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INTRODUCTION

Ce mémoire se propose comme sujet 1l'é&tude des effets,
sur les membranes subcellulaires, de différentes drogues a
savoir l'imipramine, la désipramine et la méthylimipramine.

Ces trois drogues font partie du groupe des dibenzoazé-

"pines. Ces molécules présentent la structure suivante:
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Ces trois substances se distinguent donc les unes
des autres par le nombre de méthyles fixés sur le groupe-
ment aminé.

L'imipramine est un antidépressant trés utilisé en
médecine pour traiter un syndrome psychiatrique grave, la
dépression; la désipramine est son métabolite principal (les
produits diméthylés subissant une déméthylation dans 1l'orga-
nisme), elle est douée d'activités antidépressantes encore
plus marquées. Quant & la méthylimipramine, elle est, a
notre connaissance, inactive d'un point de vue pharmacologi-
que.

Dans 1l'état actuel de nos connaissances, nous savons
que l'imipramine est antihémolytique 3@ concentration relati-
vement faible (1); elle protége tout comme la désipramine les
‘membranes mitochondriales contre les effets de la pression
hydrostatique (2); de plus, ces deux substances se fixent
"in vivo" sur les membranes des mitochondries et du réticu-
lum endoplasmique (3). De tels résultats montrent que des
interactions doivent s'établir entre ces composés et les
membraneSbiologiques.

Notre travail est une contribution a 1'étude de ces
interactions. Nous avons étudié l'effet due ces drogues pou-
vaient avoir sur des processué conduisant @ une augmentation
de la perméabilité (comprise dans son sens le plus large)
des membranes de différents organites, & savoir les mito-

chondries, les lysosomes, les Peroxysomes




CHAPITRE I. MATERIEL ET METHODES

1.1. Préparation de la fraction contenant les struc-

tures subcellulaires & étudier.

Toutes nos expériences ont été réalisées sur des
fractions mitochondriales totales (M + L) suivant de Duve
et al (4) provenant du foie de rat. Il faut noter que cette
fraction contient 70 3 80% des mitochondries de 1l'organe
et 50 & 60% des lysosomes et des peroxysomes. La figure 1

schématise comment s'effectue la préparation d'une telle

fraction.

1.2. Aspect général des traitements subis par les

membranes, et des méthodes de mesures.

Le but principal de nos expériences est de recher-
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Pig. 1. fractionnement d'un homogénat de foie de rat par centrifu-

gations différentielles.

H homogénat de foie de rat contenant tous les éléments
subcellulaires en suspension.

trois centrifugations: 10.000 gav.min.
6 .000 9y Mmin.

l { 6 .000 . S min

E extrait cytoplasmique (mitochondries,

iy :
lysosomes,peroxysomes,membranes plasmi-
ques,réticulum endoplasmique,golgi, ribo-
‘(// somes libres, éléments solubles).
lction nucléaire l deux centrifugations: 250.000 gav.min.

N\

F———} golgi,membranes plasmiques,réticulum

endoplasmique, ribosomes libres,élé-

ments solubles.
M+L

fraction mitochondriale totale (mitochondries, lysosomes,pero-

Xysomes)
gav.min. est une unité composite qui correspond a‘f;° gavdt 0 i

est le temps de centrifugation; gav est le champ moyen existant a
une distance radiale R__= = (R + R ., ) (de Duve et Berthet,
av max min

Z a
1953 ) (25)




cher l1l'effet de certaines substances pharmacologiques sur

les membranes d'organites subcellulaires. Pour apprécier 1'

état des membranes, nous avons procédé a une méthodologie

que l'on pourrait résumer comme suit:

a)

b)

dans un premier temps, nous soumettors la fraction
mitochondriale totale @ différents traitements sus-
ceptibles de détériorer les membranes. Ces traite-
ments sont de trois types:

1) incubation & 37°C pendant des temps croissants.
2) centrifugation isopycnique & haute vitesse

3) compression dans une presse hydraulique.

Ils sont réalisés soit en présenée de la substan-
ce 3 tester, soit en absence (témoin).Ces trois
drogues sont utilisées a4 différentes concentrations,

celles-ci. pouvant aussi varier d'un test a l'autre.

dans un second temps, nous mesurons l'activité 1li-

bre et totale d'enzymes spécifiques des organites
a étudier. Nous allons préciser la signification

de ces mesures.

Lorsqu'un enzyme est présent dans une structure sub-

cellulaire, la membrane peut 1'empécher d'avoir accés i un

substrat présent dans le milieu extérieur. Ceci montre bien

l'importance que peut prendre la membrane d'un organite sub-

cellulaire. L'activité enzymatique ne se manifestera que si




la membrane est "perméabilisée" de sorte que l'enzyme et le
substrat puissent se rencontrer. Un tel enzyme est appelé
latent (structure linked latency) ; soh activité va dépendre
de 1'état de la membrane de l'organite qui le contient. Elle
sera d'autant plus élevée que le nombre de granules dont la
membrane est détériorée est grand. L'effet d'un traitement
sur la membrane d'une particule peut donc étre estimé en
hesurant l'activité d'enzymes latents présents dans cette
particule.

Pour de tels enzymes, on distingue deux types d'activité:

l'activité libre et l'activité totale. Si on mesure l'activité

enzymatique de granules incubés pendant un temps trés court,
on observera une activité trés faible: 1l'activité libre.Elle
est donc mesurée dans des conditions capables de maintenir 1'
état de la membrane, perturbée éventuellement par le traite-
ment dont on veut déterminer l'effet. Lorsque les granules
sont soumis & un traitement altérant la membrane, alors l'ac-
tivité enzymatique est trés élevée: c'est l'activité totale;
l'enzyme est totalement accessible a son substrat; on la me-
sure sur des granules dont on a sciemment détérioré la membra-
ne, par exemple par l'addition d'un détergent. L'activité libre
est d'habitude exprimée en pourcent de l'activité totale. La
figure 2 schématise la méthodologie basée sur ces deux types

de mesures enzymatiques.
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Figure 2: Schéma de la méthodologie utilisée dans la mesure

de l'activité libre et de 1'activité totale.

