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: adénosine-5'-triphosphatase (EC 3.6.1.3.), facteur de

couplage de mitochondrie
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: poids/volume
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: dodécyl sulfate de sodium

: triéthanolamine

: tris-(hydroxyméthyl) aminométhane



RESUME




Dans ce travail, 1'étude des sites de fixation des nucléotides
sur 1'ATPase mitochondriale de coeur de boeuf a été effectuée en utilisant
des analogues des adénine nucléotides capables de se lier de fagon covalente
a 1'enzyme : les 2', 3' dialdéhydes adénine nucléotides (dial-nucléotides).
Une bonne connaissance des sites de fixation des nucléotides est nécessaire
pour comprendre le mécanisme de 1'ATPase.

Les dial-ATP, dial-ADP et dial-AMP ont é&té obtenus a partir d'A7P,
ADP et AMP respectivement, par coupure oxydative avec le periodate de sodium,
au niveau des hydroxyles 2', 3' vicinaux du cycle du ribose. Les fonctions
aldéhydiques créées peéuvent réagir avec les groupes aminés comme les e-NH,
de la Tysine en établissant une liaison imine (base de Schiff). Le dial-ATP
est capable d'8tre hydrolysé par 1'ATPase (facteur F;). Par comparaison
avec 1'ATP lui-méme, le Km est peu modifié alors que la vitesse maximale
d'hydrolyse du dial-ATP est environ 50 fois plus faible que celle de 1'ATP.
L'activité ATPasique de F, est inactivée par la mise en incubation avec le
dial-ATP, 1e dial-ADP ou le dial-AMP. Dans tous les cas, le taux d'inagti-
vation augmente en fonction du temps et de la concentration des dial-
nucléotides. L'analyse des cinétiques d'inactivation montre que 1'inactivation
compléte de 1‘enzyme nécessite la réaction de 1 mole de dial-nucléotide par
site actif de F,, sauf paur le dial-ATP en présence de magnésium (0,6 mole/
site actif). Cependant, compte-tenu du fait que le dia]-ATP-Mg++ peut Etre
hydrolysé, les cinétiques d'inactivation par le dia]-ATP—Mg++ correspondent
a 1'effet propre du dial-ATP auquel se rajoutent les effets du dial-ADP
produit par hydrolyse. L'ordre croissant d'efficacité des dérivés est diai-
ATP, dial-AMP et dial-ADP.

L'inactivation par les dial-nucléotides est dépendante du pH. Elle
est plus rapide aux pH alcalins en accord avec le fait que plus Te milieu
est basique, plus le groupe amine est sous sa forme -NH,, nécessaire & la
réaction avec le groupe aldéhydique.

Les expériences cinétiques ont été complétées par une étude plus
détaillée des effets du dial-ADP, le dérivé le plus efficace pour 1'inacti-
vation de F;. Une approche a été 1'utilisation de 1'aurovertine, un inhibiteur
de 1'ATPase qui se fixe sur F; et qui voit alors son intensité de fluorescence



modulée par T1a fixation de 1'ADP sur un site régulateur de forte affinité

et par la fixation de 1'ATP sur le site catalytique d'affinité plus faible.
L'augmentation de fluorescence du complexe F;-aurovertine consécutive & une
addition d'ADP n'est pas modifiée quand F; est préalablement inactivée par
le dial-ADP. Par contre, la diminution de fluorescence provoquée par 1'ATP
est réduite proportionnellement au degré d'inactivation. Cette expérience
suggére que 1'inactivation par le dial-ADP n'affecte pas le site régulateur
de fixation de 1'ADP, mais bloque le site catalytique de 1'enzyme. Ceci

est confirmé par la mesure de la fixation non-covalente du (}*C) ADP sans
doute sur les sites régulateurs d'affinité élevée. Cette fixation est de

3 moles (1*C) ADP par mole de F, dans un milieu contenant du magnésium et de
2 moles de (!*C) ADP. par mole de F; en présence d'EDTA. L'ATPase préalabiement
inactivée par le dial-ADP ne montre aucune modification de la fixation du
(1*C) ADP.

L'ATPase totalement inactivée par le (1“C) dial-ADP incorpore envi-
ron 11 moles de (*“C) dial-ADP par mole de F; qui se localisent sur les sous-
unités majeures de 1'ATPase. En réalisant le marquage en présence d'un excés
d'ATP, i1 est possible d'en protéger environ 3 qui doivent correspondre &
des sites spécifiques; les 8 sites supplémentaires ne sont vraisemblabhlement
pas spécifiques et peuvent correspondre & des lysines réactives non situées
dans le site de fixation des nucléotides.

Ce travail a montré que les dial adénine nucléotides inactivent
efficacement 1'ATPase-F; des mitochondries de coeur de boeuf. Cependant,
ils s'avérent potentiellement moins intéressants que d'autres analogues
comme les arylazydonucléotides, par exemple. Le manque de sélectivité des
dial-nucléotides, qui n'avait pas été observé pour d'autres enzymes, limitera
leur emploi dans 1'étude de 1'ATPase-F;. Une application possible est le
blocage des sites catalytiques de F; sans affecter les sites régulateurs de
forte affinité.



INTRODUCTION




Les cellules vivantes ont besoin d'énergie pour développer leurs
activités. Dans le métabolisme aérobie, cette énergie provient principalement
de la phosphorylation oxydative, qui est le processus de synthése d'ATP
coupléea la respiration cellulaire. Pendant la respiration cellulaire, il y
a un transport d'électrons et de protons provenant des intermédiaires du cycle
de Krebs ou bien d'autres voies métaboliques, & travers une chatne constituée
de cofacteurs enzymatiques jusqu'ad 1'oxygéne moléculaire. L'énergie
libérée Tors de ces réactions d'oxydo-réduction est en partie récupérée par
synthése d'ATP (ADP + Py ~ ATP). Par hydrolyse, cette énergie est ultérieu-
rement restituée pour exécuter d'autres travaux dans la cellule.

Dans les mitochondries, 1'enzyme ATPase/ATP synthétase qui catalyse
1'hydrolyse ou 1a synthése de 1'ATP est associée 3 la membrane interne. De
meéme, dans les membranes cytoplasmiques des bactéries comme dans les thyla-
kotdes du chloroplaste sont localisées des ATPases/ATP synthétases trés sembla-
bles a 1'enzyme mitochondriale, tant du point de vue de lTeur structure que de
Teur fonction (Nelson, 1976 ; Downie et coll., 1979 ; Penefsky, 1972 ; Senior,
1979).

Pendant plusieurs années, le mécanisme de la phosphorylation oxyda-
tive c'est-d-dire le couplage entre le transport d'électrons et la synthése
de 1'ATP a donné lieu a de nombreuses controverses (Boyer, 1977 ; Ernster,
1977 ; Mitchell, 1977 ; Racker, 1977 ; Slater, 1977). La théorie proposée
par Mitchell (1961, 1966) longtemps combattue est maintenant admise,au moins
dans son principe. La quasi totalité des données expérimentales s'interpréte
dans le cadre des hypothéses de Mitchell. Les réactions d'oxydo-réduction
le Tong de la chatne respiratoire s'accompagnent, au niveau d'enzymes parti-
culiéres, d'une Ejection de protons vers 1'extérieur de la mitochondrie.
Mitchell a appelé force "proton-motrice" (Ap) 1'ensemble du potentiel de
membrane (A¥) et du gradient de pH (A pH) é&tablis lors du mouvement des H'.
L'ATPase/ATP synthétase est un des systémes qui permet la rentrée des protons
d 1'intérieur de la mitochondrie et par conséquent 1'utilisation de 1'énergie
emmagasinée dans la force "proton-motrice" pour assurer la synthése d'ATP a
partir d'ADP et de phosphate (fonction ATP synthétase). Une représentation
schématique est montrée ci-dessous



Cytochrome
oxydas

Face externe

Face interne

Facteurs de
couplage

Figure 1 : Topographie des composants de La chaine respiratoirne et de £'ATPase
dans une particule submitochondriale (schéma selon Racker, 1977).

Inversement, lors de la fonction ATPasique, 1'hydrolyse de 1'ATP
par 1'ATPase est associée & une éjection de protons vers 1'extérieur de la
mitochondrie et permet ainsi 1'établissement d'une force "proton-motrice"

méme en 1'absence de transferts d'électrons dans la chatne respiratoire.

COMPLEXE ATPase-F,

La compréhension des mécanismes de synthése de 1'ATP passe par la
connaissance du fonctionnement catalytique de 1'ATPase/ATP synthétase et de
1'utilisation de la force "proton-motrice" qui est faite & son niveau.



L'ATPase/ATP synthétase est une enzyme complexe dont le poids molé-
culaire est voisin de 500.000 et qui comporte une partie extramembranaire
appelée facteur F; et une partie transmembranaire appelée Fy. D'autres poly-
peptides font aussi partie de 1'enzyme mitochondriale comme les facteurs
Fe et B, 1'inhibiteur protéique naturel et une protéine : 1'0SCP impliquée
dans la réaction d'inhibition de 1'ATPase par un antibiotique : 1'oligomycine.

ATPase - Fy

Le facteur extramembranaire : 1'ATPase-F;, a été purifiée pour la
premiére fois en 1960, 3 partir de mitochondries de coeur de boeuf par
Pullman et coll. (1960). Le poids moléculaire de F; est voisin de 35C.0C00
(Knowles et Penefsky, 1972b). Sous sa forme soluble, F; présente seulement
une activité ATPasique et semble ne plus avoir 1a capacité de synthétiser
de 1'ATP. Quand F; est examiné par électrophorése sur gel de polyacrylamide
en présence de SDS, elle présente 5 sous-unités différentes. Ces sous-unités
sont identifiées dans 1'ordre croissant de leur migration en gel : o, B, v,

§ et €. En plus de ces 5 sous-unités communes & toutes les préparations, un
composant additionnel ayant un poids moléculaire de 10.000 qui est 1'inhi-
biteur naturel : IF;, a été décrit dans les mitochondries par Pullman et
Monroy (1963). Les ATPases-F; ont &té isolées & partir de différentes sources
et leurs poids moléculaires ainsi que ceux de leurs sous-unités sont montrés
sur le tableau I. La structure quaternaire de F; est encore controversée.

Deux modéles principaux de stoechiométrie ont &té proposés, de type a3B3vde

Ou aBrv282eo. Le modéle dimérique a8, a &té proposé par Amzel et Pedersen
(1978) aprés des études de diffraction de rayons X, pour F, isolée a partir
des mitochondries de foie de rat. Une stoechiométrie similaire a été trouvée
par Verschoor et coll. (1977) par des expériences de fixation de 1'aurovertine
sur 1'ATPase-F; de coeur de boeuf, L'aurovertine est une mycotoxine qui est

un inhibiteur spécifique de 1'ATPase (Lardy et coll., 1964). Ce méme modéle

a 6té envisagé pour 1'ATPase de chloroplaste par Baird et Hammes (1976) &
partir d'expériences de réticulation et par Nelson (1976) grdce & des mesures
d'incorporation de (!“C) CO, dans du CF; provenant de chloroplastes de pois.
Yogel et Steinhart (1976) par des expériences de dissociation/réassociation
aboutissent aussi & un modéle dimérique pour 1'ATPase de E. coli. De méme,
Senior {(197%) d'aprés la mesure des groupes thiols et des ponts disulfures
de F; des mitochondries de coeur de boeuf et de ses sous-unités, conclut



d la présence de 2 sous-unités a, vy et ¢ (g et & ne contenant pas de thiols),
donc un modéle de type dimérique. Par contre, & partir de 1'intensité de colo-
ration des sous-unités aprés électrophorése sur gel de polyacrylamide, le
modéle a3B3 a été proposé pour F; isolée de mitochondrie de foie de rat
(Catterall et coll., 1973) et de coeur de boeuf (Senior et Brooks, 1971).

De méme, Bragg et Hou (1975) et Kagawa et coll. (1976) respectivement pour

Fy de E. cofl et PS3, par incorporation d'acides aminés (1-~C) aboutissent

d un modéle trimérique. Yoshida et coll. (1978) confirment le modéle aj8;
dans 1'ATPase-F, de la bactérie PS3 ; en effet, ils mesurent 3 groupes SH
seulement dans TF) et ils les localisent sur les sous-unités a, d'ol la
stoechiométrie agj.

: o Sous-unités (PM x 1073)
Source PM x 10 3

RN

Bactéries : : : : : :
BF, d'E. colL : 340 : 56 : 52 : 32 : 21 11,5
(Vogel et Steinhart, 1976) : : : : : :
TF, de la bactérie PS3 : 380 : 56 :53 :32 :15,5: 11
(Sone et coll., 1975) : : : : : :

Chloroplaste : : : : : :
CF, d"épinard : 325 : 59 :5 :37 :17,5:13
(Farron, 1970) : : : : : :

Mitochondries : : : : : :
Fi1 levure : 340 : 58 : 54 : 38 : 31 12
(Tzagoloff et Meagher, 1971) : : : : : :
F, de foie de rat : 360 : B3 : 50 : 28 12,5 . 8
(Lambeth et Lardy, 1971) : : : : : :
F1 de coeur de porc : 394 : 58,7 : 54,7 . 28,6 : 12,7 : 8,7
(Godinot et coll., 1975) : : : : : :
F, de coeur de boeuf : 347 : 54 : 50 : 33 17 : 5,7
(Knowles et Penefsky, 1972b) : : : : : :

PN TN TN TN TN TN TN TN TN N 5 5N 5 P N 5N N TN N TN N N 5 5 s
et e TRl L N I e, L L L WL L W 2 N D N DL N WP D R P S T

Tabfeau 1 : Podids moléculaines des ATPases-Fy et de Leuns sous-undités.



