 1) les propriétés de toutes les
fractions PLA2-actives dérivées du RPE et du P200 et étudiées étaient différentes
de celles des PLA2 connues jusqu'a maintenant (voir les tableaux 4.4 et 5.4), 2) il
n'y avait aucune évidence flagrante de I'importance pathologique ou physiolo-
gique de I'une ou l'autre de ces fractions PLA2-actives et 3) il est plus que proba-
ble qu'une large proportion de l'enzyme soit perdue au cours des essais de puri-

fication (jusqu'a ce qu'une procédure optimisée soit disponible), il est alors lo-
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gique et indispensable d'utiliser la source d'enzyme la plus abondante (voir les
figures 4.2 et 5.2, ainsi que les tableaux 4.2 et 5.2). Ceci est d'autant plus logique
que la présence accrue d'un type de PLA2 par rapport a d'autres suggere inévita-

blement la possibilité d'un réle pathophysiologique plus important.

Le chapitre 6 résume donc les premieres expériences réalisées afin de
mettre en évidence les propriétés chromatographiques de la PLA2 présente
dans la fraction subrétinienne P200-36 (voir Figure 5.2 et Tableau 5.2), proprié-

tés devant faciliter I'isolement de cette PLA2 des autres protéines rétiniennes.

6.2 Matériel et Méthodes

6.2.1 Matériel

Les Fractogel EMD SO3-650S et Fractogel EMD DEAE-650 proviennent de
la compagnie E. Merck Darmstadt. Les Phényl Sépharose (HiLoad 26/10), Sé-
phadex G75 SF, HiTrap SP, HiTrap Q et HiTrap HIC proviennent de Pharmacia
Biotech. L'Aquapore butyl provient de Applied Biosystems. L'acétonitrile (gra-
de HPLC) et l'acide trifluoroacétique (TFA) ont pour leur part été achetés chez
Sigma. Tous les tampons utilisés pour les chromatographies (sauf celui utilisé
pour la chromatographie en phase inverse) ont été filtrés (Nalgene Disposable
Filter Unit CA/CN, 0,2 pm). Le P200-cytosol a également été filtré (Whatman
Polydisc AS, 1 um).

6.2.2 Essais chromatographiques préliminaires sur colonnes Hi-Trap SP, Hi-
Trap Q et Hi-Trap HIC
Pour identifier le type de chromatographie a utiliser afin de purifier la

PLA2 du P200-36, des essais préliminaires ont d'abord été faits sur des colonnes
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Hi-Trap SP, Hi-Trap Q et Hi-Trap HIC contenant chacune 1 ml des matrices Sé-

pharose-503-, Sépharose-DEAE et Phényl Sépharose, respectivement.

Pour étudier le profil d'élution de la PLA2 du P200-36 sur une colonne de
chromatographie échangeuse de cations (CEC), la colonne Hi-Trap SP a été uti-
lisée. Elle était équilibrée avec 5 ml de tampon Pipes/0 M NaCl37 (20 mM Pipes;
1 mM EDTA; 0,02% NaN3; pH 6,0), a la suite de quoi 1,5 ml de P200-cytosol
dialysé38 (8,17 mg/ml) était injecté. Apres avoir élué les protéines non-liées a
la colonne avec 3 ml de tampon Pipes/0 M NaCl, les protéines liées étaient
séquentiellement éluées avec 2 ml des tampons Pipes/0,1 M NaCl, Pipes/0,2 M
Na(l, ..., et Pipes/1 M NaCl, de fagon a établir un gradient de sel. Pour s'assurer
de I'élution totale des protéines, la colonne était ensuite lavée avec 2 ml de
Pipes/2 M NaCl. Le débit était de 1 ml/min et le volume des fractions recueil-
lies de 1 ml. Le dosage ISS-Protein Gold permettait de déterminer la concentra-
tion de protéines des diverses fractions alors que le dosage fluorimétrique décrit
a la section 5.4.5 permettait d'en mesurer l'activité PLA2. Ces deux techniques
ont par ailleurs été utilisées pour mesurer, respectivement, la concentration de
protéines et l'activité PLA2 des différentes fractions éluées de tous les types de
chromatographies décrits dans ce chapitre. Notez également que, hormis les
dosages (protéines et activité PLA2) et la chromatographie en phase inverse

(RPC) (voir la section 6.2.7), toutes les manipulations ont été effectuées a 4°C%.

37 Voir la discussion (section 6.4) pour la justification de l'utilisation du Pipes.

38 Les aliquots de P200-cytosol utilisés pour les tests d'élution sur les colonnes Hi-Trap SP et Hi-
Trap Q ont été préalablement dialysés contre le tampon Pipes 0 M NaCl ou Tris 0 M NaCl (voir le
texte), respectivement, pour éviter que la forte concentration de NaCl initialement présente dans
I'échantillon (600 mM) interfére dans le processus d'élution.

39 Considérant la trés faible concentration de protéines (incluant de possibles protéases) de 1'é-
chantillon injecté sur la colonne de RPC, la rapidité d'élution de la PLA2 et sa stabilité thermique
(voir Tableau 5.3 et Figure 6.13), il n'était pas indispensable de travailler a 4°C.
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Le profil d'élution de l'activité PLA2 du P200-36 sur une colonne de
chromatographie échangeuse d'anions (AEC) a pour sa part été déterminé a
I'aide d'une colonne Hi-Trap Q. La procédure suivie était telle que décrite pour
la colonne Hi-Trap SP, bien que les tampons utilisés aient été différents. Ainsi,
la colonne était équilibrée avec 5 ml de tampon Tris/0 M NaCl (20 mM Tris ba-
se; 1 mM EDTA; 0,02% NaN3; pH 7,5), aprés quoi 1,5 ml de P200-cytosol dialysé
(8,17 mg/ml) était injecté. Les protéines non-retenues étaient éluées avec 3 ml
de tampon Tris/0 M NaCl, alors que les protéines retenues, i.e. liées a la colon-
ne, étaient éluées avec 2 ml de chacun des tampons Tris/0,1 M NaCl, Tris/0,2 M
Na(Cl, ..., et Tris/1 M NaCl. La colonne était finalement lavée avec 2 ml de
Tris/2 M NaCl pour s'assurer de l'élution complete des protéines. Un essai
similaire, pour lequel I'échantillon de départ consistait en I'éluat PLA2-actif de
la CEC décrite a la section 6.2.3 (12 ml; 280 pug/ml), a également été effectué dans
les mémes conditions. L'activité PLA2 et la concentration de protéines des dif-

férentes fractions générées ont été mesurées tel que sus-mentionné.

Enfin, les essais permettant de vérifier le profil d'élution de l'activité
PLA2 du P200-36 sur une colonne de chromatographie 2 interactions hydropho-
bes (HIC) ont été réalisés sur des colonnes HiTrap HIC. Deux de ces colonnes
ont en fait été placées et utilisées en tandem pour en augmenter le pouvoir de
résolution. Les colonnes étaient équilibrées avec 5 ml d'eau contenant 1 M
NaCl et 20% (NH4)2504 (niveau de saturation). L'échantillon de départ consis-
tait en un aliquot de I'éluat PLA2-actif recueilli de la CEC (12 ml; 280 pg/mi;
voir la section 6.2.3). Apres y avoir ajouté 3 ml de (NH4)2SO4 100% (niveau de
saturation) pour obtenir une concentration finale de 20% (NH4)2SO4, 14 des 15

ml d'échantillon résultants ont été injectés sur le tandem de colonnes, soit 3,1
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mg de protéines. Le 1 ml restant devait servir dans les différents tests (dosages
de protéines et d'activité PLA2, électrophoreése). Les protéines non-liées ont été
éluées avec 6 ml de 1 M NaCl contenant 20% (NH4)250y4, tandis que les protéi-
nes liées ont été séquentiellement éluées avec 6 ml d'eau et 6 ml d'éthyléne
glycol 30% (v/v). Le débit était de 1 ml/min et le volume des fractions récoltées
de 2 ml. Un essai similaire a été fait avec 1,5 ml de P200-cytosol non-dialysé
(8,17 mg/ml) comme échantillon de départ. Dans ce cas, 380 pl de (NH4)2504
100% (niveau de saturation) ont été ajoutés pour obtenir une concentration fi-

nale de 20% (NHy4)SO04. L'activité PLA2 et la concentration de protéines ont été

mesurées tel que décrit ci-haut et ce, dans chacune des fractions recueillies.

6.2.3 Chromatographie échangeuse de cations éluée avec un gradient discon-
tinu de NaCl a deux plateaux (CEC)

En ce qui concerne la procédure de purification de la PLA2 du P200-36 sur
des colonnes préparatives (voir le résumé de la procédure a la Figure 6.1), la
premiére étape consistait en une chromatographie échangeuse de cations (CEC).
Pour ce faire, le P200 a tout d'abord été homogénéisé dans 350 ml de PBS 3x pH
7,5, a la suite de quoi le P200-cytosol pH 6,0 a été préparé tel que décrit plus tot
(voir la section 5.4.3). L'élution du P200-cytosol non-dialysé4? sur la colonne de
Fractogel EMD SO3-650S (CEC) a ensuite été effectuée tel que décrit a la section
5.4.7,2 20 ml/min. La colonne était couplée a un appareil 8 HPLC permettant la
purification de protéines a grande échelle (Jones Chromatography Ltd, Pays de
Galle). Un aliquot de 1 ml a été gardé pour servir de référence dans les diffé-

rents tests (dosages de protéines, activité PLA2 et électrophoreése) et les 349 ml

40 Les essais préliminaires ont démontré que la PLA2 du P200-36 n'est pas éluée de la CEC par 600
mM NaCl (voir Figure 6.2).
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restants (4 266 j1ig/ml) ont été injectés sur la colonne contenant 150 ml de la ma-
trice sus-indiquée. Les protéines non-retenues sur la colonne ont d'abord été
éluées avec le tampon d'équilibration de la colonne (50 mM NapHPO4/100 mM
NaCl/pH 6,0) et recueillies dans deux fractions de 250 ml. Les protéines rete-
nues ont ensuite été éluées avec un tampon 50 mM NaHPO4/2 M NaCl/pH
6,0, tel que décrit a la section 5.4.7, et récupérées dans sept fractions de 50 ml,
plus une de 125 ml. L'absorbance a 276 nm permettait de suivre 1'élution des
protéines. Apres que l'activité PLA2 des fractions résultantes ait été dosée (voir
la section 6.2.2), les fractions PLA2-actives sélectionnées ont été combinées en
une seule fraction, soit le CEC-actif (430 ml; 280 ug/ml). La concentration de
protéines du CEC-actif a été déterminée tel que décrit a la section 6.2.2. En com-
parant le profil d'élution du CEC-actif (voir Figure 6.5) et du P200-36 (voir Figu-

re 5.2), on constate qu'il s'agit en fait d'une seule et méme fraction.

6.2.4 Chromatographie a interactions hydrophobes (HIC)

L'étape subséquente de purification de la PLA2 du P200-36 sur colonne de
chromatographie préparative a été effectuée sur une colonne de Phényl Sépha-
rose Haute Performance contenant 53 ml de matrice (voir Figure 6.1). Cette co-
lonne était aussi couplée a 'appareil 8 HPLC provenant de Jones Chromatogra-
phy Ltd (voir la section 6.2.3). Un aliquot de CEC-actif de 2 ml (280 ug/ml; voir
la section 6.2.3) a été conservé pour les différents tests (voir ci-dessus). Les 416
ml restants?! ont d'abord été traités tel que décrit a la section 6.2.2 pour ce type

d'échantillon, de fagon a en ajuster la concentration de (NH4)2504 a 20%, puis

41 12 ml de CEC-actif avaient en effet été utilisés pour les tests préliminaires d'élution sur colonne
de HIC (voir la section 6.2.2). Ainsi, 2 ml (utilisés pour les tests de protéines et d'activité) + 416
ml (injectés sur colonne préparative de HIC) + 12 ml (utilisés pour les tests préliminaires d'élu-
tion) = 430 ml de CEC-actif au départ (voir la section 6.2.3).
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injectés. Les protéines non-liées a la colonne ont été éluées avec 1 M NaCl con-
tenant 20% (NH4)2504 et récupérées dans trois fractions de 250 ml. Les protéi-
nes liées ont quant a elles été éluées avec de l'eau?? et séquentiellement récupé-
rées dans six fractions de 35 ml, plus une de 30 ml et une autre de 170 ml. Le
débit était de 10 ml/min et I'absorbance a 276 nm permettait de suivre I'élution
des protéines. Aprés que l'activité PLA2 des diverses fractions éluées ait été
mesurée (voir la section 6.2.2), les fractions PLA2-actives ont été combinées

pour donner le HIC-actif (65 ml; 73,3 ug/ml).