A: deux granules sont activés parmi les dix: l'activité libre
sera de 20%.

B: le nombre de granules activés augmentent.

C: l'activité enzymatique est trés élevée car tous les granules

sont activés.




Dans les expériences ol nous avons suivi les effets
de la vitesse de centrifugatioﬁ, 1'état des granules (mito-
chondries uniquement) a été estimé en établissant les dis-
tributions d'enzymes localisés dans des compartiments sub-
mitochondriaux différents. Nous reviendrons sur ce point

dans l'exposé des résultats.

1.3. Mesures enzymatiques.

1.monoamine oxydase
2sulfite cytochrome c reductase
3¢ytochrome oxydase

W 4.malate deshydrogenase

a) A cause de sa localisation mitochondriale (5), la
sulfite cytochrome c réductase, nous renseigne sur
1'état de la membrane mitochondriale externe.Le sub-
strat correspondant & cet enzyme est le cytochrome c;
dans les conditions normales, la membrane externe

est imperméable a ce substrat.




b) La malate déshydrogénase est un enzyme soluble de la
matrice mitochondriale (6); elle peut donc nous infor-
mer sur la perméabilité de la membrane interne, celle-
ci étant normalement imperméable au NADH, utilisé comme
substrat dans le dosage de cet enzyme.

c) En ce qui concerne les effets de la centrifugation,
nous avons choisi comme enzyme de référence de la mem-
brane externe la monoamine oxidase (6) et pour la mem-

brane interne la cytochrome c oxydase (6).

1.3.2. Enzyme_ latent_des_lysosomes

L'enzyme choisi est la phosphatase acide (4)

1.3.3. Enzyme latent_des_peroxysomes.

Nous avons dosé la catalase, seul enzyme latent des pe-

roxysomes (7).

Le tableau I nous donne un aperg¢u des méthodes utilisées

pour mesurer ces différents enzymes.

1.4. Activation des différents granules

a) activation thermique: chapitre II

b) autres activations: chapitre III




Tableau I

Enzyme

Cytochrome oxydase

Monoamine oxydase

Malate déshydrogéna-

se

Sulfite cytochrome

c réductase

Catalase

Phosphatase acide

Apercgu général des mesures enzymatiques

Substrat pPH

Cytochrome c réduit 7,4

i 107°M

- Benzylamine 2,5 x lO_3 M 7,4
Oxalacétate 2,5 x 10 °M 7.4
NADH 1,5 x 107 M '
Cytochrome c 5 x 10™°M 8,5

B
H,0, 1,5 x 10 °M 72

glycérophosphate sodique 5
5 x 10°°M

Mesure

Spectrophotométrique du cytochrome c

réduit

Spectrophotométrique de la benzaldé
hyde formée

Spectrophotométrique du NADH
Spectrophotométrique du cytochrome c
Colorimétrique de H202

Colorimétrique du phosphate inorga-

nique.

I
—
7
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On incube & 37°C 0,1 ml de la préparation mitochondriale
da laquelle on a ajouté soit 0,1 ml imidazole 1lmM - saccharose
0,25M (témoin); pH = 7, soit 0,1 ml d'une des trois drogues a
concentrations choisies.

Le temps d'incubation varie de O & 70 minutes; ensuite on
plonge le tube dans de 1l'eau glacée; on dilue adéquatement
dans le saccharose 0.25M; on mesure enfin l'activité libre

et totalé de la sulfite cytochrome c réductase et de la mala-

te déshydrogénase.

1.4.2. Activation thermique_des_lysosomes

On incube également & 37°C pendant les temps choisis.
0,1 ml de M + LL mélangé soit a8 0,1 ml tampon acétate - saccha-
rose 0,25M , soit a 0,1 ml d'une drogue; pH=5.
Aprés ces temps d'incubation, on dose l'activité libre et

totale de la phosphatase acide.

Le milieu d'incubation est le suivant: 3 37°C
O,1 ml de M + L mélangé soit a 0,1 ml de tampon d'imidazole
0,1M - saccharose 0,25M ,soit @ 0,1 ml d'une drogue; pH = 7.
Aprés les témps d'incubation requis, les activité libre et

totale sont mesurées.




g

1.4.4. Autres moyens_d'activation

Outre l'effet thermique, nous avons aussi étudié l'acti-
vation en cours de centrifugation et lors d'une compression
dans une presse hydraulique. Ces expériences ne concernent que
les enzymes mitochondriaux (sulfite cytochrome c¢ réductase et
malate déshydrogénase).

Quelques détails expérimentaux seront donnés avec les

résultats au chapitre III.




-

CHAPITRE 2. ACTIVATION DES MITOCHONDRIES,DES LYSOSOMES

ET DES PEROXYSOMES PAR INCUBATION A 37° C.

2.1. Mitochondries

Lorsque nous incubons une fraction mitochondriale de
foie de rat a 37° C, en milieu isotonique et a pH 7, nous ob-
servons une augmentation progressive des activités libres de
la sulfite cytochrome c réductase et de la malate déshydrogé-
nase. Un tel traitement conduit donc a une détérioration pro-
gressive de la membrane externe et de la membrane interne des
mitochondries. La figure 15 tirée du travail de Jean Bossiroy,
illustre 1'évolution de ce processus. La perte de latence de
la sulfite cytochrome c réductase va de pair avec celle de la

malate déshydrogénase. L'une ne semble pratiquement pas précéder




il

l'autre. Les résultats suivants montrent l'effet que peuvent
avoir la désipramine, l'imipramine et la méthylimipramine sur

un tel processus.

