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ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA VEINE CAVE INFERIEURE DE RAT. 

DEL BECQUE Frédér1 c 

Résumé. 

La maladie veineuse est caractérisée, au niveau histologique, par une altération du tissu 
conjonctif de la média. Cette altération entraîne une perte d'élasticité du vaisseau. On pense que 
les lysosomes des cellules endothéliales interviendraient dans cette altération du tissu conjonctif 
par la libération d'hydrolases. 

Etant donné le peu d'informations disponibles à propos des lysosomes des parois 
veineuses, nous avons débuté une étude biochimique centrée sur ces organites mais élargie aux 
autres organites subcellulaires, à partir de veines caves inférieures de rats et de chiens. Nous 
avons ainsi tenté de mettre au point le dosage de certaines enzymes de référence de ces organites 
ainsi que la technique d'homogénéisation la plus adéquate pour préserver leur intégrité. Nous 
avons ensuite effectué des fractionnements subcellulaires sur des veines caves inférieures de 
rats. Finalement, nous avons essayé de mettre en évidence l'existence d'une latence lysosomale. 

Nous avons montré que les cinétiques enzymatiques pour les enzymes retenues étaient 
linéaires en général mais que l'écart-type signalant une différence d'activité spécifique pouvait 
être élevée pour certaines enzymes. Nous avons également montré que l'homogénéisation au 
Kontes loose était la plus adéquate pour préserver l'intégrité des organites subcellulaires. Ce 
type d'homogénéiseur peut être repris pour effectuer des fractionnements subcellulaires. 
Finalement, nous avons montré l 'existence d'une latence lysosomale et la possibilité de 
supprimer cette latence par l'attaque des radicaux libres . 

. A.bstract. 

The venous disease is characterized by a deterioration of the connective tissue of the 
media. This deterioration causes a loss of elasticity of the vesse 1. lt is thought that lysosomes of 
the endothelial cells could be responsible for this deterioratioR by the release of hydrolases. 

We have done a biochemical study focused on the lysosomes but extended to the other 
subcellular organelles, by using inferior vena cavœ of rats and dogs. We have tried to establish 
methods of measure of reference enzymes of these organelles and the most appropriate rnethod of 
homogenization in sight of preserving their integrity. We also have made subcellular 
fractionation of rat's 1nfer1or vena cavœ. Finally, we have tr1ed to show the existence of a 
lysosornal latency. 

We have shown that enzymatic kinetics for the studied enzymes are generally linear but 
the standard deviation which indicates a difference of specific activity can be important for some 
enzymes. We also have shown that homogenization by Kontes ( loose) device is the best to 
preserve the integrity of the subcellular organelles. This homogenizer can be used to obtain 
subcellular fractionation. Finally, we have snown the existence of lysosomal latency and the 
suppress of this latency by the attack of free radicals. 

Mémoire de licence en Sciences Biologiques. 
Septembre 1989 
Laboratoire de Chimie Physiologique 
Promoteur : Prof. S. Wattiaux-De Coninck 
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Figure 1. Réseau veineux œ la jambe et œ la cuisse ( d'après Beaufour, 1989 ). 

t 
. . . 

· .... ... .. •~ •- '•~• • ' . • · • • •"-' • "' -'"'"' ·•-•• ~~• •- "•" . • . • • -.,. •-- ,.., . , '-,,,L, . ~ -''• • < - - A .. r ' _... , w .• - , -

Figure 2. La veine perforante. 1. Veine profonœ. 2 .Valvules ostiales siégeant à la 
confluence œ œux veines. 3 .Veines perforantes. 4. Valvules pariétales siégeant le 
long des trajets veineux. S .Veine superficielle (d'après Beaufour , 1989). 
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1. LA MALADIE VEINEUS'E. 

A l'opposé de la pathologie artérielle, considérée comme l'un des 
fléaux de la civilisation moderne, la maladie veineuse a longtemps été 
considérée comme mineure, de par son évolution plus insidieuse et ses 
nuissances plus discrètes. Force nous est de revoir aujourd'hui cette 
affirmation. En effet, les données physiopathologiques les plus récentes et 
les résultats d'enquête pour en apprécier l'incidence individuelle et sociale 
nous montrent l'étendue du problème. 

A. ANATOMIE ET HISTOLOGIE VEINEUSE. 

Pour comprendre les signes cliniques des varices, 11 est nécessaire 
de rappeler les principaux éléments de l'anatomie et de l'histologie 
vei neuse. 

/. Anatomie veineuse. 

La circulation veineuse dans les membres inférieurs est assurée 
par deux réseaux : le réseau veineux profond et le réseau veineux 
superficiel (Fig. 1 ). Le système veineux profond draine les neuf dixièmes du 
sang veineux des membres inférieurs et comprend, à hauteur de la jambe, 
les veines tibiales antérieures et postérieures, ainsi que les veines 
péronières, et, à hauteur de la cuisse, les veines fémorales profondes et 
communes ainsi que la veine poplitée. 

Le réseau veineux superficiel draine un dixième du sang veineux des 
membres inférieurs et comprend la veine saphène interne et la veine 
saphène externe. 

Les deux réseaux superficiels et profonds sont anastomosés l'un à 
l'autre par le système veineux perforant. Les veines de ce système 
perforant sont dotées de deux ou trois valvules imposant une circulation 
sanguine à sens unique allant de la superficie à la profondeur (Fig. 2). 

1 



Figure 3. Micrographie représentant une section de veine large. Notez l'adventice 
bien développée avec des faisceaux longitudinaux œ muscles lisses ( d'après 
Junqueira etol., 1986). 



2 Histologie veineuse. 

a) structure de la paroi veineuse. 
La paroi veineuse est formée de trois tuniques (Fig. 3) : 

-l'intima, qui est constituée d'une couche mince de cellules aplaties (les 
ce llules endothéliales) et dont les replis constituent les valvules. Ces 
valvules ont pour but de s'opposer à un reflux sanguin à contre-courant. 
-la média, qui est constituée : 

-de fibres musculaires lisses regroupées en faisceaux 
longitudinaux orientés de façon concentrique, 

-de tissu conjonctif contenant des fibres de collagène et 
d'élastine. C'est une altération de ce tissu conjonctif qui entra îne les 
complication variqueuses [Niebes, 1977]. 
- l 'adventice, qu i est formée d'un t1ssu conjonct1f lâche permettant une 
adaptation permanente de la veine au débit sanguin par variation de 
cali bre. 

b) les cellules endothéliales. 
L · endo thé 11 um vascu la 1re occupe une position uni que entre le sang 

circulant et les tissus extravasculaires. On pensait auparavant que la 
contribution fonctionnelle de l'endothélium à l'homéostasie se limitait à 
assurer une barrière structurel le, habituellement avec l 'aide des cellules 
muscul aires lisses des vaisseaux [Cotran, 1982]. Plus récemment, on a 
montré que l'endothélium vasculaire comportait un répertoire étendu de 
propriétés structure 11 es et fonctionnelles, conséquence de sa localisation 
anatomique et de sa position le long de l'arbre vasculaire [Moyer et al, 
1988]. En général, les ce 1 lules endothéliales sont polygonales et ont une 
taill e approximative de l O * 30 µm quand el le sont vues de face. El les sont 
allongées dans la d1rection du flux sanguin. Un complexe de Golg1 est 
présent aux pôles nucléaires. Des mitochondries et ribosomes libres sont 
visi bles ainsi que des citernes du réticulum endoplasmique rugueux. Dans 
la région périnucléaire se trouvent des filaments intermédiaires d'un 
diamètre de 9 à 11 nm. On pense que la présence abondante de 
microfilaments dans le cytoplasme des cellules endothéliales est à relier 
à une possible capacité contractile de celles-c i. On pense également que la 
1 i bérat ion des hydrolases contenues dans 1 es lysosomes des cellules 
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endothél iales serait une des causes de l'altération du tissu conjonctif 
vis ible lors de la maladie ve ineuse. 

c) Les cell ules musculaires lisses. 
La couche de cellules musculaires lisses présente dans la média est 

composée de cellules allongées non striées. Chacune de ces cellu les est 
li mitée par une membrane basale et un réseau de fibres réticuliniques 
[co llagène type 111). Ces deux dern iers composants constituent 
l'endomysi um. 

Les cellules musculaires lisses sont fus if ormes. El les ont une 
longueur comprise entre 30 et 200 µm. Chaque ce l lule a un noyau unique 
localisé centralement. Concentrés aux pôles des noyaux, on trouve des 
mitochondries, des ribosomes libres, des citernes du rét iculum 
endoplasmique rugueux et un complexe de Golgi. 

Ces fibres musculaires lisses sont innervées par les systèmes 
sympathique et parasympathique du système nerveux autonome. Leur degré 
d'i nnervat ion dépend de leur taille et de leur fonction. Il faut remarquer 
qu'on ne retrouve pas de jonctions neuromusculaires élaborées tel les que 
ce lles présentes au niveau du muscle squelettique. En fa i t , les 
terminaisons nerveuses se font sous forme de dilatation au niveau du tissu 
con jonct i f de l'endomysium. Les dilatations contiennent les 
neuroméd1 ateurs nécessaires à la transmission de l 'i nformation. 

L'activité contractile des muscles lisses est liée à la structure et à 
l'organi sation de filaments d'actine et de myosine, qui ne présentent pas 
l' organisat ion paracri sta 11 i ne des muscles striés. Dans les ce 11 u les 
muscula ires lisses, les faisceaux de myof i laments s'enchevêtrent 
ob liquement à travers· la cellule, formant un réseau en treillis. Les 
fa isceaux sont formés de filaments minces de 5 à 7 nm contenant l'actine 
et la tropomyos ine, et des filaments épais de 12 à 16 nm f armés de 
myosine. L'organisation moléculaire des filaments de myosine permet un 
plus grand chevauchement de l'actine et, paral lèlement, un plus grand degré 
de contraction. 

Des études structurelles et biochimiques ont révélé que l'act lne et la 
myos ine des muscles lisses se contractent par un mécanisme de 
gli ssement des filaments semblable à celui qui se produit au niveau des 
muscles striés. 
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B. STRUCTURE DU TISSU CONJONCTIF.[Junqueira et a/ .. 1986] 

Les tissus conjonctifs ont pour but de maintenir la forme du corps. 
Leur matrice sert à connecter et à relier les cellules et les organes, en 
donnant ainsi un support au corps. Mais ils interviennent également dans le 
stockage, la défense et la réparation. Le tissu conjonctif est constitué du 
matériel ex trace l lulaire, dans lequel sont inclus les cellules du tissu 
conJonctif. 

/. Structure du matériel extracellulaire. 

Le milieu extrace l lulaire est formée d'une substance fondamentale, 
de fibres protéiques et d'un fluide tissulaire. 

a) La substance fondamentale. 
Elle a pour but de remplir les espaces entre les cellules et les fibres 

du tissu conjonctif. Mais elle est aussi une barrière à la pénétration des 
tissus par des particules étrangères. Elle est formée principalement par 
les glycosaminoglycans et des protéines structurelles. 

Les glycosaminoglycans sont des polysaccharides linéaires formés 
par la répétition caractéristique d'unités disaccharidiques composées 
habituellement d'un acide uranique e.t d'une hexosamine. Cette dernière peut 
être la glucosamine ou la galactosamine. L'acide uranique peut être l'acide 
glucuronique ou iduronique. A l'exception de l'acide hyaluronique, ces 
chaînes linéaires sont reliées de manière covalente à un "core" de 
protéines pour former une mo lécule de protéoglycan. 

Les glycoprotéines structurel les sont des composés contenant une 
protéine à laquelle sont attachés des hydrates de carbone. Ces molécules 
ne contiennent pas de polysaccharides linéaires. Les hydrates de carbone 
des glycoprotéines sont fréquemment des structures branchées. 

b) Les fibres protéiques. 
Elles regroupent les fibres de collagène, les fibres élastiques et les 

fibres réticul iniques. 

4 



Tableau 1. Pr1nc1pales caractérlst1ques œs d1fférents types de collagène (d'après 
Junqueira et 81, 1986). 

1 nteraction 

Collagen Molecular Tissue Optical Site of With Glycosa• 

Type Formula Distribution Microscopy Ultrastructure Synthesis minoglycans Function 

1 
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IV 

V 
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Figure 4. Dans la forme la plus abondante de collagène (le collagène de type 1), 
chaque molécule de tropocollagène est composée de deux chaînes peptidiques a 1 et 
d'une chaîne peptidique a2 , chacune d'elles ayant un poids moléculaire approximatif 
de 100 000. Ces chaînes sont enlacées en une hé11ce dro1te et sont maintenues 
ensemble par des ponts hydrogènes et des interactions hydrophobes. Chaque tour 
complet de l'hélice a une longueur de 8.6 nm. La longueur totale d'une molécule de 
tropocollagène est de 280 nm et son diamètre est de 1.5 nm ( d'après Junqueira et 
81, 1986). 



*)Les fibres de collagène. 
Les collagènes sont une famille de protéines produites par 

plusieurs types de cellules. Chaque type de collagène est caractérisé par 
sa composition chimique, sa distribution dans les tissus et ses fonctions. 
<Tableau 1 ). 

Les collagènes sont constitués principalement de glycine (33,5%), 
de pro 1 ine ( 12%) et d'hydroxypro 1 ine ( 10%). Cette dernière ainsi que 
l'hydroxylysine sont caractéristiques des fibrilles de collagène. 

L'unité protéique qui polymérise pour former les microfibrilles de 
collagène est appelée le tropocollagène (Fig. 4). Celui-ci est constitué de 
trois chaînes polypeptidiques enroulées en triple hélice. Les différences au 
niveau de la structure chimique de ces polypeptides sont responsables des 
différents types de collagène. Les mo !écules de tropoco 1 lagène s·associent 
en microfibri 1 les en produisant des régions lacunaires et des rég ions de 
chevauchement visibles au microscope électronique. 

Les microfibri lles de co 1 lagène s'associent en fibrilles, puis en 
f ibres et, finalement, en faisceaux (Fig. 5). 

Le collagène contenu dans les veines peut être de deux types : au 
niveau de l'adventice, on ne retrouve que le collagène de type 1, alors que 
dans la média, le collagène est principalement de type Ill. Ces deux types 
de co 1 lagène ont pour but de résister à la tension qui s·exerce sur les 
parois ve i nel)ses. 

*) Les fibres élastiques. 
El les nous apparaissent au microscope électronique comme étant 

formées de deux constituants : une région centrale amorphe contenant de 
l 'élastine, entourée par une gaine de microfibrilles tubulaires. Les 
microf ibri 1 les sont composées d'une glycoprotéine structurale. L'é last ine 
est une protéine ressemblant au collagène de par sa richesse en glycine et 
en pro 1 ine. Elle en diffère cependant de par l'absence d'hydroxylysine, la 
faible quantité d'hydroxyproline (un ou deux résidus pour cent), et de par la 
présence de deux ensembles assez particuliers, la desmosine et 
l' isodesmosine, formés par des 1 iaisons covalentes entre quatre lysines. 

Le rôle de ces deux ensembles est de réaliser la jonction entre 4 
chaînes polypeptidiques (P1, P2, P3, P4) de l'élastine (Fig. 6). 

La présence de ces fibres élastiques dans les vaisseaux sanguins 
contribue à l'efficience de la circulation sanguine. 
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Figure 5. Représentation schématique de fibrilles, de fibres et de faisceaux de 
collagène. En microscopie électronique, les fibrilles présentent une périodicité de 
bandes claires et de bandes sombres. Cette périodicité de 64 nm est expliquée par le 
chevauchement de sous-unités de tropœollagènes ( d'après Junqueira et 81, 1986). 

Figure 6. Structure_ des liens dans l'élastine. P=chaîne polypeptidique ( d'après 
Matthews, 1975). 

Tableau 2. Fonctions des cellules du tissu conjonctif (d'après Junqueira et al, 
1986). 

Main Product Main 

Cell Type or Activity Function 

Fibroblast, chon- Fibers and ground sub- Structural 

droblast, osteo- stance production 
blast, odonto• 
blast 

Plasma cell , lym• Production of antibodies Immunologie 

phocyte, eosino· (humoral immunity) and 

phil ic leukocyte of immunocompetent cells 
(cell -mediated immunity) , 
phagocytosis of antigen-
antibody complex 

Macrophages, neu· Phagocytosis of fore ign Defense 
troph ilic leuko- substances, phagocytosis 
cyte of bacteria 

Mast cells, baso- Liberation of pharmaco- Release of phar· 

philic leukocyte logically active substances macologically 
(eg, histamine) active sub-

stances 
Adipose cell Storage of neutral fats, Energy reser-

heat production voir 



*) Les fibres réticuliniques. 
Elles sont extrêmement fines, avec un diamètre compris entre 0.5 

et 2 micromètres. Ces hétéroprotéines sont constituées de 6 à 12% 
d'hexoses, contre 1 % pour les fibres de collagène, et sont composées de 
co 11 a gène type 111 (al ors que les fibres de co 11 agène sont composées de 
collagène de type 1 ), en association avec des glycoprotéines et des 
protéoglycans. Ces fibres rét icul iniques sont formées par un empaquetage 
assez lâche de petits fibr1lles d'un diamètre moyen de 45 nm, rel1ées entre 
eux par de nombreux ponts interf ibri l laires probablement composés de 
protéoglycans et de glycoprotéines. 

Leur petit diamètre et la disposition lâche des fibres créent un 
réseau flex1ble dans les organes sujets à des var1ations de forme ou de 
volume, tels que les artères ou les veines, l'utérus, etc ... Elles permettent 
donc le maintien structurel des organes expansibles. 

c) Le fluide tissulaire, 
Présent en petite quantité, ce fluide a un contenu en ions et en 

substances diffusibles proche de celui du plasma. 

2 Cellules du tissu conionctit . .. 

Nous nous contenterons d'en décrire ici les principaux types ainsi 
que les fonctions qui leurs sont rattachées (Tableau 2). 

a) les fibroblastes. 
Les fibroblastes sont les cellules les plus cour·antes dans le tissu 

conjonctif. On en distingue 2 types morphologiquement distincts et de 
nombreux types intermédiaires. Le fibroblaste jeune a un cytoplasme 
abondant et irrégulièrement ramifié. Son noyau est ovoïde, large et clair 
avec une fine chromatine et un nucléole proéminent. Son cytoplasme est 
ri che en réticulum endoplasmique rugueux et le complexe de Golgi est bien 
développé. 

Le fibroblaste mature, parfois appelé fibrocyte, est plus petit que le 
fibroblaste jeune et a moins de ramifications. Il a un noyau plus petit et 
plus sombre, al longé, avec un cytoplasme acidophile. Le réticulum 
endoplasmique rugueux et le complexe de Golgi sont moins développés. 
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Ces cellules ont pour fonct1on de synthétiser les fibres de collagène, 
les fibres élastiques et réticuliniques ainsi que les glycosaminoglycans et 
les glycoprotéines de la substance de fond. 

b) Les macrophages. 
l ls proviennent principalement de précurseurs originaires de la 

moelle osseuse qui se divisent en donnant les monocytes. Ces cellules 
ci rculent dans le sang puis dans un deuxième temps, migrent vers les 
t issus conjonctifs où elles arrivent à maturité et sont dès lors appelées 
macrophages. 

Malgré leur large spectre de caractéristiques morphologiques, en 
rapport avec leur état fonctionnel et leur localisation tissula ire, les 
macrophages peuvent être caractérisés par une surface irrégul ière avec 
des pro tubérances, des invaginations et des replis, signes de leur 
importante activ i té phagocytaire et pinocytaire. En général , ils ont un 
complexe de Golgi bien développé, de nombreux lysosomes et un réticulum 
endoplasmique rugueux important. l ls ont une ta1lle comprise entre l o et 
30 µmet ont habituellement un noyau ova le ou réniforme excentrique. Lors 
de la transformation de monocytes en macrophages, on note une 
augmentat ion de la ta i lle, de la synthèse protéique, du nombre de 
lysosomes, de microtubu les et de m1crof1laments. 

La fonct ion principale des macrophages est l' ingest ion de particules 
et leur digestion par les lysosomes. De plus, ils participent à la défense 
immunitaire de l'organisme. 