6.2.5 Chromatographie échangeuse de cations éluée avec un gradient continu
de NaCl (CECg)

Dans le cas ol un gradient de NaCl continu a été appliqué pour raffiner
la procédure de purification de la PLA2 sur CEC (CECg), une colonne de type
HiTrap SP (1 ml de matrice Sépharose-SO3-) a été utilisée (voir Figure 6.1). Cela
devait également permettre de bénéficier de la capacité de concentration des
échantillons inhérente a la CEC. La colonne était couplée a un appareil a HPLC
Waters 650E provenant de la compagnie Waters. L'échantillon a injecter con-
sistait en 1'éluat PLA2-actif de la HIC, i.e. le HIC-actif (65 ml; 73,3 pg/ml; voir la
section 6.2.4) servait d'échantillon de départ. Des volumes de 64 et 1 ml ont
respectivement été utilisés pour la CECg et les différents tests (dosage de protéi-
nes et d'activité PLA2, et électrophorése). Puisque le HIC-actif était élué dans
I'eau et donc non-tamponné (voir la section 6.2.4), une quantité suffisante de
Na;HPO4 200 mM pH 6,0 lui a été ajoutée (avant injection), de fagon a en ajus-

ter la concentration a 20 mM NayHPO4 et ainsi donner une charge positive aux

42 Les tests préliminaires ont démontré que I'eau suffisait a éluer I'activité PLA2 de la colonne de
HIC (voir Figure 6.4).
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protéines43. Les protéines non-liées a la colonne étaient tout d'abord éluées
avec du PBS6x (2-3 volumes de colonnes), a la suite de quoi la concentration de
NaCl augmentait linéairement jusqu'a 1 M (en 60 min). La concentration de
NaCl passait ensuite directement a 2 M pour étre ainsi maintenue pendant 6
min. Le débit était de 0,5 ml/min et le volume des fractions éluées avec le gra-
dient était de 0,5 ml. Les fractions éluées PLA2-actives, identifiées grace au do-
sage d'activité fluorimétrique (voir la section 6.2.2), étaient combinées en une
fraction appelée CECg-actif (5,5 ml; 61,1 pg/ml). La concentration de protéines

du CECg-actif était déterminée tel que décrit a la section 6.2.2.

6.2.6 Chromatographie par filtration moléculaire sur gel de Séphadex G75 SF

(GFC)

A cette étape, 5,3 des 5,5 ml de CECg actif recueilli (61,1 pg/ml; voir la sec-
tion 6.2.5) ont été élués sur une colonne de GFC contenant 39 ml de matrice et
ce, en deux étapes: 1) 3 ml (GFCq) et 2) 2,3 ml (GFC3) (voir Figure 6.1). L'aliquot
de 0,2 ml restant a été conservé pour les différents tests (dosage de protéines et
d'activité PLA2 et électrophorese). Le tampon d'équilibration de la colonne et
d'élution des protéines contenait 30 mM NaHPOy4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA
et 0,02% NaN3 (pH 7,5). Le débit était de 0,3 ml/min et des fractions de 0,6 ml
ont été recueillies. L'activité PLA2 et la concentration de protéines des différen-
tes fractions ont été déterminées selon les méthodes décrites a la section 6.2.2.
Les fractions PLA2-actives ont été combinées en ce qui était ensuite appelé le
GFC-actif: 1,8 ml de GFCj-actif (0,31 ug/ml) et 1,8 ml de GFCa-actif (0,25 pug/ml)

qui ont toujours été conservés séparément.

43 Les résultats préliminaires ont en effet démontré qu'a pH 6,0, I'activité PLA2 se lie a la colonne
de CEC (dont le groupement est le SO37). Ceci signifie qu'a pH 6,0, I'enzyme responsable de I'acti-
vité PLA2 en question est chargée positivement.
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6.2.7 Chromatographie en phase inverse (RPC)

En vue de cette cinquieme étape de purification de la PLA2 que représen-
te la chromatographie en phase inverse (RPC) (voir Figure 6.1), deux aliquots
de 0,5 ml de GFCi-actif ont été dialysés (4 h a 4°C; un changement de tampon)
contre 11 de tampon 10 mM NH4HCO3, lyophilisés, puis resuspendus dans 250
ul de TFA 0,1%. L'échantillon ainsi préparé a été injecté sur RPC (colonne con-
tenant 1,6 ml de matrice Aquapore butyl). Les protéines non-retenues ont d'a-
bord été éluées avec le solvant A (0,1% TFA dans I'eau), aprés quoi un gradient
d'acétonitrile (CH3CN) permettait d'éluer progressivement les protéines rete-
nues. L'augmentation du pourcentage de solvant B (CH3CN:H2O, 70:30 v/v,
contenant 0,1% TFA) se faisait comme suit, par étapes successives de gradients
linéaires: 1) 0% B a 0 min, 2) de 0% B a 2 min jusqu'a 20% B a 7 min, 3) de 20%
B a 7 min jusqu'a 60% B a 47 min, 4) de 60% B a 47 min jusqu'a 100% B a 57
min, puis 5) constant a 100% B jusqu'a 63 min (voir Figure 6.15 pour une repré-
sentation graphique du gradient). Le débit était de 0,2 ml/min et le volume des
fractions récoltées variait entre 150 et 300 pl, selon l'importance des pics de pro-
téines a étre recueillis. L'absorbance a 276 nm permettait de suivre I'élution
des protéines. L'activité PLA2 des différentes fractions générées a été mesurée

tel que décrit a la section 6.2.2.

6.3  Résultats

Qu'il s'agisse de Tojo et al. (1984), Loeb et Gross (1986), Ulevitch et al.
(1988), Gassama-Diagne et al. (1989), Clark et al. (1990), Diez et Mong (1990), Gro-
nich et al. (1990), Hazen et al. (1990), Wright et al. (1990), Yoshihara et Watanabe
(1990), Kramer et al. (1991), Hirashima et al. (1992), Jordan et Russo-Marie
(1992), Ronkko et Rasdnen (1992), Spaargaren et al. (1993), Kim et Bonventre



308

(1993), Minami et al. (1993), Rehfeldt et al. (1993), Tojo et al. (1993), Tremblay et
al. (1993), Buhl et al. (1995), Thompson et Clark (1995) ou Wolf et Gross (1996),
tous ont utilisé une combinaison de diverses chromatographies pour purifier
(partiellement ou a homogénéité) une PLA2. Tous ont utilisé au moins deux
des types de chromatographies suivants: échangeur cationique, échangeur anio-
nique, tamis moléculaire (pour filtration sur gel), chromatographie en phase
inverse et chromatographie a interactions hydrophobes. Ces nombreux précé-
dents justifiaient donc l'utilisation de ces différents types de chromatographies

dans l'élaboration de la procédure de purification de la PLA2 du P200-36.

6.3.1 Profil d'élution de l'activité PLA2 sur les colonnes de chromatographie
échangeuse de cations (CEC), échangeuse d'anions (AEC) et a interactions
hydrophobes (HIC)

Afin de bien juger de I'utilité des CEC et AEC dans une procédure de pu-
rification de la PLA2 du P200-36, des essais préliminaires ont été réalisés pour
lesquels la concentration de NaCl était augmentée de fagon graduelle mais dis-
continue, soit par plateaux de 100 mM NaCl. La Figure 6.2 montre qu'une con-
centration de 800 mM NaCl suffit a éluer la majeure partie de l'activité PLA2
du P200-36 (69+5%) de la CEC. Elle montre aussi qu'une concentration de 600
mM NaCl n'élue que tres peu d'activité PLA2 (21+7%). Ceci suggere que le
P200-cytosol, contenant 600 mM NaCl parce qu'extrait avec du PBS6x, peut étre
injecté directement sur CEC, sans besoin d'une dialyse pour éliminer le NaCl et
sans risque de perte majeure d'activité PLA2. La CEC a donc subséquemment
été mise a profit dans l'élaboration de la procédure de purification de la PLA2
du P200-36. La Figure 6.3 montre quant a elle qu'il n'y a aucun avantage a em-

ployer I'AEC pour purifier la PLA2 du P200-36 puisqu'aucun pic d'activité rai-
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sonnablement fin n'a été observé a l'une ou l'autre des concentrations de sel
utilisées. Au contraire, l'activité PLA2 est éluée de I'AEC en un pic trés large
qui s'étend de 400 mM a 2 M NaCl. Ceci signifie qu'il faudrait récupérer, a la
sortie de la colonne, la quasi totalité de ce qui a été initialement injecté. Comp-
te tenu que des résultats similaires ont été obtenus en injectant sur I'AEC un
échantillon semi-purifié, soit un aliquot de CEC-actif (voir Figure 6.3 pour un
résultat représentatif), ce type d'échangeur n'a pas été utilisé pour la mise au

point de la procédure de purification de la PLA2 du P200-36.

D'autres tests préliminaires ont démontré que plus de 80% de l'activité
PLA?2 était perdue lorsque le pH était inférieur a 6,0. Des dosages effectués sur
des échantillons préalablement dialysés (16 h a 4°C; un changement de tampon)
contre des tampons acétate (pH 4,5), citrate (pH 5,0 et 5,5), Pipes (pH 6,0 et 6,5) et
Tris base (pH 7,0 et 7,5)4 -et ayant pour but de déterminer le pH minimum
auquel le P200-cytosol pouvait étre injecté sur CEC- ont en effet indiqué qu'il y
avait 83+8% d'inhibition de l'activité PLA2 a pH 4,5, 90+1% a pH 5,0, et 83+6% a
pH 5,5. Au contraire, il n'y avait pas d'inhibition significative a pH 2 6,0. Ces
expériences suggéraient aussi que la diminution d'activité observée a pH < 5,5
était due a la dénaturation de la PLA2, et non a une agrégation non-spécifique
par d'autres protéines car tous les échantillons dialysés contenaient un précipi-
té, mais seuls ceux dialysés a pH 4,5-5,5 subissaient une perte importante d'acti-
vité. Ces résultats indiquent qu'un pH inférieur a 6,0 ne permet pas de conférer
a la PLA2 une charge positive (requise pour la liaison aux ions SO3™ de la CEC)

tout en la maintenant native et active, d'ott I'utilisation de la CEC a pH 6,0%.

44 Tous ces tampons avaient une concentration de 20 mM, en plus des 1 mM EDTA et 0,02% NaNj.
45 L'AEC a été utilisée a pH 7,5, comme pour la purification d'autres PLA2 (Diez et Mong. 1990;
Gronich et al. 1990; Jordan et Russo-Marie. 1992; Spaargaren et al. 1992; Rehfeldt et al. 1993).
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En ce qui concerne la HIC, la Figure 6.4 démontre que la PLA2 du P200-36
se lie, via des interactions de type hydrophobe a la matrice de phényl sépharose
et que la grande majorité de l'activité PLA2 est éluée en présence de HyO. Ain-
si, l'activité PLA2 totale éluée en présence d'éthylene glycol 30% (fractions #15,
16 et 17 combinées) représente moins de 38% de celle éluée en présence de H,O
(fractions #12, 13 et 14 combinées) (voir Figure 6.4), ce qui suggeére que les inter-
actions hydrophobes qui interviennent dans la liaison de I'enzyme a la matrice
sont plutdt faibles. La HIC offre donc un bon pouvoir de résolution de la PLA2
du P200-36; c'est pourquoi elle a été ultérieurement utilisée pour l'élaboration

de la procédure de purification de cette PLA2.

6.3.2 Mise au point de la procédure de purification de la PLA2 du P200-36

A cause de 1) leur grande capacité de liaison (en termes de mg de protéi-
nes/ml de gel), 2) leur pouvoir élevé de résolution des protéines et 3) leur pou-
voir de concentration des échantillons dilués, la CEC et I'AEC sont de puissan-
tes méthodes de séparation des biomolécules (Harris et Angal. 1995; Pharmacia
Biotech. 1996a). Or compte tenu que les résultats préliminaires sur AEC se sont
avérés non-concluants (voir Figure 6.3), la CEC a constitué la premieére étape de
purification de la PLA2 du P200-36. La Figure 6.5 montre tout d'abord la pré-
sence de deux pics de protéines: les protéines non-retenues, éluées avec 100
mM NaCl (voir la section 5.4.7), et les protéines retenues, éluées avec 2 M NaCl.
La Figure 6.6 confirme quant a elle les résultats de la Figure 6.2, a savoir que
l'activité PLA2 du P200-36 est retenue sur la colonne jusqu'a élution par une
forte concentration de sel. De plus, les résultats inhérents aux figures 6.5 et 6.6
permettent de déterminer que la simple application d'un gradient de NaCl a

deux plateaux (600 mM et 2 M) sur la CEC entraine I'élimination de plus de
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90% (92%) des protéines non-voulues (voir Tableau 6.1). Les fractions PLA2-
actives récupérées a la sortie de la CEC, soit les fractions #4-10 (voir Figure 6.6)
ont donc été combinées en une seule fraction, le CEC-actif, dont les caractéristi-
ques sont résumées au Tableau 6.1. Ainsi, on note un enrichissement de l'acti-
vité spécifique du CEC-actif de 45 fois, relativement a celle du P200-cytosol, ce
qui correspond a un facteur de purification de 45. On remarque également une
augmentation de pres de 3,6 fois de l'activité totale du CEC-actif comparative-

ment au P200-cytosol, ce qui se traduit par un rendement de 359%.

Le CEC-actif a ensuite été injecté sur HIC et élué tel que décrit a la section
6.2.4. Les figures 6.7 et 6.8 confirment d'une part les résultats de la Figure 6.4,
i.e. I'élution par le H2O de la PLA2 avec les protéines liées a la colonne, et mon-
trent d'autre part que la HIC permet elle aussi d'éliminer plus de 90% (96%) des
protéines initialement injectées sur cette colonne (voir Tableau 6.1). Les frac-
tions PLA2-actives #9-10 ont été combinées en ce qui s'appelait des lors le HIC-
actif. Le Tableau 6.1 résume les caractéristiques du HIC-actif; il rend compte

d'un facteur de purification de 1949 et d'un rendement de 620%.