2.1.1. Désipramine

La figure 3 rapporte comment évolue l'activité libre
de la malate déshydrogénase, en présence de concentrations
croissantes de désipramine. Aucun effet particulier n'est ob-
servé d@ une concentration O,1 mM. Mais en présence de désipra-
mine 0,6 mM, l'augmentation de l'activité libre en fonction du
temps est nettement moins marquée. Une telle concentration pro-
tége donc la membrane mitochondriale interne contre la détério-
ration produite par 1l'incubation a 37°C. Dn phénoméne inverse
est apparent lorsque la concentration de l'antidépressant atteint
1 mM, la malate déshydrogénase libre augmente beaucoup plus vite.
Il est & noter que pour une.concentration de 5 mM, l'activité
libre initiale, donc avant 1l'incubation a 37°C, est déja consi-
dérablement augmentée. La désipramine exerce donc un effet bi-
phasique sur la membrane interne stabilisant jusqu'a une cer-
taine concentration, labilisant pour des concentrations plus
élevées.

Sur la figure 4 est représenté l'effet de la désipramine
sur l'activité libre de la sulfite cytochrome c¢ réductase. On
peut dire que globalement les résultats sont comparables é.ceux

que nous venons de décrire pour la malate déshydrogénase. Tout
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Figure 3: Effets de différentes concentrations de désipra-

mine sur l'activité libre de la malate déshydrogénase. La
fraction mitochondriale a été incubée a 37°C, a3 pH 7. L'acti-
vité enzymatique a été mesurée aux temps indiqués et est expri-

mée en pourcent de l'activité totale.
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Figure 4: Effets de différentes concentrations de désipra-

mine sur l'activité libre de la sulfite cytochrome c réduc-
tase. La fraction mitochondriale a été incubée a 37°C, a

pH 7. L'activité enzymatique a été mesurée aux temps indi-

qués et est exprimée en pourcent de l'activité totale.
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comme la membrane mitochondriale interne, la membrane mitochon-
driale externe est soit stabilisée, soit labilisée par la dési-

pramine, suivant la concentration de cette drogue.

La fig. 5 illustre les variations de l'activité libre
de la malate déshydrogénase a différentes concentrations d'imi-
pramine. Une concentration O,1 mM n'a pas d'effet significatif;
une concentration 0,6 mM ralentit fortement la libération de
l'enzyme. Au-dela de ces concentrations, l'imipramine diminue
la latence de la malate déshydrogénase, méme lorsque les mito-
chondries sont maintenues a 0°C avant la mesure enzymatique
(donc dans ce cas,l'activation n'est pas due & 1l'incubation
a 37°C). Comme la désipramine, l'imipramine est capable de pro-
téger ou de détériorer la membrane mitochondriale interne, le
résultat dépendant de la concentration utilisée. Quant a la mem-
brane mitochondriale externe, on n'observe pas d'effet protec-
teur de la drogue, du moins aux concentrations que nous avons
utilisées et si 1l'on se référe a l'activité libre de la sulfite
cytochrome ¢ réductase (fig.6); l'effet labilisant est bien net

et s'observe déja a une concentration 1 mM d'imipramine.
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Figure 5: Effets de différentes concentrations d'imipramine

sur l'activité libre de la malate déshydrogénase. La fraction
mitochondriale a été incubée & 37°C, 38 pH 7. L'activité enzyma-
tique a été mesurée aux temps indiqués et est exprimée en pour-

cent de l'activité totale.
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Figure 6: Effets de différentes concentrations d'imipramine
sur l'activité libre de la sulfite cytochrome c réductase.
La fraction mitochondriale a été incubée & 37°C, @ pH 7. L'
activité enzymatique a été mesurée aux temps indiqués et

est exprimée en pourcent de l'activité totale.
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2.1.3. Méthylimipramine

La figure 7 rapporte les effets de la méthylimipramine
sur l'activité libre de la malate déshydrogénase. En bref, comme
pour les deux autres drogues, on constate un effet stabilisant
ou labilisant sur la membrane interne, dépendant de la concen-
tration. Toutefois, il semble que l'effet protecteur ne se ma-
nifeste nettement qu'a des concentrations plus élevées en méthyl-
imipramine. Quant & la sulfite cytochrome c réductase libre,
elle augmente plus rapidement déja pour une concentration trés
faible de 0,1 mM en méthylimipramine (fig8 ). Il n'y a pas d'
effet biphasique: seul 1l'effet labilisant est apparént sur la
membrane mitochondriale externe. Il est remarquable que la mé-
thylimipramine 1 mM conduit d@ une activation quasi totale de la
sulfite cytochrome c latente, méme sans incubation préalable

des mitochondries a 37°C.

2.2 Lysosomes.

L'activation des lysosomes.par incubation & 37°c, dépend
trés nettement du pH; elle est particuliéremenﬁ bien marquée
a pH 5. Nous avons donc choisi ce pH pour nos expériences.

Les figures 9,10, 11 illustrent la fagon dont évolué ity

activité libre de la phosphatase acide en fonction du temps

d'incubation & 37°C, en présence de quantités variables de
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Figure 7: Effets de différentes concentrations de méthylimi-
pramine sur l'activité libre de la malate déshydrogénase. La
fraction mitochondriale a été incubée a 37°C, a pH 7. L'acti-
vité enzymatique a &té mesurée aux temps indiqués et est

exprimée en pourcent de l'activité totale.
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Figure 8: Effets de différentes concentrations de méthylimi-

pramine sur l'activité libre de la sulfite cytochrome c
réductase. La fraction mitochondriale a été& incubée 3 37°C, a
pH 7. L'activité enzymatique a été mesurée aux temps indiqués

et est exprimée en pourcent de l'activité totale.
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désipramine, d'imipramine ou de méthylimipramine. Globalement
les résultats sont comparables pour les trois substances.
Celles-ci peuvent préserver ou diminuer la latence de 1l'hydro-
lase acide, et ce suivant leur concentration dans le milieu

de préincubation. Les trois drogues stabilisent ou labilisent
la membrane des lysosomes. Toutefois, il semble que la méthyl-
imipramine'soit, a concentration égale, un moins bon protecteur.
Elle nécessite également une concentration plus élevée pour

labiliser la membrane lysosomale.