Lorsquï ls sont stimulés, les macrophages modi f lent leur 
morphologie et leur métabolisme. Ils sont alors appelés macrophages 
act ivés et montrent une activité métabolique et lysosomale plus élevée. 

c) Les mastocytes. 
Les mastocytes sont des cellules de forme ovale ou arrond ie, d'un 

diamètre de 20 à 30 µm, dont le cytoplasme est rempli de granules 
basoph il es. Le noyau est relativement petit , sphérique et situé 
centralement. Le cytoplasme comprend quelques petites mitochondries 
sphér iques, de courtes citernes de réticulum endoplasmique rugueux et un 
complexe de Golgi bien développé. La surface des mastocytes cont ient des 
récepteurs pour les lgE. Les granules basophiles contenus dans le 
cytoplasme des mastocytes ont un diamètre de 0.3 à 0.5 µmet sont limités 
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par une membrane. Ils renferment des médiateurs chimiques tels que 
l'héparine et l'histamine. La libération de ces médiateurs lors de la 
f ixation d'antigène sur les lgE membranaires provoque les réactions 
al lergiques connues sous le terme de réactions d'hypersensibilité 
immédiates car elles se développent dans les quelques minutes suivant la 
pénétrat ion par un antigène d'un organisme préalablement sensibilisé à cet 
antigène ou à un antigène voisin. 

d) Les plasmocytes. 
Les plasmocytes sont des cellules larges, ovoïdes, avec un 

cy toplasme dont la basophilie est due à l'abondance de réticulum 
endoplasmique rugueux. Le complexe de Golgi et les centrioles occupent une 
régi on plus pâle. Le noyau est sphérique et excentrique. Il contient des 
zones compactes d'hétérochromat ine en alternance avec des zones plus 
claires de même taille. 

Les plasmocytes sont responsables de la synthèse des anticorps 
retrouvés dans le sang. Les anticorps sont des globulines produites par 
l'organisme en réponse à la pénétration d'antigènes. 

e) Les adipocytes. 
Les adipocytes sont des cellules du tissu conjonctif qui se sont 

spécialisées dans le stockage de graisses neutres ou la production de 
chaleur. Ce sont de volumineuses cellules arrondies, avec un noyau aplati 
situé en périphérie de la cellule. Seule une fine bandelette de cytoplasme 
es t vi sible en périphérie, refoulée par une grosse goutte graisseuse. Les 
adipocytes se rencontrent soit isolés, soit groupés en lobules graisseux. 

C. RAPPELS DE LA PHYSIOLOGIE VEINEUSE. 

Le fait dominant dans la physiopathologie des varices est l'incontinence 
valvulaire des veines, permettant un reflux sanguin à contre-courant. En 
ef fet, dans les cas normaux, plusieurs mécanismes permettent un retour 
ve ineux normal de la périphérie vers le cœur : 
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- les valvules s·opposent au ref lux du sang vers les extrémités; 
- la force résiduelle exercée par le ventricu le gauche après passage 

du sang à t ravers les cap i llaires donne une impulsion à l'ondée sanguine; 
- la dépress ion systolique au niveau de l'oreillette et la dépression 

thoracique au cours de la respirat ion créent un vide aspirat i f qui att ire le 
sang ve ineux pér iphérique; 

. - la contraction musculaire des fibres lisses chasse la sang; 
- l'écrasement de l'important réseau veineux de la plante des pieds 

(semelle de Le j ars) au cours de la marche propulse vers le haut le sang des 
ex trémités des membres inférieurs; 

-la con tract ion du mol let et l'a 1 ternance con tract ion-dilatation de 
l'artère la plus proche de la veine provoque dans celle-ci des mouvements 
qu i, grâce à l'acti on des valvules, ont un effet propu lsif. 
11 f aut remarquer que ces mécanismes doivent agir de manière simultanée. 
En effet, chacun de ces mécanismes pris isolément est incapable d'assurer 
un retour veineux normal. 

D. PATHOLOGIE VE INEUSE. 

/. Définitions. 

Les varices sont des altérations des ve ines superficielles qui 
entrainent leur dilatation permanente. Elles sont à distinguer de 
l'hypertrophie normale des veines que l'on peut observer chez les individus 
normaux. Suivant la localisation des valvules déficientes qui les 
provoquent, on peut distinguer deux types de varices : 

- les varices primaires ou essentielles, sont dues à une incompétence 
ou à une incapacité des valves aux jonctions saphéno-fémora les ou 
saphéno-popliéta les, ou moins fréquement, à une incompétence valvulaire 
dans une des veines perforantes. 

-l es varices secondaires sont à associer à des incompétences 
val vula ires du système veineux profond [Perdue Jr, 1985]. 
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z Facteurs r avorisants. 

La cause profonde des varices est encore inconnue à l 'heure actuelle. 
On a pu malgré tout montrer l'importance de certains facteurs dans la 
survenue de la maladie veineuse. 

a) L'hérédité. 
B. Haardt cite les taux suivants : 

-chez des individus dont les parents ne présentent pas de signes cliniques 
de varices, on observe une atteinte dans plus ou moins 27% des cas. 
-chez des sujets dont un des parents est porteur de varices, le taux passe à 
environ 40% des cas. 
-chez des sujets dont les deux parents sont porteurs de varices, ·1a 
fréquence de ces dernières atteint jusqu'à 86% des cas. [Niermann, 1970, 

ci té par Haardt, 1982). 

On n'a pas encore pu déterminer s'il s'agissait d'un type d'hérédité 
dominante ou récessive mais on s'accorde à dire que le facteur hérédité 
est plus marqué en ce qui concerne le sexe féminin. 

b) La surcharge pondérale. 
Dans le cas de l'obésité, il importe de tenir compte des 

conséquences hémodynamiques. En effet, l'accroissement du volume 
sanguin de l'obèse peut atteindre 40%. Compte tenu de la tendance 
simultanée à la rétention d'eau, le retour veineux insatisfaisant détermine 
une insuffisance veineuse. 

c) Autres facteurs de risque. 
-la station debout ou assise prolongée. 
-1 a grossesse. 
-l 'âge. 
-1 es contraceptifs oraux. 
-la chaleur excessive. 
-l'alimentation (alcool, épices). 
-certains sports (tennis et jogging sur terrain dur, équitation, ski). 
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J. Mécanismes conduisant à /'insuffisance veineuse. 

Les connaissances physiopatho logiques, histologiques et 
biochimiques concernant la maladie veineuse ont considérablement évolué 
ces deux dernières décennies, permettant une approche plus précise des 
troubles qui seraient à l'origine des varices. 

a) Etudes histologiques et histochimiques. 
En 1963 déjà, Svejcar avait montré une diminution du collagène 

normal et une augmentation du contenu en élastine et en hexosamine dans 
les veines variqueuses. Zwi llenberg et al [ 1971] constatèrent en 
microscopie électronique une dégradation du tissu conjonctif et plus 
spécialement une atteinte des fibres de collagène. Parfois également, on 
observe des dépôts adipeux [Leu, 1971]. 

Ces premiers résultats ont été confirmés et renforcés par ceux 
obtenus par Grobéty et Bouvier en 1977. Au cours d'une étude 
histochimique, ces auteurs montrent un accroissement anormal du tissu 
conjonctif interstitiel, provoquant un épaississement de l'intima et de la 
média de la paroi veineuse. 

De plus, il apparait que ce tissu conjonctif anormal s'accumule 
d'abord autour des cellules musculaires lisses. 

En plus de l'accumulation de collagène anormal, Grobéty et Bouvier 
ont constaté une fragmentation et une désorganisat ion partielle des fibres 
d'élastine. 

b) Etudes biochimiques. 
Parallèlement à ces études histologiques et histochimiques se sont 

développés des travaux essayant de mettre en évidence l'influence d'une 
activité enzymatique anormalement élévée sur l'apparition de ces 
désordres tissulaires. Déjà en 1971, Niebes avait montré une augmentation 
des taux ser1ques de certains produits de dégradations des 
glycosaminoglycans dans le cas de patients variqueux. Cet auteur a 
également montré une augmentation de l'activité de trois enzymes 
lysosomales (la f3-glucuronidase, la f3 N-acétyl glucosaminidase et 
l'arylsulfatase) dans le sérum de tels patients [Niebes, 1972]. Par la suite, 
une augmentation des taux sériques de la f3 N-acétyl glucosaminidase et de 
la f3-glucuronidase a été confirmée [Thulésius et al, 1974 et 1977]. 
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Tnblen~ 3 . Quantité de collagène, glycosam1noglycans, acide hexuronique, 
hexosamines et sucres neutres pour des veines saphènes saines et variqueuses 
Entre parenthèses se trouve le nombre de veines étudiées (d'après Niebes, 1977). 

% of clry wcight l lcallhy vcins Yaricos~ veins l•Tesl 
of vcin 

-
Collnitcn, 53.3 ± 9.9 3 2.5 ± 9.5 64%, p < 0.005 

insoluble (5) (9) 

Chondroil in 0.46±0.11 0.56 ± 0.22 + 23%, N.S. 
sulph:ilc (7) (12) 

Dcrm:1l:1n 0 . 18 ± 0.09 0.20 ± 0.06 + 9%, N.S. 
sulph:ile 

llcp:1r:1n s11lph:1te 0.41 ± 0.10 0.48±0.15 :+ 18%, N.S. 
lly;iluronic acid 0.21 ±0. 12 0.37±0.12 + 76%, p < 0.005 
Total GAG 1.26 ± 0.34 1.61±0.36 + 29%, p < 0.005· 

Jlcxuronic :icids 0.38 ± 0.08 0.60 ± 0.11 + 56%, p < 0.005 
(7) (14) 

Glucos;irnine 0.09 ± 0.04 0. l6 ± 0.08 + 68%, r <0.05 
(7) ( 14) 

G:ih1ctos:1mine 0.19 ± 0.07 0.34 ± 0.10 + 81%, r<o.005 
Tot;il hcxosarnincs 0.28 ± 0.09 0.50±0.15 + 80%, p < 0.005 

Rh:irnnosc 0.00'1 ± 0.002 0.007 ± 0.004 + 75%, p"< 0.05 
(7) ( l '1) 

Lyxose 0.00'1 ± 0 .002 · 0.009 ± 0.008 +125%,r<o.o5 
Fucosc 0.009 ± 0.008 0.012±0.018 + 33%, N. S. 
Ribose 0 .007 ± 0.002 0.008 ± 0.010 + 14%, N.S. 
Xylose 0.019±0.0l0 0.019±0.019 N: S. 
M;innosc 0.039 ± 0.020 0.037±0.023 N. S. 
G:ilactosc 0. 131±0.054 0. 129 ± 0.0'13 N.S. 
Glucose 0.064 ± 0.047 0. 183 ± 0 . 127 + 186%, r<o.01 
Tol:11 nculrnl 0.272 ± 0.086 0.394 ± 0.169 + 45%, r <a.os 

sug:1rs 

N.S. = nol signific:1nt. 

Tableau 4. Activités moyennes et déviations standards des enzymes lysosomiales 
dans les veines saphènes humaines saines et variqueuses ( uM/min/g de DNA). 
Entre parenthèses se trouvent le nombre de veines étudiées (d'après Niebes, 
1977). 

E111.yrnc llc:illhy vcim V:1ricosc veins l-Tcst 

0-Glucuro11id:1sc 11.5 ± 2.6 (13) 16. I ± S.2 (25) r < 0.0 l 
(+ 40%) 

(J-N-Acet ylglucos- 866 ± 25'1 ( 13) 1129±269 (24) p < 0.0 l 
aminidasc (+ 30%) 
Arysulph:1t:1sc 2.12±0.78 (ll) 2.54 ± 0.57 (8) r ,;;;a.os 

(+ 19%) 
/\ciel phosph:1tase 1.67 ± 1.09 (7) '1.65 ± 2.33 (24) r<o.001 

(+ 178%) 
l lyalpronid:1sc 0 (5) 0.47 ± 0.50 (9) p ~ 0.001 

(U/g frcsh wcighl) 



Par contre, on n·a pas constaté d'augmentation significative du taux 
sérique de la catheps ine D [Thu lés i us et al, 1977]. Cel a est dû au fait que 
cette enzyme protéolytique dangereuse pour l'organisme est neutralisée 
dans le sérum par des inhibiteurs de protéases tels que l' <X.1-ant itrypsine 
et l'<X.2-macroglobuli ne. 

Finalement, Niebes publiait une étude récapitulative (1977) 
montrant: 
-une augmentation de l'activité des enzymes lysosomales et du contenu de 
nombreux polysaccharides et de leurs monosaccharides constitutifs au 
niveau des veines variqueuses (Tableaux 3 et 4); 
-une augmentation des taux sériques d'enzymes lysosomales, de 
glycosaminoglycans et de sucres constituant les glycoprotéines (Tableau 
S); 

-une augmentation des hydroxylysines glycosides au niveau des urines de 
patients variqueux, signes d'une dégradation ou d'une biosynthèse anormale 
des fibres de collagène (Tableau 6). 

Une étude biochimique menée de front avec une étude histochimique a 
permis de localiser et de caractériser les variations du profil enzymatique 
au niveau de la veine variqueuse [Haardt, 1982). 11 a ainsi pu être démontré 
qu'il se produisait une diminution de l'activité des enzymes Intervenant 
dans le métabolisme énergétique au niveau de la paroi de la veine malade 
(Tableau 7). Cette baisse est plus marquée dans l'intima que dans la média, 
et s'est avérée particulièrement prononcée pour l'ATPase Ca 2+ dépendante, 
typi que de la myosine. 11 en va de même mais dans une moindre mesure pour 
la phosphatase alcaline (dont la présence est associée aux zones de 
transport actif de la membrane cellulaire) et pour les isoenzymes de la 
lacticodéshydrogénase (enzyme terminale de la glycolyse). Cette 
dim inution de l'activité des enzymes lié au métabolisme énergétique se 
traduit par une diminution de la capacité de contraction de la veine 
variqueuse. 

Un comportement contraire a été observé pour les enzymes 
lysosomales (Tableau 7). Ici, l'accroissement de l'activité est plus marqué 
au niveau de la média que de l'intima, aussi bien pour la 13-glucuronidase 
que pour la phosphatase acide ou pour les estérases non spécifiques. On 
peut considérer cet accroissement de l'activité enzymatique comme 
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Tableau 5 . Activités moyennes et déviations standards d'enzymes MPS dans le 
sérum~ sujets sains et variqueux ( uM/min/L de sérurn)(d'après Niebes, 1977). 

1' 111.yme llc;illhy subjccls V;iricose subjecls 1-Tesl 
(26) (24) l'rob;il,ilily 

coefficient 

p -Glucuronidasc 0 .92 ± 0.25 1.55 ± 0.71 t = 4. 26 
(+ 70%) p<0.001 

~-N-J\cel ylgluco- 1'1.28±2.11 22 .58 ± 9 . 15 t = 4.47 
111ii nid;i se (+ 60%) p <0.001 

4, ylsulphalasc 0 .035 ± 0 .008 0 .069 ± 0 .038 t = 4 .67 
(+ 100%) p <0.001 

Tablea.u 5' : Quant ité de constituants de glycoprotéines (moyennes±dév1ations 
standards) dans le sérum de patients sains et variqueux (mg/100 ml). Entre 
parenthèses se trouve le nombre de veines étudiées( d'après Niebes , 19 77 ). 

c.011 slituc11l ll eallhy subjecls Varicose sul,jects t-Tcsl 
Prohabilily 
coefficient 

sl œ.li c acid 46 .3 ± 4 .2 51.8±3.5 (-t-13%) l = 5.09 

(27) (25) p <0.001 

p O!\·saccharidcs 98 .2±5 ,8 ll0.8±7.5 (+ 13%) l = 6 .48 

(24) (25) 11<0.001 

Sv ll' halcs 5.05 ± 0 ,49 6.03 ± l.06 (+19%) l = 3.03 

( l '1) ( 11 ) p < 0 ,0 l 

h~J( <J sa111i11cs 80 ,9±9.7 86.7 ± 6 .. 5 (+8%) l = 2.38 

(26) ( 22) p <0.02 

~Ci(nscs 114.3±6,7 121.3±11.2 (+7%) l = 2.67 

(25) (25) p <0.02 

t"'' o se 16 ,0 ± 2.'1 17.7±2.'1 (1-12%) l = 2.'13 

(2 7) (25) p <0 .02 

Tob leau 6. Quantité d'hydroxylysine di- et monoglycosides ( moyennes ± déviations 
st~ndards) dans , l'urine de femmes saines et variqueuses ( uM/g de 
creatrnrne)( d'apres Niebes, 1977). 

Glycoside llcallhy women V;iricose womcn t-Test 
(8) (8) 

Glucosylgal;ic- 20,5 ± 6,2 38,3 ± 7.7 (+87 %) p <0.005 
losylhydroxylysinc 
G;ilaclosyl- 11.9±4 20.3 ± 3 (+71%) r <o.005 
hydr oxylys inc 
C. lncosy lg;i lac los y 1- 1.55 ±0,33 1.88 ± 0 ,4 (+ 18%) not 
llyl signifie a ni 
Galactmrl-llyl 



Tableau 7. Distribution de l'octivité enzymatique au niveau de la paroi veineuse à 
dégénération var iqueuse (d'après Haardt, 1982). 
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F1gure 7. Mécanismes capillaires conduisant à la formation d'œœme ( d'après 
Beaufour, 1989 ). 



l'expression d'une lésion cellulaire accompagnée d'une altération de la 
membrane lysosomale. 

C'est cette modification du profil enzymatique qui serait 
responsable des modifications histologiques au niveau de la paroi veineuse. 

4. Conséquences des perturbations histochimiques au niveau de 
la paroi veineuse. 

Dans un premier temps, on verra apparaître une hypotonie pariétale. 
En s'aggravant, celle-ci aura des répercussions au niveau hémodynamique 
et au niveau tissulaire. 

a) Répercussions au niveau hémodynamique. 
La stase veineuse consécutive à l'hypotonie pariétale va provoquer 

l'ouverture de canaux dérivatifs. Quand ce phénomène deviendra 
insuffisant, on assistera à une augmentation de la perméabilité capillaire, 
avec fuite plasmatique. 

De plus, le ralentissement de l'écoulement sanguin va entraîner une 
augmentation de la viscosité sanguine. On note également une perte de la 
capacité d'écoulement des globules rouges et leur agrégation. L'acidose 
résultant de l'hypoxie locale majore cet état, ce qui ne fera qu'aggraver 
l'hypoxie. 

b) Répercussions au niveau tissulaire. 
Lorsque le phénomène compensatoire dû à l'ouverture des canaux 

dérivatifs est débordé, nous avons vu qu'il se produisait une augmentation 
de la perméabilité capillaire et une fuite plasmatique (Fig.7). L'oedème 
interstitiel veina-lymphatique qui en résulte est initialement réversible 
mais il évoluera vers la f ibrose. Celle-cl sera entretenue et majorée par 
d'autres phénomènes : 

-activation des po lymorphonuc léaires et des macrophages, avec libération 
de p1~otéases qui sont à l'origine de la destruction du collagène, de 
l'élast ine et des glycosaminoglycans; 
-éc latement des mastocytes, avec libération d'histamine, de sérotonine et 
de bradykinine qui aggravent l'œdème; 
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Tableau 8. Tableau précisant les trois catégories de désordres qui , en cas de 
ctysfonctionnement de l'unité hémato-tissulaire, intriquent leurs actions à l'origine 
de l'hypoxie tissulaire (d'après Beaufour , 1989). 

DYSFONCTIONNEMENT DE L'UNITE HEMATO-TISSULAIRE 

HEMODYNAMIQUE 

-Augmentation de la 
perméabi li té capillaire 
- Stase veineuse 

/ t \ 
INTERACTIONS ELEMENTS 
FIGURES DU SANG / PAROI 

- Fuite de liqu ide plasmatique 
- Diminution de la déformabilité 
des globules rouges 
• Augmentation de l'adhésivité 
des plaquettes et des leucocytes 

TISSULAIRE 

• 0:dème interstitiel veino
lymphatique 
- Dégradation des fibres de 
collagène et d'élastine et des 
glycosaminoglycans 
- Libération tissulaire de 
substances inflammaroires 
( thromboxane. collagénases. 
radicaux libres oxygénés) 
-Accumulation de produits de 
dégradation COZ et lacrates '---.., ________ .,.,. ______ _,.,,,r1 

y 

HYPOXIE TISSULAIRE 



-issu de l'activation de la cascade arachidonique consécutive aux 
altérations membranaires, le thromboxane, agrégant p laquettaire et 
facteur de spasme et d'œdème, accroît les désordres; 
-altération du métabolisme tissulaire, accompagnée d'une perturbation de 
la dynamique des échanges veines-tissus : on constate une baisse de la 
consommation en 02 et en glucose ainsi qu'une accumulation de C02 et de 
déchets métaboliques, dont le lactate. La pression tissulaire en 02 diminue 
alors que la pression tissulaire en C02 augmente, ce qui produit une 

hypoxie sévère; 
-conséquence des perturbations métaboliques : des radicaux libres 
apparaissent, notamment des radicaux superoxydes 02-- · Ces anions très 
réactionnels vont désorganiser de nombreuses structures cellulaires (dont 
les mitochondries), , accentuer l'augmentation pathologique de la 
perméabi 1 ité capillaire, et s'attaquer aux phospho 1 ipides membranaires. 