En dehors de l1a question importante de la stoechiométrie des sous-unités de
1'ATPase-F;, il y a celle de la fonction de ces mémes sous-unités. Ici un
meilleur accord existe quant au rdle catalytique de la sous-unité B

(Ferguson et coll., 1975a, b ; Esch et Allison, 1978 ; Pougeois et coll., 1979
Lauquin et coll., 1980), o étant néanmoins nécessaire pour 1'activité ATPasiqu
(role régulateur). En ce qui concerne les sous-unités plus petites, la sous-
unité y est nécessaire pour un assemblage fonctionnel de o et B. Les sous-
unités § et e servent de protéines de fixation entre F, et F, et fonctionnent
aussi dans Te mécanisme de fermeture du canal de transport des H" du secteur
Fo (Kagawa et coll., 1980).

Fo

Le secteur Fo est difficile a étudier en raison du caractére hydro-
phobe de ses composants. I1 se compose d'au moins 3 sous-unités différentes.
Fonctionnellement, Fo sert de canal pour le passage des protons Tors du
fonctionnement de 1'ATPase. Hinkle et Horstman (1971) et Schipakin et coll.
(1976) ont montré que des particules submitochondriales appauvries en facteur
F1 devenaient perméables aux protons, et que cette perméabilité était abolie
par 1'addition de F, ou d'oligomycine ou de dicyclohexylcarbodiimide (DCCD),
deux inhibiteurs du secteur F, de 1'ATPase. Des expériences similaires ont
été décrites sur les bactéries (Altendorf et coll., 1974) et sur les chloro-
plastes (Mc Carty et Racker, 1967). Une seule sous-unité du secteur F, a été
caractérisée en détail a partir de F, de différentes provenances : la protéine
qui fixe Te DCCD (Cattell et coll., 1971 ; Fillingame, 1975).

ATPase-Fy ET SITES DE FIXATION DES NUCLEOTIDES

L'ATPase-F, posséde des sites multiples de fixation pour les nucléo-
tides (pour revue voir Harris, 1978). Leur nombre et leur nature restent a
définir avec exactitude et le tableau II regroupe des résultats de Ta Titté-
rature. En général, parmi les nuciéotides fixés a 1'ATPase on distingue des
nucléotides faiblement 1iés ("loose") et fortement 1iés ("tight"). Les nucléo-
tides faiblement 1iés sont échangeables rapidement avec des nucléotides
ajoutés et ils peuvent s'éliminer par des précipitations successives de la
protéine avec du sulfate d'ammonium ou du poly(éthylene glycol). Parmi ces
nucléotides, Hilborn et Hammes (1973) ont, les premiers, défini deux classes
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(

E BF:1

(8. faecalis

(  Abrams et coll., 1973 2 fermement 1iés : 1 ADP + 1 ATP
(A, 4aecalis

(  Adolfsen et Moudrianakis, 1976 1 fermement 1ié : 1 ADP

(  E. cold

E Maeda et coll., 1976 2,6 fermement 1iés : 0,4 ADP + 2,2 ATP
E CFy

(  Epinand

( Harris et Slater, 1975 2 fermement 1iés : 1 ADP + 1  ATP
E Carlier et Hammes, 1979 1 fermement 1ié : 1 ADP

g F

( Coeur de boeug

( Hilborn et Hammes, 1973 2 faiblement 1iés

(  Harris et coll., 1973 5 fermement 1iés : 2 ADP + 3 ATP
(  Garrett et Penefsky, 1975 3 fermement 1iés : 2 ADP + 1 ATP
(  Leimgruber et Senior, 1976 2 fermement 1iés : 2 ADP

( Harris et coll., 1977 3 fermement 1iés : 1 ADP + 2 ATP
(  Slater et coll., 1979 4 faiblement 1iés

E 3 fermement 14iés : 1 ADP + 2 ATP
(

e i A S L L L L P T T P Y T T T T T

Tableau IT : Nucléotides présents dans Les ATPases solubles {solées.

de sites de %1xation : la pfemiére classe d'affinité moyenne (Kd = 107*M)
correspondrait au site catalytique de 1'enzyme et la seconde classe d'affi-
nité plus forte (10 M) pourrait avoir un réle régulateur. Les nucléotides
fortement 1iés ne s'échangent pratiquement pas avec le milieu extérieur,
cependant des traitements particuliers comme une chromatographie sur un gel
de Sephadex en présence de glycérol (50 %) permettent d'obtenir une ATPase-F,
dépourvue de nucléotides. Les nucléotides fortement 1iés ne participent pas
directement & la catalyse, ils jouent sans doute un rdéle de stabilisation

de 1'enzyme.

Une approche de Ta compréhension du mécanisme de 1'hydrolyse ou
de la synthése de 1'ATP consiste a identifier et caractériser les sites
de fixation des substrats sur 1'ATPase-F, qui catalysent ces réactions. Une
des méthodes pour avoir des informations sur la topologie d'un site de
fixation de la protéine est le marquage par affinité. I1 consiste en 1'utili-

sation d'un ligand analogue au vrai substrat, mais qui porte une fonction
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chimique réactive, capable de se lier de manidre covalente sur le site
récepteur. Les analogues de nucléotides (Yount, 1975 ; Scheit, 1980) portant
une fonction chimique réactive peuvent &tre rassemblés dans 2 grandes
catégories :

1/ Dérivés chimiquement réactifs sans activation : par exemple, les dial-
déhydes nucléotides.

2/ Dérivés réactifs aprés activation : par exemple, azido-nucléotides photo-
activables.

Le groupe réactif peut &tre introduit sur la partie adénine, le
ribose ou 1a chaine phosphate. Les analogues de nucléotides qui présentent
des modifications chimiques au niveau du ribose sont particuliérement
intéressants, en effet des transformations de cette portion du nucléotide
modifient peu la reconnaissance par 1'ATPase (Russe1l et coll., 1976 ;
Lunardi et coll., 1977).

Dans le but d'étudier les sites de fixation des adénine nucléotides
sur 1'ATPase-F, des mitochondries de coeur de boeuf et en tenant compte
des avantages cités ci-dessus, nous avons choisi d'étudier les dérivés
2'-3' dialdéhyde (Easterbrook-Smith et coll., 1976). Ces analogues sont
le produit de 1'oxydation du ribose des adénine nucléotides par le periodate,
La présence des groupements aldéhydiques donne une possibilité de réaction
de ces dérivés avec toute lysine située dans, ou prés, des sites de fixation
des nucléotides, en établissant une base de Schiff.
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CHAPITRE I

MATERIEL ET METHODES
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1.A. PREPARATTONS BIOLOGIQUES

1.A.71. IsoLement des mitochondrnies de coeun de boeuf

La technique suivie est basée sur celle décrite par Smith (1967).
Les coeurs de boeuf sont prélevés deés la mort des animaux et toutes Tes
opérations ultérieures sont faites a 4° C,

Les coeurs sont débarrassés du tissu adipeux qui les entoure
et sont découpés en petits cubes d'environ 3 cm®. Le matériel ainsi obtenu
est broyé dans un hachoir (Moulinex), le broyat tombe dans une solution
constituée de saccharose 0,25 M et de phosphate dipotassique 10 mM (4 litres
par coeur). Un broyage plus fin est obtenu avec un "Waring Blendor" pendant

45 secondes & vitesse maximale. Le pH est ajusté & 7,4 en rajoutant environ
1/100 (v/v) de Tris-base M. ’

L'homogénat cellulaire obtenu est alors centrifugé pendant 15 minutes
dans une centrifugeuse PR-J (I.E.C.) a 2.500 rpm. Le surnageant, filtré
sur une double épaisseur de gaze hydrophile, est centrifugé en continu
(centrifugeuse Sharpless) tournant a 35.000 rpm avec un débit d'environ
100 ml/min. Le culot de mitochondries est remis en suspension (homogénéisation
au Potter-Elvehjem) dans une solution de saccharose 0,25 M et Tris-SO, 5 mM
pH 7,4, a une concentration protéique de 1'ordre de 50 mg/ml. Le rendement
est de 5 a 7 g de protéines par coeur. Les mitochondries sont conservées a
- 80° C. Le schéma suivant résume les différentes opérations :

Homogénat

Centrifugation en IEC, type PRJ,
15 min., 2.500 rpm

Culot : débriskg///////// Surnageant S,

cellulaires,

noyaux Centrifugation en Sharpiess
(continue) 35.000 rpm, débit
100 mi1/min.

I

Culot mitochondrial 4f,,//”’//// Surnageant S,
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I1.A.2. Isolement de £'ATPase-F, des mitochondriies de coeurn de boeuf

L'isolement de 1'ATPase-F, a été fait suivant 1a technique décrite
par Vogel (1979) ou bien Knowles et Penefsky (1972a).

Cette méthode consiste en une purification en 3 étapes. Toutes
lTes opérations sont effectuées a 4° C.

Etape I : détachement de 1'ATPase par sonication

5 g de mitochondries sont décongelées et diluées & une concentration
de 20 mg/ml dans un tampon (I) : Tris-HC11,0mM, pH 8,0, EDTA 2,5 mM, ATP 1,0 n
et méthanol 20 % (v/v). La suspension obtenue est soumise aux ultrasons
(Branson Sonifier B12) pendant 15 minutes 3 la puissance maximale et par
fractions de 150 ml dans une cellule Rosette d'un volume de 250 ml. Pendant
ce traitement la cellule est refroidie dans un bain eau-glace. La température
atteint 30 a 35° C dans les premiéres 7,5 minutes et a la fin du traitement
environ 50° C. Aprés refroidissement, Te matériel est centrifugé a 105.000 g
(Spinco, Rotor 30, 30.000 rpm) pendant 60 minutes et le surnageant est
recueilli.

Etape II : précipitation par le poly(éthyléne glycol)

A chaque 100 ml de surnageant jaune clair sont ajoutés doucement
et en agitant 25 ml de poly(éthylene glycol) 6.000 50 % (p/p) et MgCl, a
une concentration finale de 2,5 mM. Aprés une demi-heure, le précipité, collec-
té par une centrifugation de 15 minutes a 30.000 g (Sorvall), est remis en
suspension dans le tampon (II) : Tris-HC150,0mM, pH 8,0, 2-mercaptoéthano?
2,5 mM et méthanol 20 % (v/v). Cette suspension est clarifiée par centri-
fugation a 10.000 g pendant 10 minutes (Sorvall).

Etape III : chromatographie sur DEAE-cellulose

Le surnageant jaune de 1'étape antérieure est déposé sur une
colonne de DEAE-cellulose (DE-52, Whatman) (2,5 x 8,0 cm), laquelle est
équilibrée avec le tampon II. La protéine est éluée par un gradient linéaire
qui s'établit entre 100 ml de 0,15 M Tris-HCT pH 8,0 et 100 m1 0,5 M Tris-HC1
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pH 8,0, les deux solutions contenant 2,5 mM 2-mercaptoéthanol et 20 % (v/v)
méthanol. Des fractions de 4 ml sont collectées. Les fractions actives sont
rassemblées et concentrées par précipitation avec 1e poly(éthyléne glycol)
6.000 50 % (p/p) et MgCl, 2,5 mM comme a 1'étape II. Le culot ainsi obtenu
est remis en suspension (20 a 30 mg/ml1) dans le tampon III : MOPS 50,0 mM,

pH 7,5, 2-mercaptoéthanol 2,5 mM et méthanol 20 % (v/v). L'enzyme est conser-
vée plusieurs mois congelée dans 1'azote liquide. L'activité spécifique de F,
ainsi préparé est de 1'ordre de 40-60 umoles de Pi 1ibéré par minute et par
mg. 5 g de mitochondries permettent d'obtenir 70-90 mg F,. Le schéma suivant
montre les différentes étapes d'isolement de F;.

Traitement des mitochondries
par les ultra-sons (tampon I)

Centrifugation en Spinco, rotor 30,
60 min., 105.000 ¢

—

Culot Cy : débris mitochon-
driaux

Surnageant S,
Précipité par le poly(éthylene

glycol) et MgCl,. Centrifugation
en Sorvall, 15 min., 30.000 g

Culot C, : protéines remises en 4rf”"//// \\\\\\\\>Surnageant Sz

suspension au Potter
(tampon II)

Centrifugation en Sorvall,
10 min., 10.000 g

Culot Cs 4”””””—\\\\\\\\*Surnageant S,

S3 déposé sur colonne DEAE-cellulose
Fractions actives
Précipitation par le poly(éthyléne glycol)

6.000 et MgCl,. Centrifugation en Sorvall,
15 min., 30.000 g

\

,
Culot Cy : protéines remiseséf/// \\\\\SSurnageant Sy

en suspension au
Potter (tampon III)

| Centrifugation en Sorvall,
l 10 min., 10.000 gq.

Culot Cs é””””// 5\\\\\‘ﬁsSurnageant Ss : ATPase-F,
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L'ATPase ainsi produite n'est pas entierement dépourvue d'inhibiteur d'ATPase.
La figure 2 montre une électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence
de SDS d'une préparation de Fi. I1 n'y a pas une bonne résolution entre o et
B a cause de Ta quantité de protéine déposée (20 ug de protéine). On peut
noter que 1'ATPase contient de 1'inhibiteur naturel de 1'ATPase (IF;).