Ne pouvant tirer profit de I'AEC et n'ayant pas exploité au maximum le
pouvoir de résolution de la CEC, une autre étape de purification a été effectuée
sur ce dernier type de colonne, en y appliquant cette fois un gradient continu de
NaCl (voir Figure 6.9, ainsi que la section 6.2.5). Tel qu'illustré sur les figures
6.9 et 6.10, cette CECg a permis de raffiner l'isolement de la PLA2 du P200-36.
L'activité PLA2 se retrouvait principalement dans les fractions #34-44 (voir
Figure 6.10) qui, une fois combinées pour former le CECg-actif, contenaient

moins de 7% des protéines initialement injectées sur cette colonne (voir Ta-
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bleau 6.1). La CECg a donc permis d'augmenter le facteur de purification de la
PLA2 de 1949 a 13 500, indiquant que des protéines non-voulues ont effective-
ment été éliminées (voir Tableau 6.1). Le rendement calculé de la CECg était

quant a lui de 303% (voir Tableau 6.1).

Compte tenu que, tout comme dans le cas des CEC et HIC, I'activité PLA2
n'est pas éluée de la CECg dans un pic fin et bien isolé mais plutot dans l'épau-
lement du pic principal (voir Figure 6.9), cela indique que la PLA2 du P200-36
n'est pas, a cette étape, isolée de toutes les autres protéines. Le CECg-actif a donc
été subséquemment injecté sur GFC. Or c'est a ce moment que l'intérét d'utili-
ser la CECg comme étape préparatoire a la GFC prend tout son sens puisqu'un
des avantages de la CECg, telle qu'utilisée (voir la section 6.2.5), réside dans sa
capacité de concentration des échantillons. La CECg a ainsi permis de récupérer
le CECg-actif dans un volume suffisamment petit (voir Figure 6.10 et Tableau
6.1) pour qu'une quantité appréciable de protéines puisse étre injectée directe-
ment sur GFC%. La Figure 6.11 représente un chromatogramme typique d'élu-
tion du CECg-actif sur GFC. Les fractions #48-50 ont été combinées pour former
le GFC-actif (voir les figures 6.11 et 6.12). Le rendement calculé de la GFC est de

27% (voir Tableau 6.1).

Bien que relativement élevé, ce rendement de 27% ne représente que 9%
de l'activité totale récupérée dans le CECg-actif (voir Tableau 6.1). L'augmenta-
tion du rendement jusqu'a I'étape de CECg était tout a fait plausible et pouvait

s'expliquer par I'élimination de substances interférant dans le dosage. La dimi-

46 Dans ses recommandations relatives a l'utilisation de la GFC, la compagnie Pharmacia suggére
que le volume de I'échantillon a appliquer soit d'environ 5% du volume total de gel contenu dans
la colonne (Pharmacia. 1996b).
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nution subséquente du rendement (a I'étape de GFC) était également plausible,
voire méme attendue, & cause des pertes de protéines qui surviennent au cours
de la purification. Toutefois, la perte d'activité totale entre les étapes de CECg et
GFC dépasse les 90%. On se doit donc de considérer la possibilité que I'activité
PLA2 du GFC-actif ne constitue plus qu'une composante mineure de l'activité
PLA2 initialement détectée dans le CECg-actif (étape précédente). Alternative-
ment, il est aussi possible qu'un cofacteur essentiel, présent dans le CECg-actif,
ait été perdu lors de I'élution sur GFC, causant ainsi une forte diminution de

l'activité PLA2 du GFC-actif.

Bien que le GFC-actif contienne un peu moins de 0,0001% des protéines
totales du P200-cytosol et que son facteur de purification soit particuliérement
élevé (377 945) (voir Tableau 6.1), l'allure générale du chromatogramme indi-
quait que la GFC n'a pas permis de purifier la PLA2 du P200-36 jusqu'a homo-
généité (voir Figure 6.11). En effet, elle n'a pas été éluée dans un pic fin et bien
défini. Le GFC-actif a donc été injecté sur RPC, tel que décrit auparavant (voir
la section 6.2.7). La Figure 6.13 montre la présence de plusieurs pics absorbant a
276 nm, ce qui confirme la présence anticipée de nombreuses protéines diffé-
rentes dans le GFC-actif. La RPC aura donc permis d'éliminer plusieurs protéi-
nes contaminantes. La Figure 6.14 indique par ailleurs que la fraction #24 (voir
Figure 6.13) est hautement enrichie en activité PLA2. Elle indique également
qu'a ce stade-ci, la PLA2 ne représente qu'une trés faible proportion des protéi-
nes totales injectées sur cette colonne#’. Aussi, compte tenu de la faible quanti-

té d'enzyme obtenue, de la limite de détection du dosage de protéines ISS-Pro-

47 L'argument évoqué pour expliquer la perte d'activité PLA2 dans le GFC-actif pourrait tout aus-
si bien s'appliquer ici.
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tein Gold48 (2 ng/10 pl), du désir d'éliminer les manipulations pouvant résul-
ter en une perte d'enzyme (ex. concentration sur une membrane de filtration),
et de la nécessité de vérifier la pureté de I'échantillon recueilli (RPC-actif) sur
SDS-PAGE avant de prétendre a faire le séquengage de l'enzyme en question, la
concentration de protéines du RPC-actif n'a pas été déterminée. C'est pour ces
raisons que les caractéristiques du RPC-actif ne sont pas fournies dans le Ta-

bleau 6.1.

6.3.3 Evaluation de la pureté du RPC-actif

Tel que sus-mentionné, la pureté du RPC-actif a été vérifiée par électro-
phorésé, notamment sur des SDS-PAGE ayant soit un gradient de concentra-
tion d'acrylamide (8-25%), soit une concentration fixe (20%) et ce, selon la mé-
thode de Laemmli (1970). Les résultats ne se sont toutefois pas avérés trés con-
cluants. Bien qu'une coloration des gels au AgNO3 ait révélé quelques bandes
(au moins trois), aucune ne migrait vis-a-vis le standard de cPLA2. Et bien
qu'au moins une bande semblait migrer vis-a-vis le standard de sPLA2 (I'autre
type connu de PLA2 Ca2+-dépendante), les dosages d'activité de cette bande
n'ont pas permis de confirmer la présence de PLA2. En effet, aprés avoir coupé
la bande de gel (ou1 les constituants du RPC-actif avait été séparés) en morceaux
de 2 mm de large et incubés ceux-ci individuellement dans un minimum de
tampon devant permettre 1'élution et la renaturation de lI'enzyme (Bhown et
Bennett. 1983), aucune activité PLA2 n'a été détectée. Ces résultats4® n'ont donc

pas permis de statuer sur le P.M. de la PLA2 du P200-36, mais ils ont tout de mé-

48 Notez que ce type de dosage est déja plus sensible que les Bradford (250 ng/10 ul), Lowry (50
n§/10 uD) et micro-BCA (5 ng/10 pl) (Bollag et Edelstein. 1991).

49 L'intensité de coloration des bandes révélées au AgNO3 (seuil de détection de 2 ng/bande; Bol-
lag et Edelstein. 1991) était excessivement faible, et les photographies prises a partir de ces gels
n'ont pas permis de rendre compte de ces résultats. Par conséquent, ils ne sont pas présentés.
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me permis de constater que la PLA2 éluée de la RPC n'était pas assez purifiée
pour étre séquencée "en masse". La spectroscopie de masse pourrait permettre

d'obtenir plus d'informations.

6.3.4 Activité PLA2 des P200-cytosol, CEC-actif, HIC-actif, CECg-actif et GFC-

actif en fonction de la concentration de protéines

Les résultats de la Figure 6.15 indiquent que tous les dosages d'activité
PLA2 présentés dans les chapitres 5 et 6 ont été effectués avec une quantité de
protéines adéquate, et donc dans des conditions optimales. Ainsi, puisqu'une
quantité de protéines supérieure a 215 pg (50 pl) entraine une inhibition subs-
tantielle de l'activité PLA2 du P200-cytosol (voir Figure 6.15A) et que le plus
fort taux d'augmentation de l'activité est obtenu entre 43 (10 pl) et 108 pg (25 pl)
de protéines (voir Figure 6.15A), des aliquots de P200-cytosol de 10-20 ul ont été
dosés de fagon routinieére et ce, autant pour les expériences du présent chapitre
que celles du chapitre 5. Un phénomene similaire, mais plus marqué, est ob-
servé avec le CEC-actif. En effet, bien que le substrat n'apparaisse pas comme
un facteur limitant, l'activité PLA2 du CEC-actif décroit de fagon quasi-linéaire
avec l'augmentation de protéines (voir Figure 6.15B). Des aliquots de CEC-actif
de 10 ou 20 pl (2,8-5,6 ug de protéines) ont donc été utilisés pour les dosages en-

zymatiques présentés dans les chapitres 5 et 6.

En ce qui concerne le HIC-actif, on observe une augmentation linéaire de
l'activité PLA2 en fonction de la quantité de protéines (voir Figure 6.15C), ce
qui signifie que des aliquots de 0,3-1,5 ug de protéines (4-20 pl) peuvent étre uti-
lisés sans probléme dans les dosages. La Figure 6.14D montre pour sa part que

l'activité PLA2 du CECg-actif atteint un plateau lorsque la quantité de protéines
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dosée dépasse 0,3 g (5 ul), ce qui suggere que le substrat devient alors limitant.
Enfin, on note une augmentation de l'activité PLA2 du GFC-actif en fonction
de la quantité de protéines, bien que le taux d'augmentation ne soit linéaire
qu'entre 3 (10 pl) et 6 ng (20 pl) (voir Figure 6.15E). Des aliquots de 10 pl ont
donc été dosés de fagon routiniere et ce, par souci d'économie d'un échantillon

déja peu abondant.

6.3.5 Activité PLA2 des P200-cytosol, CEC-actif, HIC-actif, CECg-actif et GFC-

actif en fonction du temps

L'expérience résumée sur la Figure 6.16 a elle aussi été congue pour s'as-
surer que les dosages d'activité PLA2 présentés dans les chapitres 5 et 6 ont été
faits dans des conditions optimales. Puisque I'hydrolyse spontanée et non-spé-
cifique du 10PyPM augmente légeérement en fonction du temps (résultat non-
montré), il est important de vérifier que l'activité spécifique des échantillons
PLA2-actifs a été mesurée sur une période correspondant a une augmentation
linéaire de l'activité en fonction du temps. Sinon, l'activité réelle de I'échantil-
lon dosé se trouve sous-estimée par une activité non-spécifique qui augmente a
un rythme constant alors que l'activité spécifique plafonne. De plus, cela per-
met de s'assurer que, lors d'études de caractérisation biochimique comme celles
présentées aux chapitres 4 et 5 (voir les tableaux 4.3 et 5.3), I'effet observé est bel
et bien d aux réactifs ajoutés (ex. EDTA, DTT, pBPB ou chaleur), et non a la

dénaturation ou dégradation de I'enzyme dans le temps.

La Figure 6.16 montre que l'activité PLA2 du P200-cytosol (20 pl dosé; 86
1g de protéines), du CEC-actif (10 pl dosé; 2,8 pug de protéines) et du HIC-actif (20

ul dosé; 1,5 pug de protéines) croit de fagon linéaire avec le temps et ce, jusqu'a 90
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min (Figure 6.16A), 90 min (Figure 6.16B) et 60 min (Figure 6.16C), respective-
ment. Ceci indique qu'il n'y aucun risque de mésestimer l'activité PLA2 speci-
fique lorsque l'incubation s'étend sur une période de 30 a 60 min, tel que décrit
antérieurement pour le cytosol (voir les sections 5.4.5 et 6.2.2). La Figure 6.16D
indique que l'activité PLA2 du CECg-actif (5 pl dosé; 0,3 g de protéines) plafon-
ne trés rapidement, i.e. en 20 min seulement. Ceci signifie que, pour toute étu-
de ultérieure de cinétique enzymatique et/ou de caractérisation biochimique
(tel que présenté aux tableaux 4.3 et 5.3), le temps d'incubation de 1'échantillon
CECg-actif ne devrait pas excéder 20 min. Enfin, la Figure 6.16E montre que
l'activité PLA2 du GFC-actif (10 pl dosé; 3 ng de protéines) augmente de fagon
linéaire jusqu'a 40 min. Ainsi, puisqu'aucune des incubations inhérentes aux
expériences décrites dans les chapitres 5 et 6 ne s'est prolongée au-dela de 45
min (voir les sections 5.4.5 et 6.2.2), les risques d'avoir sous-estimé l'activité
PLA2 spécifique de chacun des échantillons sont plutdt faibles (sauf peut-étre
pour le CECg-actif). Cependant, d'autres mesures d'activité PLA2 (avec lecture
continue de la fluorescence; voir la section 5.4.3) devront éventuellement étre
réalisées afin de déterminer les conditions optimales, en termes de quantité de
protéines et de temps d'incubation, qui permettront d'étudier les cinétiques en-

zymatiques et les caractéristiques de ces échantillons™?.