L'altération tissulaire entraîne par le biais de l'hypoxie une sclérose 
progressive des tissus périveineux. Les valvules perdent leur étanchéité et 
les varices apparaissent. La maladie va s·auto-entretenir par le maintien 
ou l'aggravation des conditions d'hypoxie tissulaire. Au tableau 8 sont 
résumés les désordres à l'origine de l'hypoxie tissulaire. 

5 Evolution de la maladie veineuse. [ Perdue Jr, 1985] 

a) Les complications veineuses. 
Les hémorragies externes spontanées sont rares mais elles peuvent 

survenir suite à un choc. Dans ce cas, l'hémorragie est brutale, indolore et 
s'arrête rapidement à la surélévation des membres inférieurs. De petites 
hémorragies souscutanées sont plus courantes. 

Une phlébite superficielle peut apparaître sous la forme d'un cordon 
ve ineux dur et douloureux. L'extension au tronc veineux profond et la 
survenue d'une embo 1 ie pulmonaire sont à redouter. 

b) Les como11cat1ons tissulaires. 
Des troubles cutanés peuvent se développer sous forme de 

dermatoses diverses : dermite, prurit, eczéma. Dans certains cas, l'œdème 
vei na-lymphatique peut être à l'origine de troubles sous-cutanés. 

14 



Au stade ultime de la maladie peut apparaître l'ulcère variqueux, qui 
se localise au niveau de la partie supérieure interne de la cheville, et qui 
est caractérisé par sa tendance à la récidive. 11 a l'aspect d'une lésion 
arrondie ou ovalaire, entourée par une zone d'œdème dur. 

6. Traitement de la maladie veineuse. 

a) Mesures d'hygiène générale. 
La station debout pro longée, les changements brusques de 

température, les excitants (café, alcoo 1) sont déconsei 1 lés. Un exercice 
modéré à type de marche régulière et cadencée, des périodes de repos 
a! longé avec membres supérieurs surélevés et un régime contre l'obésité 
sont par contre consei 11 és. 

b) Contention des varices. 
Des bandes élastiques apposées avant le lever favorisent le retour du 

sang veineux dans les veines profondes, s'opposent à la dilatation des 
varices et à la formation d'œdème. 

c) Traitement médical. 
Un traitement pharmacologique peut se faire sous différentes 

formes : 
-ut ilisation de scavengers pour neutraliser les radicaux libres (ex : extrait 
de Ginkgo biloba); 
-uti lisation de toniques veineux (à base d'hamamélis, de marron d'Inde, ... ); 
les bases moléculaires en sont mal définies. 
-traitement sclérosant, qui consiste à injecter dans la veine un produit 
sclérosant qui va entraîner une transformation fibreuse des parois 
veineuses. Celles-ci vont finir par s·accoler. Pour que ce traitement soit 
applicable, il faut que les veines profondes ne soient pas oblitérées, qu'il 
s'agissent des varices essentielles, que le sujet ne soit pas porteur d'une 
artérite oblitérante des membres inférieurs ou d'une hypertension 
artéri e 11 e grave. 

d) Traitement chirurgical. 
11 est indiqué en cas de varices importantes ou lorsque les méthodes 

sclérosantes n·ont pas donné de bons résultats. La méthode la plus 
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Figure 8. Modèle biochimique représentant les lysosomes de foie de rat décrits par 
de Duve et al. en 1955. On sait actuellement que les lysosomes contiennent au moins 
50 hydrolases, qui peuvent agir sur les diverses macromolécules telles que les acides 
nucléiques, les protéines, les glycoprotéines, les poly~harides et divers lipides 
(d'après Bainton, 1981 ). 



employée est celle du "stripping", c·est-à-dire l'enlèvement de la veine 
impliquée et de ces principaux affluents dilatés [Lofgren et Lofgren, 1971]. 
Après le "stripping", les branches veineuses résiduelles sont oblitérées par 
une inj ection d'un agent sclérosant [Hobbs, 1978]. Les résultats du 
traitement chirurgical sont généralement satisfaisants, bien qu'une 
sc lérothérapie soit parfo is requise pour certains patients. 

11. LES LYSOSOMES. 

Nous avons vu plus haut que les lysosomes semblent être un des 
él éments de base intervenant dans la maladie ve ineuse. C'est pourquoi i l 
nous a paru intéressant d'en rappeler ici les principales caractéristiques. 

A. DECOUVERTE. 

Les lysosomes ont été découverts de manière tout à fait fortuite en 
1949, par c. de Duve et ses collaborateurs. En effet, lors d'études 
enzymat iques du métabo 1 isme des carbohydrates dans des homogénats de 
fo ie, certaines irrégularités sont apparues dans les essais de la 
phosphatase acide. Ainsi , l'activité hydrolytique était plus élevée dans des 
extraits préparés avec de l'eau dist 1 llée qu'avec du sucrose osmot iquement 
équilibré. De même, l'activité était plus haute dans des préparations âgées 
que dans des préparations fraîches (Fig. 8 ). 

Les résultats était suffisamment significatifs pour permettre à de 
Duve de proposer l'existence d'un nouveau grou~e de particules ayant des 
propriétés lytiques, les lysosomes [de Duve et al, 1955; de Duve, 1975]. 

de Duve et Wattiaux [ 1966] définissent le lysosome comme une 
vés icule contenant toute une série d'hydrolases acides, et l imitée par une 
membrane empêchant les enzymes de s'échapper. 

Actuellement, on connait au moins 50 enzymes contenues dans les 
lysosomes [Holtzman, 1976]. Ce sont des protéases, des sulfatases, des 
lipases, des phospholipases, des glycosidases, des nucléases, etc ... Toutes 
ces enzymes sont des hydrolases acides ayant une activité optimale aux 
environs de pH 5, ce qui correspond à ce lui existant dans l'organite 
[Rei jngoud et Tager, 1973]. Le maintien de ce pH se fa i t grâce à une 
protéine de transport spéciale, qui utilise l'énergie procurée par 
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l'hydrolyse de 1'ATP pour pomper des protons dans la lumière lysosomale 
[Mego, 1979). 

B. FONCTIONS DES LYSOSOMES. 

On distingue une fonction hétérophagique et une fonction 
autophagique. 

I. Fonction hétérophaglque. 

E 11 e a pour but 1 a digestion i nt race 11 u 1 aire de substances exogènes 
captées par endocytose. Les implications de cette fonction hétérophagique 
sont mult1ples puisqu'elle 1ntervient au n1veau : 
-de la nutrition hétérophagique; 
-de la défense contre des bactéries, des virus, des macromolécules 
toxiques; 
-du remodelage de certains tissus, suite à un déversement de leurs 
enzymes. Ex : ostéoclastes [Vaes, 1965 et 1969). 

2 Fonction autoohagioue. 

Elle a pour but la digestion de parties du cytoplasme de la cellule. 
Des régions de cytoplasme seront isolés par une membrane et leur contenu 
sera digéré après fusion avec des lysosomes. 

Ce phénomène peut apparaître dans des conditions normales, en 
assurant un renouvellement des constituants cellulaires, ou en intervenant 
dans la différenciation cellulaire ou dans la métamorphose : kératinisation 
de la peau, métamorphose des têtards [Eeckhout, 1965; Fox, 1973). 

11 peut aussi intervenir dans la nutrition dans des conditions 
défavorables d'apports de nutriments. 

Enfin, il joue un rôle d'éboueur en nettoyant la cellule de protéines 
dénaturées, de débris ce 1 lulaires, etc ... 
Rem : i 1 peut parfois persister des résidus indigestes à l'intérieur des 
lysosomes. Un processus d'exocytose permettra aux lysosomes surchargés 
d'éjecter leurs déchets à l'extérieur de la cellule. 
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Figure 9. Représentation schématique de quelques-unes des voies par lesquelles 
les lysosomes secondaires sont supposés être formés par la fusion de vésicules cibles 
avec une série de petits lysosomes primaires contenant des enzymes hydrolytiques 
nouvellement synthétisés ( d'après Alberts et al, 1983). 
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Figure 1 O. Constitution de la membrane biologique ( d'après Alberts et al , 1983). 



C.TYPES DE LYSOSOMES. 

A part ir de cette fonction digestive propre aux lysosomes, on peut 
dist inguer deux cl asses : 

/ . Les lvsosomes primaires . . 
Ce sont qui sont nouve 1 lement f armés. l ls n'ont donc pas encore 

rencontré leur substrat et n'ont jamais été engagés dans un processus de 
digestion. Ils sont formés par bourgeonnement de la face TRANS de 
l'appareil de Golg i. Les hydrolases qu'ils contiennent ont été synthétisées 
au niveau du ret iculum endoplasm ique puis transférées jusqu'à l'appareil de 
Gol gi. 

2 Les lvsosomes secondaires . • 

Ce sont des sacs membranaires de morphologie variable, contenant 
des substrats et leurs hydrolases [de Duve et Wattiaux, 1966). l ls ont déjà 
été le si ège d'hydrolyses. l ls résultent de la fusion répétée de lysosomes 
primaires avec divers substrats limités par une membrane. La morphologie 
des lysosomes seconda1res sera donc très variable en fonct ion des 
dif férents substrats internalisés. On leur a parfois donné des noms 
spéc iaux : 
-vacuole digestive, résultant de la phagocytose de particules de grande 
ta1 l le (comme une bactérie, par exemple); 
-mul t ives icular body (MVB), sac membranaire contenant de nombreuses 
vési cules d'un diamètre approximatif de 50 nm; 
-vacuoles autophagiques, qui sont des structures lysosomales contenant 
des organites ou des vésicules de sécrétion (Fig. 9). 

O. LA MEMBRANE L YSOSOMALE. 

1. Rappel .· constitution des membranes biologiques. 

Les membranes biologiques sont constituées d'une double couche 
continue de lipides dans laquelle diverses protéines membranaires sont 
insérées (Fig. 10). 
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Figure 118. Structurechimiquedesphospolipides(d'aprèsAlberts etal, 1983). 

F1gure 11 b. Formules et symboles des quatre phospholipides majeurs retrouvés 
dans les membranes plasmiques de mammifères. Toutes les molécules lipidiques sont 
dérivées du glycérol, à l'exception de la molécule 11p1d1que de la sphingomyéline, qui 
est dérivée de la sérine (d'après Alberts etal, 1983). 

Figure 11c. Structurechimiquedesglycolipides(d'aprèsAlberts etal, 1983). 



La bicouche lipidique est fluide et les molécules lipidiques peuvent 
di ffuser individuellement à travers leur propre monocouche. De plus, dans 
certains cas, des molécules de lipides peuvent passer d'une monocouche à 
l 'autre (flip-flop), mais généralement, ce passage est extrêmement lent. On 
distingue principalement trois types de lipides constitutifs des 
membranes biologiques : les phospholipides (Fig. 11 a et 11 b), les 
glycolipides (Fig. 1 lc) et le cholestérol (Fig. 12). Il est à remarquer que les 
compositions lipidiques des monocouches externe ou interne sont 
di fférentes. 

Les protéines membranaires peuvent être de deux types. Dans 
1 

certains cas, elles peuvent s'étendre à travers la bicouche lipidique 
(protéines intrinsèques). D'autres protéines associées à la membrane ne 
t raversent pas la bicouche mais sont attachées à l'un ou l'autre côté de la 
membrane (protéines extrinsèques). Ces dernières sont soit reliées par des 
interactions non covalentes avec les protéines transmembranaires, soit 
aux molécules lipidiques. Comme les molécules de lipides de la bicouche, 
de nombreuses protéines membranaires sont capables de diffuser dans le 
p 1 an de la membrane. 

La bicouche lipidique étant fortement imperméable à la plupart des 
molécules polaires, il doit exister des systèmes permettant le passage de 
petites molécules hydrosolubles vers l'extérieur ou vers l'intérieur de la 
cellule. En fait, ce transport se réalise grâce à des protéines contenues 
dans la membrane. 11 en existe deux classes, les "carrier proteins" et les 
"channel proteins". Celles de la membrane plasmique sont particulièrement 
bien étudi és. 

Les "carrier proteins" se fixent à des solutés spécifiques et 
traversent la bicouche en subissant un changement conformationnel qui 
provoque le passage du site de liaison avec le soluté d'un côté de la 
membrane à 1·autre. 

Les "channel proteins" forment des pores à travers la bicouche et 
permettent le passage d'ions de taille et de charge appropriées suivant le 
gradient électrochimique, à un rythme au moins cent fois plus rapide que le 
transfert par n'importe quel transporteur connu. ces canaux sont 
généralement fermés et s'ouvrent en réponse à une perturbation spécifique 
de la membrane (changement du potentiel membranaire, fixation d'un 
neurotransmetteur sur un récepteur). 
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Figure 12. Cholestérol représenté par une formule (A) et par un dessin 
schématique (B), et décrit en interaction avec deux phospholip ides dans une 
monocouche (d'après Alberts etal, 1983). 

Tableau 9. Composition lipidique de membranes purifiées de foie de rat. 

La composition de la membrane lysosomale de foie de rat a été établie à partir de 
lysosomes de foie de rat purifiés à partir de rats injectés de Triton WR 1339, 4 jours 
avant le sacrifice ( a) ou à partir de foie de rats normaux ( b). ( d'après Henning R., 
1974 ; cité par Gonze , 1989) 

Upides membrane membrane membrane membrane 

.. 

olasmioue lvsosomale (al lysosomale (b) mitochondriale 

cholestérol/phospholipides 0.9% 0.52% 0.27% 0.06% 
matériel au front du solvant 2.3% 6.8% 4.6% 

cardiolipine 4.6% 11.2% 
phoschatidyl-éthanolamine (PE) 22.4% 17.9% 26¾ 31% 
phosphatidyl-inositol (Pl) 17.4% 9.9% 9.7% 7.5% 
phosphatidyl-sérine (PS) 3% 

phosphatidyl-choline (PC) 34.8% 33.5% 41.1 ¾ 50.5% 
sphingomyéline 20.5% 32.9% 7.6% 0% 
lysa. dérivés de (PE) 2.9% 0% 
lysa. dérivés de (PC) 2.6% 0% 2.9% 0% 
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z Structure de fa membrane 1.ysosoma1e. 

a) Morphologie. 
Les lysosomes sont limités par une membrane dont la constitution 

est basée sur le même schéma que celui de toute membrane biologique : on 
y observe une bicouche lipidique dans laquelle sont insérées des protéines . 

En microscopie électronique, on distingue un halo clair 
caractéristique, formant un "coat" séparant la membrane de l'espace 
lysosomal [Daens et al, 1969]. Ce "coat est riche en hydrates de carbone et 
jouerait un rôle dans la protection de la membrane face à l'agression des 
hydrolases lysosomales (cfr. plus loin). 

b) composition lipidique et protéique, 
Les lipides de la membrane lysosomale sont essentiellement 

représentés par la phosphatidyl choline, la phosphatidyl éthanolamine, la 
sphingomyéline et le cholestérol. Des lipides neutres sont également 
présents (Tableau 9). 

Les protéines de la membrane lysosomale sont, en général1 
fortement glycosylées [Schneider et al 1 1978]. Elles contiennent des 
sucres neutres, des hexosamines telles que la galactosamine ou la gluco
samine1 et des résidus d'acides sialiques1 représentant 10% des sucres 
totaux. Cette abondance d'hydrates de carbone se justifierait par un rôle de 
protection de la membrane lysosomale (cfr. plus loin). 

Les protéines de cette membrane seraient également impliquées 
dans le maintien du pH intralysosomal, le transport de certains 
métabolites vers l'intérieur ou vers l'extérieur des lysosomes et la 
reconnaissance des différents compartiments subcellulaires de la cellule. 

c) Protection de la structure membranaire contre l'action des 
hydrolases. 

Un rôle essentiel de la membrane lysosomale est de protéger le 
cytoplasme contre l'act1on des hydrolases ac1des. Ma1s cette membrane 
do i t, elle aussi, résister aux enzymes lysosomales. Cette protection est 
assurée essentiellement par le "coat" interne1 constitué d'hydrates de 
carbone greffés sur les protéines ou les lipides de la membrane 
lysosomale. Cette couche d'hydrates de carbone se termine par de nombreux 
aci des sialiques chargés négativement. Ceux-cl contribuent à la protection 
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des liaisons sensibles aux enzymes lysosomales [Neiss, 1984; cité par 
Gonze, 1989]. De plus, il existerait un processus de réparation au niveau 
membranaire. En effet, un contact pro longé des glycoprotéines et des 
lipides avec les hydrolases provoquera finalement leur destruction, mais 
ce phénomène est rapidement compensé par une néosynthèse membranaire. 

d) Stabilité de la membrane lysosomale. 
Aussi bien lors de la maladie veineuse que lors de l'arthrite ou lors 

d'une réponse inflammatoire à une blessure tissulaire ou à un agent 
irri tant, on note une libération pathologique d'enzymes lysosomales dans 
les tissus. Les causes de cette libération ne sont pas toujours connues 
avec préc isi on mais on a pu montrer qu'il existe des substances stabilisant 
ou déstabilisant la membrane. Ainsi on a montré in vitro que des formes 
liposolubles de la vitamine A tel que le rétinol ont un effet stimulateur 
important sur les processus dans lesquels participent les lysosomes [Vaes, 
1969; Weissman, 1969). D'autres composés tels que les corticostéroides 
semblent avoir un effet inhibiteur sur les processus dépendant des 
lysosomes [Vaes, 1969; Weissman, 1969]. En fait, tout se passe comme si 
certaines substances rendaient les membranes lysosomales plus fragiles 
alors que d'autres les stabiliseraient. 

J. Act ion des radicaux libres sur la latence des enzvmes . 
/ysosomales. 

Un radical libre est une espèce chimique capable de mener une 
existence indépendante, contenant un ou plusieurs électrons non appariés 
et étant dès lors très réact1onnelle [Hall1well & Gutter1dge, 1985]. 

Dans l'organ1sme, l'anion superoxyde 02-- provenant de l'oxygène 
moléculaire peut être formé suite à l'activité de la NADPH cytochrome P 
450 réductase ou suite à l'activité catalytique de certaines enzymes telle 
que la xanthine oxydase. 11 peut également y avoir production d'02·- au 

niveau de la chaîne de transport des électrons dans la mitochondrie. Ces 
anions superoxydes peuvent réagir avec une molécule non radicalaire et 
initier ainsi une réaction en chaîne. l ls peuvent également 
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subir une dismutation spontanée : 

Le peroxyde d'hydrogène produit constitue un danger pour la cellule 
car il serait à l'origine de la production de radicaux hydroxyles OH·, par le 
biais de 02-- et de Fe3+. En effet, la réaction directe de 02-- sur H202 est 

impossible pour des raisons thermodynamiques mais la présence de Fe3+ 
dans le milieu permet à la réaction de se dérouler ( réaction de Fenton) : 

02· - + fe3+ 
Fe2+ + H202 

---> 02 + fe2+ 
---> fe3+ +OH·+ OH-

Les radicaux hydroxyles ainsi formés sont beaucoup plus réactionnels que 
les radicaux superoxydes et peuvent attaquer les protéines, les acides 
nuc léiques et les phospholipides membranaires. 

L'organisme se protège contre les dérivés actifs de l'oxygène par 
deux types de défense : 
- défense enzymatique par la catalase, la superoxyde dismutase et la 
glutathion peroxydase; 
- défense par des mo !écules lipophiles ou hydrophiles de faible PM (a
tocophéro l, acide ascorbique) qui neutralisent l'activité des radicaux 
libres. 