Figure 2 : Efectrophonise sur gel de polyacrylamide en présence de SDS, de Fj
Ls08€ sulvant La méthode de Vogeld (1979).
La quantite de Fy, analysée est de 20 ug de protéine. La concentra-
tion des gels est de 7,5 % en polyacrylamide et La composition
du tampon de migration est : Trnis 25 mM - glycocolle 0,19 M pH §,4
(voin "Maténiel et Méthodes").

Cette méthode consiste en une purification en 5 étapes et le F,
produit est dépourvu d'inhibiteur d'ATPase.

Etape I : préparation de particules submitochondriales

5 g de mitochondries sont décongelées et diluées a une concentration
de 30 mg/ml dans un tampon : Saccharose 0,25 M, Tris-HC1 10 mM pH 7,5. Des
fractions de 70 ml de cette suspension sont placés dans un bécher de 100 ml,
lequel est refroidi dans un bain glace-eau pendant 4 minutes d'exposition
aux ultrasons (Branson Sonifier B12) a la puissance maximale. Ce traitement
aboutit a la rupture de la plupart des mitochondries. Les membranes rompues
se referment pour former des particules submitochondriales. F, est sur la
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face externe de ces vésicules, ceci veut dire que la polarité de la membrane
dans les particules est inversée par rapport a celle de mitochondries intac-
tes. Les mitochondries entiéres sont éliminées par une centrifugation a

17.000 rpm pendant 15 minutes (Sorvall).a 4° C. Le surnageant, qui contient
les particules submitochondriales, est centrifugé a 30.000 rpm pendant

90 minutes (Rotor 30). Les particules sont sédimentées par cette centrifuga-
tion a haute vitesse et le culot est repris dans un tampon : Saccharose 0,25 VN
Tris-HC1 10 mM pH 7,5, 3 une concentration de 20 mg/ml. Ces particules mito-
chondriales peuvent &tre conservées a - 80° C pendant plusieurs mois sans
perte d'activité.

Etape II : détachement des protéines faiblement attachées

Les particules de 1'étape antérieure sont décongelées et des frac-
tions de 50 ml sont transférées dans un bécher de 100 ml, lequel est placé
dans un bain d'eau a 25° C, et soumis pendant 50 secondes aux ultrasons, a
la puissance maximale. Le matériel traité est centrifugé pendant 90 minutes
a 30.000 rpm & 25° C (Rotor 30). Le culot obtenu est repris dans-du
saccharose 0,1 M a une concentration de 30 mg/ml.

Etape III : détachement de F,

A la suspension de particules sont ajoutés de 1'ATP et de 1'EDTA
a des concentrations finales de 4 mM et 2 mM respectivement, et le pH
ajusté a 9,2 avec NH.OH M. La suspension est laissée toute une nuit a tem-
pérature ambiante. Cette suspension, réajustée a pH 9,2 si nécessaire, est
alors soumise aux ultrasons pendant 10 minutes & la puissance maximale, dans
une cellule Rosette d'un volume de 150 m1, laquelle est maintenue dans un
bain d'eau a 40° C. A l1a fin du traitement, la température de la suspension
ne doit pas dépasser 50° C. Toutes les étapes ultérieures sont conduites
a 25° C. La suspension est ensuite centrifugée pendant 90 minutes a
58.000 rpm. dans un rotor 60 Ti (Beckman) et le surnageant jaune clair

qui contient F, est recueilli.

Etape IV : précipitation acide

=

Le surnageant de 1'étape antérieure est ajusté a pH 5,4 avec
1'acide acétique 2 N. La solution est centrifugée a 15.000 rpm pendant
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5 minutes (Sorvall - Rotor SS;). Le surnageant est recueilli et le pH ajusté
a 8,0 avec une solution de Tris-base 2 M. Cette étape doit se faire en moins
de 10 minutes.

Etape V : chromatographie sur DEAE-Sephadex

6 g de DEAE-Sephadex A-50 sont mis & gonfler dans un litre d'eau
distillée et filtrés sur un entonnoir a verre fritté. Ensuite, le gel Tavé
avec 400 ml de Tris-HC1 20 mM, pH 8,0 est mis dans une éprouvette de 250 ml.
Le volume est ajusté & 250 ml par addition de 5 ml d'EDTA 0,1 M, 5 ml d'ATP
0,2 M, 5 ml Tris-HC1 1 M, pH 8,0 et de 1'eau distillée. Le gel est dégazé
et sert a couler une colonne de 5 cm de diamétre et 6 cm de haut. La colonne
est lavée avec 100 ml du tampon (T.E.A.) : Tris-HC1 20 mM, pH 8,0, ATP 4 mM,
EDTA 2 mM. Le surnageant de 1'étape antérieure est déposé sur la colonne,
laguelle retient F;. La colonne est lavée d'abord par 100 ml du tampon T.E.A.,
puis par 400 ml du méme tampon contenant Na,SO, 100 mM. Finalement, F, est
é1ué par un tampon T.E.A. contenant Na,SO., 150 mM. L'éluat est recueilli
par fractions de 5 ml. Les fractions actives sont rassemblées et du sulfate
d'ammonium ajouté & une concentration finale de 70 % de saturation. La solu-
tion est laissée une nuit & 4° C. Le précipité est récolté par une centrifu-
gation a 15.000 rpm pendant 20 minutes (Sorvall) a 4° C et repris a 20° C
dans un tampon : Saccharose 0,25 M, Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, ATP 4 mM, EDTA 2mM
Cette solution est clarifiée par centrifugation & 20° C et 15.000 rpm pendant
15 minutes. Du sulfate d'ammonium est ajouté au surnageant de cette derniére
centrifugation pour obtenir 50 % de saturation. La suspension de F, ainsi
obtenue est stockée & 4° C. L'activité spécifique de F; est de 1'ordre de 60
a 80 umoles de Pi Tibéré par minute et par mg. 5 g de mitochondries permettent
d'obtenir de 20 & 30 mg de F;. Le schéma suivant montre les différentes étapes
d'isolement de F; selon 1a technique de Knowles et Penefsky (1972a).
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Suspension de mitochondries (saccharosé 0,25 M,
Tris-HC1 10 mM, pH 7,5 a 30 mg/ml)

Sonication (Branson Sonifier B12)
4 min. centrifugation en Sorvall,
15 min. 17.000 rpm

. ‘(////// \\\\s
Culot Cy : débris

mitochondriaux

Surnageant S,

Particules submitochondriales. Centrifu-
gation en Spinco 90 min., 30.000 rpm
{Rotor 30)

Culot C2 Surnageant S;

Suspension dans saccharose 0,25 M,
Tris-HC1 10 mM pH 7,5 (20 mg/m1).
Sonication (Branson B12) 50 sec.
Centrifugation en Spinco 90 min.,
_V30.OOO rpm 25° C

Culot C; Surnageant S;

Suspension dans saccharose 0,1 M, ATP 4 mM,

EDTA 2 mM (30 mg/ml1), pH ajusté a 9,2, pendant
une nuit & température ambiante. Aprés incu-
bation (pH 9,2), sonication (Branson B12), 10 min.
Centrifugation en Beckman, 90 min., 58.000 rpm
VQN‘ 60 T,)

Culot C4 Surnageant S,

Ajusté a pH 5,4 avec CH;COO0H 2N.
Centrifugation en Sorvall 5 min., 15.000 rpm

Culot Cs///\\s

‘Surnageant Ss

Ajusté a pH 8,0 avec tris-base 2 M.
Déposé sur colonne DEAE-Sephadex A-50

Fy élué - Tampon T.E.A. et Na,S0, 150 mM
Les fractions actives sont rassemblées
et précipitées par (NH.).S0, (70 % satura-
tion). Une nuit & 4° C. Centrifugation en
Sorvall, 20 min., 15.000 rpm

T

Culot C¢ Surnageant Se

Suspension dans 5 ml du tampon
saccharose 0,25 M, Tris-HC1 50 mM
pH 8,0, ATP 4 mM et EDTA 2 mM.
Centrifugation en Sorvall 15 min.,
15.000 rpm

AN

Culot C~ \$Surnageant S7
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Surnageant S,

Addition (NHu)zSOu
(50 % saturation)

ATPase-F, - gardée a 4° C

La figure 3 montre une électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence
de SDS de F, isolé selon la méthode de Knowles et Penefsky (19723a), ainsi que
les gels correspondants aux particules de départ et & la fraction solubili-
sée aprés traitement par les ultrasons.

A

Figure 3 : Electrophondse sun gel de polyacrylamide en présence de SDS de
particules submitochondriales (1), de La fraction so0lubilisée
apnes passage aux ultrasons (2) et de Fy (3) is0£é sulvant La
méthode de Knowles et Penefsky (1972a).

Pour chaque gel, La quantité de protéine analysée est de 10 pug.
La concentration en polyacrylamide est de 7,5 % (A) et 10 % (B)
et Les tampons de mighation sont Les Auivants : ‘

A Tampon phosphate 0,1 M, pH 7,1.

B Tais 25 mM, glycocolle 0,19 M, pH §,4.

I1.A.3. Synthése des dialdéhydes nucléotides

a/ Synthese des diak-pucliotides non radioactifs

La méthode utilisée est celle décrite par Easterbrook-Smith et
coll. (1976). Elle consiste en 1'oxydation des hydroxyles 2' et 3' du ribose
du nucléotide par le periodate, comme montre le schéma ci-dessous, pour 1'AMP :
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Dial-AMP

Les nucléotides : AMP, ADP ou ATP (0,5 mmole), sont solubilisés dans 1'eau
distillée. Le pH est alors ajusté & 7,0 et la concentration, mesurée par
spectrophotométrie, est ajustée a 0,2 M. Le coefficient d'absorption molaire
utilisé pour les nucléotides est : ¢ = 15.400 a 259 nm pH 7,0. Puis du
métaperiodate de sodium (0,55 mmole) est ajouté et le mélange réactionnel
est incubé pendant une heure 3 4° C, a 1'obscurité. La réaction est arrétée
par 0,25 mmole de glycérol et la solution est déposée sur une colonne de
Sephadex G10 & 4° C (@ 1,5 cm x 35 cm) équilibrée dans de 1'eau distillée.
La colonne est éluée avec 1'eau distillée et des fractions de 2 ml1 sont
recueillies. Le spectre des fractions est déterminé de 210 & 310 nm contre
un témoin d'eau distillée. La concentration des dial-nucléotides est déter-
minée par spectrophotométrie, en mesurant 1'absorbance a 259 nm et utilisant
la valeur de 15.400 cm *.M"! pour le coefficient d'absorption. Seule la
premiére moitié du pic élué est gardée et stockée a - 80° C.

L'ADP radioactif uniformément marqué par le carbone 14 ((*“C) ADP,
CEA, Saclay) a été utilisé. Son activité spécifique est de 212 mCi/mmole.
Dans ces conditions 0,5 mole d'ADP est soumise & une réaction d'oxydation
par 1 mole de métaperiodate de sodium. Ensuite les opérations sont les mémes
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que pour les produits non marqués. Aprés élution de la colonne de Sephadex G10,
la radioactivité est mesurée sur des fractions de 10 ul et seule la premiére
moitié du pic élué est conservée a - 80° C.

o/ Pureté_des_dial-nucklotides

La pureté des produits est contr6lée par chromatographie ascendante
sur couches minces de polyéthyléneimine cellulose (PEI-cellulose, Schleicher
and Schuell FC 1440).

On utilise deux différents systemes de solvants, KPi 0,75 M,
pH 3,5 et HCOOH 1,9 M-LiC1 0,1 M. Les dial-nucléotides qui réagissent avec
la PEI-cellulose sont réduits préalablement, en présence d'un excés de
10 fois de KBH,. La figure 4A et B, montre une seule tache visible en Tumiére
ultraviolette, pour les dial-nucléotides réduits par KBH, indiguant que les
produits sont purs. Des chromatographies semblables avec un dépdt 10 fois
plus élevé, montrent 1a présence de traces de produits de réduction du
dial-ADP, dial-AMP et adénosine, dial-AMP et adénosine et adénosine pour
le dial-ATP, dial-ADP et dial-AMP respectivement. Ces résultats sont a
rapprocher aussi du fait que les dial-nucléotides peuvent perdre 1a chaine
phosphate comme cela avait été observé par Lowe et coll. (1979a) pour le
dial-ATP.

Front A B
solvant Front
solvant
AMP—| o ©
AMP—!| 0 o <
ADP—| o
° ADP
ATP—| © AVF__ o
dép ot — dépOt—ef—o—o—
1 2 3 4 1 2 3 4

Figure 4 : Chromatoghraphie sun couche mince de PEI-cellulose des dialdéhydes-

nucléotides.
Phase de chromatographie : A) KP. 0,75 M pH 3,5
B) Lite 0,1 M - HCOOH 1,9 M
Dépdt : 5 nmolLes d'ATP, ADP, AMP (1), de dial-ATP (2},
de dial-ADP (3) ou de dial-AMP (4) préalablement
nédudits parn KBHy (veodn texte).
Durde de fa migration : 60 minutes.



- 23 -

Pour le ('*C) dial-ADP, la pureté est confirmée par chromatographie, dans les
mémes conditions, suivie par une autoradiographie. La figure 5A et B, montre
les autoradiographies des chromatographies dans les deux systéemes de solvants.
On voit que le (**C) dial-ADP montre des traces de dial-AMP et adénosine

et de méme le ('*C) ADP montre des traces de (*“C) AMP. Dans tous les cas,

la pureté des dial-nucléotides est supérieure a 90 %.