2.3. Peroxysomes

La membrane des peroxysomes est moins sensible a 1'in-
cubation & 37°C. En effet, pour obtenir une augmehtation appré-
ciable de l'activité libre de la catalése, il faut laisser les
granules plus de 100 minutes é cette température.

Seule l'imipramine a pu étre testée dans le cadre de ce

mémoire (fig.12).

2.4. Discussion

2.4.1. Mitochondries

La détérioration des membranes mitochondriales qui se
produit lors d'une incubation 3 37°C est essentiellement due

a une action phospholipasique endogéne (8). L'hydrolyse de
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Figure 9: Effets de différentes concentrations de désipramine
sur l'activité libre de la phosphatase acide. La fraction mi-
tochondriale a été incubée a 37°C 3 pH 5. L'activité enzyma-

tique a été mesurée aux temps indiqués et est exprimée en

pourcent de l'activité totale.
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Figure 10: Effets de différentes concentrations d'imipramine
sur l'activité libre de la phosphatase acide. La fraction mi-
tochondriale a été incubée a 37°C 3 pH 5. L'activité enzymati-

que a été mesurée aux temps indiqués et est exprimée en pour-

cent de l'activité totale.
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Figure 11: Effets de-différentes concentrations de méthylimi-
pramine sur l'activité libre de la phosphatase acide. La frac-
tion mitochondriale a &té incubée 3 37°C a4 pH 5. L'activité
enzymatique a été mesurée aux temps indiqués et est exprimée

en pourcent de l'activité totale.
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Figure 12: Effets de différentes concentrations d'imipra-
mine sur l'activité libre de la catalase. La fraction mito-
chondriale a été incubée a 37°C 3 pH 7. L'activité enzymati-
que a été mesurée aux temps indiqués et est exprimée en pour-

cent de 1l'activité totale.
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phospholipides des membranes provoque une augmentation de la
perméabilité avec comme conséquence un gonflement osmotique et
probablement une véritable lyse du granule.

A concentration appropriée, les trois drogues que nous
avons testées peuvent inhiber ce phénoméne. Nous nous référons
d leur action sur la membrane interne. En effet, 1l'hydrolyse de
cardiolipides, (phospholipides existant surtout dans la membra-
ne interne) est associée a@ une détérioration de la mitochondrie;
ceci suppose que les cardiolipides jouent un rdéle critique et
dans la stabilité de la membrane interne et dans 1l'intégrité
de toute la mitochondrie (9 ). C'est la détérioration de la mem-
brane interne qui doit conduire au gonflement de la matrice;
celui-ci entrainant la rupture de la membrane externe pour se
terminer par la lyse totale de la mitochondrie. L'augmentation
de perméabilité de la membrane externe seule ne doit normale-
ment pas avoir de conséquence sur le comportement osmotique de
la mitochondrie.

Ces substances peuvent agir en inhibant 1l'action phospho-
lipasique ou/et en permettant a la membrane lésée de mieux ré-
sister a@ l'expansion qu'elle doit subir. L'inhibition de 1l'ac-
tion phospholipasique peut elle-méme résulter d'une diminution

de l'activité enzymatique ou d'une modification du substrat le




-29 -~

rendant moins apte & l'hydrolyse. Nos résultats ne nous per-
mettent pas de choisir avec certitude entre l'une ou l'autre
de ces possibilités. Nous n'avons en effet pas pu déterminer
si la protection de la membrane interne que nous avons mise

en évidence s'accompagnait ou non d'une diminution de 1l'hy-
drolyse des phospholipides membranaires. Signalons toutefois

' que Seppala et al(l0) ont montré que certaines substances‘li—
pophiles chargées positivement, des anesthésiques locaux par
exemple, étaient capables d'inhiber le gonflement des mito-
chondries induit par la phospholipase A. D'aprés ces auteurs,
il ne s'agirait pas d'une action sur l'enzyme lui-méme mais
sur les phospholipides inclus dans les membranes mitochondria-
les qui deviendraient donc moins hydrolysables par la phospho-
lipase. Scarpa et Lindsay (1) ont trouvé que la nupercailne,
qui est aussi une substance lipophile chargée positivement,
inhibait fortement la phospholipase A, empé&chant aussi 1l'hydro-
lyse spontanée des phospholipides mitochondriaux au cours du
vieillissement & 0°C et protégeait aussi les phosphorylations
oxydatives.

I1 est donc plausible de supposer que la désipramine,
l'imipramine et la méthylimipramine, qui sont lipophiles et
chargées positivement sont capables d'inhiber 1'hydrolyse des
phospholipides mitochondriaux, et que ce phénoméne joue un rdle

important dans l'effet stabilisant que ces composés exercent
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sur la membrane mitochondriale externe.

A partir d'une certaine concentration, l'imipramine et
ses dérivés ont une action labilisante sur la membrane interne,
qui peut méme étre manifeste sans préincubation a 37°C. Ces
~ observations sont a rapprocher de celles de Cater et al (312)
sur les interactions entre la désipramine et les phospholipi-
des "in vitro"; selon ces auteurs, a3 haute concentration, la
désipramine et des molécules analogues formeraient des comple-
xes avec les lipides; ces complexes ne seraient pas miscibles
dans la phase lipidique, ce qui provoquerait une désorganisa-
tion de cette phase et ensuite une lyse. Il est a@ noter que
les anesthésiques locaux sont hémolytiques & partir d'une
certaine concentration (1).

Seule la désipramine peut stabiliser la membrane externe.
La rupture de la membrane externe peut fésulter, comme dans la
lyse hypotonique, du gonflement de la mitochondrie, alors la
rupture de la membrane externe précéde trés nettement celle de
la membrane interne. Or ce n'est pas le cas lors de la lyse
par incubation a8 37°C: membrane interne et membrane externe
sont perméabilisées de fagon quasi simultanée ' . Par consé-
quent, comment 1l'imipramine qui protége la membrane interne,
ne peut-elle avoir une action comparable sur la membrane exter-
ne? On pourrait émettre l'hypothése d'un gonflement de la mi-

tochondrie mais sans rupture de la membrane interne, seule la




membrane externe serait atteinte. Nous pensons que des tra-
vaux complémentaires permettront une meilleure interpréta-

tion des résultats sur la membrane externe.