Il semble que dans la maladie veineuse, la princ ipale source de 
radicaux superoxydes survenant lors de l'hypoxie soit due à l'activité de la 
xan thine oxydase. Habituellement, cette enzyme se trouve essent ie 1 lement 
(90%) sous une forme déshydrogénase dont l'activité nécessite la présence 
de NAD+. Dans ce cas, elle transfère les électrons sur NAD+ en formant de 
l'ac ide urique et NADH + H+ suivant : 

xanthine + NAD+ + H20 --> acide urique + NADH + H+ 

Mai s dans certains cas, on peut avoir une conversion de cette enzyme en sa 
forme oxydase. Elle transforme alors l'hypoxanthine en xanthine et la 
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xanthine en ac1de urique [Fisher, 1988], suivant : 

hypoxanthine + H20 + 02 ---> xanthine + 02· - +H+ 

xanthine+ H20 + 02 ---> ac1de ur1que + 02--+H+ 

Stirpe et al[ 1969) ont montré que ce phénomène pouvait se produire 
1n vltro après une protéolyse, une incubation à 37°C ou encore un 
tra itement aux solvants organiques. On pense actuellement que cette 
conversion pourrait se produire /n vivo lors de l'hypoxie. 

Les radicaux superoxydes produits pourraient alors subir une 
réaction de dismutation pour former H202 et 02. Selon Fridovich [ 1985), la 
production d'02·- dépend du pH et de la pression partielle en 02 : à pH 7.8, il 
y aurait seulement 15% d'02·- produits. A pH 1 O et pour une p02 de 1 

atmosphère, la production de radicaux superoxydes serait de l 00%. 
Les radicaux superoxydes et le peroxyde d'hydrogène ont une 

réactivité limitée. De ce fait, ils peuvent d1ffuser sur une certaine 
distance [Fisher, 1988). De cette manière, la production de radicaux libres 
dans un compartiment subcellulaire peut s'étendre à toute la cellule. 

Nous avons vu plus haut que 02·- et H202 pouvaient former, en 

présence de Fe3+, des radicaux OH·. Dans les cellules,. le stockage du fer 
peut se faire sous différentes formes mais on a montré l'existence de 
ferritine dans les lysosomes [Halliwell & Gutteridge, 1986). Le fer qui y 
est inclus peut être mobilisé grâce à l'action d'02·- sur la protéine de 

transport. Le fer ainsi libéré devient utilisable pour la production d'OH. 
Ces radicaux sont beaucoup plus réactionnels que les radicaux superoxydes 
ou le peroxyde d'hydrogène, ce qui leur procure une durée de vie assez 
courte. l ls n'induisent donc des dégats qu'à proximité immédiate de leur 
site de production. Ces OH· peuvent réagir avec presque tous les types de 
molécules présentes dans les cellules vivantes (sucres, acides aminés, 
DNA, phospholipides, ... ). 

D'après certains auteurs, les radicaux OH- ne seraient pas les seuls 
radicaux libres à être produits dans la réaction de Fenton. Ains i, des 
radicaux f erryls pourraient être formés suivant : 
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De même, un autre radical parfois mentionné est le radical perf erryl 
Feo+ ou Fe3+02- . Ces deux radicaux sont nettement moins toxiques que OH· 

mais pourraient malgré tout amener une certaine altération de la 
membrane. 

11 est possible (et des résultats obtenus par 1. Hamer en 1988 sur des 
membranes lysosomales de foie de rat vont dans ce sens) que les dérivés 
toxiques de l'oxygène puissent léser la membrane lysosomale. Ceci serait à 
mettre en relation avec l'augmentation des activités des enzymes 
lysosomales dans le plasma sanguin décrite par Niebes. 

111. BUT DU TRA VAi L. 

Les lysosomes sont un des éléments importants intervenant dans la 
pathologie veineuse. Cependant, le peu d'information recuei 11 i au sujet des 
lysosomes de la paroi veineuse nous a poussé à entamer une étude 
biochimique de ces organites. Mais nous avons voulu cette étude plus large, 
aussi y avons nous associé les autres princ ipaux organites subcellulaires. 

Dans un premier temps, nous mettrons au point la technique 
d'homogénéisation la plus adéquate pour préserver l'intégrité des organites 
subcellulaires ainsi que le dosage de certaines enzymes de référence des 
lysosomes, des peroxysomes, des mitochondries, du réticulum 
endoplasmique et de la membrane plasmique au niveau de la paroi de veines 
caves inférieures de rat. Nous comparerons les résultats obtenus à ceux 
observés pour les veines caves inférieures de chien. 

Par après, nous effectuerons des fractionnements subcellulaires sur 
des veines caves inférieures de rats en essayant de dégager un schéma 
expérimental propre à ce tissu. Nous essayerons également de mettre en 
évidence l'existence d'une latence des enzymes lysosomales. 

Finalement, nous montrerons les résultats préliminaires obtenus 
lors d'essais de labilisation de la membrane lysosomale de veine cave 
inférieure de rat par les radicaux libres. 
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1. PRELEVEMENT DE LA VEINE CAVE INFERIEURE CVCD DE RAT POUR 
DOSAGES ENZYMATIQUES. 

La VCI est prélevée sur rat mâle Wistar immédiatement après 
sacrifice. Après sectionnement de l'aorte abdominale (Fig. 13a), on voit 
apparaître la VCI . Celle-ci doit être prélevée sur la plus grande longueur 
possible, entre la jonction avec les veines sus-hépatiques et la 
ramifications en veines iliaques (Fig. 13b). Après avoir enlevé les graisses 
et mésentère et éliminé le sang dans du saccharose 0.25 M, les VC I sont 
pesées. Puis, elles sont grossièrement découpées et passées S fois 15 
secondes à l'ultraturrax (il faut veiller à maintenir les veines dans la 
glace durant l'opération). Ensuite, on filtre sur gaze et la partie liquide qui 
est conservée et éventuellement cange lée. 

Il. PRELEVEMENT DE LA VEINE CAVE INFERIEURE DE CHIEN POUR 
DOSAGE ENZYMATIQUE. 

Les VCI de chien ont été prélevées à notre intention par l'équipe du 
Professeur J.Lammerant (Physiologie générale). Les traitements 
préalab lement subis par ces chiens avant ablation de la VCI sont rapportés 
en annexe. 

Après nettoyage du sang dans du saccharose 0.25 M glacé, la veine 
est ouverte longitudinalement puis étalée. On la découpe alors en petits 
morceaux de 1 à 2 mm de coté, qu'on plonge dans le saccharose 0.25 M 
a lacé . .., 

Un tiers de la veine est ensuite placé dans 8 ml d'une solution Hépés
ECiT.A et portée à 37°C pendant une heure, sous agitation lente et constante. 
Un deuxième tiers est placé dans 8 ml d'une solution Hépès et portée à 
37°C pendant une heure, sous agitation lente et constante. Ensuite, chacune 
de ces deux portions est lavée deux fois au saccharose 0.25 M puis placée 
dans 7 ml de collagènase (48 mg collagènase/ l oo ml Tampon Hépès pH 
7.85) pendant 2 heures à 37°C, sous agitation lente et continue. 

Par après, chacune des deux parties est lavée trois fois au 
saccharose 0.25 M. 
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Tableau 1 o : Résumé des conditions expérimentales des dosages enzymatiaues. 

Organites Enzymes Substrat Concentration pH Mesure Références 
subcellulaires 

Lysosomes cathepsine C glycyl-L-arginine 0.5 mM 5 colorimétrique Jadot et .1/., 1984 
P-naphtylamide la naphtylamine 

cathepsine C glycyl-L-arginine 0.5 mM 5 fluorimétrique de Jadot et ol., 1984 
p-naphtylamide la naphtylamine 

«-mannosi dase méthyl umbelliferyl 4 mM 4.5 fluorimétrique de Peters et o/., 1972 
«-D-mannoside la 4-méthyl-

umbelliferone 

p-galactosidase para-nitrophényl 3.75 mM 3.6 calorimétrique du Sellinger et al., 1960 
galactoside galactose 

Peroxysomes catalase peroxyde d~ydrogéne 1.5mM 7 calorimétrique du Baudhuin et al., 1964 
peroxyde d~ydrogéne 

Mitochondries cytochrome cytochrome C 0.017 mM 7.4 spectophotométrique de Duve et il/., 1955 
oxydase du cytochrome réduit 

Membrane peptidase IV glycyl-proline 4.5 mM 8 calorimétrique de Nagatsu et al., 1976 
plasmique p-naphtylamide la naphtylamine 

peplidase IV glycyl-proline 0.25 mM 7.5 fluorimétrique de Goldberg et al., 1958 
p-naphtylamide la naphtylamine 

phospho thymidine 5· 5 mM 9.6 calorimétrique du Wattiaux et al., 1969 
diestérase monophosphate para-nitrophényl 
alcaline para nitrophényl ester 

leucine naphtyl L-leucyl-2-naphtyl 4 mM 6.75 fluorimétrique de Peters et al., 1972 
amidase amide la naphtylamine 

Réticul um NADPH cytochrome C/NA0PH 4.5 µM 7.4 spectophotométrique Beaufay et al., 1974 
endoplasmique cytochrome C du cytochrome réduit 

réductase 

glucose-6- glucose-6-phosphate 0.24 M 6.5 colorimétrique du de Duve et al., 1955 
phosphatase phosphate 



Finalement, chacune des deux portions de veines subit 4 passages au 
Kontes type A (Loose) puis une centrifugation pendant 1 O minutes à 1500 
RPM. Les surnageants obtenus sont cange lés. 

Le tiers restant de VCI subit 5 passages de 15 secondes à 
l'ultraturrax puis est filtrée sur gaze. Le filtrat est alors congelé (voir 
2A). 

111. METHODES GENERALES DES DOSAGES ENZYMATIQUES. 

Le tableau 1 O donne un résumé des conditions expérimentales 
requises pour chacun des différents dosages enzymatiques, ainsi que les 
références correspondantes décrivant plus en détails les méthodes 
employées. 

Le dosage des protéines s'effectue suivant la méthode de Folin 
[Lowry et al, 1951]. 

1 V. TECHNIQUE DE FRACTIONNEMENT DE VEINE CAVE INFÉRIEURE 
(VCI) DE RAT. 

Le processus de fractionnement de VCI de rats suit le schéma 
proposés par Wibo et al en 1980, avec quelques modifications. 

Les VCI sont prélevées sur rats mâles Wistar immédiatement après 
sacrifice, de la même manière que lors des prélèvements pour dosages 
enzymatiques. 

Les VCI sont nettoyées des graisses et mésentère qui y adhèrent. 
E 11 e sont ensui te débarrassées du sang en les plongeant dans du saccharose 
0.25 M tamponné avec de l'lmidazol 3 mM PH 7.4 et maintenu dans la glace. 

Une fois réunie la quantité adéquate de VCI , on sèche celles-ci puis 
on les pèse sur papier filtre. Ensuite, on les découpe une à une en petits 
morceaux de 1 à 2 mm. La découpe se fait sur une plaque de cire posée sur 
de la glace. 

L'homogénéisation se fait avec un Kontes type A (Loose), dans un 
volume approximatif de 5 ml de saccharose tamponné avec de l'lmidazol pH 
7.4. Afin de faciliter l'homogénéisation, le passage au Kontes se fait par 
groupe de cinq ou six veines. Après 6 allers et retours du piston, on 
centrifuge l'homogénat à 1500 RPM pendant 1 O minutes. Le surnageant sera 
décanté dans un tube taré et le culot subira encore deux homogénéisations 
et deux centrifugations à 1500 RPM pendant 1 O minutes. 
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Schéma de fractionnement subcellulaire de VCI de rat, d'après Wibo et al [ 1980], modifié. 

Les YCI sont homogénisées au Kontés type A ( loose) 
( 6 allers-retours) 

3 passages de 1 5 secondes à 
l'u ltraturax et 2 passages au Patter 

li 

40000 RPM pendant 40' 

culot 

resuspendu et passé 
doucement au Patter 

1500 RPM, 1 0' ( + 2 lavages) 

l = S 1 + S2 + S3 

PS = S1 +S2 

surnageant 

25000 RPM pendant 8' 50" 
( + 1 lavage) 

culots 

resuspendu et passé 
doucement au Patter 

ML 



Les trois surnageants sont rassemblés dans un même tube pour 
donner la fraction L 

Le culot restant est resuspendu dans un volume approximatif de 2 ml 
de saccharose tamponné et glacé et puis passé à l'ultraturrax (3 fois 15 
secondes) et enfin broyé dans un homogénéiseur co-axial de Potter. On 
obt ient ainsi la fraction N. 

Une partie de 1 a fraction .E. est conservée pour des dosages 
ultérieurs. Le reste est centrifugé au rotor 40 à 25 000 RPM pendant 8 
mi nutes 50 secondes (55 000 g pendant 6 minutes). Le surnageant est 
décanté dans un tube taré. Le culot est resuspendu dans un volume 
approxi matif de 5ml de saccharose tamponné et glacé et est à nouveau 
centrifugé à 25 000 RPM pendant 8 minutes 50 secondes ( lavage du culot). 
Le surnageant obtenu est ajouté au premier pour obtenir ainsi la fraction 
PS. 

Le cu 1 ot est resuspendu dans l ou 2 ml de saccharose tamponné et 
glacé puis passé doucement au petit Potter. On obtient ainsi la fraction ML. 

La totalité de la fraction .es_ est reprise et centrifugée à 40 000 RPM 
pendant 40 minutes. Le surnageant donne la fraction S. Le culot est 
resuspendu dans l à 2 ml de saccharose tamponné et glacé puis passé 
doucement au petit Potter pour donner la fraction P. 

On obtient de cette manière 4 fractions hétérogènes mais enrichies 
en certains organelles : 
- la fraction N contient essentiellement des noyaux, des débris 
cellulaires et un certain nombre de cellules intactes ayant résisté à 
l'homogénéisation; 
- la fraction ML est enrichie en mitochondries, en lysosomes et en 
peroxysomes; 
- la fraction P, microsomale, contient la plus grande partie du réticulum 
endoplasmique et de l'appareil de Golgi, ainsi que des fragments de la 
membrane plasmique; 
- la fraction S, ou "fraction soluble", renferme tous les éléments non 
séd imentab les. 

Sur chacune de ces fractions, différents dosages enzymatiques ainsi 
que le dosage des protéines seront effectués. En effet, le contenu en 
différents types de granules dans chacune des fractions peut-être estimé 
en mesurant l'activité d'enzymes marqueurs spécifiquement associées à un 
type de granules déterminé ( de Duve et al, 1955). 
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Les enzymes marqueurs ut i 1 isés dans les expérience de 
fractionnement sont les suivantes : la cathepsine C (et dans certains cas 
l'oe,-mannosidase) pour repérer les lysosomes, la cytochrome oxydase pour 

repérer les mitochondries, la catalase pour les peroxysomes, la NADPH 
cytochrome C réductase pour le réticulum endoplasmique. La 
représentation graphique des résultats est celle préconisée par de Duve et 
al ( 1955) sous forme d'histogramme, où chacune des fractions est 
représentéê par un rectangle bien défini . La hauteur de chaque rectangle 
représente l 'activité spécifique relative, c'est-à-dire le rapport de 
l'activité spécifique dans la fraction déterminée sur l'activité spécifique 
dans l'homogénat. Ceci symbolise en fait la purification. La base de chaque 
rectangle correspond à la quantité de protéines présentes dans la fraction 
en quest ion. La surface représente le pourcentage d'activité retrouvé dans 
la fraction. Pour les dosages enzymatiques comme pour les dosages 
protéiques, on réalise un calcul de récupération sur le fractionnement, qui 
correspond à la somme des valeurs d'activité enzymatique trouvées dans 
les fractions N, ML, P et s rapportée à l'activ i té de l'homogénat, qui 
équivaut à E +N. 

V. EFFETS DES RADICAUX LIBRES SUR LA MEMBRANE LYSOSOMALE. 

Afin de déterminer l'action des radicaux libres sur la latence 
enzymat ique lysosomale, nous emploierons une technique mise au point par 
1. Hamer [ 1988]. Ce procédé se déroule en deux étapes : 
- 250 µl d'une fraction ML préparée suivant le procédé de fractionnement 
subcellulaire décrit plus haut sont préincubés 20 minutes en présence de 
l'un ou plusieurs des constituants repris ci-dessous, tel qu'indiqué dans les 
résultats : 

- xanthine 250 µM 
- xanthine oxydase 18 mU/ml (Sigma, Grade Ill) 
- saccharose 0.25 M 
- FeCl3 0.2 mM 
- ADP 2 mM (Sigma, Grade IX) 

- 200 µl de la mixture de préincubation sont repris et incubés 10 minutes à 
37°C afin de doser la cathepsine C libre ou totale. 
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Après 1 o minutes d'incubation, la réaction est arrêtée en 
aj outant 1 m 1 de tampon glycine/NaOH (50 mM)-EDT A (5 mM) pH 1 O.S. La 
lecture se fait au spectrofluorimètre SLM Aminco SPF 500 (À excitation= 
338 nm, À émission= 415 nm). 
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1. ETUDE DES ENZYMES DE VEINE CAVE INFERIEURE. 

A. CINETIQUE ENZYMATIQUE. 

!. Introduction. 

Une des fonctions les plus importantes des protéines est leur rôle de 
catalyseur enzymatique vis-à-vis de réactions chimiques spécifiques. Dans 
ce cas, le ligand est la molécule de substrat et la liaison de l'enzyme au 
substrat est une étape essentielle pour le déroulement de la réaction 
ch imique. 

En fait cette liaison enzyme-substrat est un facteur limitant. En 
effet, il existe pour chaque enzyme une limite quant à la quantité de 
substrat pouvant être transformé en un temps donné. Si la concentration en 
substrat augmente, la vitesse de production augmente également, jusqu'à 
attei ndre une vitesse maximale. A ce point, l'enzyme est saturée par le 
substrat et le taux de réaction dépend seulement de la vitesse à laquelle le 
substrat peut être transformé. Cette vitesse est appelée le turnover et est 
d'environ 1000 molécules de substrat par seconde pour la plupart des 
enzymes. 

L'autre paramètre cinétique fréquemment employé pour caractériser 
une enzyme est le KM, ou constante de Michaelis-Menten. Elle 
représente la concentration en substrat qui permet d'atteindre la moitié de 
la vitesse de réaction maximale. Un KM faible indique que l'enzyme atteint 
son taux catalytique maximal à une faible concentration en substrat et 
indique généralement une liaison très forte entre l'enzyme et le substrat. 

La forme caractéristique de la courbe de saturation en substrat d'une 
enzyme peut s'exprimer mathématiquement par l'équation de Michaelis
Menten : 

Vmax (S) 
Vo = ----------

KM + (S) 
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ou vo = vitesse initiale à la concentration en substrat CS). 

Vmax = vitesse maximale. 
KM = constante de Michae 1 is-Menten. 

En connaissant KM et Vmax d'une enzyme, on peut calculer la vitesse 
de réact ion d'une enzyme pour n'importe que 1 le concentration en substrat. 
La plupart des réactions enzymatiques, y compris ce 1 les faisant intervenir 
deux ou plusieurs substrats, peuvent être analysées quantitativement par 
la théorie de Michaelis-Menten, ce qui prouve que les enzymes catalysent 
les réactions en se combinant transitoirement avec leur substrat pour 
abaisser ainsi l'énergie d'activation de l'ensemble de la réaction. 

Dans notre cas, les cinétiques des enzymes étudiées ont été 
examinées afin de trouver les conditions expérimentales optimales et en 
particulier l'intervalle pour lequel les vitesses mesurées sont 
proportionnel les au temps ou à la concentration en enzyme, ceci afin de 
permettre l'établissement des paramètres cinétiques. 

Pour la plupart des enzymes mesurées, la réaction est d'ordre zéro 
par rapport au substrat, c'est-à-dire que la vitesse augmente de façon 
linéaire en fonction de la concentration en enzyme. La concentration en 
substrat est donc suffisante pour assurer la vitesse maximale de l'activité 
enzymatique. Nous n'avons pas déterminé chaque fois le KM, nous référant 
aux normes de la littérature pour le foie de rat. 

La mise au point de ces différents dosages enzymatiques verra son 
appl ication pratique lors des fractionnements subcellulaires qui seront 
ent repris ultérieurement. 

Chaque échant i 1 lon est constitué d'un prélèvement de 8 à 1 O veines 
caves inférieures de rat ou d' 1 veine cave inférieure de chien. 
L'homogénéisation se fait à l'ultraturrax de façon à obtenir une 
homogénéisation maximale, sauf pour le dosage de l'a-mannosidase et de la 
peptidase IV de veine cave inférieure de chien, où l'homogénéisation est 
réalisée après digestion par la collagénase pendant 2 heures, à 37°C. 