Figure 5 : Chromatographie du (1%C) dial-ADP sur couche mince de PEI
cellulose : autoradiographie.
Phase de chromatographie : A) KP. 0,75 M pH 3,5

B) LiCe 0,7 M - HCOOH 1,9 M

Les dépits cornrespondent @ 12 nmoles de (**C) dial-ADP (1)
ou de (**C) ADP (2), La durde de La migration est de 60 minutes
et Le temps d'exposition de L'autoradiographie est de 24 heures
sun 48m Kodak "No-Screen”. ‘
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1.B. PRINCIPALES TECHNIQUES UTILISEES

1.B.1. Dosage des protéines

Les dosages des protéines ont été faits suivant la méthode du biuret

(Gornall et coll., 1949) ou la méthode de Bradford (1976). La méthode du
biuret a été utilisée pour doser les protéines membranaires et la technique
de Bradford pour mesurer 1'ATPase-F,.

a/ Methode du Biunret

Dans cette technique le cholate de sodium est utilisé pour solubi-
liser les protéines membranaires. Le sulfate de cuivre dans un milieu alca-
1in réagit avec les groupes peptidiques, en formant des complexes dont la
couleur bleue violacée est, dans une certaine 1imite, proportionnelle a la
concentration en protéines.

Mode opératoire

A une prise aliquote, contenant de 0,5 & 2 mg de protéines (20 a
100 ul), sont ajoutés successivement et avec agitation aprés chaque addition:

0,2 ml de cholate de sodium a 4 % (p/v)

2,5 ml de soude a 10 % (p/v)

0,3 ml de sulfate de cuivre 3 1 % (p/v)
Aprés 15 minutes, la densité optique est mesurée a 540 nm contre un blanc
des réactifs sans protéine. La concentration des protéines est estimée par
rapport a une courbe étalon de sérum albumine bovine. Dans les conditions
décrites ci-dessus, 1 mg de protéine a une absorbance de 0,085.

Cette méthode utilise la fixation sur les protéines d'un colorant :
le bleu de Coomassie G-250. Ce colorant en milieu acide et a 1'état libre
a une couleur rouge orangée. Cette couleur tourne au bleu quand le colorant
se fixe sur les protéines, provoquant une augmentation d'absorption a 595 nm,
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Mode opératoire

A une prise aliquote, contenant de 5 a 25 ug de protéines (5 a
50 ul), sont ajoutés avec agitation 2,5 ml du réactif de Bradford, qui con-
tient pour 1 litre de volume final : 100 mg de bleu de Coomassie, 50 ml
d'éthanol a 95 %, 100 ml d'acide phosphorique a 85 % (p/v) et de 1'eau
distillée q.s.p. 1 Titre. Aprés 2 minutes, la densité optique est mesurée
a 595 nm contre un blanc sans protéine. La concentration des protéines est
estimée par rapport & une courbe étalon de sérum albumine bovine. Dans les
conditions décrites ci-dessus, 5 ug de protéines ont une absorbance de 0,105
et la courbe étalon est 1inéaire jusqu'a 20 ug de protéine.

1.B.2. Electrophorése surn gel de polyacrylamide en présence de SDS

La technique décrite par Weber et Osborn (1969) a été utilisée
pour contrdler le degré de pureté de 1'ATPase-F,. La séparation des protéines
par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS dépend des
poids moléculaires des différentes chaines peptidiques. I1 existe une rela-
tion linéaire entre le Togarithme du poids moléculaire et la mobilité
électrophorétique (Shapiro et coll., 1967).

Mode opératoire

La composition des gels de polyacrylamide est la suivante :

Acrylamide 7,3 ou 9,73 % (p/v)
Bis-acrylamide 0,20 ou 0,27 % (p/v)
SDS 0,1 % (p/v)
TEMED 0,01 % (p/v)
Persulfate d'ammonium 0,05 % (p/v)
Phosphate de sodium pH 7,1 0,1 M

Le mélange est introduit dans des tubes de verre préalablement siliconés de
12 cm de hauteur et 0,6 cm de diamétre. On ajoute au sommet de la colonne

de gel 100 ul de n-butanol pour obtenir une surface plane aprés la polyméri-
sation, qui est achevée en 20 minutes a la température ambiante. Le tampon
de migration est alors introduit dans les compartiments anodique et cathodi-
que. La composition de ce tampon est :
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Phosphate de sodium 0,1 M
SDS 0,1 % (p/v)
pH final 7,1

Les échantillons contenant de 5 & 100 ug de protéines sont au préalable dépo-
lymérisés et réduits par incubation en présence de :

SDS 1 % (p/v)
2-mercaptoéthanol 1 % (v/v)
Glycérol 10 % (v/v)
Bleu de bromophénol 0,05 % (p/v)

Le colorant (bleu de bromophénol) est ajouté pour suivre le front de migra-
tion. Le volume maximal du dép6t est de 100 u¥. Les échantillons sont déposés
sur la surface des gels a travers le tampon de migration. La migration s'ef-
fectue pendant 18 heures en utilisant une intensité de 5 mA par gel. Un

autre systeme d'électrophorése a été employé dans lequel le tampon phosphate
du gel et le tampon de migration sont remplacés par un tampon : Tris 25 mM,
glycocolle 0,19 M, pH 8,4. La migration s'effectue alors pendant 3 heures

en utilisant une intensité de 2 mA par gel. Aprés migration, les gels sont
extraits des tubes et colorés en utilisant deux bains successifs de colorant.
La composition de ces solutions est pour la solution I : Alcool isopropylique
25 % (v/v), acide acétique 10 % (v/v), bleu de Coomassie R250 0,05 % (p/v)

et pour la solution II : Alcool isopropylique 10 % (v/v), acide acétique

10 % (v/v) et bleu de Coomassie R250 0,005 % (p/v). Aprés 2 heures de colora-
tion pour chaque solution, a la température ambiante, la décoloration des
parties non protéiques s'effectue dans une solution d'acide acétique 10 % (v/v)

1.B.3. Mesure de fa radioactivité par scintillation en milieu Liguide

La radioactivité est mesurée par comptage par scintillation en
milieu 1iquide dans un compteur Intertechnique SL 30.

A chaque échantillon de volume inférieur ou égal a 1 ml, sont
ajoutés 10 ml de mélange scintillant (Patterson et Greene, 1965), dont la
composition est la suijvante :
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Toluéne 6 Tlitres
Triton X-100 3 Tlitres
2,5-Diphényloxazole (PPO) 24 g

1,4-Di-(2-méthyl-5-phényloxazolyl)-benzeéne (POPOP) 0,6 g

La quantité réelle de radioactivité d'un échantillon est déterminée en tenant
compte du rendement de comptage de 1'appareil. Ce rendement est déterminé

par 1'addition aprés comptage, d'un standard interne qui est du (*“C) tolueéne
dont 1'activité spécifique est connue avec précision. Donc la radioactivité
est exprimée en désintégrations par minute (dpm).

1.B.4. Dosage de L£'activité ATPasique

L'ATPase-F, catalyse la réaction d'hydrolyse d'ATP, montrée ci-
dessous :

ATP + H,0 -ATPase, ,no P

La mesure de 1'activité ATPasique est faite d'une facon indirecte
par le dosage de 1'ion Pi’ puisque 1e nombre de moles d'ATP hydrolysées est
égal au nombre de moles de phosphate inorganique libérées. Le milieu dans

lequel cette activité est mesurée contient un systéme régénérateur d'ATP,
qui permet d'avoir un niveau constant de ce nucléotide et évite 1'accumula-
tion d'ADP qui pourrait inhiber 1'ATPase. Le schéma suivant montre ce
systéeme :

ATP + H,0 -ATPase npp . P

g !

l Pyruvate Kinase

T

Pyruvate Phosphoénolpyruvate

Le Pi 11béré est déterminé par la méthode de Fiske et Subbarow (1925). Le
principe de ce dosage repose sur la transformation de P.i en phosphomolybdate

»

qui, en présence d'un agent réducteur, donne naissance a un dérivé de couleur
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bleue absorbant a 660 nm. La mesure de 1'activité ATPasique est faite a 30° C,
dans un volume de 0,5 ml. La composition du milieu réactionnel est :

Tris-H,S0, pH 8,0 50 mM
ATP 10 mM
MgC1, 5 mM
Pyruvate Kinase 17 ug
Phosphoénolpyruvate (sel de 5 mM

tricyclohéxylammonium)

La réaction débute par 1'addition de 1'ATPase-F, (1 a 3 ug de protéine) et
est stoppée aprées 5 minutes par 1'addition de 100 ul d'acide perchlorique

2,5 N. Ensuite sont ajoutés : 1,4 ml d'eau distillée, 250 ul d'une solution
contenant du molybdate d'ammonium (6 % (p/v)) dans 1'acide sulfurique 4,8 N
et 250 ul d'une solution contenant du sulfate de p. méthylaminophénol (Elon)
(1 % (p/v)) et du bisulfite de sodium (3 % (p/v)). La coloration se développe
pendant 15 minutes & Ta température ambiante. La densité optique est mesurée

a8 660 nm contre un tube témoin sans ATPase-F,. Dans ces conditions, 250 nmoles
de phosphate inorganique correspondent a une densité optique de 0,360.

L'activité ATPasique a été aussi déterminée par test spectrophoto-
métrique, couplant la réaction ATPasique avec une déshydrogénase a NADH.
Cette méthode a été principalement utilisée quand Tles mesures sont faites
a de faibles concentrations d'ATP. La réaction se passe a 30° C, dans un
volume de 2 ml. Le milieu réactionnel comporte non seulement un systéme
régénérateur d'ATP : phosphoénolpyruvate et pyruvate kinase, mais aussi
de Ta lactate déshydrogénase et du NADH permettant la réduction du pyruvate

en lactate.
ATP + Hy0 ATP35€, app 4 p.
T Pyruvate Kinase
Lactate

déshydrogénase ‘f//—”’~’f .
Lactate Pyruvate Phosphoénol-

“//’/’\\\ pyruvate

! NADH

NAD
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Dans ces conditions, pour chaque mole d'ATP hydrolysée une mole de NADH est
oxydée en NAD® et on mesure la disparition de la densité optique a 340 nm.
La composition de ce milieu est :

Tris-HC1 50,0 mM
Saccharose 240,0 mM
NADH 0,2 mM
MgC1, 1,0 mM
Phosphoénolpyruvate 2,0 mM
Pyruvate Kinase 50,0 ug
Lactate Déshydrogénase 25,0 ug
KC1 10,0 mM
NaHCO; 10,0 mM
pH final 8,0

Aprés addition de Fy (1 a 3 pg de protéine), la réaction est commencée par
1'addition d'ATP & 1a concentration requise (0,005 a 1,0 mM).

Une unité d'activité ATPasique est définie comme la quantité de protéine
qui hydrolyse 1 umole d'ATP par minute.

L'activité spécifique est exprimée en unités par mg de protéine.

1.B.5. Mesures de fluorescence de £'awrovertine

L'aurovertine D est purifiée a partir de cultures de Calcarisporium
arbuscula (N R RL 3705) (Satre et coll., 1980). Elle est gardée a - 20° C
en solution éthanolique, protégée de la lumiére. La concentration de 1'auro-
vertine est déterminée en utilisant un coefficient molaire de 35.100 a
368 nm. La fluorescence de 1'aurovertine est mesurée a 25° C dans 2 ml de
saccharose 0,25 M, Tris-HC1 10,0 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM pH 7,5 avec un
fluorimétre Perkin-Elmer M PF 2A. La longueur d'onde d'excitation est de
365 nm et la longueur d'onde d'émission est de 470 nm.

1.B.6. Technigue de centrifugation-filtnation

La séparation entre le ligand attaché a F, et le ligand libre a
été faite selon la technique de centrifugation associée a une filtration
sur gel décrite par Penefsky (1977). Cette méthode utilise les propriétés
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de tamisage des gels Sephadex. En fonction de leur taille, ils laisseront
passer directement les molécules au-dessus d'un poids moléculaire déterminé
mais retarderont les molécules de petite taille. Dans notre cas, nous avons
utilisé Te gel Sephadex G-50 (fine) qui permet le passage de F, ou Fy +
1igand associé mais par contre entraine le piégeage du ligand libre. Du
Sephadex G-50, prégonflé dans un tampon Tris-H,SO, 50 mM pH 8,0 pendant

24 heures, est introduit dans des seringues plastiques de 1 ml (type seringue
3 insuline) équipées avec un disque de polyéthyléne poreux. La seringue
placée dans un tube conique est centrifugée 2 minutes a 800 rpm dans une
centrifugeuse I.E.C. Clinical équipée d'un rotor a godets basculants. Pour
placer le Sephadex dans le milieu convenable, le gel est recouvert.avec le
tampon choisi et recentrifugé. Cette opération est répétée au moins deux
fois. Puis 1'échantillon, d'un volume compris entre 100 et 150 ul est déposé
au sommet de Ta colonne de gel essoré. Aprés centrifugation, 1'ATPase et

des ligands éventuellement associés sont recueillis dans le volume de Tiquide
exclus de 1a colonne, La récupération de la protéine est supérieure a 80 %.
Cette technique de centrifugation-filtration a également été utilisée pour
dessaler les échantillons d'ATPase et échanger le tampon d'incubation.
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CHAPITRE II

CINETIQUE D' INACTIVATION DE L'ATPASE-Fl
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IT.A. INTRODUCTION

L'ATPase contient des sites de fixation des nucléotides,
dont 1'étude avec des marqueurs d'affinité peut apporter des infor-
mations concernant la chimie de ces sites.