La labilisation de la membrane des lysosomes a pH 5
et & 37°C est connue depuis longtemps (13).

L'hypothése proposée dés la mise en évidence de. ce
phénoméne est la suivante: les protéases et les lipases ly-
sosomales sont responsables de la détérioration de la membrane
de l'organite (14). Effectivement tant l1l'influence de la tem-
pérature que du pH sont en faveur de cette interprétation (15);
également le fait que la membrane des lysosomes est sensible
adx protéases et phospholipases ajoutées au milieu d'incubation
(16) . On n'a toutefois pas d'argument aussi direct que pour
les mitochondries, vraisemblablement du fait de la difficulté
de réaliser les expériences adéquates sur les lysosomes puri-
fiés. Tenant compte de cela, on peut supposer que l'effet
protecteur de la désipramine et de ses dérivés peut s'interpré-
ter de la méme fagon que celui qu'on observe pour les mitochon-
dries. Notons toutefois que l'effet protecteur est quasi nul
pour la méthylimipramine. Quant a l'effet labilisant, ce qui
a été dit pour les mitochondries est certainement valable

pour les lysosomes.
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Il n'est pas possible d'expliquer la déﬁérioration de
la membrane des peroxysomes par l'action d'une hydrolase pré-
sente dans les organites. Dans 1l'état actuel de nos connais-
sances, un tel enzyme n'a pés été décrit. Par contre, on ne
peut négliger le fait qu'un enzyme lytique provenant d'autres
granules, les lysosomes en particulier, ne puisse exercer un
effet sur la membrane des peroxysomes. De plus, l'augmentation
de catalase libre est trés lente; par conséquent, la détério-
ration de la membrane des peroxysomes se fait plus lentement
que celle des autres organites étudiés. Ceci est compatible
avec une action d'un enzyme exogéne dont l'effet nécessiterait
la rupture de la membrane des granules qui le contiennent (ly-
sosomes, mitochondries).

L'effet protecteur de 1l'imipramine sur la membrane des
peroxysomes, ne doit pas résulter d'un effet sur la membrane
des lysosomes ou des mitochondries empéchant 1'hydrolase 4
étre libérée. Cette protection se manifeste, en effet, & des
concentrations ol l'imipramine n'agit pas sur les lysosomes
et les mitochondries. Il s'agit donc vraisemblablement d'une
action directe sur la membrane du peroxysome mais nous ne

pouvons donner plus de précisions.
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Notons que l'effet labilisant sur la membrane peroxy-
somale, que nous interprétons comme ci-dessus lorsqu'il s'
agissait des mitochondries et des lysosomes, se manifeste a

des concentrations faibles en imipramine.
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CHAPITRE 3. DETERIORATION DES MITOCHONDRIES PAR

CENTRIFUGATION A HAUTE VITESSE ET PAR

COMPRESSION. EFFET DE L'IMIPRAMINE, LA

DESIPRAMINE ET LA METHYLIMIPRAMINE.

Nous décrivons dans ce chapitre les effets que -
peuvent avoir la désipramine, l'imipramine, la méthylimipramine
sur l'altération des membranes mitochondriales causée par la

pression hydrostatique.

3.1. - Centrifugation isopycnique

3.1.1. Détails expérimentaux.

Dans une centrifugation isopycnique, la fraction
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mitochondriale totale est déposée au sommet d'un gradient
de densité de saccharose. La vitesse de sédimentation 4'
une particule sphérique dans un champ centrifuge est donné

par 1l'équation suivante.

2
_ dax iz (Yp ﬁm) o 2
V—d—E"‘ X
37

ol r = rayon de la particule en cm

?p = densité de la particule en g.cm =3

om = densité du milieu en g.cm—3

. viscosité du milieu en poises

W = vitesse angulaire en rad2 sec =k

X = distance radiale en cm.

~

Les granules soumis a la centrifugation sédimenteront
jusqu'a ce qu'ils atteignent une zone dont la densité est
égale a la leur car 3 ce moment, ?m sera égale a ?p et par
conséquent la vitesse sera nulle. Aprés centrifugation, on
récoltera une série de fractions en sectionnant les tubes en
tranches; on mesurera leur densité et on les dosera séparé-
ment aprés les avoir dilués adéquatement. La Fig. 13 schéma-

tise le processus expérimental.

Lorsque les mitochondries sont intactes, les
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Figure 13: Schéma de la centrifugation en gradient de den-
sité. (A) Centrifugation.(B) Section du tube en tranches avec
1'appareil de de Duve et al (1959)24)(C) Recueil des fractions
et mesure de leur densité. (D) Dilution, déterminations enzy-

matiques.
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enzymes mitochondriaux 3 localisation submitochondriales dif-
férentes se distribuent aprés centrifugation de la méme fagon
unimodale autour d'une densité d'environ 1,19 gr/ml. Lorsque
les mitochondries sont altérées, les distributions deviennent
plurimodales.