6.4  Discussion
Bien que les résultats du présent chapitre montrent que la PLA2 du P200-
36 n'a pas été obtenue sous une forme homogene, ce qui aurait permis d'en

déterminer les principales caractéristiques (P.M., pl, séquence d'acides aminés,

50 Ces études devraient en effet étre faites dans des conditions telles que 10% ou moins du substrat
total est hydrolysé. Ainsi, la concentration de substrat ne change pas de fagon appréciable et n'a
aucune influence sur les cinétiques enzymatiques (Price et Stevens. 1989; Pelmont. 1995).
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etc.), ils indiquent néanmoins qu'une partie importante de l'isolement a été
réalisée. Des valeurs d'activité spécifique de 12 pmol/min par mg de protéines
ont en effet été obtenues, ce qui représente un enrichissement trés important
puisque de telles valeurs sont souvent associées a des enzymes purifiées. Il faut
toutefois se rappeler qu'il est possible que 'activité PLA2 du GFC-actif ne repré-
sente qu'une composante mineure de l'activité PLA2 du CECg-actif (voir la sec-

tion 6.3.2).

Ainsi, les figures 6.15 et 6.16 démontrent que tous les dosages enzymati-
ques effectués pour obtenir les résultats des chapitres 5 et 6 ont été faits dans de
bonnes conditions®!. Par ailleurs, des informations trés intéressantes peuvent
étre tirées des figures 6.2-6.14. Tout d'abord, les figures 6.2 et 6.3 suggerent que
le point isoélectrique (pI) de la PLA2 du P200-36 se situe probablement entre 6,0
et 7,5. En effet, lorsque le pH du tampon éluant est inférieur au pl de la pro-
téine étudiée, celle-ci porte une charge nette positive et, par conséquent, elle se
lie au groupement actif de la CEC qui porte une charge négative (SO3°) (Harris
et Angal. 1995; Pharmacia Biotech. 1996a). De méme, lorsque le pH du tampon
éluant est supérieur au pl de la protéine étudiée, celle-ci porte une charge nette
négative et se lie au groupement actif de 'AEC qui est chargé positivement
(N+(CH3)3) (Harris et Angal. 1995; Pharmacia Biotech. 1996a). Or puisqu'une
concentration de 800 mM NaCl est nécessaire pour éluer l'activité PLA2 de la
CEC a pH 6,0, ceci suggeére que: 1) la PLA2 du P200-36 se lie a la colonne, 2) elle a

une charge nette positive a pH 6,0 et 3) son pl est supérieur a 6,0. Par ailleurs,

51 Bien qu'il soit impossible, & ce stade-ci, de fournir une explication précise a la diminution d'ac-
tivité des P200-cytosol et CEC-actif observée en présence de quantités élevées de protéines, il est
plausible d'imaginer qu'une forte concentration de protéines est associée a une forte concentration
de molécules pouvant causer une atténuation de la fluorescence émise au moment de I'hydrolyse du
substrat par la PLA2.
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puisque l'activité PLA2 n'est pas éluée de I'AEC a pH 7,5 en absence de NaCl,
ceci suggeére que: 1) la PLA2 du P200-36 n'est pas éluée avec les protéines non-

liées, 2) elle a une charge nette négative a pH 7,5 et 3) son pl est inférieur a 7,5.

Le fait que les éluats récupérés de ' AEC en présence de 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000 et 2000 mM NaCl contiennent pratiquement le méme taux d'acti-
vité PLA2 (voir Figure 6.3), soit 10£1, 160, 15+4, 1241, 11£1, 11+1 et 13£0%, res-
pectivement, pourrait signifier que des interactions de nature autre qu'électro-
statique modulent la liaison de la PLA2 du P200-36 a cette matrice. Ceci semble
d'autant plus probable que la compagnie E. Merck Darmstadt, distributeur du
Fractogel EMD DEAE-650, indique clairement que I'hydrophobicité du groupe-

ment actif de cette AEC, le DEAE, peut parfois causer ce type d'effet indésiré.

La Figure 6.2 révele également que le tampon phosphate retrouvé dans
les échantillons a différentes étapes de la procédure de purification (voir la 1é-
gende des figures 6.4, 6.8 et 6.10) n'interfére pas dans les dosages. En effet, les
ions phosphates auraient pu précipiter le Ca2+ présent dans le tampon de dosa-
ge de l'activité PLA2 et ainsi fausser certains résultats, entre autres ceux présen-
tés au chapitre 5 (voir les tableaux 5.2 et 5.3). Or pour effectuer les tests dont les
résultats sont illustrés a la Figure 6.2, I'échantillon utilisé (P200-cytosol) a été
préalablement dialysé contre un tampon Pipes/0 M NaCl (voir la section 6.2.2)
et centrifugé (20 min, 15 000 X g, 4°C; Microfuge Beckman). L'activité PLA2 de
ce surnageant a ensuite été dosée et comparée a des controles non-dialysés. Les
résultats obtenus indiquaient que l'activité PLA2 était inaffectée par le phos-
phate (résultat non-montré) et suggéraient conséquemment que le P200-cytosol

pouvait étre injecté directement sur CEC, sans dialyse préalable. Toutes ces
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informations ont donc été prises en considération lors la mise au point subse-

quente de la procédure de purification de la PLA2 du P200-36 (voir les sections

6.2.3-6.2.7), laquelle est résumée a la Figure 6.1.

Lorsqu'on considere cette procédure de purification et les résultats qui en
découlent (voir Tableau 6.1), ce qui surprend, a premiere vue, est sans aucun
doute l'augmentation du rendement de purification. En effet, considérant que
le rendement est déterminé a partir de l'activité totale des différents échantil-
lons PLA2-actifs et qu'il est impossible de récupérer plus d'activité que ce qui
est initialement contenu dans l'échantillon de départ, le P200-cytosol, on peut
soulever la possibilité que ces résultats soient dus a des erreurs expérimentales.
Cependant, si on les remet dans le contexte de la caractérisation du P200-36
(voir Tableau 5.1, ainsi que la section 5.5.5), on remarque que la méme CEC a
permis d'éliminer ce que nous croyons fortement étre un inhibiteur de PLA2
endogeéne (Jacob et al. 1998). I est donc tout a fait logique que le CEC-actif (voir
Tableau 6.1) et le P200-36 (voir Tableau 5.1) aient des caractéristiques similaires
(en termes d'augmentation de l'activité totale et du rendement) puisque, tel
que mentionné auparavant, ces deux fractions sont équivalentes (voir les figu-
res 5.2 et 6.5, ainsi que les tableaux 5.1 et 6.1). Par ailleurs, compte tenu du role
important des PLA2 dans les cellules (voir la section 1.9), il est tout a fait proba-
ble qu'elles soient régulées de plusieurs fagons, et par plus d'une protéine, ce
qui pourrait expliquer l'augmentation additionnelle d'activité totale et de ren-
dement observée pour le HIC-actif. Alternativement, il est possible que la diffé-
rence dans la concentration et/ou le type de sel présent dans le CEC-actif (2 M

NaCl) et le HIC-actif (1 M NaCl; 20% (NH4)2SO4) influence le comportement de
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l'enzyme au moment du dosage d'activité5? (Hara et al. 1989; Reynolds et al.

1993; Shen et Cho. 1995).

Dans un autre ordre d'idée, la Figure 6.11 montre que la PLA2 du P200-36
est éluée en-dedans des limites de résolution du Séphadex G75 SF. Le pouvoir
de résolution du Séphadex G75 SF utilisé a cette étape s'étend en effet de 3 a 70
kDa (Pharmacia Biotech. 1996b). Ceci signifie que toutes les protéines dont le
P.M. est supérieur & 70 kDa vont étre éluées dans le volume mort de la colonne
alors que les protéines de moins de 3 kDa vont étre éluées dans le volume
total53. Or considérant que le volume total de notre colonne était de 39 ml, que
son volume mort était inférieur ou égal a 12 ml>4 et que l'activité PLA2 n'était
éluée ni dans le volume mort ni dans le volume total, on peut conclure que le
P.M. de la PLA2 du P200-36 se situe entre 3 et 70 kDa. Pour statuer sur son P.M,,
il faudra éventuellement calibrer la colonne avec différents standards de .M.
Il faudra également s'assurer que: 1) l'enzyme est éluée sous une forme mono-
mérique et 2) qu'elle n'est pas retardée sur la colonne par des interactions avec

la matrice de Séphadex.

Enfin, il peut sembler assez surprenant que l'activité PLA2 du P200-36 ait

été éluée de la colonne de RPC (voir Figure 6.14) en présence de CH3CN/TFA

52 Un aliquot de 10 pl de CEC-actif va donner une concentration finale en sel de 100 mM, alors
u'un aliquot de 20 pl de HIC-actif va donner une concentration finale de 250 mM.

Le volume mort d'une colonne est défini comme le volume d'élution des molécules qui ne sont dis-
tribuées que dans la phase mobile du gel parce que leur taille (proportionnelle a leur P.M.) est su-
périeure aux pores du gel les plus grands. Par opposition, le volume total d'une colonne correspond
au volume requis pour €éluer les molécules dont la taille est assez petite pour leur permettre de se
gartitionner librement entre les phases mobile et stationnaire du gel (Pharmacia. 1996b).

411 est difficile d'affirmer que le volume mort de notre colonne était de 12 ml parce qu'aucun stan-
dard de P.M. n'y a été élué. On peut toutefois affirmer qu'il n'était pas supérieur a 12 ml (40 min X
0,3 ml/min) puisque ga correspond au temps d'élution du pic de protéines (voir Figure 6.11).
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(voir la section 6.2.7), parce que le P200-cytosol était au contraire complétement
inactivé par une extraction au H5O4 (voir la section 5.5.1). La Figure 6.13 mon-
tre cependant que l'activité PLA2 éluée de la RPC était contenue dans un pic de
protéine mineur (#24 sur la Figure 6.13), lequel n'a pu étre caractérisé davanta-
ge. Ceci concorderait d'ailleurs avec I'hypothese voulant que la PLA2 du RPC-
actif, et peut-étre aussi celle du GFC-actif, ne corresponde pas a la PLA2 majeure
du P200-36, laquelle serait encore présente dans le CECg-actif (voir la section
6.3.2). Des expériences supplémentaires s'averent donc nécessaires pour lever
~cette ambiguité, mais ces résultats pourraient signifier que la RPC n'est pas tres

utile pour purifier la PLA2 du P200-36.

Il faut toutefois considérer que les concentrations de H25O4 et TFA utili-
sées étaient de 0,4% (Apitz-Castro et al. 1979) et 0,1% (voir la section 6.2.6), res-
pectivement. De plus, le HySO4 est un acide inorganique dont le pKa est de -5,2
alors que le TFA est un acide organique (CF3COOH) dont le pKa est de 0,2 (Pine
et al. 1980), ce qui indique que, méme a concentration égale, ces deux acides
n'auraient pas nécessairement le méme effet sur la structure et, par extension,
l'activité de la PLA2. Combinés, ces deux arguments suggeérent fortment que
cette différence de sensibilité de la PLA2 du P200-36 envers le HySO4 et le TFA

n'est pas artéfactuelle.

Pour résumer, notons que: 1) l'activité PLA2 a été enrichie a chaque étape
de la purification (cytosol, CEC, HIC, CECg et GFC) car le facteur de purification
et l'activité spécifique ont constamment augmenté et 2) les valeurs de rende-
ment relatives aux quatre premiéres étapes de purification sont suffisamment

élevées pour suggérer que la PLA2 majeure a été isolée. Cependant, la diminu-
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tion du rendement aux étapes quatre (GFC) et cinq (RPC) de la purification, de
méme que la résistance a l'acide de l'activité PLA2 isolée a I'étape cinq (RPC)
suggere que: 1) 'activité mesurée a la suite des derniéres étapes de chromato-
graphie (GFC et RPC) représente une composante mineure de l'activité PLA2
du cytosol (la composante majeure ayant pu étre dénaturée par le TFA) ou 2) il
y a eu une perte non-spécifique majeure de l'enzyme due a la faible concentra-
tion de protéines ou aux colonnes elles-mémes ou 3) il y a perte spécifique de

I'enzyme due a la perte d'un cofacteur.
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6.6  Légendes des figures

Figure 6.1: Résumé de la procédure de purification de la PLA2 du P200-36. La
préparation du P200-cytosol et les différentes étapes de chromatographie ayant
permis de purifier partiellement la PLA2 du P200-36 ont été effectuées selon les

procédures détaillées aux sections 6.3-6.7, inclusivement.

Figure 6.2: Elution de la PLA2 du P200-36 sur CEC en fonction d'une concentra-
tion croissante de NaCl. Le volume des fractions éluées est de 1 ml. Le dosage
fluorimétrique d'activité PLA2 a été fait tel que décrit a la section 5.4.5, avec 10
ul de chacune des fractions éluées de la CEC. Chaque puits contenait 1,85 nmol
de 10PyPM comme substrat. L'incubation était faite a la température de la piece
durant 15 min. Les valeurs des contrbles négatifs, obtenus en absence d'enzy-
me, ont été soustraites. L'activité est exprimée en unités de fluorescence détec-
tée a 377 nm/ 10 pul (volume d'échantillon dosé). Ces résultats sont représenta-

tifs d'une expérience réalisée en triplicata.

Figure 6.3: Elution de la PLA2 du P200-36 sur AEC en fonction d'une concentra-
tion croissante de NaCl. Le volume des fractions éluées est de 1 ml. Le dosage
a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2, avec 10 pl de chacu-
ne des fractions éluées de I' AEC. Ces résultats sont représentatifs de deux expé-

riences réalisées en triplicata.

Figure 6.4: Elution de la PLA2 du P200-36 sur HIC en fonction de I'augmenta-
tion de I'hydrophobicité du tampon éluant. Le volume des fractions éluées est
de 2 ml. Les conditions de dosage sont telles que décrites dans la légende de la

Figure 6.2. Des aliquots de 10 ul de chacune des fractions éluées de la HIC ont
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été dosés. La lecture de fluorescence a été prise aprés 40 min d'incubation a la
température de la piece. Ces résultats sont représentatifs d'une expérience réa-

lisée en triplicata.