La quantité de matériel dont nous disposons est limitée. Le nombre 
de déterminations que nous avons pu faire est donc restreint. Les résultats 
pour chaque enzyme sont exprimés en µmoles de substrat transformé par 
mg de protéines en fonction du temps ou en µmoles de substrat transformé 
par minute en fonction de la quantité de protéines ou du volume 
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d'homogénat incubé, et ceci pour deux à quatre échantillons différents à 
chaque fo is (n=2, 3 ou 4). Seule l'activité de la NADPH cytocrome c 
réduc tase est donnée en nanomo les de substrat transformé car el le est 
très fa ible. 

Les blancs des activités enzymatiques sont dans tous les cas, hormis 
la catalase, la cytochrome oxydase et la NADPH cytochrome c réductase, 
mesurés en incubant la mi xture contenant le substrat dans des candit ions 
de température et de temps identiques à ce 11 e du test. Cette mi xture est 
ensuite add itionnée de fixateur puis l'enzyme est ajoutée. Pour la catalase, 
l'incubat ion se fait en absence de substrat. Pour la NADPH cytochrome c 
réductase, la mesure du test se fait en continu et la différence 
d'absorbance est mesurée pendant un laps de temps bien déterminé. On s'est 
assuré par ailleurs que le cytochrome ne subit pas de réduction en absence 
du deuxi ème substrat, à savoir le NADPH. En ce qui concerne la cytochrome 
oxydase, le cytochrome, en absence de préparation enzymatique, ne subit 
pas d'oxydation spontanée et le blanc est nul . 

Tous les résultats sont repris sous deux formes : 
- sous forme de graphiques (Fig. 14 à 18). Les ordonnées à l'origine donnent 
les blancs calculés. Les blancs mesurés sont repris dans ces mêmes 
figur~es sous forme de• . 11 en découle que les activités spécifiques ( 1) et 
(2) (voir tableau 11a et b) seront semblables si les deux types de blancs 
concordent mais divergeront dans le cas contraire. Lorsque les activités 
spéc ifiques sont faibles (ce qui est le cas de la veine cave inférieure), ce 
contrôle es t important. Les droites ont été calculées systématiquement 
même quand il n·y avait que deux mesures, ce qui permet de véri f ier les 
valeurs des blancs calculés. 
- sous forme de tableau (Tab. 11 a,b et 12). Dans les tableaux 11 a et b sont 
rassemblés les activités et activités spécifiques ( 1) en tenant compte du 
blanc mesuré. L'activité spécifique (2) calculée à partir des figures 14 à 
18 y est reprise aussi. Dans le tableau 12 sont repris les paramètres des 
dro ites calculées des figures 14 à 18. 

Quo ique les descriptions de la veine variqueuse mettent l'accent sur 
une altérat ion touchant principalement les lysosomes, nous avons voulu 
cette approche la plus large possible. Des modifications autres que celles 
discutées dans la littérature, et qui seraient passées inaperçues, 
pourraient ainsi être détectées. 
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z Cinétique des enzymes marqueurs déterminées sur ta vc1 de 
rat. (Fig. 14 à 16, Tab. 11 a,b, 12) 

a) Les protéines. 
La dispersion des points montre la variabilité du contenu en 

protéines d'un échantillon de veines caves inférieures de rat à l'autre. C'est 
pourquoi toutes les activités enzymatiques seront exprimées en 
µmoles/mg de protéines. 

b) La J3-galactosidase. 
L'activité par mg de protéines de cette enzyme est faible. De plus, la 

préc ision de la mesure est très faible (voir tableau 12). Le blanc calculé 
(ordonnée à l'origine) est de 0.0414. Le blanc mesuré est de 0.0423±0.002. 
La correspondance est donc assez bonne. 

Le substrat utilisé ici est le para nitrophényl J3-D-galactoside. 11 , y 
aurait donc avantage à uti l iser le méthylumbe 11 if eryl J3-D-galactoside 
dont le produit d'hydrolyse est fluorescent pour obtenir une plus grande 
sensibilité. Cependant, à cause du caractère hydrophobe du résidu 
méthylumbelliferyl, ce substrat est peu adéquat pour les mesures 
d'activités libres. 

La 13-galactosldase semble donc peu indiquée pour servir d'enzyme 
marqueur des lysosomes vu la faible sensibilité de la mesure. 

c) La cathepsi ne C. 

Contrairement à la 13-galactosidase, le dosage de la cathepsine c par 
la méthode colorimétrique montre une précision nettement meilleure (voir 
tableau 12). 11 faut également faire remarquer que les différences 
d'act ivité d'un échantillon à l'autre sont relativement limitées. Les blancs 
mesurés (0.0880±0.029) et calculés correspondent bien. 

Le substrat glycyl-arginine-naphtylamide est fortement chargé à pH 
5 et ne traverse donc pas la membrane lysosomale, ce qui en fait un bon 
substrat pour les mesures d'activités libres et la mise en évidence de 
l'i ntégrité de la membrane lysosomale. 

La cathepsine C sera donc choisie de préférence à la J3-galactosidase 
pour servir d'enzyme de référence des lysosomes. 
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d) La cytochrome oxydase. 
Pour la cytochrome oxydase (enzyme de référence de la membrane 

mitochondriale interne), le blanc est théoriquement de 0, ainsi que nous 
l'avons décrit plus haut et on remarque que l'ordonnée à l'origine est proche 
de o. On peut cependant reprocher l'absence de points dans la première 
partie de la droite. En effet, on court le risque de passer à côté de certains 
poi nts qui pourraient modifier le profil de celle-ci . De plus, une seule 
expérience a été réalisée. 

La veine étant riche en cellules musculaires contenant elles-mêmes 
des mitochondries en abondance, i l est normal que la cytochrome oxydase 
so it bien représentée. 

La cytochrome oxydase est une enzyme de référence adéquate en ce 
qui concerne les mitochondries. 

e) La dipept idylpept idase IV. 
Dans le cas de la veine cave inférieure de rat, l'activité par mg de 

protéi nes est faible. La sensibilité de la mesure est acceptable. On observe 
que la conçordance entre blancs ca !culés <0.0107) et blancs mesurés 
(0.0090±0.0009) est exce 1 lente. Les écarts-types sont importants, ce qui 
traduit une nette différence d'activité spécifique d'un échantillon à l'autre. 

on peut se demander s'il ne serait pas préférable de se tourner vers 
une autre enzyme pour servir de marqueur pour la membrane plasmique. 

f) La phosphodiestérase alcaline. 
La phosphodiestérase alcaline est une autre enzyme de référence de 

la membrane plasmique. La précision est du même ordre de grandeur que 
pour la dipeptidylpeptidase IV. On remarque également que le blanc mesuré 
(0. 0025±0.004) est plus faible que le blanc calculé (0,0736). Comment 
expli quer ce résultat? La mesure du blanc se fait en incubant le substrat 
pendant une durée correspondante à celle du test. Après avoir ajout~ le 
fi xateur, l' enzyme est rajouté. Dans ce cas, on ne tient pas compte des 
modifi cat ions subies par la préparation enzymatique à 37°C. Les lectures 
du test et du blanc se font à 400 nm et pourraient donc, en ce qui concerne 
les blancs mesurés, ne pas tenir compte des composés solubilisés pendant 
l'incubat ion et qui absorbent à cette longueur d'onde. Cec i expliquerait la 
dif f érence d'act ivité observée par les deux méthodes de calcul . 
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La phosphodiestérase alcaline est une enzyme qui exige le 
zinc comme cofacteur. De ce fait , un contrôle doit être effectué lors du 
dosage de 1'enzyme. En effet, une concentration en EDT A de 1 µM dans le 
mi lieu suffit à faire chuter le pourcentage d'activité de 100 à 16 dans la 
fraction microsomale [Beaufay et al, 1974]. C'est pourqoi il est nécessaire 
d'ajouter au mil ieu d'incubation de l'acétate de Zinc, qui a pour rôle de 
réactiver la phosphodi estérase a Ica 1 i ne. 

La phosphodiestérase alcaline pourrait donc servir d'enzyme de 
référence pour la membrane plasmique, mais en veillant à assurer une 
activité maximale de l'enzyme par la présence de zinc. 

g) La catalase. 
L'analyse cinétique de la catalase en fonction en fonction de la 

quantité de protéines incubées montre une bonne précision de la mesure. 11 
persiste cependant une différence très rée11e entre le blanc mesuré 
(0.00010±0.00005) et le blanc calculé (0,00130). Nous n'avons pas pu en 
déceler la cause. Il est donc indispensable d'effectuer à chaque fois 2 ou 3 
mesures au moins pour calculer la droite et le blanc correspondant. Cette 
restriction faite , la catalase peut être utilisée comme enzyme de 
référence pour la veine cave inférieure de rat. 

h) La glucose-6-phosphatase. 
L'activité par mg de protéines pour la glucose-6-phosphatase semble 

assez importante mais au vu de la faible précision de la mesure, on devrait 
rejeter cette enzyme comme marqueur du réticulum endoplasmique en ce 
qui concerne la veine cave inférieure de rat, d'autant plus que l'activité 
néoglucogénique de cet organe est très faible. 

i) La NAD PH cytochrome c réductase. 
L'activité de cette enzyme est exprimé e. en nanomo les de cytochrome 

réduit/min et non en µmoles/min de cytochrome réduit. L'activité de cette 
deuxième enzyme généralement localisée dans le réticulum endoplasmique 
est donc très faible. Son estimation est cependant semblable par les deux 
méthodes de calcul, sur un homogénat de veine cave inférieure et la 
sens ibilité de la mesure est grande. Cette enzyme pourra être déterminée 
lors d'expériences en centrifugation différentielle mais probablement pas 
i sopycn i que. 

35 



Protéines - Chien (n=4) 
0,400 

y = - 8,441 e-4 + 10,3022x R = 0,90 

0.300 0 
VI 
G, 
.: ~; 
~ 0,200 

□ /□ 
Q, 

O'I 

E 

11'1 
G, 

.s 
, (U .., 
0 
l,,, 
Q, 

O'I 

E .... 
VI 
G, 

0 
E 
::, 

0, 100 

/,□ □ . 

0,000 
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 

g VCI chien 

Cathepsine c - Chien (Fluorimétr1e) Cn=4) 
2...------------------, 

y= 0,0876 + 0,0463x R = 0,99 

0 --.....-----.---------.---
0 10 20 

_temps (min) 
30 40 

Leucine aminopeptidase - Chien (n=4) 
2...---------------------. 

y = 0,0847 + 0,0095x R = 0,99 

0 -----.---------.--------1 

0 100 200 
lemps (min) 

Figure 17. Calcul des droites de régression des dosages de protéines, cathepsine cet leucine 
naphty lamidase de veine cave inférieure de chien. Les blancs mesurés sont indiqués par un rond 
plein . Le nombre d'échantillons constitué chacun d' 1 veine cave infér ieure de chien est indiqué 
entre parenthèses. 



J. Cinétique des enzymes marqueurs déterminées sur ta vc1 de 
c/Jien. <Fig. 17 et 18, Tab. 11 b etc, Tab. 12.) 

Les veines caves inférieures de chien ont été utilisées en espérant 
pouvoir disposer de plus de matériel et éviter de ce fait de multiples 
prélèvements longs et sans dout nocifs à l'intégrité des organites 
subcellulaires. 

a) Les protéines. 
La dispersion des points est moins grande que dans le cas de 

l'analyse de la veine cave inférieure, ce qui se traduit par un coefficient de 
régression nettement plus grand W.9 contre 0.7). 

b) La cathepsine C. 

La cathepsine C a été étudiée de la même manière que pour la veine 
cave inférieure de rat, c'est-à-dire après passage à l'ultraturrax. Tout 
comme pour la VCI de rat, la veine cave inférieure de chien montre une 
activité par mg de protéines assez élevée. La précision de la méthode est 
satisfaisante (tableau 12). 

On peut donc dire qu'en ce qui concerne la cathepsine C, la méthode 
de dosage par fluorimétrie est satisfaisante pour la veine cave inférieure 
de chien. Comme la sensibilité de la mesure est supérieure en f luorimétrie, 
celle-ci sera retenue de préférence à la mise en évidence calorimétrique 
de la naphtylamine libérée. 

c) La leucine naphtylam idase. 
La leucine naphtylamidase possède une activité par mg de protéines 

peu élevée. La précision de la méthode de dosage est faible par 
fl uorimétrie (Tableau 12). 

La leucine naphtylamidase ne pourra donc pas être utilisée 
ul térieurement comme enzyme marqueur de la membrane plasmique, du 
moins en ce qui concerne la veine cave inférieure de chien. 
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d) L'et-mannosidase. 
L'01,-mannosidase a été étt.Jdiée après traitement de la veine cave 

inférieure de chien pendant deux heures à la collagénase, suivi d'une 
homogénéisation au Kontes type loose. La collagénase a été utilisée dans le 
but de dissocier les cellules de la paroi veineuse, afin de faciliter 
l'homogénéisation au Kontes loose. Cependant, dans ce cas, 1'homogénat ne 
contient que 1.28 mg de protéines/g. Cette valeur, comparée à celle de 
9.44±4.49 obtenue lors de l'homogénéisation à l'ultraturrax dénote sans 
doute une libération réduite et peut être sélective de certains types 
cellulaires. Ceci explique en partie la faible précision de la mesure malgré 
une sensibilité élevée. 

Il est à remarquer que le substrat utilisé, à savoir le méthyl 
umbe 11 if eryl 01,-D-mannoside possède un résidu de nature relativement 
hydrophobe, ce qui empêchera son utilisation pour la mise en évidence d'une 
activité lysosomale latente. 

e) La dioeotidyloeotidase I v. 
La dipeptidylpeptidase IV a été étudiée de la même manière que 1'01,-

mannosidase, c'est-à-dire après traitement de deux heures à la collagénase 
et une homogénéisation au Kontes type loose. 11 faut remarquer qu·un seul 
prélèvement a été analysé. La sensibilité et la précision de la mesure 
pourraient être améliorée par dosage fluorimétrique. 

J. Conclusions. 

Les enzymes qui ont été retenues montrènt, dans l'ensemble, une 
cinétique enzymatique linéaire (Fig. 14 à 18). Les blancs calculés et 
mesurés correspondent en général valablement. Les précisions des mesures 
sont très variables, ainsi que l'indique le tableau 12. Les sensibilités des 
mesures devraient être maximales par la mise en évidence des produits 
formés par f luorimétrie. 11 y a cependant des restrictions à émettre : les 
dérivés umbe ll if eryls hydrophobes ne permettent pas de mettre en 
évidence une activité latente valable des enzymes lysosomales. 
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B. ACTIVITES ET ACTIVITES SPECIFIQUES DES ENZYMES DE LA 
VEINE CAVE INFERIEURE DE RAT. 

/. Introduction. 

La quantité d'enzyme contenue dans une solution donnée ou un extrait 
tissulaire peut être mesurée et exprimée par l'effet catalytique qu·e 1 le 
produit. Pour cela, il est nécessaire: 

-de connaître l'équation globale de la réaction catalysée; 
-de posséder un procédé analytique qui mesure la disparition du 
substrat ou l'apparition des produits de la réaction; 

-de savoir si l'enzyme nécessite des cofacteurs comme des ions 
métal 1 iques ou des coenzymes; 

-de préciser la dépendance de l'activité enzymatique par rapport à 
la concentration du substrat, c'est-à-dire le KM pour le substrat; 

-de connaître le pH optimal et la zone de température dans laquelle 
l'enzyme est stable et possède l'activité la plus élevée. 

Par convention internationale, une unité d'activité enzymatique est 
définie comme la quantité d'enzyme provoquant la transformation d'une 
micromole de substrat par minute à 2s·c dans des conditions optimales de 
mesures [Lehninger, 1982]. 

L'activité spécifique est le nombre d'unités enzymatiques par mg de 
protéines. Elle est une mesure de la pureté enzymatique: elle augmente au 
cours de la purification d'une enzyme et devient maximale et constante 
quand l'enzyme est pure. 

2 Résultats et discussion. 
Les résultats obtenus ici seront comparés avec les activités et les 

activités spécifiques de cellules musculaires 1 isses d'aorte de lapins 
[Peters et al ., 1972] et de foie de rat (Tableau 11 c). 

Pour les déterminations des activités et des activités spécifiques, 
l'homogénéiseur mis en œuvre est l'ultraturrax. Cet homogénéiseur est 
extrêmement drastique et est à même de libérer un maximum d'enzymes. 
Dans le tableau 1 lc, nous avons retenu les valeurs d'activité et d'activité 
spéc ifique en tenant compte des blancs mesurés. En effet, l'activité n·a pas 
été déterminée d'après les droites de régression et donc des blancs 

38 



Tableau 11 a. Activités et activités spécifiques des enzymes de veine cave inférieure de rat. 

Enz me 

Protéines (n=9) 
5-ga l actosi dase( n=2) 
Cathepsine c (n=3) (Calorimétrique) 
Cytochrome oxydase 
Peptidase IV (n=3) 
Phosphodiestérase alcaline (n=3) 
Catalase (n=2) 1 

Glucose-6-phosphatase (n=3) 
NADPH cytochrome c réductase (n=2~ 

Activité ( 1) 

72,41 ± 57,87 
72,7 ± 34,5 
1126 ± 794 
13,020 
438,6 ± 157,4 
2199 ± 1157 
2222 ± 970 
443 ± 205 
0,589 ± 0,269 

Activité s écifi ue ( 1) 

0,431 ± 0, 107 
24,5 ± 9,0 
0,180 
3,86 ± 1,36 
59,87 ± 32,9 
62,5 ± 27,2 
3,52±0,815 
0,00465 ± 0,00076 

(2) 

0,304 
24,7 

3,9 
35,4 
24 
3,7 
0,0053 

Tableau 11 b. Activités et activités spécifiques des enzymes de veine cave inférieure de chien. 

Enz me 

Protéines (n=5) 
Cathepsine c (n=4) (Fluorimétrique) 
Leucine naphtylamidase 

Activité ( 1) 

9,442 ± 4,49 
515 ± 250 
57,1 ± 8,0 

Activité s écifi ue ( 1) 

55 ± 15,7 
10,9 ± 1,53 

(2) 

46 
9,5 

Tableau 1 l c. Activités et activités spécifiques comparées des enzymes de veine cave inférieure de rat, de foie 
de rat et cellules musculaires lisses de l'aorte de lapin. 

Foie de rat Cellules musculaires lisses Veine cave inférieure 
1 [ 1, de Duve et al., 1955) de l'aorte de la11in de rat 

[2, Gilbert, 1989] [Peters et t7l , 1974] [ Nos résultats l 
[3, Beaufay et of, 1974) 

Activité Activité Activité Activité Activité Activité (3) (4) 
spécifique spécifique spécifique 

Protéines 241 [1 l 72,41 
262,8 [ 1 l 1,2 72,7 0,431 0,36 1,7 
14820 [2] 61,5 1126 24,5 0,39 16,5 

13-gal actos i dase 
Cathepsine c 
Cytochrome oxydase 
Peptldase IV 
Phosphodiestérase 
alcaline 

33200 [ 1 l 154 

2,27 
1,68 
3,3 
63 

0,74 
1,48 
27,6 13,02 0,180 0,001 0,006 

Catalase 
Glucose-6-phosphatase 
NADPH cyt c réductase 

2190 [2 ) 10 

16210 [2) 74 
70800 [ 1 ] 293 
28300 [ 1 l 117 
3980 [3] 16,51 

438,6 

2199 
6,4 2,81 2222 

443 
0,589 

3,86 0,39 

59,87 0,81 
62,5 0,21 22,2 
3,52 0,03 
0,00465 0,0003 

Tableaux 11 a , 11 b .et 11 c. Les protéines sont exprimées en mg par g de tissu . Les activités enzymatiques en 
mUnilés par g de tissu . Les Unités sont en micromomoles/ min/ g de tissu pour tous les enzymes sauf pour la 
catal ase et la cytochrome oxydase définies selon de Duve et al . ( 1955). Les activités spécifiques sont données en 
mUnités par mg de protéines . Le nombre d'expériences n est indiqué entre parenthèses . 
( 1) : L'activité et l'activité spécifique ont été calculées en tenant compte du blanc mesuré (voir texte). 
(2) : L'activi té spécifique dérive des droites de régression provenant des figures 14 à 18. · 
(3): Rapports entre les activités spécifiques de VCI de rats et de foie de rats . 
(4) : Rapports entre les activités spécifiques de VCI de rats et de cellules musculaires lisses d'aorte de lapin . 



calculés. Nous ne discuterons ici que des activités spécifiques. Les 
dif férences qui se marquent au niveau des activités sont tributaires du 
contenu en protéines, lui même très différent pour les différents 
échant i llons analysés. Pour simplifier les comparaisons, nous avons 
calculé au tableau 11 c les rapports des activités spécifiques entre la veine 
cave inférieure de rat et le foie de rat (3), et entre la veine cave inférieure 
de rat et les cellu les musculaires lisses de l'aorte de lapin (4). 

a) Les protéines. 
La quantité de protéines par gramme de veine cave inférieure de rat 

est nettement plus faible que pour le foie de rat. Ceci pourrait résulter du 
fai t que le tissu conjonctif est très riche en protéoglycans fortement 
hydratés. 