Prenons l'exemple des quatre enzymes que nous avons
mesurés: la cytochrome oxydase associée a la membrane interne
( 6), la monoamine oxydase associée 3 la membrane externe ( 6 ),
la malate déshydrogénase associée a la matrice (6 ) et la
sulfite cytochrome c¢ réductase qui se situe dans l'espace
intermembranaire (5 ). La fig. 14 illustre la fagon dont
ils se distribuent aprés centrifugation isopyénique dans un
gradient de saccharose a 65.000 t/min, le rotor é&tant le SW 65
spinco. Les distributions sont hétérogénes; en particulier une
différence nette est observable si 1l'on compare les deux enzy-
mes membranaires et. 1'enzyme soluble de la matrice. Un tel ré-

sultat indique que les mitochondries ont été profondément dété-

riorées au cours de cette centrifugation ( 17 ). L'explica-
_tion de ces résultats est schématisée a la fig.l15 , comme
Wattiaux et al l'ont démontré (17 ). Lorsque la vitesse de

centrifugation est élevée, certaines mitochondries deviennent
plus denses; ceci ne s'explique que si la membrane interne est

altérée, les mitochondries devenant alors perméables au saccha-
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Figure 14: Distribution des enzymes de référence aprés cen-
trifugation isopycnique d'une fraction mitochondriale (M + L)
de foie de rat. La centrifugation a été réalisée a 65.000 t/
min. dans le rotor Spinco SW 65, pendant 60 minutes. Les limi-
tes de densité du gradient de saccharose sont 1,09 g/cm3 et
14226 g/cm3. Les granules dilués dans le saccharose 0,25 M ont
été déposés au sommet du gradient avant la centrifugation. Les
récupérations sont de 84% pour la cytochrome oxydase, 109%
pour la monoamine oxydase, 98,5% pour la malate déshydrogénase

et 85% pour la sulfite cytochrome c¢ réductase.
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Figure 15: Interprétation de la distribution des enzymes
mitochondriaux observée aprés une centrifugation isopycni-
que d'une fraction mitochondriale. Tous les enzymes mito-
chondriaux se retrouvent dans la zone 2 de densité 1,19 g./ml.
A haute centrifugation certaines mitochondries deviennent
plus denses et migrent dans une zone 3 de densité 1,22 g./ml.
Les granules gonflent et on’observe une séparation entre 1'
enzyme matrici el et les enzymes membranaires, ces derniers

migrants dans une zone 1 de densité 1,17 g./ml.
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rose. Dans ces conditions, les granules gonflent et les deux
membranes finissent par se séparer du contenu mitochondrial
soluble. Les débris membranaires migrent pour s'équilibrer a
une densité moyenne de 1,16 g/ml tandis que les mitochondries
gonflées et le contenu matriciel se stabilisent & une densité
de 1,22 g/ml. (Les mitochondries normales restant évidemment
stables a 1,19 g/ml. Les distributions enzymatiques de la fig.l4
s'expliquent donc comme suit. Les deux enzymes membranaires
sont principalement localisés dans la zone 1, 13 ol on trouve
trés peu de malate déshydrogénase; par contre, on décéle la
présence de cette derniére dans les zones 2 et 3. Une partie
du contenu intermembranaire (sulfite cytochrome c réductase)
‘a accompagné les membranes au cours de leur rééquilibration.

La fig.16 montre comment se distribuent ces mémes
enzymes lorsque la centrifugation a été réalisée en présence
de désipramine 0,1 mM. Manifestement, les résultats sont dif-
férents. Les distributions des quatre enzymes sont unimodales et
se ressemblent; ils se situent principalement dans la zone 2;
cela suppose que les mitochondries, dans ces conditions, sont
restées intactes puisque tous les constituants tant membranaires
que matriciels se retrouvent a8 un méme endroit du gradient. Donc
la présence de désipramine a empéché l'effet détériorant de la
centrifugation sur les mitochondries.

La fig. 17 représente les distributions enzymatiques

observées, en présence d'imipramine O,1 mM. Les distributions
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Figure 16: Distribution des enzymes de référence aprés cen-

trifugation isopycnique d'une fraction mitochondriale (M+L)

de foie de rat. La centrifugation a été réalisée a 65.000 t/
min dans le rotor Spinco SW 65, pendant 60 minutes. Les limi-

tes du gradient de saccharose sont 1,09 g/cni3 et 1,26 g/cm3.

Les granules ont été mis en présence de désipramine 0,1 mM

et déposés au sommet du gradient avant la centrifugation. Les

récupérations sont de 98,9 % pour la cytochrome oxydase, 113 %

pour la monoamine oxydase, 100,7 % pour la malate déshydrogé-

nase et 123 % pour la sulfite cytochrome c réductase.
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Figure 17: Distribution des enzymes de référence aprés cen-
trifugation isopycnique d'une fraction mitochondriale (M + L)
de foie de rat. La centrifugation a été réalisée a 65.000 t/
min dans le rotor Spinco SW 65, pendant 60 minutes. Les limi-
tes du gradient de saccharose sont 1,09 g/cm3 et 1,26 g/cm3.
Les granules ont été mis en présence d'imipramine O,1 mM et
déposés au sommet du gradient avant la centrifugation. Les
récupérations sont de 86 % pour la cytochrome oxydase, 103 %
pour la monoamine oxydase, 93 °'% pouf la malate déshydrogéna-

se et 97 % pour la sulfite cytochrome c¢ réductase.




sont encore hétérogénes tout en étant sensiblement différentes
de ce que l'on observe en absence de ce composé. Les deux enzy-
mes membranaires ne sont plus aussi bien représentés dans la zo-
ne 1 mais ils sont nettement plus élevés dans les zones 2 et 3.
Ceci conduit & une similitude plus marquée des distributions des
quatre enzymes. Un tel résultat indique qu'en présence d'imi-
pramine O,1 mM la rupture des membranes mitochondriales a été
moins prononcée. Cependant, on constate une quantité importan-
te d'enzymes dans la zone 3; les mitochondriés seraient plus
denses, elles seraient effectivement gonflées mais garderaient
en partie leur intégrité (17 ).

Dans la fig.18 , nous représentons les distributions
obtenues lorsqu'on centrifuge en présence de méthylimipramine
0,1 mM. Les résultats sont semblables 3 ceux obtenus en absen-.
ce de ce composé. De nouveau, il y a une nette dissociation
entre les zones 1 ( enzymes attachés aux membranes) et les
zones 2 et 3 (enzyme soluble de la matrice).