Figure 6.5: Profil d'élution de la PLA2 du P200-36 sur CEC. Le P200-cytosol pH
6,0 a été préparé selon la méthode décrite a la section 6.2.3, injecté sur CEC, puis
élué a 20 ml/min avec un gradient de NaCl a deux plateaux, soit 0,1 et 2 M.
L'expérience se déroulait a 4°C. Le début de Il'injection du P200-cytosol et de
I'élution avec 0,1 et 2 M NaCl est indiqué par une fleche. Le volume des frac-
tions 1 et 2 est de 250 ml chacune, celui des fractions 3-9 est de 50 ml chacune, et
celui de la fraction 10 est de 125 ml. L'absorbance a 276 nm reflétait 1'élution

des protéines. Ce résultat est typique de quatre injections.

Figure 6.6: Distribution de I'activité PLA2 dans les fractions éluées de la CEC.
Le dosage a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2, avec 10 pl
de chacune des fractions #1-10 éluées. Le temps d'incubation était de 40 min.

Ces résultats sont typiques de deux expériences réalisées en triplicata.

Figure 6.7: Profil d'élution de 1a PLA2 du P200-36 sur HIC. Le CEC-actif a été in-
jecté sur HIC, puis élué a 10 ml/min. Le début de l'injection du CEC-actif, de
méme que le début de I'élution avec 1 M NaCl/20% (NHy)2504 et H2O est indi-
qué par une fleche. L'expérience se déroulait a 4°C. Le volume des fractions 1-3
est de 250 ml chacune, celui des fractions 4-9 est de 35 ml chacune, celui de la
fraction 10 est de 30 ml, et celui de la fraction 11 est de 170 ml. L'absorbance a
276 nm permettait de suivre 1'élution des protéines. Ce résultat est représenta-

tif de deux injections.
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Figure 6.8: Distribution de l'activité PLA2 dans les fractions éluées de la HIC. Le
dosage a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2, avec 20 ul de
chacune des fractions #1-11 éluées. Le temps d'incubation était de 40 min. Ces

résultats sont typiques de deux expériences réalisées en triplicata.

Figure 6.9: Profil d'élution de la PLA2 du P200-36 sur CECg. Le HIC-actif a été
injecté sur CECg, puis élué a 0,5 ml/min. Le début de l'injection du HIC-actif et
du lavage des protéines non-retenues avec le PBS est indiqué par une fléche.
Le trait continu représente 1'élution des protéines alors que le trait pointillé
indique la progression du gradient de NaCl. L'expérience se déroulait a 4°C. Le

volume des fractions éluées avec le gradient est de 0,5 ml.

Figure 6.10: Distribution de I'activité PLA2 dans les fractions éluées de la CECg.
Le dosage a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2, avec 5 ul
d'échantillon. Une fraction sur deux ou trois a été dosée et ce, en incubant pen-
dant 30 min. Ces résultats sont représentatifs de deux expériences réalisées en

triplicata.

Figure 6.11: Profil d'élution de la PLA2 du P200-36 sur GFC. Le CECg-actif a été
injecté sur GFC, puis élué a 0,3 ml/min. Le début de l'injection du CECg-actif et
de I'élution avec le PBS est indiqué par une fleche. L'absorbance a 276 nm per-
mettait de suivre I'élution des protéines. L'expérience se déroulait a 4°C. Le
volume des fractions éluées avec le PBS est de 0,6 ml. Ce résultat est représen-

tatif de deux injections.
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Figure 6.12: Distribution de l'activité PLA2 dans les fractions éluées de la GFC.
Le dosage a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2, avec 10 pl
d'échantillon. Une fraction sur deux a été dosée. Le temps d'incubation était
de 10 min. Ces résultats sont représentatifs de deux expériences effectuées en

triplicata.

Figure 6.13: Profil d'élution de la PLA2 du P200-36 sur RPC. Le GFC-actif a d'a-
bord été dialysé, lyophilisé et resuspendu dans 250 ul de TFA 0,1% tel que décrit
a la section 6.2.7, avant d'étre injecté sur GFC et élué a 0,3 ml/min avec un
gradient d'acétonitrile. Le trait continu représente l'absorbance a 276 nm et
donc I'élution des protéines, alors que le trait pointillé refleéte I'augmentation
de la concentration en acétonitrile. L'expérience se déroulait a la température
de la piece. Le volume des fractions recueillies variait de fagon a ce que chaque
pic de protéines (détecté par une augmentation de I'absorbance a 276 nm) soit

récupéré séparément. Ce résultat est représentatif de deux injections.

Figure 6.14: Distribution de l'activité PLA2 dans les fractions éluées de la RPC.
Le dosage a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2, avec 20 ul
de chacune des fractions récoltées. Le temps d'incubation était de 30 min. Ces

résultats sont typiques de deux expériences effectuées en triplicata.

Figure 6.15: Activité PLA2 des cytosol, CEC-, HIC-, CECg- et GFC-actif en fonc-
tion de la quantité de protéines. Pour chacun des échantillons PLA2-actifs, le
dosage a été effectué tel que décrit dans la légende de la Figure 6.2 et ce, avec des
quantités croissantes de protéines. Le temps d'incubation était de 30 min. Le

trait plein et le trait pointillé indiquent la portion de la courbe pour laquelle
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'augmentation de l'activité PLA2 en fonction de quantité de protéines est liné-
aire et non-linéaire, respectivement. Ces résultats sont typiques de deux expé-

riences réalisées en triplicata.

Figure 6.16: Activité PLA2 des cytosol, CEC-, HIC-, CECg- et GFC-actif en fonc-
tion du temps. L'activité de chacun des échantillons PLA2-actifs a été dosée
selon la méthode décrite dans la légende de la Figure 6.2. Des lectures de fluo-
rescence ont été prises aux temps indiqués. Le trait plein et le trait pointillé in-
diquent la portion de la courbe pour laquelle 'augmentation de l'activité PLA2
en fonction de quantité de protéines est linéaire et non-linéaire, respective-

ment. Ces résultats sont typiques de deux expériences faites en triplicata.



Tableau 6.1: Purification partielle de la PLA2 du P200-36

Protéines Volume Activité spécifique Activité totale Purification Rendement
(ug/ml) (ml) (nmol/min par mg) (nmol/min) (%)
P200c 4266 350 0,03 49 1 100
CEC-actif 280 430 1,47 177 45 359
HIC-actif 73,3 65 64 306 1949 620
CECg-actif 61,1 55 446 150 13 500 303
GFCj-actifa 0,31 1,8 (3,3) 12472 7 (13) 377 945 14 (27)

a Les valeurs entre parenthéses ont été obtenues par extrapolation. Ayant obtenu 1,8 ml de GFC-actif pour 3 ml de CECg-actif injecté, on
peut prévoir obtenir 3,3 ml pour 5,5 ml injecté. De méme, considérant une activité totale de 7 nmol/min pour 3 ml, on obtient 13 nmol/min
pour 5,5 ml. Enfin, le quotient de I'une et l'autre valeurs d'activité totale du GFC-actif (extrapolée ou non) par celle du cytosol permet

d'obtenir le rendement de la GFC (extrapolé ou non).

Gee



Homogénéise le P200 dans
4,5 volumes de PBS3x pH 7,5;
prépare le "P200c pH 6,0" ;
filtre sur "Polydisc AS 1 pm"
(voir les sections 5.4.3 et 5.4.7)

P200C¢ (350 ml)

CEC (colonne de 150 ml);
injecte 349 ml de P200c et
garde 1 ml pour les tests

utilise L; pour les SDS-PAGE;
combine L, et L dans 250 ul
total TFA 0,1% pour injection
sur RPC (colonne de 1,6 ml)

y

RPC-actif (200 pl);
SDS-PAGE et activité PLA2

fractions
#4-10

(430 ml)

HIC (colonne de 53 ml);
injecte 428 ml de CEC-actif
et garde 2 ml pour les tests

dialyse 3 X 0,5 ml de GFC;-
actif contre 10 mM NH,HCO;,
et lyophilise Ly, L, et Lj;
conserve GFCy-actif a -20°C

fractions
#9-10

(65 ml)

fractions
#48-50

(2X1,8ml)

CECg (colonne de 1 ml);
injecte 64 ml de HIC-actif
et garde 1 ml pour les tests

fractions #34-44 \L (5,5ml)

GFC (colonne de 39 ml);
injecte 3 ml (GFC;) et 2,3 ml
(GFC,) de CECg-actif et gar-
de 0,2 ml pour les tests

Figure 6.1: Résumé de la procédure de purification de 1a PLA2 du P200-36
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Figure 6.15: Activité PLA2 des P200-cytosol, CEC-, HIC-, CECg- et GFC-actif en fonction de la quantité de protéines
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Les résultats des chapitres 2 a 6 ont permis de démontrer que: 1) il n'y a
pas d'activité PLA2 dans les ROS purifiés et intacts, 2) il y a probablement deux
types de PLA2 différents (et peut-étre plus) dans le RPE, une fraction fortement
enrichie avec les cellules de 1'épithélium pigmentaire rétinien, 3) il y a proba-
blement un minimum de quatre types de PLA2 différents dans le P200, une
fraction trés hétérogeéne qui contient présumément les cellules neuronales (bi-
polaires, horizontales, ganglionnaires et amacrines), les cellules de Miiller et les
segments internes de batonnets, et 4) la sensibilité des PLA2 du RPE et du P200 a
divers traitements (H2SO4, ATP, GTPYS, EGTA, pBPB, DTT et chaleur) est telle
qu'elles ne semblent appartenir a aucun groupe de PLA2 connues (sPLA2,
cPLA2 et iPLA2). Ainsi, selon les résultats des chapitres 2 a 6, la classification
des PLAZ2 rétiniennes pourrait éventuellement nécessiter 1'ajout d'un ou plu-
sieurs nouveau(x) groupe(s) et/ou sous-groupe(s) au schéma de classification

actuel.

7.1  Hypothéses proposées pour le rle des PLA2 dans le P200

Ayant démontré qu'il n'y avait pas d'activité PLA2 dans les ROS et que
l'activité détectée par d'autres groupes (voir la section 1.12) était vraisemblable-
ment due a une contamination de leurs préparations de ROS par les cellules du
RPE et/ou du P200 (voir Chapitre 2), on peut facilement expliquer la variabilité
relative au taux maximum d'activité rapporté par chacun des groupes par une
variation du taux de contamination des ROS utilisés. Par ailleurs, en suppo-
sant que les préparations de ROS de Jelsema (1987) aient été davantage conta-

minées par les segments internes de batonnets®® (présumément présents dans

55 11 faut se rappeler que la méthode de préparation des ROS utilisées par Jelsema (1987) n'a ja-
mais été décrite (voir la section 3.1).
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le P200), on peut proposer une hypothése expliquant l'absence de stimulation
par la lumiere dans nos conditions. En effet, il est possible qu'une PLA2 soit
présente dans les segments internes de batonnets et qu'elle soit indirectement
stimulée par la lumiere, suite a l'activation de la cascade de phototransduction
dans les ROS. Nous avons d'ailleurs vu antérieurement que l'activation de la
cascade de phototransduction (au niveau du ROS) entraine I'hyperpolarisation
de tout le batonnet et en module la transmission synaptique (voir la section
1.4). Ceci suggere que certaines protéines des RIS, notamment celles qui sont
responsables de l'exocytose des neurotransmetteurs, sont indirectement affec-
tées par la lumieére in vivo (i.e. lorsque les segments externe et interne des ba-

tonnets sont reliés I'un a l'autre).

Il est donc tout a fait probable et plausible d'imaginer que, lorsqu'il y a
contamination des préparations de ROS par des segments internes>® de béaton-
nets et que ceux-ci sont reliés I'un a l'autre par le cil connectif, la lumiére (cap-
tée au niveau du ROS) puisse indirectement activer une PLA2 propre aux seg-
ments internes. L'activation serait alors secondaire a la photoexcitation des
ROS. Au contraire, lorsque les ROS sont bien purifiés et exempts de segments
internes de batonnets, cet effet indirect de la lumieére ne peut étre détecté. Ceci
pourrait expliquer la différence entre les résultats de Jelsema (1987) et Castagnet
et Giusto (1993), qui ont observé un effet stimulateur de la lumieére, et ceux de
Zimmerman et Keys (1988) et Jacob et al. (1996), qui n'avons observé aucun ef-
fet de la lumiere (voir Chapitre 2). 1l sera donc intéressant d'isoler (éventuelle-

ment) des batonnets "entiers" pour s'assurer de la présence d'une PLA2 (ou

56 Veuillez noter que, pour alléger le texte de la section 7.2, les noyau, terminaison synaptique et
segment interne de batonnets sont indistinctement regroupés sous l'appellation "segment interne de
batonnet".
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plus) dans le segment interne et, advenant le cas, étudier sa régulation par la
lumieére, de méme que son roéle. Il sera d'ailleurs tout aussi intéressant de dé-
terminer sa localisation subcellulaire, car une PLA2 située dans la terminaison
synaptique (voir Schéma 1.3) pourrait étre impliquée dans la modulation de la
transmission synaptique et/ou la régulation de l'exocytose des neurotransmet-

teurs (voir les sections 7.1.1 et 7.1.2, respectivement).