Dans ce travail, nous avons utilisé comme analogues des
adénine nucléotides, les dialdéhyde nucléotides, lesquels ont é&té
considérés comme de bonnes sondes dans le cas de la pyruvate carbo-
xylase (Easterbrook-Smith et coll., 1976), de la DNA-polymérase
(Salvo et coll., 1976), des aminoacyl-tRNA synthétases (Fayat et
coll., 1978';Hountondj1 et coll., 1979) ou de 1'ATPase de Myco-
bacterium phledl (Kumar et coll., 1979) entre autres.

Ces analogues structuraux des nucléotides se fixent de
maniére covalente sur 1'enzyme : une base de Schiff se forme par
réaction d'un des aldéhydes du nucléotide oxydé avec un résidu
e-amin€ d'une lysine de la région du site de fixation comme le montre
le schéma suivant dans le cas du dial-AMP.

NHI.
NF N
J I >
Y
H
N N H
0 + N-CH '
1 HoN-CH, -CH, -CH, -CH, -¢-COCH
Q—T—O—Cm o NH,
o
Lysine
H i“ H‘[[ H y
o) o
dial-AMP
NH,
— N
N
J\ I \—H
H \N /
o}
I .
O--P—0O—CH, o Hzo
|
) (
H H
H H
i
o :
CHz-CHz-CHZ-cxz-F-cooa
NH

2
Base de Schiff
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I1.B. HYDROLYSE DU DIAL-ATP PAR F,

Une preuve de la reconnaissance du site catalytique de F1 par
le dial-ATP, est apportée par la mise en évidence de 1'hydrolyse du dial-
ATP par 1'enzyme. Pour étudier 1'hydrolyse du dial-ATP, la réaction a
8té effectuée en présence de tampon Tris qui, en établissant une base
de Schiff avec le dial-nucléotide, empéche 1'inactivation de 1'enzyme.

Les tracés en double inverse des vitesses d'hydrolyse de 1'ATP
et du dial-ATP en fonction des concentrations de 1'ATP et du dial-ATP
sont présentés sur la figure 6 A et B. Les valeurs de la vitesse maxi-

male d'hydrolyse (V___) et des K, pour 1'ATP et dial-ATP sont indiquées

dans le tableau IIITa§e1on ces valeurs, il apparait que si 1'affinité

de F1 pour le dial-ATP n'est que peu modifiée, par contre la vitesse ma-
ximale d'hydrolyse est environ 50 fois moins rapide que celle de 1'ATP-Mg++.
Probablement le dial-ATP-Mg++ se positionne sur 1'enzyme d'une facon qui ne

favorise pas la réaction d'hydrolyse.

IT.C. CINETIQUE D'INACTIVATION PAR LES DIAL-NUCLEQTIDES EN FONCTION
DE LA CONCENTRATION

F1 a été mis en incubation avec les dial-nucléotides et les
mesures de 1'activité ATPasique en fonction du temps sont faites comme
suit : la réaction est déclenchée par 1'addition de 1'ATPase (20 ug)
dans des tubes qui contiennent du TEA 0,1 M pH 8,0 et des dial-nucléotides
d différentes concentrations dans un volume final de 200 ul. A des
temps déterminés des fractions aliquotes de 20 ul sont prélevées et ad-
ditionnées a 480 ul du milieu utilisé pour le dosage de 1'ATPase (voir
page 27). Aprés 5 minutes & 30°C, la réaction est arrétée par 100 ul

»

d'acide perchlarique 2,5 N.

Nos résultats montrent que 1'incubation de F1 avec le dial-
AMP, dial-ADP, dial-ATP ou dial-ATP-Mg*' aboutit i une diminution de
1'activité ATPasique, laquelle dépend de la concentration des dial-nu-
cléotides et du temps d'incubation (figures 7 et 8).
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Figure 6 : Détermination de La vitesse d'hydrolyse de L'ATP (A) et du
dial-ATP (B) en fonction de La concentration de 2'ATP et
dial-ATP - Tracés en double inverse selon Lineweaver-Buik.

L'activits ATPasique a 2t& meswrie Apectrophotométniquement
a 30°C swivant Les conditions déonites dans Le chapitre "Matiniel et
Méthodes".



- 35 -

Kn (mM) V(max)

(umoles/min/mg protéines)
ATP 0,16 58,80
dial-ATP 0,52 1,16

Tableau 111 : Param@ines cinétiques pour L'ATP et dial-ATP calculés a
partin de La figure 6.

Nous pouvons supposer que 1'inactivation de 1'ATPase est due
3 la réaction de n molécules de dialdéhyde-nucléotide par site actif
de F1 selon 1'équation ci-dessous :

K
(F)) +n (1) ————> F, - (1), (1)
La vitesse d'inactivation est donc :
- d (Fy)
=k () () (2)
dt
ol
(Fl) est la concentration des sites catalytiques de F1 3
n est Te nombre de molécules de dial-nucléotide réagissant

par site actif ;
(I) est la concentration du dial-nucléotide 1ibre ;
K est la constante de vitesse ;

Fy - (I)n est le complexe Fl-dial-nuc1éotide inactif.
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Figure 7 : Inactivation de L'activite ATPasique par digherentes concen-
trations de dial-AMP (A) et de dial-ADP (B).

L'ATPase-F, & une concentration finale de 100 ug/ml est mise
en incubation & 30°C dans une solution qui contient TEA 0,1 M pH §,0 et
Les concentrations suivantes de dial-AMP (A) et diaf-ADP (B) : 0,25 mM
(O—0Q) ; 0,5 mM (B—E) ; 1,0 M (O—0O) ; 1,5 mM (A—A) et 3,0 mM
(A—A). Des 4ractions aliquotes de 20 ul sont prélevées a intervalles
néguliens et L'activité ATPasique est mesure. Le powrcentage d'inhibi-
tion est caleuld par rappert @ un contrile sans dial-AMP ou sans dial-
ADP (@—@). Ces nésultats sont représentés en coordonndes semi-Loga-
nithmiques.
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Figure § : Tnactivation de L'activite ATPasique par diffirentes con-
centrations de dial-ATP (A) et de dial-ATP-Mg " (B).

Les conditions d'essal sont Les mémes que celfes de La f4i-
gure 7. Les concentrations du dial-ATP et du dial-ATP-Mg = sont :
contnile (@—@) ; 0,25 mM (O—O) ; 0,5 mM (H—M) ; 7,0 mM (O—0) ;
3,0 mM (w—w) et 5,0 mM (V—V).
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Expérimentalement, la concentration du dial-nucléotide : (I)
est en excés par rapport & 1'enzyme, donc sa concentration est consi-
dérée comme constante pendant la cinétique d'inactivation et on peut

écrire :

= - K' dt (3)
L'intégration de 1'équation (3) donne :
_ -K't
(F)) = (F)), e (4)

étant la concentration totale des sites catalytiques au temps
(Fl)o étant 1 tration totale d it talyti t
t=0.

Comme la vitesse de 1'ATPase Vi au temps t est proportion-
nelle 3 (Fl) et 1a vitesse maximale V, est proportionnelle 3 (Fl)

o,
nous avons
- -K't
Vi = V0 e (5)
et
(v,)
n — = - ('t (6)
(v,)

donc le tracé en coordonnées semi-logarithmiques de la diminution de
1'activité ATPasique en fonction du temps doit &tre linéaire ce qui

correspond & ce qui est observé expérimentalement.

Les temps correspondant & 50 % d'inactivation enzymatique
(t1/2) sont mesurés directement sur les graphiques de la perte d'ac-
tivité ATPasique en fonction du temps (Figures 7 et 8). Le tableau IV
montre les t(1/2) pour les différents dial-nucléotides mesurés dans

des conditions expérimentales identiques.
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Le dial-ADP est 1'analogue inactivant le plus efficacement
1'enzyme, il est environ 2,5 fois plus actif que le dial-ATP et 1,5
fois plus que le dial-AMP. Le dial-ATP-Mg++ est un inhibiteur plus ef-

ficace que le dial-ATP. Son efficacité est similaire d celle du dial-
AMP, bien qu'a concentration plus faible (0,25 mM), i1 soit plus actif.

t1/2 (minutes)
[Dial-nucléotide] mM Dial-AMP | Dial-ADP | Dial-ATP | Dial-ATP-Mg' '

0,25 58 40 91 30
0,5 22 16 42 22
1,0 14 10 25 14
1,5 11 8 - -

3,0 7 5 12 8
5,0 - - 7 6

Tablfeau IV : Les valeurs des temps de demi-inactivation (%, Z) ont été
déterminées a partin des courbes d'inactivati A de £'ATPase-F,
neprésentées en figunes 7 et 8 pour différentes concen-
trations de dial-nucléotides.

Les données d'inactivation permettent de calculer le nombre de
molécules de dial-nucléotides réagissant par site actif de Fl‘

v

Pour V., = 9 , t = t1/2 et en portant ces valeurs dans 1'équation (5)
nous avons :

v n

0.y e—K(I) t1/2 (7)

0
2
_ n

In 2 =K (I) t1/2 (8)

donc :

log t1/2 = -n log (I) + Tog (&n 2) - log K (9)
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Le graphique du log t(1/2) en fonction du lTog de la concentration d'
hibiteur est une 1igne droite, dont la pente est &gale au nombre de mo-
1écules d'inhibiteur qui réagissent avec le site catalytique pour former
un complexe inactivé. La figure 9 (A,B,C et D) montre que des droites
sont effectivement obtenues et que leur pente est de environ 1 pour le
dial-AMP, dial-ADP et dial ATP et est égale & 0,6 pour le dial-ATP-Mg'

4 4
Log(dial -ATP ) uM Log (dial - ATP -Mg** ) yM

~ . . ~

Figure 9 @ Determination du nombre de molZcules de dial-nucliotide réa-
gissant pan site actif de F .

Representation du Log du temps de demi-Lnactivation (%
exprime en minutes en ponction du Log de La concentration (uM) co%AgA—
pondan;g de dial-AMP (A), de dial-ADP (B), de dial-ATP (C} et de dial-
ATP-Mg Les £ ont 2te mesurés a partin des figures 7 et §.

La pente deé dno¢£e£ QZ% repnésentie pan n.
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En considérant que la réaction d'inactivation se passe comme
indiqué a 1'équation (1) : c'est-a-dire, sans formation d'un complexe
non-covalent intermédiaire et pour n = 1, on peut démontrer que le tra-
cé de t(1/2) en fonction de 1'inverse de la concentration d'inhibiteur,
est une droite passant par 1'origine.

En reprenant 1'équation (8) nous avons :

. In 2 1
Y0 K XTI (10)

La figure 10 (A,B,C et D) montre les graphiques des temps de demi-inac-
tivation en fonction de 1'inverse de la concentration des dial-nucléo-

tides.

100
® ®
{
g 50 = - 7
E
(\\l
- PY
®
[ ) ./. /.’.
0 1 L - 1 -
1/dial - AMP (mM1) 1/dial - ADP (mM™)
100
E | - ] L -
g 50
[ ]
kN o
) /. /
° /.
ok’ I | e ' '
2 % ] 0 2 A

1/dial - ATP (mM-) K; 1/dial - ATP-Mg**(mM~1)

Figute 10 : Prdsence ou non d'une &tape intermédiaire Lors de £'inacti-
vation de F7 par Les dial-nucléotides.

Représentation des temps de demi-inactivation (2,,,) expui-
més en minutes en jonction de L'invernse des concentrations (mﬁ? conngs-
pondantes du dial-AMP (A}, dial-ADP (B), dial-ATP (C) et dial-ATP-Mg
(D). Les t(l/z) ont &1é mesunds a partin des 4igures 7 et §.
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Dans tous les cas, sauf pour le dial-ATP-Mg++, nous avons des
droites qui passent par 1'origine. Donc, pour le dia]-ATP-Mg++, il faut
considérer la possibilité de formation d'un complexe intermédiaire pré-
alablement & 1'inactivation selon 1'équation suivante :

K, K2
(Fy) + (I);:K:::E'_(F1.I)--———->(F1 - 1) (11)
-1
Dans ce cas, nous avons :
(F) (1)
K = eo——— (12)
(Fl' 1)
d (F1 - 1)
=k, (F. D) (13)

(Fl) est la concentration des sites catalytiques de 1'ATPase ;
(I) est la concentration du d1'a1-ATP-Mg++ libre ;

(Fl.I) est la concentration du complexe non-covalent (actif)
entre 1'ATPase et le d1a1-ATP—Mg++ ;

(F1 - I) est la concentration du complexe covalent (non actif)
de 1'ATPase et dia1-ATP-Mg++ H

K est la constante d'équilibre (K = K_1 /Kl) :
K2 est la constante de vitesse de 1'étape d'inactivation.