Donc en résumé, a concentrations égales, la désipra-
mine peut protéger les membranes mitochondriales contre les
effets de la centrifugation, 1l'imipramine également mais a
un moindre degré, la méthylimipramine se révéle par contre

inefficace.
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Figure 18: Distribution des enzymes de référence aprés
centrifugation isopycnique d'une fraction mitochondriale
(M+L) de foie de rat. La centrifugation a été réalisée a
65.000 t/min dans le rotor Spinco SW 65 pendant 60 minutes.
Les limites du gradient de saccharose sont 1,09 g/cm3 et
1,26 g/cm3. Les granules ont été mis en présence de méthyli-
mipramine 0,1 mM et déposés au sommet du gradient avant la
centrifugation. Les récupérations sont de 60,74 % pour la
cytochrome oxydase, 111 % pour la monoamine oxydase, 109 %

pour la malate déshydrogénase.
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3.2, Effet de la compression

La pression hydrostatique a8 laquelle les granules
sont soumis lors d'une centrifugation semble &tre le facteur
principal des détériorations des mitochondries(]8g)

Bronfman et Beaufay ( 18 ) ont mis en évidence l'effet
de la pression en soumettant les granules a8 une compression
dans une pression hydraulique. Disposant de 1l'appareillage
fabriqué par ces auteurs, nous avons pu comparer les effets
de la désipramine, de l'imipramine et de 1la méthylimipramine'
sur les mitochondries soumises a8 différentes pressions.

Les fig.19 et 20 rapportent les résultats de deux
expériences, l'une ol la préparation mitochondriale a été
soumise a une pression de 1000 kg/cm2 et 1l'autre a une pression
de 1.500 kg/cmz. Trois concentrations de désipramine, d'imi-
pramine et de méthylimipramine ont été utilisées: 0,1, 0,3 et
0,6 mM.

Nous avons mesuré l'activité libre de la sulfite cyto-
chrome c¢ réductase et.celle de la malate déshydrogénase. Ces
mesures ont été réalisées 1) sur des mitochondries n'ayant pas

subi 1'effet de la presse (I)
2) sur des mitochondries ayant subi
l'effet de la presse mais en absence

de drogue (II)

‘
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Figure i9: Effet d'une pression de 1.000 kg/cm2 sur une
préparation mitochondriale (M+L). Les activités des deux
enzymes sont exprimées en pourcent des activité totales.
Ces mesures ont été faites sur des mitochondries n'ayant
pas subi l'effet de la presse (1) sur des mitochondries
ayant subi l'effet de la presse en absence de drogue (2),
sur des mitochondries ayant subi l'effet de la presse en
présence de désipramine (a) aux concentrations respectives
de 0,1, 0,3 et 0,6 mM; sur des mitochondries ayant subi
l'effet de la presse en présence d'imipramine (b) aux con-
centrations respectives de 0,1; 0,3 et 0,6 mM; sur des
mitochondries ayant subi l'effet de la presse en présence
de méthylimipramine (c) aux concentrations respectives de

413 10, 3 et "0 76 1M,
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Figure 20: Effet d'une pression de 1500 kg/cm2 sur une
préparation mitochondriale (M+L). Les activités des deux
enzymes sont exprimées en pourcent des activités totales.
Ces mesures ont été faites sur des mitochondries n'ayant

pas subi l'effet de la presse (1) sur des mitochondries ayant
subi l'effet de la presse en absence de drogue (2), sur des
mitochondries ayant subi 1l'effet de la presse en présence

de désipramine (a) aux concentrations reséectives de 0,1,
0,3 et 0,6 mM; sur des mitochondries ayant subi l'effet de
la presse en présence d'imipramine (b) aux concentrations
respectives de 0,1, 0,3 et 0,6 mM; sur des mitochondries
ayant subi l'effet de la presse en présence de méthylimipra-

mine (c) aux concentrations respectives de 0,1, 0,3 et 0,6 MM.
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3) sur des mitochondries ayant subi 1'
effet de la presse et en présence de.

l'une des trois drogues a concentration

déterminée.

Une pression de 1000 kg/cm2 augmente trés peu 1'

activité libre de la malate déshydrogénase ( fig 19 ,comparai-

son entre I et II pour cet enzyme). Par conséquent, l'effet
éventuel des composés essayés dans‘ce cas s'avére difficile
4 apprécier. Par contre, l'activité libre de la sulfite cy-
tochrome c¢ réductase est considérablement augmentée. La dé-
sipramine & une concentration O,1 et 0,3 mM inhibe trés net-
tement ce phénoméne et une protection de la latence est en-
core trés nette en présence d'une concentration 0,6 mM de
composé. L'imipramine exerce une action comparable mais
semble un peu moins efficace. Par contre la méthylimipramine
0,1 mM n'a pas d'effet; & une concentration plus élevée,
elle semble méme favoriser l'effet de la pression.

Une pression de 1500 kg/cm2 éléve de fagon nette
l'activité libre de la malate déshydrogénase (fig.20 compa-
raison entre I et II pour cet enzyme). Ceci est possible si
la membrane interne a subi une détérioration appréciable, ce

qui ne s'observait pas a pression inférieure. Les trois com-
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posés a des concentrations de O,1 et de 0,3 mM, contrecarrent
cet effet de la pression; dans ces conditions, en effet, la ma-
late déshydrogénase libre n'est qu'un peu plus élevée qu'avapt
la compression. Une concentration 0,6 mM est un peu moins effi-
cace surtout pour la méthylimipramine. L'activité libre de la
sulfite cytochrome c réductase est fortement augmentée par la
compression des granules. Seule la désipramine aux concentra-
tions 0,3 et 0,6 mM peut s'opposer jusqu'a un certain point,

a l'effet de pression. Les deux autres composés s'avérent

inefficace pour une telle compression.

3.3. Discussion

Nous discuterons d'abord les résultats des expérien-
ces de compression, les résultats des centrifugations en dé-
coulant dans une large mesure.