Bien siir, les segments internes de batonnets ne représentent qu'un des
six types de cellules que I'on présume étre contenus dans le P200; les autres sont
les quatre types de cellules neuronales (bipolaires, horizontales, ganglionnaires
et amacrines) et les cellules gliales de Miiller (voir la section 1.2). II est donc
plus que probable qu'un ou plusieurs types de cellules neuronales, ainsi que les
cellules de Miiller, expriment également au moins un type de PLA2. De plus,
on sait en effet que I'hyperpolarisation des batonnets provoque la dépolarisa-
tion des cellules neuronales in vivo (i.e. lorsqu'elles sont connectées par une
synapse) (voir la section 1.2). Cette réponse est donc également lumiére-dépen-
dante, quoiqu'indirectement. Considérant ceci, il est alors possible que I'activa-
tion de la PLA2 soit tertiaire a la photoexcitation des ROS. Une PLA2 localisée
dans la terminaison synaptique des cellules neuronales pourrait ainsi étre im-
pliquée dans la modulation de la transmission synaptique et/ou l'exocytose des
neurotransmetteurs, au méme titre que la PLA2 des segments internes de ba-
tonnets (voir ci-dessus). Les caractéristiques biochimiques des différents types
de PLA2 détectés dans le P200 (voir Chapitre 5), de méme que leur mode de ré-
gulation (ex. lumiere-dépendant ou non), dépendraient alors de l'environne-
ment cellulaire propre a chacun des types de cellules neuronales sus-mention-

7

nes.
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7.1.1 Modulation de l'exocytose des neurotransmetteurs et de la transmission

synaptique par l'acide arachidonique

Compte tenu de I'hétérogénéité cellulaire du P200, il est plutdt ardu de
spéculer sur le réle de chacune des PLA2 identifiées dans cette fraction subréti-
nienne (voir Chapitre 5). Cependant, plusieurs études ont démontré l'implica-
tion d'une PLA2 et/ou de l'acide arachidonique dans la modulation de l'activi-
té synaptique des cellules nerveuses (Bazan. 1989; Herrero et al. 1992; Nicholls.
1992; Catania et al. 1993; Damron et Dorman. 1993; Durgerian et al. 1993; Mochi-
zuki-Oda et al. 1993; Nakamura. 1993; Villaroel. 1993; Bramham et al. 1994;
Farooqui et Horrocks. 1994; Holscher et Rose. 1994; Lynch et Voss. 1994; Miyachi
et al. 1994; Vasquez et al. 1994; Volterra et al. 1994). Par exemple, il a été démon-
tré que l'activation des canaux potassiques (a l'origine du courant Ig) ou l'inhi-
bition des canaux calciques (a l'origine du courant Ica), empéche l'exocytose des
neurotransmetteurs dans certaines populations de neurones d'escargots (Dur-
gerian et al. 1993). Or tel qu'illustré sur le Schéma 7.1, il semble qu'un dérivé
métabolique de l'acide arachidonique®’ soit requis spécifiquement pour l'acti-
vation de ces canaux potassiques (Durgerian et al. 1993). D'un autre c6té, Dam-
ron et Dorman (1993) et Mochizuki-Oda et al. (1993) ont observé un effet stimu-
lateur de l'acide arachidonique sur les canaux calciques des cellules arborescen-
tes d’hippocampe de rat et des cellules adrénales a chromaffine de boeuf, res-
pectivement, activation qui résulterait en l'augmentation du Ca2+; et au relar-
gage des neurotransmetteurs. Grace a ses travaux réalisés avec des préparations
de synaptosomes cérébrocorticaux de rats, I'équipe de Sanchez-Prieto a pour sa

part remarqué une augmentation considérable de la sécrétion de glutamate, un

57 Bien que le dérivé en question n'ait pas été clairement identifié, il s'agit d'un métabolite d'une
lipoxygénase (Durgerian et al. 1993).
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4 Notez que les lysophospholipides générés ne sont probablement pas libérés dans le cytoplasme.

Ils sont seulement disposés ainsi pour le besoin de la cause.
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acide aminé qui agit comme neurotransmetteur®, en présence d'acide arachi-
donique (Herrero et al. 1992). De plus, ils ont noté que ce dernier n'avait aucun
effet sur l'activité du récepteur a glutamate (Vasquez et al. 1994). Lynch et Voss
(1994) ont également remarqué une corrélation entre la concentration d'acide
arachidonique dans les membranes et la sécrétion de glutamate. Au contraire,
les revues présentées par Farooqui et Horrocks (1994) et Volterra et al. (1994)
font état de plusieurs travaux ayant montré une production d'acide arachidoni-
que en réponse a l'activation des récepteurs a glutamate par le glutamate>®. Les
travaux de Miller et al. (1992) suggerent quant a eux que l'acide arachidonique,
libéré en réponse a l'activation des récepteurs a glutamate (ou autres), potentia-
lise I'activation de ces mémes récepteurs. De plus, la récente revue de McEach-
ern et Shaw (1996) met en lumiére plusieurs autres résultats expérimentaux qui
suggérent l'implication d'une PLA2 dans la régulation de divers récepteurs

post-synaptiques (autres que les récepteurs a glutamate).

Ainsi, malgré des différences de spécificité qui pourraient étre dues au
type de cellules nerveuses, au type d'animal (vertébré vs invertébré) ou au type
de PLA2 étudié, les travaux sus-cités font tous état du rodle trés important de
I'acide arachidonique dans la régulation de la transmission synaptique et du
processus inhérent d'exocytose des neurotransmetteurs. Ce rdle semble d'ail-
leurs d'autant plus important que de nombreux travaux ont permis d'associer

diverses pathologies neurologiques (ex. la maladie d'Alzheimer, I'épilepsie et

58 Le glutamate est le principal neurotransmetteur de type acide aminé du systéme nerveux cen-
tral (Farooqui et Horrocks. 1994) et il est également utilisé par les photorécepteurs, ainsi que les
neurones rétiniens de type bipolaire et ganglionnaire (Berman. 1991; Wu. 1994; Kit Lam. 1997).

59 Bien que l'objet de la présente discussion ne requiert pas de spécifications supplémentaires rela-
tivement au type de récepteur en question, notez qu'il en existe au moins cinq types, tous identifia-
bles par leur agoniste sélectif (Farooqui et Horrocks. 1994).
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I'ischémie) & une perturbation du métabolisme des phospholipides et une accu-
mulation d'acides gras libres (revu par Bazan. 1989; Farooqui et Horrocks. 1994;
Volterra et al. 1994). 1l sera donc essentiel de poursuivre la purification de cha-
cune des PLA2 du P200 afin d'en faire une caractérisation complete, d'identifier
leur origine cellulaire et de générer des anticorps et/ou inhibiteurs spécifiques
afin de mieux cerner leur role. Il sera notamment intéressant de comparer leur
spécificité pour l'acide arachidonique in vivo et in vitro, ce qui permettra de
vérifier l'implication de l'acide arachidonique dans le processus d'exocytose des

neurotransmetteurs et de transmission synaptique (voir Schéma 7.1).

7.1.2 Modulation de l'exocytose des neurotransmetteurs et de la transmission

synaptique par les lysophospholipides

En plus des nombreuses évidences relatives au role de l'acide arachido-
nique dans l'exocytose des neurotransmetteurs et la transmission synaptique
qui s'ensuit (voir ci-haut), maints travaux suggerent que les lysophospholipi-
des générés par une PLA2 pourrraient, eux aussi, jouer un réle important dans
ce processus. En effet, Kiyosue et Arita (1986), Burnashev et al. (1989), Oishi et
al. (1990) et Eddlestone et Ciani (1991) ont observé un effet stimulateur des lyso-
phospholipides sur l'activité de différents types de canaux ioniques. De plus,
Lloret et Moreno (1995) ont démontré que les lysophospholipides, en particu-
lier le lysophosphatidylsérine, induisent indirectement (via une augmentation
du Ca?+j) la dégranulation des mastocytes et, conséquemment, 1'exocytose de

I'histamine.

Les résultats sus-décrits indiquent donc que les lysophospholipides géné-

rés par une (ou plusieurs) des PLA2 présentes dans le P200 pourraient, au mé-
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me titre que l'acide arachidonique, agir comme messager intracellulaire dans la
régulation de I'exocytose des neurotransmetteurs et de la transmission synapti-
que. Ils indiquent également que ce sont les lysophospholipides mémes, et non
un dérivé métabolique, qui sont responsables des effets observés. Au contraire,
une série d'études réalisées par I'équipe de Bazan (Bazan et al. 1993a; Bazan et
al. 1993c; Kato et al. 1994; Bazan et Allan. 1996) a mis en valeur le role d'un mé-
tabolite des lysophospholipides, soit le "platelet-activating factor” ou PAF. Lors
d'ischémie cérébrale, par exemple, la forte augmentation d'activité PLA2 est
responsable (du moins en partie) de 'exocytose massive de glutamate, de l'acti-
vation des récepteurs a glutamate et de I'élévation du Ca?+; a des concentra-
tions supraphysiologiques (Bazan et Allan. 1996). Or puisque le PAF a été iden-
tifié comme médiateur de ces effets, cela signifie qu'il serait a l'origine du mal-
fonctionnement cellulaire découlant de la perturbation des cascades de signali-
sation Ca2+-dépendantes. Le PAF pourrait donc moduler la transmission sy-
naptique dans des conditions physiologiques, i.e. a faible concentration, et deve-

nir neurotoxique dans des conditions pathologiques, i.e. a forte concentration.

Il sera donc important de déterminer la spécificité des différentes PLA2
du P200 (voir Chapitre 5), non seulement pour l'acide arachidonique (voir la
section 7.1.1), mais également pour les différents types de phospholipides (voir
la section 1.6). Il sera tout aussi important de déterminer les conséquences cel-
lulaires physiologiques et/ou pathologiques de I'activation des PLA2 du P200 et
d'en identifier le ou les médiateurs (acide arachidonique, lysophospholipide ou

PAF)60, Ceci devrait notamment permettre de 1) comparer les caractéristiques

60 Les connaissances actuelles ne permettent pas de dire si les acide arachidonique, lysophospho-
lipides et PAF sont produits par une seule et méme PLA2 (Bazan et al. 1993c).
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biochimiques et fonctionnelles des PLA2 de cette fraction subrétinienne avec
celles des PLA2 sus-mentionnées (entre autres) et 2) vérifier I'implication des
PLA2 du P200 dans la régulation du processus d'exocytose des neurotransmet-
teurs et de transmission synaptique découlant du processus de phototransduc-

tion (voir Schéma 7.1).

7.1.3 Cellules gliales, métabolisme de l'acide arachidonique et ischémie

Le P200 n'est pas seulement constitué de cellules nerveuses, mais aussi
de cellules gliales, soit les cellules de Miiller (voir Schéma 1.2, ainsi que la sec-
tion 1.2). Or, sauf erreur, trés peu de travaux ont porté sur l'étude des PLA2
dans ce type de cellule. Des articles de Chan et Fishman (1978), Unterberg et al.
(1987) et Staub et al. (1994a, 1994b) ont toutefois mis en évidence le role de l'aci-
de arachidonique, un produit d'hydrolyse des PLA2 (voir la section 1.10), dans
I'induction (in vivo et in vitro) de la turgescence cytotoxique des cellules gliales
de cerveau. Les études de Staub et al. (1994a et b), de méme que celles de Ku-
washima et al. (1976) et Hillered et Chan (1988), ont par ailleurs montré que l'a-
cide arachidonique®! favorise la production d'énergie (ATP) via la glycolyse et
ce, en inhibant la phosphorylation oxidative mitochondriale. Par conséquent,
I'accumulation d'acide lactique qui résulte de la glycolyse provoque une acidose
cellulaire. Chan et al. (1988) et Braughler et Hall. (1989) ont quant & eux montré
la présence de dérivés peroxydés d'acide arachidonique dans les astrocytes, un
autre type de cellules glialesé2. Selon ces auteurs, la turgescence, l'acidose et la

présence de dérivés lipidiques peroxydés sont trois symptomes cellulaires ob-

61 L'acide arachidonique était ajouté de facon exogene, 4 des concentrations équivalentes a celles

géli prévalent lors d'ischémie cérébrale, mais était rapidement internalisé (Staub ef al. 1994b).
Les astrocytes sont, tout comme les cellules de Miiller, présents dans la rétine des mammifeéres

(Chan-Ling. 1994). Leur nombre est toutefois bien inférieur, d'ot leur absence sur le Schéma 1.2.
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servables lors d'ischémie cérébrale.

A la lumiere de ces résultats, on peut donc s'attendre a ce que les éventu-
elles analyses immunohistochimiques,'réalisées sur des coupes de rétines avec
divers anticorps anti-PLA2, révelent la présence d'au moins une PLA2 dans les
cellules de Miiller. Evidemment, puisque les PLA2 du P200 semblent étre diffé-
rentes des PLA2 connues (voir Chapitre 5) et qu'elles pourraient appartenir a
un nouveau groupe ou sous-groupe, il est fort possible que la purification des
PLA2 rétiniennes doive étre complétée avant de procéder aux analyses immu-
nohistochimiques. Autrement dit, il faudra peut-étre produire différents anti-
corps anti-PLA2 rétiniennes afin de les détecter spécifiquement. Et advenant la
présence d'une telle PLA2 dans les cellules de Miiller, leur mise en culture se-
lon la méthode décrite par Staub et al. (1994a et b) et Hartig et al. (1995) pourrait
alors permettre de 1) répéter certaines des expériences effectuées par les auteurs
sus-mentionnés, 2) comparer les effets de l'acide arachidonique sur les cellules
de Miiller dans des conditions physiologiques et pathologiques, 3) comparer les
effets de l'acide arachidonique sur les cellules de Miiller et autres cellules glia-
les et 4) mieux comprendre le role de la PLA2 dans les cellules de Miiller et

dans les cellules gliales en général.