A chaque instant, la concentration totale des sites catalytiques de
1'ATPase (Fl)0 peut s'écrire :

(F), = (Fp) + (F.D) + (F - 1) (14)

0

( 1 I) sont les formes catalytiquement actives de 1'enzyme et
(F') = (Fl) + (Fl'I)'
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donc :

d (F1 - 1) - d (F")
: = ) (15)
dt dt
D'autre part, d'aprés (12) :
(F')
(Fl 1) = (16)
_E_.+ 1
(I)

En reportant les valeurs des équations (15) et (16) dans 1'équation (13)

nous avons

-4 (F) . (F*) (17)
dt LS
(1)
Par intégration, nous obtenons :
K2 x t
(F') = (Fy)q exp|- X . (18)
(1)

Comme la vitesse de 1'ATPase au temps t : V., est proportionnelle 3 (F') =
(Fl) + (F1 . 1) et la vitesse maximale : Vo’ est proportionnelle & (Fl)o,
on peut dire :

K2 X t
vV, = VO expl- —x¢ (19)
_— 1
(1)
et
(V) K
on — 1 - Z_\+¢ (20)
(v,) \ X .,
(1)

(I) est en excés par rapport & 1'enzyme, donc sa concentration est con-
sidérée constante pendant la cinétique d'inactivation et on a :
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(v;)
1n = - K"t (21)
(v,)
ou
K" = v
L-q.l
(1)

Donc, 1'équation (21) est semblable & 1'Aquation (6) qui indique égale-
ment une c&nétique de pseudo-premier ordre. En reprenant 1'équation (19) et
. _ ___O_ _ .

) K, x t
0 2 .
- = V., exp|- ———— (22)
2 0 —K——+1
(1)
K2
—_ 4+ ]
(1)
et
- K 1 n 2
tl/2 =tn 2 x % W) + =% (24)
2 2
Si 2z T (temps minimal d'inactivation pour une concentration

K2 min
infinie de (I)), nous avons simplement :

) 1
L172 = Tmin K 737 * Tin (25)

Dans le cas o0 nous avons la formation d'un complexe intermé-
diaire non covalent, le tracé de t(1/2) en fonction de 1'inverse de la

concentration d'inhibiteur est une droite qui ne passe pas par 1'origine.

Avec le dial-ATP-Mg++, les données de la figure 10 D indiquent
un t(1/2) d'inactivation minimal de 6 minutes et une constante de disso-
ciation pour la formation d'un intermédiaire non covalent d'environ 1 mM.
En fait, les résultats présentés pour le dia]-ATP-Mg++ (Figures 9 et 10 D)
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peuvent provenir de son hydrolyse par Fl' A son effet propre se super-
pose progressivement les effets du dial-ADP produit, ce que justifie-
rait une cinétique particuliére (voir page 33).

L'effet du complexe d1'a1-ADP-Mg++ a été testé. Il n'y a aucune
différence entre les cinétiques d'inactivation par le dial-ADP ou dial-
ADP-Mg++ (données non montrées).

En ce qui concerne les résultats d'inactivation trouvés pour
ces dial-nucléotides, i1 para?t surprenant que le dial-AMP puisse &tre
reconnu par 1'ATPase, puisque 1'AMP ne 1'est pas (Harris, 1978). Les
analogues d'ADP et ATP avaient déja é&té employés comme marqueurs d'af-
finité, mais pas le dial-AMP. On peut suggérer que 1'ouverture du cycle
du ribose se passe de telle fagon que aprés oxydation des hydroxyles
2' et 3', sa conformation soit semblable & celle de 1'ADP, justifiant
son efficacité pour 1'inactivation de Fl‘

En ce qui concerne le dial-ATP, le méme raisonnement peut &tre
considéré, sa taille serait plus grande que celle de 1'ATP, entratnant
un mauvais positionnement de cet analogue au site de fixation. Ceci
pourrait expliquer que Te dial-ATP soit moins efficace que le dial-ADP.

11.D. CINETIQUE D'INACTIVATION PAR LES DIAL-NUCLEOTIDES EN FONCTION DU pH

Les dial-nucléotides se fixent sur F1 en réagissant avec un
groupe e-aminé d'un résidu lysine. Une base de Schiff s'établit entre
le groupe aminé non protoné et le groupe aldéhydique du dial-nucliéotide
comme le montre le schéma de la page 32. Donc, la réactivité sera favo-
risée dans des conditions ol le groupe c-aminé est non protoné, et le
pH du milieu jouera un rdle important dans le processus d'inactivation
par ces analogues des nucléotides. Pour évaluer 1'effet du pH, des me-
sures cinétiques ont été faites a différents pH.

Les figures 11 et 12 montrent 1'inactivation de 1'activité
ATPasique en présence d'une concentration fixe de dial-nucléotide, Te

pH du milieu d'incubation variant de 7,0 & 9,0.
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Figure 11 : Cingtiques d'inactivation de L'activité ATPasique par Le
dial-AMP (A) et Le dial-ADP (B) a dif4érents pH.

F, (0,1 mg protéiine/ml) a 8£Z mis en Lncubation avec du
dial-AMP 0,5 mM (A) ou du dial-ADP 0,62 mM (B) a 30°C, dans un tampon
TEA 0,1 M & difgérents pH : 7,0 (0—O) ; 7,5 (m—m ; 8,0 (O—0) ;
§,5 (v—v) et 9,0 (v—v). Des fractions de 20 ul sont pnéf_evée/s a
intervalles néguliens et L'activits ATPasique est mesurnde par rapgori
a un contrnole sans dial-AMP ou dial-ADP & pH §,0 (@—@). Cette figure
neprésente en coorndonnées semi-Logarnithmiques L'activits ATPasique {%)
en gonction du Ztemps.
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Figure 12 : Cinétiques d'inactivation de L'activits ATPasique par Le
dial-ATP (A) et cua,e-ATP-Mgg* (B) en fonction du pH.

Les conditions d'essal sont Les mémes que celles de La §4i-
gure 11, sauf que La concentration du dial-ATP et dial-ATP-Mg™ est de
2,0 mM. Les valeurs du pH sont : 7,0 (O—O) ; 7,5 (B—M) ; §,0 [O—0) ;
§,5 (A—A) et 9,0 (A~—A). Des courbes contrdles sont faites & pH §,0
(@—@) ot La partie (B) montre des counbes contrdles a pH 7,0 (O—C)

et pH 9,0 (6—@).
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L'inactivation augmente en fonction de la basicité du pH. En effet,
plus le pH est basique, plus grande est la concentration de e-NH, Tysine non
protonée, facilitant la formation de la base de Schiff. Dans ces conditions de
pH, 1'activité enzymatique reste stable en 1'absence de dial-nucléotide. Le
tableau V rassemble les temps de demi-inactivation mesurés directement
d partir de ces figures, dans des conditions semblables du pH, pour
des concentrations de 0,5 mM pour le diai-AMP, 0,62 mM pour le dial-ADP
et 2,0 mM pour les dial-ATP et dial-ATP-Mg++. La vitesse d'inactiva-
tion est augmentée de 8 & 24 fois a pH 9,0 par rapport a pH 7,0.

La figure 13 montre les graphiques de log t(1/2) en fonction du pH.

t(1/2) (minutes)
Dial-AMP Dial-ADP Dial-ATP Dial-ATP-Mg™"

pH 0,5 mM 0,62 mM 2,0 mM 2,0 mM

7,0 72 39 53 26

7.5 47 28 32 20

8,0 20 16 16 12

8,5 7 7 6

9,0 3 5 3

Tableau V : Les valeurns des temps de demi-Linactivation (»t1 2) ont éxté

— détenmindes & partin des cowrbes d'inactivatibhlde £'ATPase-Fy
nepnésentées en gigures 11 et 12 pour Les difgérentes valewrs
de pH.
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Figure 13 : Variation du temps de demi-inactivation de Fy par £e dial-AMP,

et par Le dial-ADP (A},
en fonction du pH.

par Le dial-ATP et par Le dial-ATP-Mg = (B)

Les valewns des temps de demi-inactivation (%1/2) sont exprimées

en minutes et sont caleulées a parntin des tracés semi-Logarnithmiques de fLa
pernte d'activité ATPasique en fonction du temps et pourn digpérents pH. Les
données expénimentales sont heprésentées dans Les figures 11 et 12 respectiveme)
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Ces courbes peuvent étre interprétées comme reflétant la titration
d'un résidu qui n'est réactif que sous sa forme non-protonée. Dans tous les
cas il y a une inflexion vers environ pH 8,0, qui peut correspondre au pKa
d'un groupe e-NH, d'un résidu lysine. Cette valeur de pKa est inférieure de
2 unités environ par rapport a un groupe e-NH, lysine typique (Edsall, 1965).
La valeur trouvée est du méme ordre que le pKa de 1'inactivation de gluta-
mate déshydrogénase par réaction du pyridoxal avec une lysine de 1'enzyme
(Piszkiewicz et Smith, 1971). Cette valeur faible peut &tre due a la locali-
sation du résidu lysine dans un site hydrophobique. Un autre facteur qui
doit étre aussi considéré, est la présence de groupes cationiques dans
1'environnement du résidu €-NH,, qui retardent 1'addition d'une charge posi-
tive supplémentaire.

La valeur 8,0 du pH a été en général choisie pour les essais ulté-
rieurs pour tenter de réduire la possibilité de réaction non-spécifique, des
dial-nucléotides avec des résidus €-NH, lysine situés a la surface de la
protéine.
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CHAPITRE III

FIXATION DU (l“C) DIAL-ADP SUR L’ATPASE-Fl
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I11.A. INTRODUCTION

Le but des expériences décrites dans le présent chapitre est
de déterminer les caractéristiques de fixation de dérivés de nucléoti-
des radioactifs en fonction de 1'inactivation. Pour faire ces mesures,
nous avons choisi le dial-ADP radiocactif, le dérivé le plus efficace,
comme nous 1'avons démontré dans le chapitre précédent.

111.B. INACTIVATION PAR LE DIAL-ADP : PROTECTION PAR L'ADP ET L'ATP

L'effet protecteur des nucléotides naturels (AMP, ADP, ATP)
~pendant le processus d'inactivation de F1 par le dial-ADP a été mesuré.
Les effets de diverses concentrations d'AMP, ADP ou ATP sont présentés
sur la figure 14. L'ADP et 1'ATP fournissent des protections similaires.
L'AMP ne montre pas d'effet de protection pendant 1'inactivation par le
dial-ADP. Donc, ces résultats satisfont un des critéres d'un bon mar-
queur d'affinité, c'est-d-dire une protection par les vrais substrats
(Meloche, 1967). La figure 15 montre le tracé de la perte

d'activité ATPasique en fonction du temps er présence et en absence de
10 mM ATP. La vitesse d'inactivation en présence de 10 mM ATP est dimi-
nuée d'environ trois fois par rapport 3 la vitesse d'inactivation en
1'absence de ce nucléotide. Cette figure correspond aux conditions ex-
(14C)
dial-ADP, seul ou en présence d'ATP ou d'ADP, comme nous le verrons

périmentales qui ont été employées pour mesurer la fixation de

dans le paragraphe suivant (IIT.C.).

T11.C. STOECHIOMETRIE DE LA FIXATION DE (%*C) DIAL-ADP

Pour connaitre la stoechiométrie de fixation de 1'analogue
d'ADP, 1a fixation du (14C) dial-ADP a été mesurée lors de 1'inacti-
vation de 1'activité ATPasique. La fixation du (14C) dial-ADP sur
1'ATPase a été mesurée dans les conditions suivantes : 1'ATPase (en-
viron 1 mg/ml) est mise en incubation & 30°C dans un milieu qui con-
tient : tampon TEA 0,1 M pH 8,0, NaBH3CN 5,0 mM et (14C) dial-ADP
50 & 100 uM. A intervalles réguliers, des prises d'essai de 100 ul
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Figurne 14 : Efget protecteur des adénine-nucliotides (AMP, ADP, ATP) Lons
de £'inactivation parn Le dial-ADP.

F; (0,8 mg protéine/ml) est mis en incubation dans un milieu
contenant 0,5 mM de dial-ADP, tampon TEA 0,1 M pH §,0, NaBH3CN 5,0 mM et
des concentrations chodissantes de 0,5 a 10,0 mM d'AMP, ADP ou ATP comme
indique surt La fdigure. Un controle est néalisé sans dial-ADP. Apnis une
incubation d'une demi-heure & 30°C, des prises d'essais sont effectubes
diludes 20 fois dans un tampon This-HCL 50,0 mM pH 7,5 et £'activité ATP-
asique est mesurée sur une fraction de 40 ul comme décnit dans "Maténiel
et Méthodes".

EE 10()-!EE!——_"“‘—————l_m * *
o T
g ° 3 \diax-A%)g
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s dial -ADP— 5
L
=
=
-
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Figwie 15 : Tnactivation de £'activits ATPasique par Le (1%C) diat-ADP :
protection par L'ATP.

F, (0,8 mgIQnotéLne/mK) est mis  en {ncubation dans un milieu
contenant 80,0 w de (17C) dial-ADP, TEA 0,1 M pH 8,0, NaBH ,CN 5,0 mit en
prisence et en absence d'ATP (10,0 mM). Des prises d'essais™sont effectudes
a antervalles réguliens (20 min.) et sont diludes avec Tris-HCL 50,0 mM pH §,0,
guié L'activitsé ATPasique est meswrBe comme diornit dans "Maténiel et Métho-
es”.
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sont déposées sur des colonnes de Sephadex G-50 (fine) préalablement
équilibrées avec du Tris-HC1 50 mM, pH 8,0, un tampon qui peut réagir

avec le dial-ADP en excés. Les échantillons sont &lués par centrifuga-

tion (800 rpm/2 min.) et 1'activité ATPasique, la radiocactivité et Ta concentra-
tion de protéines sont mesurées dans les éluats qui contiennent le dial-ADP
118 & 1'ATPase. Des contrdles sont faits en mesurant la radioactivité

des éluats, dans lesquels F1 est remplacé par du tampon TEA 0,1 M pH

8,0, et les valeurs de radiocactivité trouvées sont soustraites des
premiéres. La présence de NaBH3CN dans ce milieu vient assurer 1'irré-
versibilité de la base de Schiff par réduction. Le NaBH3CN d pH alca-

1in (8,0) est capable de réduire le groupe imine de la base de Schiff

mais laisse intacts les groupes 2'-3' aldéhydiques. Le schéma suivant
montre la formation et la réduction de la base de Schiff en présence

de NaBH3CN. La réduction de 1a fonction imine elle méme n'est pas une
réaction limitante (Borch et coll., 1971).

lente + -
R1 — C — 0 + H2N _— R2 —_— R1 ﬁ T R2
H Rl H H
rapide |
— H—C—N—R,

BH,CN l |
H H

La figure 16 montre que la fixation du (14C) dial-ADP n'est pas

sélective et par extrapolation pour 100 % d'inactivation nous trouvons
environ 11 moles de dial-ADP/mole Fl' Donc, ces résultats indiquent qu'il
est probable que non seulement les lysines é&ventuelles des sites de fi-
xation des nucléotides sont bloquées, mais aussi d'autres résidus lysine

de 1'enzyme.