Il a été proposé que la pression détériorait les
membranes mitochondriales en augmentant la température de
transition des lipides membranaires ( 19) c.a.d. le passage
de 1'état liquide crystallin a l1l'état gel crystallin. Ce qui
provoque une diminution du volume. La pression en augmentant
la température de transition des lipides membranaires provoque
une congélation de ceux-ci @ une température plus élevée et
par conséquent des séparations de phase ; celle-ci peut

s'accompagner d'une augmentation brusque de la perméabilité

( 20 ). Il en résulte une entrée de saccharose dans la mi-
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tochondrie, un gonflement osmotique et une lyse éventuelle du
granule. Cette hypothése vient de recevoir un appui expérimen-
tal important, en effet, il a été démontré que des séparations
de phase apparaissaient dans les membranes de ﬁitochondries sou-
mises & des pressions de 1.000 et 1.500 kg/cm (21 ‘).

La désipramine, i'imipramine et la méthylimipramine
sont toutes trois capables de protéger la membrane mitochondria-
le interne contre les effets de la pression. La fagon la plus
simple d'expliquer leur action est, en fonction de ce que nous
venons de dire, de 'supposer qu'elles diminuent la température
de transition des lipides membranaires. Or, on a montré que la
désipramine et l'imipramine abaissaient la température de tran-
sition des systémes lipidiques artificiels ( 12 ). On peut donc
raisonablement supposer qu'il en est de méme pour les lipides
mitochondriaux . A cela pourrait d'ailleurs venir s'ajouter un
autre effet: des substances comparables a celles que nous
avons utilisées peuvent augmenter le volume critique des héma-
ties et les rendre ainsi plus résistantes au gonflement osmoti-
que ( 1 ). La désipramine et ses dérivés pourraient agir de
méme sur les mitochondries.

La différence d'effet sur la membrane externe est assez

complexe @ interpréter vu la dépendance éventuelle existant entre
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le gonflement de la mitochondrie (donc l'altération de sa -
membrane) et la rupture de la membrane externe. Constatons
simplement qu'on retrouve dans une certaine mesure les dif-
férences observées dans de l'activation & 37°C; la désipra-
mine protége la membrane, l'imipramine la protége moins et
la méthyiimirpamine n'a aucun effet.

Comme nous l'avons dit la détérioration des mem-
branes mitochondriales au cours d'une centrifugation est
avant tout due. 3 la pression hydrostatique (17 ). On devrait
donc s'attendre a@ une certaine corrélation entre les résultats
des expériences de compression et de centrifugation. Effecti-
vement la désipramine et dans une moindre mesure 1l'imipramine
protégent les mitochondries contre les effets de la centrifu-
gation. La méthylimipramine est inefficace alors qu'elle pro-
tége jusqu'a un certain point la membrane interne dans les
expériences de compression. Notons que c'est la seule des trois
substances qui ne protége aucunement la membrane externe. Cela
pourrait signifier que 1l'état de 1la mémbrane externe est éga-
lement important au cours d'une centrifugation pour que la

mitochondrie garde son intégrité.
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CONCLUSION

Le tableau II schématise l'effet qu'ont les trois
substances sur les systémes membranaires dans les condi-
tions ol nous les avons étudiées. Il ne conéerne que l'effet
stabilisant qui croyons-nous est le plus intéressant a con-
sidérer. Manifestement c'est la désipramine.qui semble la
plus efficace, l'imipramine venant en deuxiéme lieu et la
méthylimipramine en troisiéme. Deux types de différences
existent entre ces trois substances: la charge et le nombre
de méthyles fixés sur le groupement aminé.

En ce qui concerne la charge, rappelons que la désipra-

mine et l'imipramine existent sous deux formes: 1l'une pro-



Tableau II .

il Y

Effet stabilisant des trois substances

Protection de la membrane interne

Désipramine Imipramine Méthylimipramin:
Activation ++ A+ ++ (mais con-
centrations plu
élevées)
; +
Pression ++ ++ + -
Centrifugation ++ + O
Protection de la membrane externe
Désipramine Imipramine Méthylimipramin
Activation ++ 9] 0
Pression ++ + (0]
Centrifugation ++ + 0
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tonée positivement et l'autre non chargée. A un méme pH, le
rapport forme chargée/ forme non chargée sera plus grand
pour la désipramine. La méthylimipramine n'existe que sous une
forme chargée positivement. Il semble donc que les effets obser-
vés ne sont pas fortement dépendants de la charge puisqu'ils
sont moins marqués globalement par la méthylimipramine. Mais
on observe une certaine corrélation avec le nombre de méthyles,
l'effet protecteur étant plus ou moins inversément proportion-
nel au nombre de méthyles. De toute fagon, il semble évident
que le cOté aliphatique de ces molécules est trés important.
Cater a en effet montré que l'iminodibenzyl n'a pas d'effet
sur la température de transition des lipides, bien que la
structure moléculaire soit la méme excepté l'absence de la
partie aliphatique ( 12 ).

Nos résultats illustrent les effets que peuvent avoir
des substances neurotropiques sur les membranes subcellulai-
res. Le plus intéressant est peut étre le fait que 1l'interac-
tion qui s'é@tablit entre les membranes et ces' composés est
telle que ces membranes peuvent &tre protégées contre des -
processus apparemment aussi différents que l'action des phos-
pholipases endogénes et celle de la pression hydrostatique. Ces

phénoménes se comprennent si l'on admet, comme d'ailleurs des
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expériences le prouvent (32) que ces substances se fixent sur
la partie lipidique des membranes. Il a par exemple été démon-
tré que l'imipramine se fixe sur les membranes subcellulaires
du foie de rat proportionnellement & leur teneur en phospholi-
pides ( 3 ), que des drogues amphiles semblables réagissent
fortement avec les phospholipides ( 23 ). Dés lors on comprend
que ces composés puissent stabiliser les membranes dans des
conditions bien différentes. L'interaction avec les phospho-
lipides peut les'rendre plus résistantes aux phospholipases;
elle peut d'autre part modifier leur propriétés physico-chi-
miques au point de les rendre plus fluide, de diminuer leur

température de transition.
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