Les nombreux éléments d'information qui ont été tirés de la littérature et
présentés a la section 7.1 suggerent fortement que chacun des types de cellules
retrouvé dans le P200 est susceptible de contenir au moins un type de PLA2. De
plus, puisque plusieurs équipes ont noté une corrélation entre I'accumulation
supraphysiologique des produits d'hydrolyse des PLA2 (ou leurs dérivés méta-

boliques) et diverses maladies neurodégénératives, on peut d'ores et déja pré-
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sumer que chacune des PLA2 du P200 joue un role crucial dans le maintien de
l'intégrité fonctionnelle de la rétine. Nous avons d'ailleurs entrepris la purifi-
cation de l'une d'entre elles (voir Chapitre 6), soit la PLA2 de la fraction P200-
36, dont l'activité s'est avérée la plus enrichie lors d'une caractérisation préli-
minaire (voir Figure 5.2 et Tableau 5.2). Il faudra évidemment suivre une pro-
cédure similaire en utilisant les deux autres fractions PLA2-actives du 200, soit
les P200-1 et P200-3, afin de séparer les trois PLA2 qui semblent y étre présentes
(voir Figure 5.2, ainsi que les tableaux 5.2-5.4). De méme, il faudra répéter ce
genre d'expérience avec le RPE qui, selon toute vraisemblance, contient un mi-
nimum de deux PLA2 différentes (voir Chapitre 5) pouvant chacune jouer un

role tout aussi important.

7.2 Hypotheses proposées pour le role des PLA2 dans le RPE

Tel que décrit dans les sections 1.15 et 1.16, la contribution des cellules du
RPE au maintien de l'intégrité structurelle et fonctionnelle des ROS est extré-
mement importante. A cause de sa grande capacité de phagocytose spécifique
des ROS, le RPE joue en effet un réle crucial dans le processus quotidien de re-
nouvellement des ROS. Par ailleurs, de nombreuses études ont permis de dé-
montrer que, suite a la dégradation des phagosomes (segments apicaux de ROS
ayant été phagocytés) dans les cellules du RPE, il y a recyclage du DHA vers les
segments internes de batonnets. L'idée qu'une PLA2 présente dans les cellules
du RPE puisse étre impliquée dans ce processus de recyclage du DHA apparait
donc particulierement séduisante. Cette hypotheése semble d'autant plus inté-
ressante que l'intervention d'une PLA2 pourrait étre requise a deux niveaux:
soit pour I'hydrolyse spécifique du DHA qui précede le recyclage, soit pour le

processus de fusion membranaire permettant aux enzymes lysosomales du RPE
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d'accéder a leur substrat (contenu dans les phagosomes). Une PLAZ2 située dans
le RPE pourrait méme hydrolyser et éliminer spécifiquement les DHA peroxy-
dés présents dans les phagosomes, empécher leur recyclage vers les segments
internes de batonnets et empécher la synthése de disques défectueux (voir la
section 1.3). Deux PLA2, respectivement sélectives pour les DHA natifs et pero-
xydés, pourraient ainsi permettre d'assurer 1) le recyclage des DHA natifs vers
les segments internes de batonnets et 2) I'élimination des DHA peroxydés. Al-
ternativement, une seule PLA2 pourrait hydrolyser les DHA natifs et peroxy-
dés. Un mécanisme de tri des DHA natifs et peroxydés serait alors requis pour
empécher le recyclage de ces derniers. Enfin, tel que suggéré par certains au-
teurs, une PLA2 présente dans le RPE pourrait contribuer a la formation de do-
cosanoides, des métabolites du. DHA, qui pourraient avoir un role similaire a
celui des eicosanoides (voir les sections 1.9 et 1.10) ou encore un role plus spéci-

fique. Chacune de ces hypotheses est présentée dans les sections 7.2.1 2 7.2.4.

7.2.1 Recyclage des acides docosahexaénoiques natifs vers les segments inter-

nes de batonnets

Tel que mentionné antérieurement (voir la section 1.7), les phospholipi-
des des ROS sont hautement enrichis en DHA. Or puisqu'il n'est pas synthéti-
sé de novo par les cellules animales, le DHA, ou son précurseur (l'acide linolé-
nique; 18:3w3), doit étre fourni par l'alimentation. Apres élongation et désatu-
ration de ce dernier au niveau du foie, le DHA résultant est libéré dans le plas-
ma puis transporté vers la rétine, tout comme le DHA provenant de la diete.
Le RPE, qui contrdle les échanges de nutriments entre la circulation sanguine et
les photorécepteurs (voir Tableau 1.13), est alors responsable de l'internalisa-

tion et de la livraison sélective du DHA aux segments internes de photorécep-
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teurs (au niveau desquels il y a syntheése des constituants des disques des ROS;
voir la section 1.3). Il y a donc, en autant que le régime alimentaire le permette,
une livraison réguliere de DHA en provenance du foie et ce, via un mécanis-
me connu sous le nom de "longue boucle" (revu par Anderson et al. 1992; Ba-
zan et al. 1993b). Des études ont toutefois démontré que, soumis a une diete
déficiente en DHA, les ROS conservent tout de méme un taux de DHA normal
et ce, longtemps aprés que le DHA plasmatique ait atteint une concentration
négligeable. C'est ce qui a permis aux équipes d'Anderson et de Bazan d'élabo-
rer le modéle de recyclage du DHA entre le RPE et les segments internes de ba-
tonnets, via le mécanisme de la "courte boucle” qui n'est cependant pas encore
entierement résolu (voir Schéma 7.2) (Bazan et al. 1986; Stinson et al. 1991;
Anderson et al. 1992; Gordon et al. 1992; Bazan et al. 1992a; Bazan et al. 1992b;
Chen et Anderson. 1992; Wang et Anderson. 1992; Wang et al. 1992; Bazan et al.
1993b; Chen et Anderson. 1993).

Puisque le renouvellement des photorécepteurs est assuré par 1'équilibre
entre la phagocytose de I'apex des ROS et la synthese de nouveaux disques a la
sa base (voir la section 1.3), qu'il existe un mécanisme de conservation du DHA
dans la rétine (courte boucle; voir Schéma 7.2) et que la quasi-totalité du DHA
est acylée dans les phospholipides (voir la section 1.7), il est tout a fait probable
qu'une PLA2 présente dans le RPE soit directement impliquée dans le recyclage
du DHA. C'est-a-dire qu'au cours du processus de dégradation des phagosomes
par le RPE (revu par Feeney. 1973; Chaitin et Hall. 1983; LaVail. 1983; Dudley et
al. 1984; Besharse. 1986; Berman. 1991; Bosch et al. 1993; McLaughlin et al. 1994),

une PLA2 pourrait hydrolyser spécifiquement le DHA natif (non-peroxydé), de



366

segment interne

Courte boucle
de recyclage
des acides gras

Schéma 7.2: Implication d'une PLA2 dans le mécanisme de recyclage du DHA
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sorte qu'il devienne "exportable"®3, puis réutilisable par les segments internes
de photorécepteurs (voir Schéma 7.2). Ainsi, le malfonctionnement (ou l'ab-
sence) de cette PLA2 pourrait entrainer une accumulation de matériel phagoso-
mal non-digéré dans le RPE, ralentir ou empécher le processus de renouvelle-
ment des ROS et, ainsi, étre en cause lors de certaines pathologies dégénératives
de la rétine. La dégénérescence maculaire reliée a I'age et la rétinite pigmentai-
re sont d'ailleurs caractérisées par un engorgement des cellules du RPE (dd a
I'accumulation de matériel incomplétement dégradé) et la dégénérescence des
photorécepteurs (revu par Bazan et Scott. 1987; Converse et al. 1987; D'Amico.

1994; Daiger et al. 1995; Zhang et al. 1995; Curcio et al. 1996).

7.2.2 Elimination des acides docosahexaénoiques peroxydés

Le role d'une des PLA2 du RPE pourrait tout aussi bien consister en I'hy-
drolyse spécifique des PUFA peroxydés (en particulier le DHA parce que majori-
taire; voir Tableau 1.5). Cette hypothese a déja été évoquée pour expliquer le
role possible d'une PLA2 dans les ROS (voir la section 1.13.1). Or bien qu'il n'y
ait pas de PLA2 dans les ROS (voir Chapitre 2), les phospholipides des ROS
n'en demeurent pas moins susceptibles a la peroxydation (voir les sections 1.8
et 1.13.1). Il est donc tout a fait probable que la PLA2 responsable d'éliminer les
DHA peroxydés se retrouve dans le RPE (voir Schéma 1.10). Dans ce cas, on

peut méme envisager que le RPE puisse étre responsable du tri du DHA. Clest-

63 Le transport du DHA vers les photorécepteurs nécessite 1'existence de protéines transporteuses
d'acides gras (FABP pour "fatty acid binding protein”). Les FABP ont été mises en évidence dans
de nombreux organes, tels que le foie, I'intestin, I'estomac, les reins, le cerveau, le coeur et autres
(revu par Kaikus et al. 1990; Veerkamp et al. 1991; Borchers et Spener. 1994). Ainsi, le DHA en
provenance du foie serait majoritairement transporté par I'albumine, une protéine plasmatique
majeure qui contiendrait de deux a six sites de liaison pour les acides gras (Veerkamp et al. 1991).
Le DHA recyclé via le RPE serait quant a lui vraisemblablement transporté par les IRBP ("inter-
photoreceptor retinoid binding protein”). D'autres FABP pourraient toutefois étre aussi impli-
quées (Bazan et al. 1993b).
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a-dire que si le DHA est natif, il est recyclé vers les segments internes des photo-
récepteurs via la courte boucle (voir Schéma 7.2). Au contraire, si le DHA est

peroxydé, il est dégradé sur place ou éliminé.

7.2.3 Fusion membranaire menant a la formation des phagosomes et/ou des

phagolysosomes

Toujours en rapport avec le processus quotidien de renouvellement des
photorécepteurs et la dégradation des phagosomes qui s'y rattache, il est possi-
ble qu'une PLA2 présente dans les cellules du RPE puisse faciliter le mécanisme
de fusion membranaire et ce, a deux étapes importantes. Tout d'abord, la PLA2
pourrait étre impliquée dans la formation du phagosome. En effet, il semble
qu'un phagosome soit formé par étranglement de la portion apicale d'un ROS;
c'est la membrane des courtes microvilli, lesquelles enveloppent la portion api-
cale des ROS (voir la section 1.15), qui serait a l'origine de cet étranglement, me-
nant ainsi a la ségrégation des disques apicaux des ROS. Il y aurait ensuite fu-
sion des segments membranaires de microvillus en contacté4, de fagon a former
un phagosome proprement dit, i.e. une organelle isolée (voir Schéma 7.3) (re-
vu par Bok et Young. 1979; Steinberg et Wood. 1979; Zinn et Benjamin-Hen-
kind. 1983; Besharse. 1986; Clark. 1986; Berman. 1991).

La PLA2 -qu'il s'agisse de la méme ou d'une autre- pourrait également

64 Aucune des revues traitant de la formation des phagosomes ne fait allusion au mécanisme de
“réparation" de la membrane plasmique du ROS au moment de la ségrégation de sa portion apica-
le. Or, puisqu'il n'y a pas de PLA2 dans les ROS pour faciliter un processus de fusion membranaire
(voir le Chapitre 2), on peut supposer que, dii a I'absence de cytosquelette pour soutenir la membra-
ne plasmique du ROS (voir la section 3.4), celle-ci est particuliérement fragile et donc, facilement
rompue lors de I'étranglement du ROS par la microvillus du RPE. Elle pourrait ensuite se resceller
automatiquement, comme cela se produit au niveau du cil connectif apres isolement du ROS (voir
la section 3.1).
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Schéma 7.3: Mécanisme de formation des phagosomes et des phagolysosomes
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contribuer a la formation du phagolysosome en facilitant la fusion membranai-
re entre le phagosome et les lysosomes du RPE (voir les schémas 7.3 et 7.4). La
dégradation des phagosomes par les enzymes lysosomales nécessitent le remi-
xage du contenu des deux organelles et donc, la fusion de celles-ci. Or bien que
le mécanisme de fusion membranaire ne soit pas encore élucidé (revu par Wil-
schut et Hoekstra. 1984; Papahadjopoulos et al. 1990; Wilson et al. 1991; Creutz.
1992; White. 1992; Sollner. 1995), il a été démontré que la présence d'une PLA2
ou d'un de ses principaux produits d'hydrolyse (I'acide arachidonique ou le
lysophospholipide) induisait, ou du moins facilitait, la fusion membranaire
entre deux populations différentes de vésicules lipidiques (Lavoie et al. 1991;
Morin et al. 1992; Slomiany et al. 1992; Mayorga et al. 1993; Morgan et al. 1993;

Paiement et al. 1994; Blackwood et al. 1996).