Une fixation importante de dial-ATP sur le F1 mitochondrial lors
de 1'inactivation a é&té observée par Lowe et coll. (1979b) ainsi que par
Bragg et Hou (1980) et Bragg et coll. (1981) pour le Fy de E.coli. De méme
un autre analogue de nucléotide, le fluorosulfonylbenzoyladénosine se
fixe sur F1 avec des stoechiométries aussi élevées que 14 moles/mole F1
et cela paradoxalement en présence d'ATP (Di Pietro et coll., 1979).
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Figure 16 : Fixation du (1%C) dial-ADP sun Fi.

F1 (0,8 mg protéine/ml) est mis en Lncubation & 30° C dans une
solution contenant : (Y*C) dial-ADP 80,0 uM, TEA 0,1 M, pH 8,0, NaBH:CN 5,0 mM
en absence ou en présence d'ATP ou d'ADP 10,0 mM. Un contrdle est néalisé ne
contenant pas de dial-ADP. Toutes Les 20 minutes, des prnises d'essais de
100 ul sont effectudes et La séparation du (*“C) dial-ADP Libre cu (1*C) dial-
ADP Li¢ a Fy est faite sur des colonnes Sephadex G-50 (4ine) Squilibrées avec
Trnis-HCL 50,0 mM, pH §,0. La radioactivite, L'activité ATPasique et Le contenu
en protéines sont mesunés dans des portions de £'éluat (voin "Maténiel et
Méthodes"). La fixation du (1*C) dial-ADP & F; en absence de nucléotide froid
(@—@ , B—M) rneprésente La fixation totale (spécifique + non spéeifique). La
fixation du (**C) dial-ADP a Fy en présence d'un excés de nucléotide froid
neprésente La gixation non spécifique. La gixation spécifique du (1*C) dial-ADF
@ F1 (O=0O,0-0) est déterminée par différence entre La fixation totale et
La gpixation non spéeifique mesurée en présence d'ATP ou d'ADP nespectivement.



- 56 -

Des essais ont été faits pour obtenir une fixation spécifique
du dial-ADP par marquage différentiel. Ce marquage différentiel consiste

(14C) dial-ADP en présence et en absence d'ADP

d mesurer la fixation de
ou ATP. Si les vrais substrats (ADP, ATP) protégent les sites spécifiques
de fixation, la modification chimique ne se passera qu'avec les résidus
lysine périphériques, alors qu'en absence de ces nucléotides, tous les
140) dial-ADP. La figure 16 montre

la fixation spécifique trouvée dans ces conditions. Par extrapolation

résidus Tysine réagissent avec le (
pour 100 % d'inactivation on a 3 moles de dial-ADP fixées par mole de

1'ATPase-F1.

ITI.D. MESURE DE LA FLUORESCENCE DE L'AUROVERTINE D EN PRESENCE DE L'ATPase-F,
MODIFIEE PAR LE DIAL-ADP

L'aurovertine est une mycotoxine synthétisée par Calecarnisporium
arbuscula. Ce champignon produit toute une gamme d'aurovertines A,B,C,D...
(Bertina, 1972), lesquelles ont des structures voisines et Osselton et
coll., (1974) décrivent la purification de ces aurovertines. Il a &té mon-
tré que le site de fixation de 1'aurovertine était sur 1la sous-unité 8
de 1'ATPase-F1 mitochondriale (Muller et coll. 1977, Verschoor et coll.,

1977). Ce composé est un inhibiteur puissant de la synthése mitochondriale
d'ATP aussi bien que de 1'ATPase liée & la membrane ou soluble (Lardy et coll.,
1964) .

La structure de 1'aurovertine D est figurée ci-dessous (figure 17).

Figure 17 : Aurovertine D
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L'aurovertine D est de plus utilisable comme sonde fluores-
cente spécifique de 1'ATPase. En effet, 1'intensité de fluorescence de
1'aurovertine est fortement augmentée en présence d'ATPase et la fluo-
rescence est modulée par les ligands de 1'ATPase : 1'ADP la stimule et
1'ATP la diminue.

La figure 18 A montre un tracé de fluorescence de 1'aurover-
tine D en présence de F1 et sa modification par les ligands : ADP, ATP et
Mg++. Cette figure montre une augmentation de fluorescence d'environ 30
fois aprés 1'addition de Fl’ par rapport au niveau de fluorescence de
1'aurovertine seule. Cette augmentation est fonction a la fois de Ta concen-
tration de 1'aurovertine et de la protéine. L'addition d'ADP & faible
concentration (0,2 mM) provoque une augmentation du niveau de fluores-
cence, tandis que 1'addition d'ATP & forte concentration (2,0 mM) pro-
voque une extinction de fluorescence. D'autre part, 1'ion Mg++ (5 mM)
provoque une augmentation de cette fluorescence.

La figure 18 B montre le profil de fluorescence de 1'auro-
vertine D en présence de F1 partiellement inactivé par le dial-ADP. L'i-
nactivation de 1'enzyme par le dial-ADP n'empé&che pas 1'augmentation
de fluorescence provoquée par la fixation de 1'aurovertine sur Fl’ in-
diquant que le site de fixation de 1'aurovertine, qui se trouve au ni-
veau de la sous-unité B8, n'est pas modifié. La fixation du dial-ADP
n'affecte pas 1'augmentation de la fluorescence en réponse 3 1'addition
d'ADP 0,2 mM ; par contre, 1'addition d'ATP 2,0 mM n'entraine plus la
baisse de fluorescence comme pour le contrdle (figure 18 A). L'augmen-
tation de la fluorescence par 1'addition de MgC12 5,0 M n'est plus re-
trouvée ; on note méme une 1égére diminution du niveau de fluorescence,
ce qui peut signifier une modification du site de fixation de 1'ion Mg++.
La perte de la réponse fluorescente aprés 1'addition d'ATP 2,0 mM indi-
que que la fixation du dial-ADP interfére directement avec la fixation
d'ATP ou empéche indirectement sa fixation, & cause d'une modification
conformationnelle. L'effet de 1'inactivation par le dial-ADP a été é&tu-
dié pour plusieurs degrés d'inactivation comme le montre la figure 19.
La diminution de fluorescence (h2) en présence d'ATP, rapportée d la flu-
orescence de base (hl) est représentée sur la méme figure. Cette figure
montre que la perte de 1'effet de 1'ATP sur la fluorescence du complexe
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Figune 18 : Efget de £'ADP, de L'ATP et de MgCL, sur L'intensite de 4Luo-
nescence de £'auroveritine en présence de F natif (A) et de
F modi§ié par Le dial-ADP (B).

FI (1,0 mg protéine/ml) est mis en Lncubation & 30°C, en pré-
sence de dial-ADP 0,45 mM, NaBH CN 2,0 mM, TEA 0,1 M pH 8,0. Apneé 30 minutes,
L' inactivation est de 74 %. geaci&on est aanetee par passage sur Sepha-
dex G-50 (f4ne) equ&ﬁ&b&e en ZO O mM Tnis-HCE pH 7,5. 50 ug de Fy natif ou
Lnactive par Le dial-ADP bont alons placés dans 2 m€ de milieu AacchanOAe
0,2 M, Trhis-HCEL 10,0 mM pH 7,5, EDTA 0,5 mM pH 7,5 (La température est de
25 C). Des odditions SUCCeAsLUes sont nsalisdes comme indiqué sur La 4i-
gure. les concentrations ginales d'awrovertine D, d'ADP, ATP et MgCZ sont
respectivement : 0,26 uM, 0,2 mM, 20mMe/t25mM
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Figure 19 : Effet de £'ATP sur La diminution de 4lucrescence des com-
plexes de L£'aurovertine avec F, natig (A) et F Lnactive
par Le dial-ADP (B).

p est inactivé a diffénents degnés pan incubation pendant 10 minutes
30°C avec Les concentrations sulvantes de dial-ADP : 0,05 ; 0,3 ;

,5 5 1,0 5 3,0 mM et en présence de TEA 0,1 M pH §,0 et NaBH,CN 2,0 mM.
La rnéaction d'inactivation est anrnitie par centrlfugation-g§LLtration

sun Sephadex G-50 (fine). L'activité ATPasique est mesurZe comme deécrlt

dans "Matérniel et Méthodes". Les mesures de fluocrescence sont nialisées

en wtilisant 35 ug de F, natif (tracé A} ou de F1 Anactive a diverns de-

gnés parn Le dial-ADP (tiacé B, exemple poun une valeun d'inactivation de
73 %) et une concentration d'awrovertine de 0,52 uM dans £es conditions

décnites dans La §igure 1§. Le graphique présente La diminution de 4Lu-

onescence (h}) provoquie par L'ATP et rapportée a La valewr du contrile

(hz) en gonction de L'activite ATPasique.
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aurovertine-F1 est proportionnelle & 1'inactivation de 1'ATPase par le
dial-ADP. Ce résultat permet de penser que le site ATP sondé par 1'au-
rovertine est probablement le site catalytique, qui serait modifié par
le dial-ADP.

I1T1.E. LOCALISATION DU (**C) DIAL-ADP DANS LES SQUS-UNITES DE L'ATPase-F,

Aprés inactivation par le (14C) dial-ADP, la localisation de
la radioactivité dans les diverses sous-unités de 1'ATPase a été déter-
minée par électrophorése en gel de polyacrylamide en présence de SDS.

Aprés migration, les gels sont congelés dans la carboglace
puis découpés en tranches de 1 mm (découpeur de gels Joyce-Loebl).
Avant mesure de la radioactivité, les tranches sont digérées par 1 ml

de H202 15 % pendant 16 heures & 60°C.

La figure 20 montre le profil de radioactivité correspondant

14C) dial-ADP dans 1'ATPase : le marquage n'est

d 1'incorporation du (
pas spécifique d'une sous-unité et 1'ensemble des sous-unités a, B et

v est marqué.

ITI.F. FIXATION DE (**C) ADP SUR L'ATPase-F, INACTIVEE PAR LE DIAL-ADP

La fixation de 1'ADP marqué par le carbone 14 a été mesurée
sur 1'ATPase-F, préalablement inactivée par incubation avec le dial-ADP.

L'ATPase-F1 (2,0 mg protéine/ml) est mise en incubation dans
un milieu qui contient : tampon TEA 0,1 M pH 8,0, NaBH3CN 5,0 mM, en
présence et en absence de 0,45 mM de dial-ADP. Aprés 30 minutes & 30°C,
les échantillons sont déposés sur des colonnes de Sephadex G-50 (fine),
préalablement équilibrées avec Tris-HC1 50,0 mM pH 7,5 et éluées par
centrifugation (800 rpm/2 min.).

Aprés mesure de 1'activité ATPasique, 1'ATPase éluée est uti-
l1isée pour les essais de fixation de (14C) ADP. La concentration de F1
est de 1'ordre de 0,5 & 1,0 mg/ml et la concentration de (14C) ADP varie

de 1,0 a 300,0 uM.
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Figure 20 : ELectrophonise sun gel de pghyacrylamide en présence de SDS,
de F; marqué par Le dial (?QC) ADP.

L’ATPqﬁe (0,8 mg protéine/ml) est mise en Lncubation avec
§0,0 uM de dial ("7C) ADP en présence de TEA 0,1 M pH §,0 et NaBH,CN
5,0 mM pendant 40 minutes (30 % inactivation). Apres giltrnation-céntrni-
fugation sur Sephadex G-50, en Trnis-HCL 50,0 mM pH 7,5, une prise d'es-
sal de £'3luat est dénatunie en priésence de SDS {voin "Matérniel et Me-
thodes"). 48 ug de protéine sont alorns soumis a une &lectrophorlse sut
des gels de 7,5 % de polyacrylamide en Zampon phosphate (voir "Maténiel
et Méthodes"). La figure présente fLe diagramme de La radioactiviti he-
trouvée dans Les digfdrentes tranches de gel aprls découpage comme dé-
Ut dans Le texte.
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La fixation a été mesurée d'une part dans un milieu contenant
du magnésium et d'autre part en 1'absence de magnésium (milieu contenant
de 1'EDTA).