La faible valeur de protéines dans les cellules musculaires de l"aorte 
de lapin peut s'expliquer par le fait qu'elle est exprimée en fonction du 
poids total de l'aorte, négligeant les autres composants cellulaires non 
li bérés au cours de la digest ion enzymatique préalable. 

b) La J3-ga1actosidase. 
La 13 -galactosidase est une enzyme de type hydrolase localisée dans 

les lysosomes et active à pH 3.6. ln v/vo, elle coupe essentiellement les 
l iaisons entre un galactose et une N acétyl glucosamine appartenant à une 
glycoprotéine de type complexe. ln v/tro, le substrat utilisé est le para 
nitrophényl f3-D-galactoside. 

On remarque que l'activité spécifique de la f3-galactosidase dans la 
ve ine cave inférieure de rat est du même ordre de grandeur que dans le foie 
de rat et dans les cellules musculaires lisses de l"aorte de lapin. L'activité 
spéc ifique retrouvée dans la veine cave inférieure de rat semble également 
ètre un peu plus élevée que celle du foie humain (0,420) [Seymour & Peters, 
1976]. Comparativement aux autres organes ou tissus, la 13-galactosidase 
ne semble donc pas avoir une activité spécifique différente par rapport à 
l'aorte de lapin ou le foie de rat. Cela semble en accord avec la localisation 
ub1quiste de l'enzyme proposée par Dixon et Webb en 1979. 

c) La cathepsine C. 

La cathepsine C est une enzyme hydrolytique agissant à pH acide et 
qui est caractéristique des lysosomes. ln v/vo, elle coupe les liaisons 
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T.:ibie;:1u 12. Syn!J .. :ese des oar2mètr2~ des droites reoré-::entée~ aux Fia. 14 à 13. 

Cr,jonnée 

Veine Cave Inférieure de rat : 

ProléiMs 
B-,~ai;:1ctosidase 
Cc1theosina C 
C·;tochrome oxy,jase 
Dip8pliciyl p8ptidasa i\/ 
Phosphodiestérase 
aicëllÎng 

Catalase 
G,ucose-6-phosphatase 
NADPH cytochrome C 
r~dudase 

-0,0102 
0,0414 
0,0566 
0,0133 
0,0107 
0,0735 

0,0013 

0 ,2173 
-0,00026 i3 

Veine Cave Inférieure de chien : 

CJtheosine C 0.0575 

a-mannosidasa O .0036 

0,046 

Coefficient 
angulair.i (2 l 

7114225 
0,000344 
0,0247 
0,1154 
0,0039 
0,0354 

0,024 
0,0037 
0,0053 

0.0453 
0.0095 
0.0001066 

û,0004 

P..:ipport Expression Etalon (4) 
Abs/µmola ou /mg ( 1.)/(2)=(3) da l'absciss,3 

0,000 !43 
120 
~ =: ·-> ,\J . 

o. 11 
,.., - , 
.,;.,/~ 

2,07 

0,054 
t:"''=' '""'.' 
...JUIi 

0,049 

0,000082 
1.~'; 
H •J ._, , ., 

.:53.ô 

g da VC: 0,900 (albumine) 
min 7,200 (para nitrophénol) 
min 2500 (naphtylamine) 
µ! cl'homogénat 19500 (cytochrome C) 

min 2500 (naphlylamina) 
min 7,200 (pc2ra ni trophénoi) 

m,;i prot 

min 
mg prot 

g de VC! 
fïiiÏi 

min 

0, 120 (H202) 
0, 720 (phosphate) 
19500 (cytochrome C) 

0.900 (albumine) 
5 lOO(naphty;amine) 
5 i 00 (n~phtyi~mine} 
69750 (rnêthy! 

umbe!!yferone) 
~ i 00 (nsphtyL:1mine) 

~abi e::1u 12 : t;~biesu reprenant ies p8r:Jmètr-ss ;jes ijr.Jîtss reprèsentèes su;-c·~ Fig. 14 =~ 1ô . 

-:-outes h~s rnesur 8s s; fGnt par coiorimëtri; po1Jr !;s veines cdves inféri;ures .~; r~ts 8l par t7u.Jrimétrie pour les 
1eir1es cJves lnfèrieures de cfden, à rexceptîon iju dosage de proté!nes . Le spectrotluor!mètre SLr-1 Aminco SPF 500 est 
... égiè sur un gfiÜi d~ i O et un8 t8nsion d-3 ï50 volts . 
-~: l : L"ori:ionnèi? à rorigîne é!JUi'-laut au bianc caiculé. 
;.2) : La cc.;.3fficient ani]UÎciÏr8 équivaut. à racti\.'ita? spécifiou'.:- pour ÏBs ;;nz~•lm;s, à 1"Bx.:a~lion de i~ .:ytochrom,3 o~ydase. 
~3/ : Papport en tre { 1) et (2.J .. A.u plus ce rspport est petit9 ;:iu pius :;r~nde serJ la prèctsîon de 1a mesure et vice vers'1, 
~-Juta ~utr,3 chos.; èt~nt égala p~r JiiiJ3urs . 
~4) : La sensîbiHté de i.:l rne~ure ser~ ;fautant plus gr::1ncte que ia \lJieur de rétalon est éîevèe. 



calculés. Nous ne discuterons ici que des activités spécifiques. Les 
différences qui se marquent au niveau des activités sont tributaires du 
contenu en protéines, lui même très différent pour les différents 
échantillons analysés. Pour simplifier les comparaisons, nous avons 
calcu lé au tableau 11 c les rapports des activités spécifiques entre la veine 
cave inférieure de rat et le foie de rat (3) , et entre la veine cave inférieure 
de rat et les cellules musculaires lisses de l 'aorte de lapin (4) . 

a) Les protéines, 
La quantité de protéines par gramme de veine cave inférieure de rat 

est nettement plus faible que pour le foie de rat. Ceci pourra it résulter du 
fait que le tissu conjonctif est très riche en protéoglycans fortement 
hydratés. 

La faible valeur de protéines dans les cellules musculaires de l'aorte 
de lapin peut s'expliquer par le fait qu'elle est exprimée en fonction du 
poi ds total de l'aorte, négligeant les autres composants cellulaires non 
libérés au cours de la digestion enzymatique préalable. 

b) La 13-galactosidase. 
La 13-ga l actos i dase est une enzyme de type hydrolase localisée dans 

les lysosomes et active à pH 3.6. ln vivo, elle coupe essentiellement les 
liaisons entre un galactose et une N acétyl glucosamine appartenant à une 
glycoprotéine de type complexe. ln vitro, le substrat utilisé est le para 
nitrophényl 13-D-galactoside. 

On remarque que l'activité spécifique de la f3-galactosidase dans la 
veine cave inférieure de rat est du même ordre de grandeur que dans le foie 
de rat et dans les cellules musculaires lisses de l'aorte de lapin. L'activité 
spéc ifique retrouvée dans la veine cave inférieure de rat semble également 
ètre un peu plus élevée que celle du foie humain (0,420) [Seymour & Peters, 
1976). Comparativement aux autres organes ou tissus, la f3-galactosidase 
ne semble donc pas avoir une activité spécifique différente par rapport à 
l'aorte de lapin ou le foie de rat. Cela semble en accord avec la localisation 
ubiquiste de l'enzyme proposée par Dixon et Webb en 1979. 

c) La cathepsine C. 
La cathepsine C est une enzyme hydrolytique agissant à pH acide et 

qui est caractéristique des lysosomes. ln vivo, elle coupe les liaisons 
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Tab leau 12 . Synthèse des paramètres des droites représentées aux Fig. 14 à 18. 

Ordonnée 
à l'origine ( 1 l 

VCI de rat: 

Pr'0te1nes 

Coefficient 
angulaire (2) 

71,4225 
0,000344 
0,0247 

Rapport Expression 
( 1 )/(2)=(3) de l'abscisse 

0,000143 g de VCI 
120 min 
3,5 min 

Etalon (4) 
Abs/µmole ou /mg 

0,900 (albumine ) 
7,200 (para ni lrophénol) 
2500 (naphtylamine) 

i3-gal actos1dase 
C3thepsine C (colorim.) 
Cy tochrome oxydase 
Di peptidyl pepti dase IV 
Phosphod1estérase 

-0 ,0102 
0,0414 
0,0866 
0,0133 
0,0107 
0,0736 

0,116-4 0, 11 µl d'homogénat 19500 (cytochrome C) 

Cata!ase 
Glucose-6-phosphatase 
NADPH cytochrome C 
réductase 

VCI de ch ien : 

Pr otéines 
Ca t.hepsine C (fluor im.) 
Leuci ne naphlylamidase 
<X-rnannosidase 
Dipeptidyl peptidase IV 

0,0013 
0,2 173 
-0,0002613 

-0,000844 
0,0876 
0,0847 
0,0036 
0,046 

0,0039 
0,0354 

0,024 
0,0037 
0,0053 

10,3022 
0,0463 
0,0095 
0,0001066 
0,0004 

2,74 min 
2,07 min 

0,054 mg prot 
58,7 min 
0,049 mg pr ot 

0,000(182 g de VCI 
1,89 min 
8,9 min 
33,8 min 
11,5 min 

Tableau 12 : tableau reprenant les paramètr es des droites représentées aux Fig . 14 à 18. 
( 1 J L ordornee à l'or igine équivaut au blanc calculé . 

2500 (naphtylamine) 
7,200 (par a nitrophénol l 

0,120 (H202) 
0. 720 (phosphate) 
19500 (cytochrome Cl 

0,900 (albumine ) 
5240 (naphtylamine) 
27813 (naphtylamine) 
69750 (naphlylamine) 
4960 (naphlylamine) 

(2) : Le coeffi cient angulaire équivaut à l'activité spécifique pour \es en;;:ymes, à l'excep tion de la cytochrome oxydase . 
'. 3 ! . Rac,pcrt en tre ( 1) et (2). Au plus ce rapport est petit, au plus gr3nde sera la préci sion de la mesure et vice versa . 
•>;l: La sensibili té de la mesure sera d'autant plus ~r ande que la •;z;!eur de l'étalon est élevée . 



TJbie;:iu 12. Svnt.hese des oar2mètr=~ des droites reoré~entée~ aux Fia. 14 à 18. 

Veine Cave Inférieure de rat : 

ProléiMs 
~-1~aiactosid'1se 
Catheosina C 
Cytochrome oxy,t~se 
Dipept.iàyl paptida;e iV 
Phosphodiestérase 
~icë:iine 
Catalase 
Glucose-6-phosphalase 
NADPH cytochrome C 
r~dudase 

-0,0102 
0,0414 
0,0565 
0,0133 
0,0107 
0,0736 

0,0013 
0,2173 
-0,00026 i3 

Veine Cave Inférieure de chien: 

e:,..cléines -0 ,000844 

a-mannosidase O .0036 

0,046 

Coefficient 
angulaire (2) 

71,4225 
0,000344 
0,0247 
0.1164 
0,0039 
0,0354 

0,024 

0,0037 
0,0053 

1 fi ":;f\';', ..... , ..... .., ___ 
0,0453 
0,0095 
0 .000 !066 

0,0004 

Rapport Expression Etalon (4} 
Abs/µmole ou /mg (1)/(2)=(3) de i'absciss,3 

0,000 l-43 
120 
..,. ::: 
•J,..., . 

0,11 
2,ï4 
2,07 

0,054 
~-=- ~ 
.JL.'1; 

0,049 

0,000082 
1 :=l!J . ·..rJ 

• 'c;: 1 ,, .... 

g d;3 \/C l 0.900 (albumina) 
min 7,200 (para nitrophénol) 
min 2500 (naphtylamine) 
µ ! ,j'homogéna t 19500 (cytochrome C) 

min 2500 (naphlylamine) 
min 7,200 (para ni trophênoi) 

mg prot 
min 
mg prot 

g de VCl 
rii in 
rrnn 

min 

0. 720 (phosphate) 
19500 (cytochrome C) 

0,900 (albumine ) 
5 i00(naphty:amine} 
5 î 00 (n;:1phty!~mine } 
69750 (rnét.hy! 

umbe!lyferone) 
5 i 00 (naphty lamine ) 

~ 1Jutes Ï8s mtis,.Jr8s S8 f,Jnt par coiorimètr1B p.J1Jr 18s vB:lnes cavBs inféri81Jr8S dia r~ts 8t par fluiJrimétrie pour l;s 

·/Bines cJves ln fér:ieures de chien, J rexceptïon du dosage de proté ines. Le spectrof7uor!mètre SLr41 Aminco SPF 500 est 
.-~,~ii? sur un 1~din de t 0 et une tension de ï50 volts . . 
~ ! J : L'Gr ,jonnè-? à l'origine écuîvaut au bianc ca!cu!é . 
;_2) : Le co;;fflcient an,]UÏdire Ëquivaut è1 racti',.,.-;t~ spécifiqu,; pour ies 13nzym.as, à r8xcaption d; îa cytochrome 1Ji\ydas8 . 

:3) : Rapport entre { 1 Jet (2) .. A.u p!us ce r;:1pport est petit. ;:1u pius gr;:1nde serJ l;~ prèc!slon de id mesure et vice versJ , 



pept idiques des protéines. ln vitro, nous avons utilisé comme substrat 
art i ficiel la glycine-arginine-naphtylamide (GAN). La naphtylamine, qui est 
un des produits d'hydrolyse, est quantifiée par dosage calorimétrique ou 
f luorimétrique. 

En ce qui concerne les activités spécif igues de l'enzyme dans les 
tro is organes, on constate qu'elle est du même ordre de grandeur dans la 
vei ne cave inférieure et dans le foie de rat mais par contre 16 fois plus 
él evée dans la ve ine cave inférieure de rat que dans les cellu les 
musculaires lisses de l'aorte de lapin. 

Une remarque s'impose quant à la valeur de l'activ i té spécifique 
cal culée (Tableau lla). La quantité de protéines dans les prélèvements 
concernant la cathepsine C était très faible (25, 29, 55 mg de protéineslg 
de veine cave inférieure) alors qu'inversément, elle était élevée dans les 
prél èvements pour lesquels la f3-galactosidase a été étudiée C 122 et 195 
rn g de proté ineslg de veine cave inférieure). 

En résumé, le choix que nous avons fait pour les enzymes des 
lysosomes s·avère adéquat : la f3-galactosidase et la cathepsine C montrent 
une acti vité spéci fi que élevée, avec comme restriction la faib le 
sensibilité de la mesure. 

d) La cytochrome oxydase. 
La cytochrome oxydase est une enzyme local isée dans la membrane 

interne des mitochondries. ln vivo, elle a pour rô le de transférer quatre 
électrons d'une molécule de cytochrome c vers une mo lécule d'oxygène. 

On constate que l'activité spéc i fique de l 'enzyme dans la ve ine cave 
inféri eure de rat est très faible par rapport au foie de rat ou aux cellu les 
musculaires li sses de l 'aorte de lapin. Elle est cependant explicable si l'on 
ti ent compte de la présence de cellules muscula ires lisses riches en 
mitochondries dans la veine. 

e) La di pept i dy l pept i dase IV. 
La dipeptidylpeptidase IV est une enzyme hydrolytique act ive à pH 

al cali n, localisée dans la membrane plasmique. ln vivo, elle coupe une 
liai son peptid ique en él iminant à l 'extrémité N-terminale un dipeptide. ln 
vitro, le substrat utilisé est la glycine-pro l ine-naphtylam ide qui , sous 
l'action de l'enzyme, libère une naphtylamine aisément identifiable. 
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L'activité spécifique de l'enzyme dans la veine cave inférieure est 
comparable à celle de l'enzyme hépatique. Il a été supposé que la cible de la 
peptidase IV serait des hormones peptidiques circulantes. Cependant, cette 
not ion est erronée [Kenny, 1986]. En effet, cette enzyme est largement 
répandue et est très peu spécifique. Si un rôle précis doit lui est dévolu, il 
n'est pas encore connu actuellement. 

f) La phosphodiestérase alcaline. 
La phosphodiestérase alcaline est localisée dans la membrane 

plasmique. ln vivo, elle coupe les liaisons phosphodiesters. Son rôle 
physiologique de même que son organisation moléculaire sont mal connus. 
11 existe une phosphodiestérase très spécifique dont le substrat est le 
phosphatidyl inositol 4,5 biphosphate. Ce dernier intervient dans la 
transmission des signaux externes qui aboutissent à la formation de IP3 et 
de diacylglycéro 1, et donc au contrôle de la concentration intracellulaire 
en ca++ et l'act ivat ion de la protéine kinase C. 

L'activité spécifique de l'enzyme est du même ordre de grandeur 
dans la veine cave inférieure et le foie. Cette enzyme est donc un bon 
marqueur de la membrane plasmique de la veine cave inférieure de rat, 
rel ativement plus active que la dipeptidylpeptidase IV. 

g) La catalase. 
La catalase est une enzyme localisée dans les peroxysomes. Elle a 

pour rôle essentiel de détoxifier la cellule de l'eau oxygénée produite par 
les réactions d'oxydation qui se déroulent dans les peroxysomes. Lors de 
l'hypoxie consécutive à la stase veineuse, i 1 semble que la xanthine 
oxydase produise également de l'H202 [Fisher, 1988]. 

D'après Dixon et Webb [ 1979], la catalase est largement répandue 
dans l'organisme. Au vu des résultats obtenus ici, l'activité spécifique de 
l'enzyme est nettement plus importante dans la veine cave inférieure que 
dans les cellules musculaires lisses. Par contre, l'activité spécifique de 
l'enzyme dans la veine cave inférieure n'est que 4 à 5 fois plus faible que 
dans le foie de rat. Ceci pourrait souligner l'importance de cette enzyme 
dans la détoxification du peroxyde d'hydroxygène. 
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h) La glucose-6-phosphatase. 
La glucose-6-phosphatase est une enzyme clé dans la 

gluconéogenèse. La gluconéogenèse est particulièrement élevée dans le foie 
et le rein; par contre, elle est très faible dans le cœur, le cerveau et les 
musc les squelettiques. L'activité spécifique de l'enzyme dans la veine cave 
inférieure est 30 fois plus faible que dans le foie de rat mais on pourrait 
suspecter l'intervention d'une autre enzyme à action peu spécifique. Dans 
ce cas cependant, l'action de la phosphatase acide est à exclure. En effet, 
le dosage s'effectue en présence de tartrate sodico-potassique qui inhibe 
totalement la phosphatase acide. 

En tout état de cause, cette enzyme n'est probablement pas un bon 
marqueur du r'éticulum endoplasmique. 

i) La NAD PH cytochrome c réductase. 
La NADPH cytochrome c réductase est une enzyme du réticulum 

endoplasm ique impliquée dans l'hydroxylation d'un grand nombre de 
substrats naturels différents dont les stéroïdes [Lehninger, 1982], les 
acides gras, le squalène et certains acides aminés. 11 provoque également 
l'hydroxylation de médicaments. 

L'accepteur normal est le cytochrome P 450. Ce mécanisme se 
déroule normalement dans le foie. 

On constate que l'activité spécifique de cette enzyme est très faible 
dans la veine cave inférieure par rapport au foie de rat, ce qui est logique 
en fonction du rôle de l'enzyme. 

En conclusion, il serait intéressant d'évaluer I·activité d'autres 
enzymes associées au réticulum endoplasmique, comme l'a-glucosidase par 
exemple. En effet, les deux cas examinés ici montrent une activité 
ex trêmement réduite. 

3. Conclusions. 

Nous constatons à partir des résultats obtenus que les activités 
spécifiques de veine cave inférieure de rat sont soit du même ordre de 
grandeur (pour la p-galactosidase, 1a cathepsine C, 1a dipeptidylpeptidase 

IV et la phosphodiestérase alcaline), soit inférieures (pour la cytochrome 
oxydase, la catalase, la glucose-6-phosphatase et la NADPH cytochrome c 
réductase) à celles obtenues pour le foie de rat. Il faut rappeler que ces 
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mesures ont été effectuées sur des homogénats obtenus à l'ultraturrax. De 
ce fait , on obtient des homogénats présentant une activité enzymatique 
max imale car ils contiennent un maximum de tissu veineux. 
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Il. HOMOGENEISATION ET FRACTIONNEMENT SUBCELLULAIRE DE VCI 
DE RAT. 

