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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).



359

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).



361

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
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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
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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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