Dans un méme ordre d'idée, une étude de Heth et al. (1995) a démontré
qu'une défectuosité dans le mécanisme d'ingestion des phagosomes par le RPE
était a 'origine de la dégénérescence des photorécepteurs chez les rats dystro-
phiques de type RCS ("Royal College of Surgeons”). Il était déja bien établi que
la cause de cécité chez ces rats réside dans l'incapacité de leur RPE a phagocyter
les ROS (Herron et al. 1969; Bok et Hall. 1971; LaVail et al. 1975). Cette étude a
quant a elle permis de confirmer que la liaison des phagosomes a la membrane
plasmique du RPE est normale, indiquant que les interactions extracellulaires
ROS-RPE sont normales. Au contraire, le taux d'ingestion des phagosomes par
le RPE est beaucoup plus faible chez les rats RCS. Cette étude a également per-
mis de mettre en évidence qu'en induisant artificiellement la production d'IP3
(inositol triphosphate; un second messager intracellulaire) dans les cellules de

RPE des rats RCS, on peut restaurer la capacité phagocytique de ces cellules. Ces
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Schéma 7.4: Implication d'une PLA2 dans le processus de fusion mem branaire
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informations, de concert avec celles relatives a la présence d'activité PLA2 dans
le RPE (voir Chapitre 5) et celles indiquant que le patron de phosphorylation
des protéines du RPE est différent chez les rats RCS (Heth et Schmidt. 1992), ca-
drerait donc tres bien avec l'implication d'une PLA2 dans le processus de fu-
sion membranaire requis pour la ségrégation du phagosome, lequel est preala-
ble a son ingestion. La PLA2 pourrait en effet étre indirectement activée via
une augmentation de la concentration de Ca2+; (conséquente a la production
d'IP3) et/ou sa phosphorylation par une protéine kinase (tel que décrit pour les
cPLA2; voir Tableau 1.8). Une déficience qui empécherait la formation d'IP3,
l'augmentation subséquente de Ca2+; et la phosphorylation adéquate des protéi-
nes pourrait alors empécher la formation et l'ingestion du phagosome (voir les

schémas 7.2-7.5).

7.3 Activité optimale des PLA2s rétiniennes a pH alcalin et physiologie cel-
lulaire
A la lumilre des résultats rapportés a la section 1.10, le réle des PLA2 du
RPE et du P200 pourrait s'avérer bien différent de ce qui vient d'étre discuté aux
sections 7.1 et 7.2. Cependant, compte tenu des nombreuses particularités des
cellules rétiniennes (composition phospholipidique des ROS, boucle spécifique
de recyclage du DHA entre le RPE et les photorécepteurs, etc.), seules les hypo-

théses nous apparaissant les plus intéressantes dans ce contexte ont été décrites.

Une des particularités de la plupart des PLA2, incluant les PLA2 rétinien-
nes, est que leur activité enzymatique est optimale a pH alcalin (voir Figure 2.9,
ainsi que les tableaux 1.7-1.9). Or ceci peut sembler assez surprenant, voire non-

physiologique, lorsqu'on considere que le pH cellulaire normal est neutre (7,0-
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Schéma 7.5: Implication d'une PLA2 dans la formation des phagosomes?

a L, ligand; R, rhodopsine; G, protéine-G; PLC, phospholipase C; DAG, diacylglycérol; IP3, inosi-
tol triphosphate; PLA2, phospholipase A2.
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7,4). Ces PLA2 fonctionnent-elles a un pH inférieur a leur pH optimal? Existe-
t-il une organelle cellulaire dont le pH est alcalin? Est-ce que la présence de do-
maines membranaires ayant une composition lipidique particuliére serait suffi-
sante pour créer des microenvironnements alcalins? Voila trois hypotheéses in-
téressantes. Il est en effet possible que les PLA2 ne fonctionnent pas exactement
a la valeur optimale de pH ou encore que le pH optimum in vivo soit différent

de celui mesuré in vitro.

Le pH du milieu influence I'état d'ionisation de l'enzyme, i.e. sa stabilité.
Il modifie également son association avec le substrat et, par conséquent, agit sur
la viteése de réaction catalytique. La diminution d'activité en-deca de la zone
de pH optimum est donc due soit a des interactions ioniques inappropriées en-
tre I'enzyme et son substrat, soit a I'inactivation de I'enzyme, soit a une combi-
naison de ces deux effets (Segel. 1975; Price et Stevens. 1989; Pelmont. 1995). Or
la stabilité d'une enzyme en fonction du pH dépend de nombreux facteurs, tels
la température, la force ionique du milieu, la nature chimique du tampon, la
concentration d'ions métaux contaminants, de méme que la concentration de
I'enzyme, de ses cofacteurs et du substrat. Ainsi, tous ces différents parametres
peuvent induire un changement conformationnel de l'enzyme, de fagon a ce
qu'elle soit plus ou moins résistante a la dénaturation par le pH. Chacun de ces
parametres peut également moduler les interactions enzyme-substrat et influ-
encer la détermination du pH optimum. Par exemple, I'étude de Womack et
Colowick (1979) a montré que l'aluminium, présent a l'état de contaminant
dans les préparations commerciales d'ATP, inhibait l'activité de certaines hexo-
kinases lorsque mesurée a un pH inférieur ou égal a 7 seulement. Aucun effet

n'a été observé a un pH égal ou supérieur a 7,5. De méme, Wells et Lees (1991)
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ont noté un effet inhibiteur du tampon TES (utilisé a pH 6,5, 7,0 et 7,5) sur l'ac-
tivité d'une amidohydrolase, comparativement aux tampons MES (utilisé a pH
6,5 et 7,0) et TAPS (utilisé a pH 7,5). Li et al. (1990) ont quant a eux remarqué un
effet inhibiteur du Tris-HCI (par rapport a un tampon phosphate) sur l'activité
d'une déshydratase, alors que nous-méme avons rapporté un effet inhibiteur

important des tampons Tris-HCI, cacodylate et imidazole (voir la section 2.5).

Il est tout aussi important de rappeler que les dosages enzymatiques sont
généralement faits dans des conditions qui different considérablement de celles
qui prévalent in vivo, 'organisation subcellulaire normale n'existant plus au
moment de faire les mesures. Ce changement pourrait donc amplement suffi-
re a modifier significativement les caractéristiques des enzymes. Quelques cas
ont d'ailleurs été rapportés a ce sujet, pour lesquels 1'étude in vitro des cinéti-
ques enzymatiques (au pH optimal) a conduit a de mauvais résultats lorsqu'in-
terprétés dans un contexte cellulaire physiologique, i.e. in vivo (Price et Ste-
vens. 1989; Pelmont. 1995). D'un autre coté, les travaux de Li et al. (1990) et
Schmitz et al. (1995) ont montré que, bien que le pH optimum des deux enzy-
mes étudiées soit de 8, elles gardaient néanmoins plus de 50% (déshydratase) et
80% (racémase) de leur activité a des pH de 6 ou 10 et 6,5 ou 9, respectivement.
Ceci suggere donc que les enzymes, incluant les PLA2, n'auraient peut-étre pas
nécessairement besoin de fonctionner a leur pH optimum pour remplir effica-
cement leur tiche. Alternativement, les PLA2 (et autres enzymes sus-mention-
nées) pourraient bel et bien exercer leur role a leur pH optimum alcalin car il
semble qu'il n' y ait pas seulement des compartiments acides tels les lysosomes,

mais également des compartiments alcalins, soit les peroxisomes.
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Plusieurs équipes ont caractérisé des enzymes cellulaires (autres que les
PLA2) dont le pH optimum s'est avéré étre alcalin®®, allant méme jusqu'a 9,5
(Tolbert. 1981; Douma et al. 1987; Li et al. 1990; Engeland et Kindl. 1991a; Engel-
and et Kindl. 1991b; Wells et Lees. 1991; Schmitz et al. 1995, Ashmarina et al.
1996). Ces articles sont d'autant plus intéressants que les enzymes en question
se retrouvent toutes dans les peroxisomes et sont impliquées dans le processus
de B-oxydation des acides gras. La B-oxydation peroxisomale, qui différe légere-
ment de la B-oxydation mitochondriale (revu par Tolbert. 1981), consiste en
une premieére étape d'éliminations successives d'unités de deux carbones, sous
forme d'acétyls de carnitine, lesquels sont libérés dans le cytoplasme pour y étre
transformés en acétyls CoA. Vient ensuite la seconde étape, i.e. I'oxydation des
groupements acétyls CoA en HpO et CO;. Ces deux étapes générent un flot d'a-
tomes d'hydrogeéne qui, couplé a différentes enzymes dont celles de la phospho-
rylation oxydative mitochondriale, permet la production d'énergie sous forme
d'ATP (Tolbert. 1981; Lehninger. 1982). La B-oxydation des acides gras dans les
peroxisomes constitue donc une voie métabolique importante et ce, particulie-

rement pour les acides gras a trés longue chaine.

La B-oxydation des acides gras a tres longue chaine, i.e. 22 carbones et plus
(insaturés ou non), a lieu presqu'exclusivement dans les peroxisomes (revu par
Latruffe. 1992; Poulos. 1995). Par ailleurs, de nombreux auteurs ont mis en lu-
miere une corrélation entre l'accumulation d'acides gras a trés longue chaine,

surtout les PUFA, et différentes anomalies peroxisomales (Wanders et al. 1990;

65 Les seules valeurs de pH intraperoxisomal disponibles révelent un pH acide (5,8-6,0), mais con-
cernent les peroxisomes de levures cultivées dans un milieu méthanolique (Nicolay et al. 1987;
Waterham et al. 1990). Cela pourrait donc ne pas correspondre avec la réalité des peroxisomes de
cellules animales dans leur milieu physiologique.
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Roels et al. 1993; Martinez et al. 1994; Jaruratanasirikul et al. 1995; Poulos. 1995),
alors que d'autres ont démontré qu'il existe probablement un systéme de trans-
port des acides gras a trés longue chaine entre les peroxisomes et le réticulum
endoplasmique (lieu de synthese des lipides) (Tan et al. 1990; Baykousheva et
al. 1995; Mohammed et al. 1995; Sprecher et al. 1995). Enfin, les résultats de Cra-

ne et Masters (1986) suggerent la présence d'une PLA2 dans les peroxisomes.

Il serait donc intéressant de déterminer la localisation subcellulaire des
PLA2 du RPE (voir Tableau 4.4) afin de vérifier la présence d'au moins l'une
d'elles dans les peroxisomes du RPE (Zinn et Benjamin-Henkind. 1979; Zinn et
Benjamin-Henkind. 1983; Berman. 1991). En considérant que le RPE soit méta-
boliquement congu pour transporter le DHA natif (non-peroxydé) vers les pho-
torécepteurs (Abran et al. 1997), on peut alors imaginer que les PLA2 acides des
lysosomes puissent étre impliquées dans I'hydrolyse spécifique des DHA natifs
afin qu'ils soient recyclés vers les photorécepteurs. Les phospholipides com-
portant un DHA peroxydé pourraient quant a eux étre envoyés aux peroxiso-
mes, ol ils seraient hydrolysés par une PLA2 alcaline. Les DHA peroxydés
pourraient alors étre partiellement ou completement dégradés via la B-oxida-
tion, ce qui permettrait d'utiliser les DHA non-recyclables pour générer de 1'é-
nergie. Ceci n'est d'ailleurs pas dénué de tout sens puisque Zinn et Benjamin-
Henkind (1979) ont noté que les peroxisomes du RPE se retrouvent souvent a
proximité des granules de lipofuscine, lesquels renferment notamment des dé-
chets métaboliques d'origine lipidique qui ont été incompléetement digérés

(revu par Feeney. 1978; Dorey et al. 1993; Kennedy et al. 1995).

Tel que mentionné auparavant, il est également possible que la présence



378

de domaines membranaires de composition lipidique particuliére soit suffisan-
te pour créér un microenvironnement alcalin. Les enzymes réagissent en fonc-
tion du pH local, lequel peut étre passablement différent du pH ambiant (Pel-
mont. 1995). Ainsi, par exemple, un domaine membranaire constitué principa-
lement de molécules chargées positivement (lipides et/ou protéines) va provo-
quer une certaine répulsion des protons dans le milieu environnant, entrai-
nant une alcalinisation locale de ce microenvironnement (Israelachvili. 1985;
Nicholls et Ferguson. 1992). Dans ce cas-ci, une PLA2 présente dans les lysoso-
mes, puis éventuellement dans les phagolysosomes pourrait tout de méme étre

active a pH alcalin, malgré le pH ambiant acide de ces organelles.

Les chapitres 2 a 6 l'auront démontré, une part appréciable du travail d'i-
dentification et de caractérisation des PLA2 rétiniennes a été accomplie jusqu'a
présent. Il reste cependant beaucoup a faire avant d'élucider le réle de chacune
de ces PLA2 dans les différents types de cellules rétiniennes auxquels elles
auront été associées. Et, a ce sujet, plusieurs des hypothéses apparaissent d'ores

et déja particuliérement intéressantes a approfondir.
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ANNEXE



spectre 31P-RMN
PAPE:DMPPM, 50% ratio molaire

37°C (tampon de dosage radiomé-

trique; voir la section 4.4.4)

60 40 20 0 -20 -40 -60
ppm

Annexe 1: Organisation du mélange PAPE:DMPM (50% ratio molaire) en phases lamellairesa

4 L'encart montre un spectre typique des phases lamellaire (A) et hexagonale II inverse (B) (Cullis et al. 1985; voir la
section 1.18 pour la référence complete).
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