A. HOMOGENEISATION. 

/. Introduction. 

a) Définition. 
L'objectif de l'homogéné isation est de transformer un t issu en une 

suspension homogène de composants subcellulaires [WattiauxJ 1970). Ce 
processus précède le fractionnement subcellulaire par centrifugat1on, sauf 
dans de rares cas où la centrifugation est effectuée sur des cellules 
intactes. 

b) Mi11eux d'homogénéisation. 
L'homogénéisat ion doit s'effectuer dans un milieu choisi de te 1 le 

manière que les propriétés biochimiques et morphologiques des organ i tes 
soi ent préservées. Pour ce faire , quatre facteurs doivent être pris en 
compte [Wattiaux, 1970] : 

-la tonicité : généralement, un milieu isoosmotique est 
recommandé. En effet, des particules telles que les m1tochondries ou les 
lysosomes sont altérées dans des solutions hypotoniques ou hypertoniques. 

-le pH : un changement de pH dans l'homogénat est fréquemment 
observé peu de temps après la rupture des cellu les. Un léger tamponnage du 
mil ieu aux alentours de pH 7 est donc souvent indiqué. 

- la force ionique : en général, des substances non chargées sont 
recommandées. Dans certains cas en effet, on peut observer une 
agg lutination de particules quand le milieu contient des solutés chargés. 

- la présence de substances protectr1ces : dans certa1ns cas, 
l' add ition de substances spécifiques au milieu d'homogénéisation est 
nécessa1re pour protéger une activité ou une structure particulièrement 
lab1 le. 

c) Les homogénéiseurs. 
Dans la plupart des homogénéiseurs, la rupture des cellules est 

produite par des forces de cisaillement. Le procédé le plus simple consiste 
à écraser le tissu à l'aide d'un pilon dans un mortier contenant du sable ou 
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tout autre substance abrasive. Cette approche est ut 11 isée pour faire 
écl ater des microorganismes mais ne convient pas pour la rupture des 

cellules animales. 
Dans les procédés utilisés habituellement pour les tissus animaux, 

les fragments de tissu sont forcés à travers un espace annulaire par des 
mouvements de va-et-vient d'un piston. Divers types d'homogénéiseurs sont 
ainsi disponibles. Nombreux sont ceux qui sont dérivés des appareils de 
Potter et Elve jhem. 1 ls consistent en un piston de Teflon pouvant se 
déplacer dans un tube de verre calibré. Généralemenc ce piston est mû par 
un moteur tournant à 1800 RPM. 

L'homogénéiseur de Dounce est aussi fréquemment utilisé. Ici, le 
piston se termine par une boule et est abaissé et remonté manuellement 
dans un tube de verre calibré. 11 existe des pistons lâches (loose) et serrés 
(t ighU. L'efficacité de tels systèmes dépend principalement de l 'espace 
disponible entre le piston et la paroi de verre. 

D'autres systèmes d'homogénéisation utilisent des lames tournantes. 
La puissance de rupture de ces appareils est considérable mais elle aboutit 
à de sévères altérations des organites subcellulaires. L'ultraturrax est un 
exemple d'un tel homogénéiseur. 

11 exi ste de nombreux autres processus de rupture de cellules : 
ul trasons, traitement hypotonique, congé lat ion-décongélation, ... Ces 
procédés sont emp 1 oyés quand 1 es 1 a mes ou 1 es homogéné i seurs coaxiaux se 
sont révélés inefficaces. Malheureusement, ils ne respectent généralement 
pas l'intégrité des organites. 

Dans certains cas où l'homogénéisation , s·avère particulièrement 
dif ficile, le tissu est préalablement traité par des enzymes protéolytiques 
(coll agénase ou pronase par exemple) afin de dissocier les cellules 
présentes, qui seront recueillies par centrifugation et soumises ensuite à 
un type d'homogénéisation comme décrit plus haut et à la centrifugation 
différentielle. 

L'homogénéisation requiert donc une désintégration adéquate des 
cellu les en même temps qu·une bonne préservation des organites 
subce l lulaires. 
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2 Résultats et discussion. 

Dans le but d'obtenir des lysosomes intacts, nous avons tenté 
d'homogénéiser des veines caves inférieures de rats en utilisant divers 
procédés. L'efficacité de chacune de ces homogénéisations à été testée en 
dé terminant l'activité libre et l'activité totale de la cathepsine C. 

a) Homogénéisation au Potter. 
o·entrée de jeu, l'homogénéiseur de Potter a dû être écarté. En effet, 

les morceaux de veine de 1 à 2 mm de côté s'agglomèrent en un amas 
f ibreux adhérant au piston ou restent confinés dans le fond du tube de 
verr'e. De ce fait , il est impossible de faire passer le tissu entre la paroi et 
le pi ston. La veine ne subit donc aucune homogénéisation et ce procédé a dû 
être rapidement é 1 im iné. 

b) Homogénéisation au Dounce. 
L'homogénéiseur de Potter s'étant avéré inutilisable, nous nous 

sommes tournés vers un homogénéiseur de type Dounce. Voici le schéma 
expérimental suivi : 
- l' activité maximale de la cathepsine C est estimée sur des veines caves 
inférieures de rat passées à l'ultraturrax. Nous avons vu plus haut que ce 
type d'homogénéisation est très destructeur. Les membranes en général, et 
la membrane lysosomale en particulier, éclatent et il n'existe donc pas de 
latence enzymatique par ce procédé. Cependant cette technique permet de 
déterminer les activités enzymatiques maximales. 
- l' activité libre AL est estimée après avoir homogénéisé les veines caves 
inférieures de rat dans du saccharose 0.25 M tamponné avec de l'lmidazol 
3mM pH 7.4, en suivant le schéma suivant: 

-8 passages au Dounce l oose 
-4 passages au Dounce t ight 
-4 passages au Dounce t i ght 

Entre chaque séquence d'homogénéisation, on procède à une centrifugation 
à 1500 RPM pendant 1 o minutes et on récupère le surnageant. 
- l'activité totale AT est estimée en utilisant le même processus 
d' homogéné isation que ci-dessus mais le dosage de la cathepsine C se fait 
en présence de Tri ton o,-t %. 

Les résultats obtenus sont repris ci-dessous : 
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*) 100, 200, 300 et 400 µ 1 d'homogénat sont incubés pendant l O 
minutes à 37°C. Les activités libres AL et les activités totales AT 
de la cathepsine C sont mesurées au spectrofluorimètre. 

µl AU fluorescence ) AT (fluorescence) AL/ AT(%) 

100 26 25 104 
200 43 50 86 
300 86 89 97 
400 92 128 72 

*) 200 µ l d'homogénat sont incubés pendant s·, l o·, 20· et 30' à 37°C. 
Les activités libres AL et les activités totales AT sont lues au 
spectrof luorimètre. 

temps (min) AU fluorescence) AT(fluorescence) AL/AT(%) 

5 18 23 78 
10 43 SS 78 
20 98 120 82 
30 150 182 82 

(l' ac tivité maximale, obtenue après homogénéisation à l'ultraturrax, est 
envi ron l O fois plus élevée que l 'activité totale, obtenue après 
homogéné isation au Dounce 

On voit donc que le Dounce semble peu approprié pour homogénéiser 
les veines caves inférieures de rat de manière à obtenir des lysosomes 
intacts et en quantité appréciable. Les causes en sont multiples. La nature 
de l'homogénéiseur est certainement en cause. 11 faut aussi mentionner le 
temps assez long entre le prélèvement des veines caves et le début de 
l'i ncubation. En effet, une dizaine de VCI de rats sont nécessaires pour 
atteindre une quantité d'homogénat raisonnable. Or, il faut de 3 à 4 minutes 
pour prélever une veine dans des conditions optimales. De plus, chaque 
veine do i t être débarrassée des graisses et mésentère, puis pesée et 
découpée. 80 minutes sont ainsi nécessaires entre le premier prélèvement 
et le début de l'incubation. Durant ces 80 minutes, la membrane lysosomale 
commence à s'altérer malgré le maintien dans la glace. 
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Lors de l'homogénéisation proprement dite, on s'aperçoit que les 
morceaux de VCI ont tendance à s'agglomérer en un amas fibreux rendant 
diffici le le passage du piston. 

On doit donc également écarter ce procédé d'homogénéisation. 

c)Homogénéi sat ion au Kontes. 
L'homogénéiseur de Dounce s'étant révélé peu satisfaisant, nous 

avons opté pour un homogénéiseur de type Kontes (Kontes Glass Co. , 
Vine land, NJ, USA), qu1 est un Dounce de taille réduite et dont le piston a 
une forme différente. Nous avons ainsi préparé des fractions ML et P 
su ivant le processus de fractionnement subcellulaire mentionné au 
chapitre 2. Sur les fractions ML et P ainsi préparées, nous avons dosé les 
ac tivité libre et totale de la cathepsine C de la même manière que lors des 
homogénéisations au Dounce. 

Dans un premier temps, les résultats furent peu convaincants : pour 
la fraction ML, le rapport entre l'activité libre et l'activité totale AL/AT 
était de 86%. Ce même rapport atteignait 111 % pour la fraction P. 

Par après, nous avon tenté d'améliorer le procédé en veillant 
particulièrement à réduire le temps entre le prélèvement et l ' incubation 
en maintenant constamment les fractions dans la glace et en 
homogénéisant un nombre réduit de veines caves inférieures à la fois. Nous 
sommes finalement arrivés à montrer un rapport AL/ AT égal à 17,6% pour 
la cathepsine C de la fraction ML ainsi préparée. Pour la fraction P, ce 
rapport atteignait 120%. 

Nous voyons donc que par ce procédé, il est possible d'obtenir une 
fraction ML à activité lysosomale masquée. 

d) Homogénéisation après incubation à la collagénase. 
L'homogénéisation au Kontes loose s'étant avérée possible, nous 

avons tenté d'améliorer le procédé en pré-incubant des morceaux de 
veines caves inférieures de chien dans la collagénase pendant deux heures. 
Cette collagénase pouvait faciliter l'homogénéisation en dissociant les 
cellules de la paroi veineuse. Cependant, les résultats obtenus (p. 37) 
montrent une faible teneur en protéines ( 1.28 mg de protéines/g de VCI 
contre 9.44 mg de protéines/g de VCI ), ce qui dénote probablement une 
libération réduite et peut être sélective de certains types tissulaires. 
Cec i permettrait d'expliquer partiellement la faible prédsion de la mesure. 
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ce procédé ne nous donnant pas satisfaction, nous l'avons écarté au prof1t 
d'une utilisation du Kontes sans pré-incubation à la co11agénase. 

J. Conclusions. 

Les homogénéiseurs de type Potter et Douce doivent être écartés. En 
effet, au vu des résultats obtenus, il nous a semblé vain de vouloir tenter 
de montrer l'existence d'une latence enzymatique lysosomale en suivant 
ces deux voies. 

Par contre, nous avons montré qu'il était possible de mettre en 
évidence l'existence d'une telle latence au moyen d'un homogénéiseur de 
type Kontes loose. 11 existe malgré tout de nombreux problèmes à 
surmonter : 
- un temps assez long entre le prélèvement et la mesure de l'activité 
latente, induit par la nécessité de prélever une dizaine de veines; 
- une homogénéisation rendue plus difficile de par la texture du tissu. Les 
résis tances rencontrées au cours de l'homogéAé1sation peuvent condu1re à 
la rupture du Kontes. Pour pallier à cet inconvénient, l'homogénéisation 
peut se faire par groupe de cinq ou six veines mais cela augmente. encore le 
tem ps entre le prélèvement et le début de l'incubation. 

En tout état de cause, cette étape est extrêmement délicate et il est 
indispensable de la contrôler minutieusement afin de pouvoir mettre en 
évidence un masquage des enzymes lysosomales qui prouve l'intégrité de la 
membrane de cet organite. 

B. FRACTIONNEMENT SUBCELLULAIRE DE VEINES CAVES 
1 NFER I EU RES DE RATS. 

/. Introduction. 

Plusieurs fractionnement ont été effectués mais seulement trois se 
sont révélés utilisables. En effet, les difficultés rencontrées lors de 
l'homogénéisation des veines ont entrainé la rupture de plusieurs Kontes. 
Les fractions qui étaient récoltées malgré tout montraient une distribution 
enzymatique erratique, ce qui a entraîné leur mise à l 'écart. 
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Tableau 13 . Comparaison des distributions enzymatiques pour le foie de rat et la veine cave inférieure de rat après 
fractionnement subcellulaire . 

Enzymes Foie de rat (Beaufay et al ., 1974) Veine cave inférieure de rat 

N ML p s N ML p s 

Protéines 18.42±4, 15 22,77±4,45 18,82± 1,82 39,98±3, 14 35,3 10,3 2,5 52, 1 
(n=36) 35 13,9 5,3 45,4 

27,7 2,0 0,4 69,8 

Cytochrome 22,32±6,41 73,04±6,74 4,64±2,21 23,69 67,3 8,91 
oxydase 22,7 58, 15 19,07 

(n;34) 47,66 27 ,37 24,97 

Phosphatase 12,6±6,41 50.1±8,23 17,39 19,89±4,69 
acide (n=31 ) 

Cathepsine C - 3,4 17,8 2,85 75,9 
2,44 20,81 3,9 72,84 
35,26 29,58 20,62 14,52 

alpha- 20, 1 48,2 5,33 26,4 
mannosidase 

45 25,57 17,63 11,73 

Catalase 9, 12±2,9 46,73±6,63 5,91 ±2,69 38,24±5,28 3,63 31 ,9 3.53 61 
(n=32) 5,03 30,81 4,71 59,4 

11,09 15,29 2,92 70,69 

NADPH cyt C 12,06±2,79 11 ,07±3,69 66±6,7 11 ,06±4,39 17,6 30,9 19,7 31,7 
réductase 25,8 27,45 25,75 20,97 

(n=13) 20,66 14,13 23,34 41 ,8 

Tableau 13 : Afin d'éviter les erreurs introduites par une récupération trop faible ou trop élevée, les résultats sont 
exprimés en pourcentage corrigé , ce qui correspond au pourcentage d'activité dans une fraction par rapport à la 
somme des activités observées pour chacune des fractions. 

Pour le foie de rat, le nombre de mesure est indiqué par n. Pour la veine cave inférieure de rat, 2 ou 3 mesures 
ont été effectuées. Elles sont toujours reprises dans le même ordre : les deux premières lignes correspondent aux 
fractionnement obtenu au moyen du Kontes loose n· 1, représentés aux Fig . 19 et 20; la dernière correspond au 
fractionnement obtenu au moyen du Kontes loose n·2, représenté aux Fig. 21 et 22 . 



Trois fractionnements seulement ont donc pu être analysés; deux ont 
montré des distributions enzymatiques voisines et sont discutés en détail. 
11 est à remarquer que ces deux fractionnements ont été réalisés lorsque la 
technique de fractionnement a été parfaitement mise au point. 

Le t roisième fractionnement mentionné, obtenu lors de la mise au 
poi nt de la technique, montre des prof i ls enzymat iques qui di ffèrent 
sensiblement des deux autres. Nous nous y attarderons en fin de discussion. 

2 Résultats et discussion. (Fig. 19 à 22; Tab. 13) 

Les distributions obtenues lors des fractionnements de veines caves 
inférieures de rat seront mises en parallèle avec celles décrites par ' 
Beaufay et al en 1974 sur foie de rat. 

11 est à remarquer que dans la plupart des dosages, le pourcentage de 
récupération est compris entre 85 et 110%. Cependant, afin d'éviter les 
erreurs introduites par une récupération excessivement faible ou 
excessivement élevée, tous les résultats ont été recalculés en pourcentage 
corrigé, qui correspond au pourcentage d'activité dans une fraction par 
rapport à la somme des activités observées pour chacune des fractions. 

a) La cytochrome oxydase. 
La cytochrome oxydase est l'enzyme terminale de la chaîne 

respiratoire, localisée dans la membrane interne des mitochondries. El le 
est composée de 7 chaînes polypeptidiques différentes formant un dimère 
dont le PM est proche de 250 000 Daltons. La cytochrome oxydase a pour 
fonc tion de catalyser la réaction de transfert de 4 électrons provenant 
d'une molécu le de cytochrome C vers une molécule d'oxygène, pour former 
deux molécules d'eau. 

Etant localisée dans la mitochondrie, la cytochrome oxydase pourrait 
donc nous servir comme référence des mitochondries pour des 
fractionnements subcellulaires ultérieurs si les résultats obtenus sont 
sa tisfaisants. 

Le profil que nous avons obtenu pour la veine cave inférieure de rat 
se rapproche fortement de celui observé pour le foie de rat. On remarque un 
pourcentage atteignant 62.7 ± 6.5% pour la fraction ML, ce qui traduit la 
proportion importante de mitochondries dans cette fraction. Le 
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Figure 19. Fractionnements de veine cave inférieure de rat. Profil de distribution 
de la cytochrome oxydase , de la cathepsine C et de l'n-mannosidase. L'ordonnée 
exprime l'activité spécifique relative (%de l'activité récupérée dans la fraction/% de 
protéines récupérées dans la fraction) . En abscisse est exprimé le contenu relatif -en 
protéines (cumulé de gauche à droite). L'homogénéisation se fait au Kontes loose. 



pourcentage observé pour la fract1on N est généralement très proche de 
ce lui obtenu dans le cas de foie de rat. 11 n'en va pas de même pour la 
fraction P, où le pourcentage est nettement plus élevé ( 14.0 ± 7.2% contre 
4.6 ± 2.2%). Ces résultats peuvent se comprendre si on admet une 
contaminat ion de la fraction P lors du fractionnement. on pourrait 
également supposer l'existence de mitochondries plus pet i tes qui se 
retrouveraient dans la fraction P. Dès lors, la vitesse de centrifugation ou 
le temps utilisés pour obtenir la fraction ML ne seraient plus adaptés. 

L'acti vité spéc1f1que relative est maximale dans la fraction ML et 
est un peu pl us élevée que ce 11 e obtenue pour le foie de rat. 

Le profil de distibution de la cytochrome oxydase se rapproche assez 
de celui qu'on obt ient pour le foie de rat. Le même schéma de 
frac tionnement peut donc être appliqué, du moins en ce qui concerne la 
préparation d'une fraction ML enrichie et purifiée en mitochondries. 

b)La cathepsine c. 
Comme nous l'avons vu plus haut, la cathepsine C est une enzyme 

hydrolytique agissant à pH acide et se trouvant localisée à l 'intérieur des 
lysosomes. 

Cette enzyme n'est pas reprise dans l'étude de Beaufay et al de 1974 
mais on peut cependant la comparer à une autre enzyme lysosomale, la 
phosphatase acide. 

Le pourcentage le plus important se retrouve dans la fraction S, ce 
qui semble assez surprenant. Cette distribution peut cependant s'expliquer 
si elle rend compte d'une solubilisation partielle de la cathepsine c. En 
effet, compte tenu de la difficulté de l'homogénéisation, on peut 
parfaitement admettre une so lubi 1 isat ion partiel le de la cathepsine C. Une 
autre partie resterait probablement à l'intérieur de lysosomes intacts, ce 
qui expliquerait un pourcentage atteignant 19.05 ± 2.1 % dans la fraction 
ML. Mais ce pourcentage est faible par rapport à celui de la phosphatase 
acide (50.1 ± 8.2%). 

D'autres explications pourraient être avancées. D'une part, on peut 
supposer la présence de lysosomes de ta1lles différentes. 11 existerait 
ainsi des lysosomes plus gros que d'autres et donc plus sensibles à 
l'homogéné isation, et d'autres, plus petits, qui le sera ient moins. Ces deux 
popu lations de lysosomes seraient soit localisées dans un même type 
cellu laire, soit localisées dans des types cellulaires distincts. 
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o·autre part, on peut également avancer l'hypothèse d'une 
localisation de la cathepsine Cà la fois dans et en dehors des lysosomes. 

Quand aux activités spécifiques relatives de la ML, elles restent en 
delà des valeurs observées pour la phosphatase acide et sont même, dans 
un des cas, inférieures à celles obtenues pour le surnageant. 

Le profil de distribution de la cathepsine C diffère donc 
sensiblement du profil qu'on serait en droit d'attendre pour une enzyme 
lysosomale type telle que la phosphatase acide. Les causes n'en sont pas 
connues et nécessiteraient un examen plus approfondi . 

c) L'O(.-mannosidase. 
Tout comme la cathepsine C, ]'0(,-mannosidase est une enzyme 

hydrolytique agissant à pH acide et localisée dans les lysosomes. 
A l'opposé de la cathepsine C, le profil retrouvé de ]'0(.-mannosidase 

se rapproche beaucoup plus du profil type des enzymes lysosomales. En 
effet, i 1 est caractérisé par un pourcentage important au niveau de la 
fraction ML (48.2%), ce qui confirme la localisation lysosomale de 1'0(.-
mannosidase de la veine cave inférieure. Le pourcentage assez faible dans 
la fraction S par rapport à celui trouvé pour la cathepsine C pourrait faire 
penser à l'existence de lysosomes plus petits qui résisteraient bien à 
l 'homogénéisation, ou encore à une localisation cellulaire multiple. 

Au niveau de la purification, on observe une ASR de ]'0(,-mannosidase 
approchant S dans la fraction ML de veine cave inférieure de rat, ce qui est 
deux fois plus élevé que l'ASR de la phosphatase acide dans la ML de foie de 
rat 

Le profil général quant à lui reproduit fidèlement celui attendu pour 
les enzymes lysosomales telle la phosphatase acide. On peut cependant 
fai re quelques remarques pour cette enzyme. En effet, un seul dosage 
seulement a pu être effectué pour 1·0(,-mannosidase. En effet, le substrat 
est très instable et facilement hydrolysé, ce qui nous a empêché 
d'effectuer le dosage sur le deuxième fractionnement. Le profil obtenu doit 
donc être confirmé. De plus, d'autres enzymes lysosomales pourraient faire 
l'objet d'une expérimentation semblable, afin d'affiner les résultats 
obtenus en ce qui concerne les lysosomes. 
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d) La catalase 
Comme nous l'avons vu plus haut, la catalase est une enzyme 

localisée dans les peroxysomes. Sa fonction pri ne i pale est de neutraliser 
l'H202 produit par les réactions d'oxydation se déroulant dans ces 

peroxysomes. 
Le pourcentage corrigé de la fraction ML s'approche de celui observé 

pour le foie de rat ( 31.35 contre 45. 1 ± 6.4%). Par contre, le pourcentage 
observé dans la fraction S est nettement plus élevé (60.2 ± 1. 1 % contre 
38.2 ± 5.3%), ce qui traduit une localisation beaucoup plus importante dans 
la fraction Set peut être dans le cytoplasme pour la veine cave inférieure. 

L'activité spécifique relative est la plus élevée dans la fraction ML, 
ce qui t raduit la purification de l'enzyme dans cette fraction. Le profil de 
distribut ion obtenu est bien celui d'une enzyme peroxysomale. 

La distribution bimodale de la catalase peut aisément s'expliquer si 
on tient compte du fait que cette enzyme est synthétisée dans les 
ri bosomes libres du cytoplasme pour ensuite être acheminée vers les 
peroxysomes. La fract ion S renferme les éléments non sédimentab les; 
toute la catalase non intégrée aux peroxysomes et donc en formation au 
ni veau des ribosomes libres dans le cytoplasme va s·y retrouver. 

e) La NADPH cytochrome c réductase. 
Comme mentionné précédemment, la NADPH cytochrome c réductase 

est une enzyme localisée dans le réticulum endoplasmique, intervenant 
dans l'hydroxylation d'un grand nombre de substrats. 

Avec un pourcentage corr igé de 22.7 ± 4.3% dans la fraction P, la 
NADPH cytochrome c réductase se distingue du foie de rat dans lequel on 
retrouve jusqu'à 66 ± 6.7% au niveau de cette même fraction P. Par contre, 
le pourcentage dans la fraction ML est plus élevé (29.7 ± 3.1% contre 
1 1. 1 ± 3. 7%). 

Beaufay et al[ 1974] ont discuté de la localisation bimodale de cette 
enzyme. Dans le foie de rat, elle appartient pour 4% environ aux 
mitochondries et 96% au réticulum endoplasmique. Le tissu de la veine 

, 
cave inférieure est évidemment très différent et rien ne permet dans ce 
cas de préjuger de l'appartenance de l'enzyme préférentiellement à l'un ou 
l'autre de ces organites. 
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l'activité spécifique relative ( % de l'activité récupérée dans la fraction/% de 
proté1nes récupérées dans la fract1on) . En absc1sse est expr1mé le contenu relat1f en 
protéines ( cumulé de gauche à droite). L'homogénéisation se fait au Kontes loose. 
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Remarque 

Un troisième fractionnement est représenté aux Fig.21 et 22 et au 
Tab. 13. 11 a été obtenu au moyen d'un deuxième exemplaire de Kontes loose 
de même type que ce lui utilisé pour les fractionnements précédents, 
l'exemplai re étant utilisé au cours de ceux-ci s'étant brisé. Ce troisième 
fractionnement se distingue des deux autres par la quantité de protéines 
extrêmement faible retrouvée dans les fractions ML et P et très élevée 
retrouvée dans la fraction S. Ceci met donc bien en évidence les 
différences individuelles entre Kontes de même type. Mais il faut 
rem arquer que ni les lysosomes (identifiés à partir de la cathepsine Cet de 
l'oc.-mannosidase), ni les peroxysomes (identifiés à partir de la catalase), 

ni le réticulum endoplasmique (identifié à partir de la NADPH cytochrome C 
réduc tase) ou les mitochondries (identifiées à partir de la cytochrome 
oxydase) n'ont été préf érent ie l lement lésés au cours de l'homogénéisation, 
ce qui est mis en exergue par le pourcentage important des différentes 
enzymes retrouvées dans les fractions sédimentables. 

Le pourcentage important de proté ines retrouvé dans la fract ion 
soluble pourrait être dû à un élément étranger à la veine cave inférieure de 
r·at. En effet, la quantité de protéines dans ce troisième fractionnement est 
de 63,87 mg/g de ve ine cave inférieure alors que dans les deux autres, elle 
est respectivement de 18,77 et de 9,97 mg/g de VCI , ce qui se rapproche 
des valeurs obtenues au tableau 11 a. L'origine de ce surplus de protéines 
solubl es ne nous est pas connue mais son abondance dans la fraction S se 
répercute au niveau des fractions ML et P qui sont relativement pauvres en 
protéines. Cela entraîne des activités spécifiques relatives très élevées, 
reprises dans les Fig. 21 et 22. 

J. Conclus ions. 

Nous voyons que le fractionnement subcellulaire de veines caves 
inférieures de rat est possible en utilisant le Kontes loose. Cependant, 
l'homogénéisation reste délicate et nécessite une attention continue et une 
grande prudence dans la réal isation. De plus, des homogénéiseurs 
légèrement différents peuvent amener des résultats qui varient fortement 
l' un par rapport à l'autre. Enfin, si les profils et les valeurs d'activité 
spécifi que relative semblent convenables pour certaines enzymes telle que 
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Figure 22. Fractionnement de veine cave inférieure de rat. Profi l de d1str1but1on de 
la catalase et de 1a NADPH cytochrome C réductase. L'ordonnée exprime l'activité 
spèc1f que relative ( % de l'act1vite récupérée dans la fract10n / % de protéines 
récupérées dans 1a fraction) . En abscisse est exprimé le contenu relati f en protéines 
( cumu lé de gauche à droite). L'homogénéisat ion se fait au Kontes 1oose. 



la cytochrome oxydase par exemple, des · travaux complémentaires 
devraient être effectués pour affiner ou confirmer les premiers résultats 
obtenus. 
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Tableau 14. Activation des lysosomes par les radicaux libres 

Milieu AL AT AL/AT(%) 

( 1) Témoin 29 73 39.7 

( 2) X 33 131 25.2 

( 3) xo 51 86 59.3 

( 4) X/XO 68 66 103 

( 5) X/XO/ 57 63 90.5 

Fe/ADP 

( 6) Fe/ADP 38 52 73 

Tableau 14 : L'effet de l'altération de la membrane des lysosomes par les radicaux libres 
s'observe en mesurant l'activité libre de la cathepsine Cet en la rapportant à l'activité totale. 
(X=Xanthine, XO=Xanthine Oxydase) 



111. ACTION DES RADICAUX LIBRES SUR LA LATENCE DES ENZYMES 
L YSOSOMALES. 

A. 1 NTRODUCT ION. 

~~ous avons vu plus haut que les radicaux libres produits par la 
cellu le pouvaient s'attaquer aux lipides membranaires. Sous l'effet de la 
peroxydation qu'ils subissent, ces lipides ne seraient plus à même 
d'assurer l'intégrité membranaire, ce qui entraînerait une fuite des 
composants cellulaires. 

Nous avons également vu précédement que dans l'hypoxie survenant 
lors de la malad1e ve1neuse, il y avait production de radicaux libres. Ces 
radicaux libres pourraient s'attaquer à la membrane des lysosomes, ce qui 
expliquerait l'augmentation des taux sériques d'enzymes lysosoma les. 

Nous nous sommes donc attaché à montrer le comportement de la 
membrane des lysosomes lors de la product1on de rad1caux libres. Pour ce 
faire, nous avons incubé une fraction ML enrichie en lysosomes dans des 
mi lieux de compositions différentes, pouvant amener ou non la production 
de radicaux libres. 

B. RESULTATS ET DISCUSSION. 

Les résultats d'une seule expérience sont rassemblés dans le tableau 14. 
Rem. Une deuxième expér1ence a été effectuée mais aucune latence 
lysosomale n'a pu être observée. 

Que conclure de ces résultats? 
1. On voit une act1vat1on des lysosomes dans le milieu contenant la 

xanthine oxydase seule par rapport au milieu témoin (59.3% contre 39.7%). 
Or, la xanthine oxydase seule ne produit pas de radicaux superoxydes. On 
peut donc supposer une contamination de l 'enzyme, peut être par des 
protéases. 

2. Dans le milieu contenant la xanthine et la xanthine oxydase, on 
observe une activation importante ( 103%), plus élevée que celle retrouvée 
dans le milieu contenant la xanthine seule (25.2%) ou la xanthine oxydase 
seule (59.3%). Or, les radicaux superoxydes et le peroxyde d'hydrogène sont 
les seuls dérivés de l'oxygène produits quand la xanthine est en présence de 
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xanthine oxydase. On pourrait donc penser que le peroxyde d'hydrogène et, 
dans une moindre mesure, les radicaux superoxydes, pourrait déjà causer 
des dégâts importants à la membrane. En effet, le milieu d'incubation 
utilisé est à pH 8 et la xanthine oxydase devrait donc, d'après Fridovich 
[ 1985), produire préférentiellement H202. Une autre expllcatlon possible 
serait la production de radicaux OH·, malgré l'absence de fer exogène, dans 
le milieu contenant la xanthine et la xanthine oxydase. On pourrait 
supposer que les 02.- et H202 produits déplaceraient le fer de la ferritine 
lysosomale. Ce fer deviendrait ainsi disponible pour la production des OH·. 
Mais toute la question est de savoir si la quantité de fer endogène est 
su ffisante pour produire des OH· en quantité suffisante pour altérer la 
membrane lysosomale d'une manière importante. 

3. Dans le milieu contenant la xanthine, la xanthine oxydase et le 
Fe/ ADP, le rapport AL/ AT est aussi de l'ordre de 100%. Dans ce cas, les 
lésions de la membrane seraient à imputer aux radicaux OH· issus de la 
réaction de Fen ton. 

4. Dans le milieu contenant du Fe/ ADP seul , on constate un rapport 
AL/ AT pour la cathepsine C de 73%. Les résultats observés doivent être 
interprétés avec la plus grande prudence. Certains auteurs pensent 
cependant que le Fe réagirait avec l'oxygène pour former des radicaux 
ferryles et perferryles, moins toxiques que les OH· mais pouvant malgré 
tout amener une certaine altération de la membrane. 

C. CONCLUSIONS. 

Ces résultats tout à fait préliminaires doivent être interprétés avec 
la plus extrême prudence. Cette manipulation doit impérativement être 
re faite si l'on veut confirmer les résultats observés. Mais il semble pour 
l'instant que, même en absence de fer exogène, les radicaux libres produits 
suffisent à altérer la membrane lysosomale. Des · expériences 
complémentaires seraient nécessaires pour permettre de préciser la 
nature exacte de ces radicaux libres. De même, des recherches ultérieures 
devraient tenter d'élucider le problème posé par le Fe/ ADP. 
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a;rmooamnanooa mooœœMœa, 
La maladie veineuse est caractérisée, au niveau histologique, par une 

al térat ion du tissu conjonctif de la média. Cette altération entraîne une 
perte d'é last ici té des vaisseaux, accompagnée d'une incontinence 
va lvulaire. On pense que les lysosomes des cellules endothél iales 
interv iendraient dans cette altération du tissu con j onctif par la li bérat ion 
d'hydrolases acides. 

Etant donné le peu d'informations disponibles au sujet des lysosomes 
de la paro i ve ineuse, nous avons débuté une étude bioch imique, que nous 
avons vou lu la plus large possible. Aussi y avons nous inclul la plupart des 
autres organites subcellulaires. 

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés à mettre au 
point le dosage d'enzymes de référence de ces organ i tes 
subcellula ires. Ces travaux ont été effectués sur des veines caves 
inférieures de rat et de chien. Les cinétiques étudiées ont été examinées 
afin de trouver les conditions expérimentales optimales et en particul ier 
l'i ntervalle pour lequel les vitesses mesurées sont proport ionnelles au 
temps ou à la concentration en enzyme, ceci afin de permettre 
l'étab l issement des paramètres cinétiques. Nous nous également attachés à 
véri f ier la concordance entre les blancs mesurés directement et les blancs 
calculés ind irectement à partir de l'ordonnée à l'origine des droites de 
régression obtenues. Ces concordances sont particulièrement importantes 
pour les organes dont les activités spécif iques sont fa ibles, ce qui est le 
cas de la veine cave inférieure. Nous avons ainsi montré que, dans 
l'ensemble, les enzymes étudiées montraient une cinétique enzymat ique 
linéaire. Nous avons également constaté que les blancs mesurés et les 
blancs calculés correspondaient valablement en général. Il existe malgré 
tout des problèmes dans certains cas. Ainsi, lors du dosage de la catalase, 
il persiste une différence importante entre blancs mesurés et calculés. 
Dans ce cas, i l est ind ispensable d'effectuer chaque fols 2 ou 3 mesures 
pour calculer la droite de régression et le blanc correspondant. 

A partir des résultats obtenus, nous avons comparé les activités et 
les acti vités spécif iques de la veine cave inférieure de rat à celles du fo ie 
de rat Ces activités spécifiques sont soit du même ordre de grandeur (pour 
la J3-galactosidase, la cathepsine C, la dipeptidylpetidase IV, la 
phopshodiestérase alcaline) soit inférieures (pour la cytochrome oxydase, 
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la catalase, la glucose-6-phosphatase, la NADPH cytochrome C réductase) à 
celle du foie de rat. Ces mesures ont été effectuées sur des homogénats 
obtenus à l'ultraturrax, de façon à obtenir un homogénat contenant le 
maximum de tissu veineux et par voie de conséquence l'activité maximale 
des enzymes. Cependant, dans ce cas, l'intégrité des organites 
subce1lulaires est détruite. Nous avons également observé, dans certains 
cas, que l'écart-type signalant la différence d'activité spécifique d'un 
échantillon à l'autre est élevée. C'est le cas de la dipeptidylpept idase IV ou 
de la phosphodiestérase alcaline. 

Par après, nous avons entrepris de déterminer le moyen 
d'homogénéisation le plus adéquat pour obtenir des lysosomes intacts. 
Nous avons montré que les homogénéiseurs de Potter et de Dounce étaient 
inadéquats pour la ve ine cave inférieure de rat. Par contre, l'homogénéiseur 
de type Kontes loose semble plus approprié mais son utilisation est 
extrêmement délicate et demande un contrôle minutieux de chaque étape de 
n,omogénéisation. 11 faut également réduire au maximum le temps entre le 
prélèvement des ve ines caves inférieures et l'incubat ion. 

L'homogénéisation au Kontes loose s'étant avérée possible, nous ,, 
avons alors tente1 d'effectuer des fractionnements subcellulaires de 
vei nes caves inférieures de rat. Mais 1c1 encore, l'opération 
d'homogénéisation est délicate et demande de grands soins dans la 
réal isation. De plus, des homogénéiseurs légèrement différents peuvent 
provoquer des variations importantes au niveau des résultats. 

L'homogénéisation au Kontes loose nous a permis d'obtenir des 
frac tions ML dans lesquelles les enzymes lysosomales étaient latentes. La 
membrane de ces lysosomes éta i t donc intacte. Sur de telles préparat ions, 
nous avons tenté de mettre en évidence l'action des radicaux libres sur 
la membrane lysosomale. 11 nous est apparu que des radicaux libres 
pouvaient provoquer une altération de cette membrane lysosomale et 
amener de ce fait un démasquage des enzymes contenues dans cet organite. 
La nature exacte des radicaux libres impliqués n'a cependant pas pu être 
établi e avec précis ion. Ce point nécessitera donc des recherches 
ultéri eures. 

On peut aborder le problème de l'altération de la paroi veineuse par 
les lysosomes de deux façons essentiellement différentes. On peut tout 
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d'abord isoler, ou tenter d'isoler, chacun des types cellulai res et les 
cu ltiver ex vlvo . Ces cultures cellulaires ex v/vo peuvent alors être 
l'objet de différents traitements lésants : hypoxie, anoxie, concentration 
élevée en ca2+, milieu producteur de radicaux libres, ... Les effets de ces 
différents traitements peuvent alors être analysés sur les différents 
organites des différents types cellulaires. 

Alternativement, on peut isoler, à partir de veines entières, les 
différentes fractions subcellulaires, ou mieux les différents organites 
subcellulaires purifiés par gradient de densité, et les soumettre aux 
mêmes traitements lésants. C'est cette optique que nous avons retenue. 

Cette étude pourrait s'étendre à celle des veines pathologiques et 
met tre en évidence les organites cibles dans la maladie ve ineuse. Les 
données de la littérature penchent pour une lésion lysosomale mais rien ne 
prouve que ceci soit la première altération conduisant au po int de non
retour. Pour ne citer que les points clés, les mitochondries, source 
princ ipale d'ATP, et la membrane plasmique, qui maintient l'homéostasie 
cellul ai re , doivent être impérativement considérées. 

C'est dans cette optique que notre travai 1, malheureusement lim ité 
au vu des importantes diff icultés techniques rencontrées (lors de la mise 
au point de l 'homogénéisation, par exemple), a été dirigé. 
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Les veines caves de chiens utilisées dans ce travail nous ont 'été procurées 
par le département de physiologie générale (Professeur J. Lammerann Pour 
chaque chien, nous avons résumé les conditions d'expérimental ion . 

Chaque chien est mis à jeun 12 heures avant l'opération. L'anesthésie 
es t identique pour tous les chiens et se fait suivant le schéma suivant : 

-Morphine : 2 mg/kg 
-Nembutal : 30 mg/kg 
-Héparine : 2 fois 300 U/kg 

L'opération suivie par chaque chien est explicitée ci-dessous : 
chien 1592 : occlusion pendant 60 minutes puis reperfusion pendant 60 
minutes avec 02. Ce chien a été préalablement traité avec de la Lidocaïne 
(2 mg/kg puis 0,06 mg/kg/min). 

chien 1593 : perfusion d'02 pendant 30 minutes, sans occlusion préalable. 

Dans ce cas, la veine cave inférieure est prélevée avant ouverture du 
thorax. 

chien 1599 : perfusion d'02 pendant 30 minutes, sans occlusion préalable. 

chien 1600 : perfusion intracoronaire de superoxyde dismutase (S0D) et de 
catalase à raison de 0, 1 mg/min; 0, 1 ml/min pendant 60 minutes. Cette 
perfusion de S0D et de catalase s·accompagne d'une perfusion d'02 pendant 

30 minutes. 

chien 1601 : perfusion d'02 pendant 30 minutes. Aucune expérience n'a eu 

lieu sur ce chien à cause de troubles du rythme. 

chien 1603 : perfusion d'02 pendant 60 minutes et injection intracoronaire 
de S0D à raison de 1 mg/min en fin d'expérience, après la perfusion d'02. 

chiens 1604. 1605, 1609, 161 0: perfusion d'02 pendant 60 minutes. 
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