La composition de ces milieux est la suivante :

. Milieu Mg™" : tampon Tris-HC1 50,0 mM, MgCl, 3,0 mM, pH 7,5.
. Milieu EDTA : tampon Tris-HC1 50,0 mM, EDTA 1,0 mM, pH 7,5,

L'incubation est faite pendant 30 minutes & 30°C. Pour séparer
le (14C) ADP 1ié & 1a protéine de 1'ADP libre, les échantillons sont dé-
posés sur des colonnes de Sephadex G-50 (fine), équilibrées avec les tam-
pons d'incubation. Les échantillons sont &lués par centrifugation (800
rpm/2 min.) et des fractions sont prélevées pour mesurer la radioac-
tivité et la quantité de protéine.

(14c) aop
en présence de Mg++ (A) et EDTA (B). En ce qui concerne les courbes con-

La figure 21 A et B montre les courbes de fixation du

trgle sur 1'enzyme non inactivée, on vérifie qu'en présence de MgC]Z, il y a
environ trois sites de fixation, soit un site de plus qu'en présence d'

EDTA. Les courbes de fixation de (14C) ADP sur Fl préalablement inactivé
sont similaires aux courbes contrdéle. I1 n'y a pas de corrélation entre

une modification de ces sites et le degré d'inactivation de 1'ATPase.

Les (14C) nucléotides fixés sur F1 ont été identifiés par chro-
matographie sur couche mince de PEI-cellulose. Comme cela est montré sur
la figure 22, plus de 85 % de la radioactivité est bien identifiée comme
étant du (140) ADP. Des traces de (14
gradation partieile de 1'ADP pendant 1'étape de chauffage (10 minutes,

C) AMP peuvent provenir d'une dé-
95°C) lors de 1'extraction des nucléotides liés.

Le tableau VI montre les valeurs du nombre de sites et des cons-
tantes d'affinité correspondantes (Kd), déduites des données de fixation.
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Figure 21 : Fixation du (*C) ADP sur Fy natif et surn Fi modif<ié par Le
dial-ADP.

80 ug de Fy natiy (@—@, B-B) ou F, préalablement Lnactivé
par Le dial-ADP (O—Q, O-J) (7?0 % Linactivation) sont mis en incubation
dans un miliew Trnis-HCL 50,0 mM pH 7,5 en présence de MgCl, 3,0 mM
(@—@, O-O) ou en présence d'EDTA 1,0 wM (H-M, O-0) et avec du (1*C) ADP
aux concenthations indiquées. Le volume final est 0,1 ml. Apres 30 minutes
d'incubation @ 30° C, La séparation de 'ADP Libre de £'ADP Li¢ a F, est
faite sur des colonnes de Sephadex G-50 {4ine) Equilibrées avec Trais-HCL
50,0 mM pH 7,5 contenant MgCLz 3,0 mM ouw EDTA 1,0 mM selon Les conditions
préalables d'incubation. La radioactivité et Le contenu en protéine sont
mesunés sun des porntions de L'éluat (vodn "Maténiel et Méthodes").
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Figure 27 : Identification de La radicactivité Life & Fy aprés Ancubation
avec Le (**C) ADP.

La radioactivité associle @ Fi, contenue dans fLes éluats obienus
apnes Lncubation avec 300,0 uM (1*C) ADP en milieuw magnésium (1) ou en milieu
EDTA (2), dans Les conditions décnites dans La Légende de La figure 21, a
6t¢ analysée comme suit. De L'ATP, ADP, AMP et EDTA sont ajoutés a £'éluat
pour obtenin des concentrations ginales de 1,0 mM ATP, ADP et AMP, et 5,0 mM
EDTA. L'ensemble est chaud4é a 95° C pendant 10 minutes pour dénaturer Fy
puis nefroidi dans La glace et centrifugé pendant 5 minutes dans une centri-
fugeuse Eppendonf. Une portion de 5 pw du surnageant, déposée sur une plaque
de PEI-cellulose, est chromatographiée dans Le systeme phosphate de potassium

0,75 M, pH 3,5 puis mise en autoradiographie pendant 24 heures avec un §4&m
Kodak "No-Screen'.



N K :
14 d
moles (- 'C) ADP/mole F1 (uM)
Fy - MgCl, (*) 2,9 +0,6 4 +2
F, - EDTA  (*) 2,1 +0,5 7+3
F,-dial-ADP-MgCl, 2,7 5,0
F-dial-ADP-EDTA 1,5 2,0

Tableaw VI : Fixation de (*C) ADP sun Fy : Nombre de sites (M) et
constante de dissoclation a partin de La figure 21.
(*) 3 expénriences Lindépendantes.

Ces résuitats sont & comparer avec ceux déja obtenus par 1'é-
tude de la fluorescence du complexe Fl-aurovertine. Il avait alors été
observé que 1'inactivation préalable par le dial-ADP ne modifiait pas
1'augmentation de fluorescence provoquée par 1'addition d'ADP & un com-
plexe Fl-aurovertine. Les données actuelles suggérent que 1'ATPase-F1
posséde des sites nucléotides "régqulateurs" d'affinité élevée (Kd =1
3 10 uM) situés sur les sous-unités o et des sites d'affinité plus ré-
duite (Kd = 0,13 1,0mM) situés sur les sous-unités B correspondant sans
doute au site catalytique. Dans les expériences de fixation de (14C) ADP,
la technique employée pour effectuer la séparation entre le Tigant libre
et le ligand 1ié & 1a protéine ne permet d'observer que les sites de

fixation d'affinité élevée. Tout ADP 1ié & des sites d'affinité réduite
se dissociera pendant la phase de filtration sur Sephadex G-50.

Les expériences décrites dans ce travail permettent de penser
que le dial-ADP en plus de sa fixation importante sur des sites non spé-
cifiques se fixe sur les sites nucléotides de faible affinité et qu'il
ne reconnait pas les sites de forte affinité qui restent disponibles pour

fixer Te (1*C) ApP.
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Les analogues dialdéhydes des adénine nucléotides employés dans
ce travail présentent une modification chimique au niveau du ribose dont
Te cycle est ouvert. Cette partie de 1a molécule nucléotidique semble moins
importante dans le processus de reconnaissance enzyme-substrat que la base
ou la chaine phosphate, comme 1'ont montré les travaux antérieurs sur
1'ATPase-Fy, utilisant d'autres analogues comme les arylazidonucléotides
(Russell et coll., 1976 ; Lunardi et coll., 1977) ou les trinitrophényl-
nucléotides (Grubmeyer et Penefsky, 1981).

Les dérivés dialdéhydes peuvent se fixer de facon covalente sur
1'ATPase dans la mesure ol un groupe aminé comme un e-NH, d'un résidu lysine
se trouve favorablement placé. Dans ce cas une liaison imine (base de Schiff)
se forme qui est facilement réduite par un agent de réduction comme le boro-
hydrure de sodium.

La présence de résidus lysine dans les sites de fixation des
nucléotides est fréquente ; sans doute un tel groupe basique sur la protéine
permet une interaction de type électrostatique avec le chainon polyphosphate
du nucléotide.

Les dialdéhyde-nucléotides (dial-nucléotides) ont déja été employés
comme analogues pour 1'étude de divers enzymes : 6-phosphogluconate déshy-
drogénase (Dallocchio et coll., 1976), pyruvate carboxylase (Easterbrook-Smitr
et coll., 1976), galactosyl transférase (Powell et Brew, 1976), adénylate
aminohydrolase (Raggi et Raggi, 1976), DNA polymérase (Salvo et coll., 1976),
phénol sulfotransférase (Borchardt et coll., 1978), aminoacyl-tRNA synthé-
tases (Fayat et coll., 1978 ; Hountondji et coll., 1979), phosphofructokinase
(Gregory et Kaiser, 1979), adénylcyclase (Westcott et coll., 1980).

En ce qui concerne les ATPases-F,, des articles ont été publiés
alors que ce travail était en cours et les conclusions des divers auteurs
ne sont pas toujours en accord.

Dans le cas de 1'ATPase de Mycobacterium phled, Kumar et coll.
(1979) utilisent le dial-ATP et le dial-ADP. Pour obtenir une inactivation
compléte ils trouvent une stoechiométrie de 1 mole de dial-ATP fixé par
mole d'enzyme. Le diai-ATP se fixe sur la sous-unité o mais par contre le
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dial-ADP se fixe a la fois sur les deux plus grandes sous-unités o et B.

Dans le-cas de 1'ATPase-F, de E. coli, Bragg et Hou (1980) et
Bragg et coll. (1981) ont démontré que la fixation de dial-ADP ou du dial-
ATP était largement non spécifique : plus de 20 moles de dial-nuciéotide
se fixent par mole d'enzyme.

L'ATPase-F, de mitochondries de coeur de boeuf a été étudiée par
Kozlov et Milgrom (1980). I1s ont trouvé une fixation de 1 mole dial-ADP
par mole d'enzyme, qui n'entraine aucune modification de 1'activité
ATPasique. Cette fixation a été localisée sur la sous-unité a et placée sur
un site nucléotide non catalytique. Dans 1e cas de F, 1ié a 1a membrane
mitochondriale la fixation du dial-ADP est suivie d'une inhibition partielle
de T'activité ATPasique de ces particules submitochondriales. Kozlov et
Milgrom (1980) sur les bases de leurs expériences, proposent un mécanisme
de syntheése de 1'ATP ol le site régulateur joue un rdle dans le transfert
de 1'ADP et du Pi vers le site catalytique localisé dans une région plus
hydrophobique de la protéine.

Par contre, Lowe et coll. (1979b) montrent que 1'interaction du
dial-ATP sur la méme ATPase-F, des mitochondries de coeur de boeuf n'est
pas aussi spécifique que le suggéraient les résultats trouvés par Kozlov
et Milgrom (1980) avec le dial-ADP et par exemple, lors de 1'inactivation
par le dial-ATP les sous-unités a, B et y sont marquées.

Le dial-ADP a également été employé par Baubichon et coll. (1981)
qui ont obtenu une inactivation de 1'ATPase des mitochondries de coeur de
porc. Dans ce cas, le dial-ADP a été employé comme une sonde du site régu-
lateur, responsable de 1'inhibition "hystérétique" causée par 1'ADP. Cepen-
dant aucune donnée n'a été présentée en ce qui concerne la fixation du
(1*C) dial-ADP.

Les résultats présentés dans cette thése montrent que 1'incubation
de 1'ATPase-F, avec les dial-nucléotides : dial-ATP, dial-ADP ou dial-AMP
s'accompagne d'une inactivation progressive de 1'activité ATPasique. L'ordre
croissant d'efficacité des dérivés est : dial-ATP, dial-AMP et dial-ADP.

IT convient cependant de signaler que 1'emploi du dérivé diai-AMP n'a fait
1'objet d'aucune publication.
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Dans les conditions expérimentales employées qui utilisent un excés
important de dial-nucléotide (dial-ATP, dial-ADP ou dial-AMP) par rapport
a 1'enzyme, les cinétiques sont de pseudo-premier ordre. De telles cinéti-
ques de pseudo-premier ordre ont été montrées par Lowe et coll. (1979b)
pour 1'inactivation de 1'ATPase-F, des mitochondries de coeur de boeuf
par le dial-ATP, par Kumar et coll. (1979) dans le cas de 1'ATPase de
Mycobacterium phlel inactivée par le dial-ATP et par Bragg et Hou (1980)
pour 1'ATPase-F, de E. cofl{ inactivée par le dial-ADP. L'analyse des vitesses
d'inactivation en fonction de la concentration en dial-ADP par Bragg et
Hou (1980) suggére que 1'inactivation est due a la réaction d'une mole de
dial-ADP par site actif. L'analyse des vitesses d'inactivation par le dial-
ATP (Bragg et coll., 1981) est plus complexe. Aprés une phase de latence,
1'inactivation qui se développe n'est plus de pseudo-premier crdre.

Dans le cas de nos résultats, 1'analyse des vitesses d'inactivation
en fonction des concentrations des dial-nucléotides montre que 1'inactivation
compléte de 1'enzyme correspond & la réaction d'une mole de dial-AMP, ADP
ou ATP par site actif. Le dial-ATP en présence de magnésium fait exception
(0,6 mole/site actif) ; mais dans ce cas, il faut tenir compte du fait que
le dia]-ATP—Mg++ est hydrolysé par 1'ATPase et qu'a son action propre se
superposent les effets du dial-ADP, son produit d'hydrolyse, et dont 1'effi-
cacité comme inactivateur est meilleure. On peut également penser que seul
le dial-ATP (1ibre) est inactivateur. Le dial-ATP-Mg’'’ étant en équilibre
avec le dial-ATP (1ibre) 11 en résulte que la stoechiométrie de la réaction
d'inactivation ne peut pas &tre déterminée avec précision en présence
de Mg++.

Si les inactivations par les dial-ATP et dial-ADP étaient a prévoir,
1'inactivation en présence de dial-AMP est surprenante si 1'on sait que
1'AMP lui-méme ne se fixe pas sur F,. La spécificité de 1'action du dial-AMP
vue au niveau des mesures cinétiques (1 mole dial-AMP réagissant par site
actif pour obtenir 1'inactivation compléte) est en faveur de 1'hypothése
selon laquelle 1'ouverture du cycle du ribose par le periodate provoquerait
une extension de la molécule de dial-AMP qui pourrait devenir alors voisine
de la taille de la molécule d'ADP.
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L'inactivation par les dial-nucléotides a été étudiée en fonction
du pH (de pH 7,0 a pH 9,0). La vitesse d'inactivation est plus rapide aux
pH les plus alcalins, ceci étant en accord avec 1'établissement d'une base
de Schiff lors de 1'inactivation de 1'ATPase. En effet pour que la Tiaison
imine puisse s'établir i1 est nécessaire d'avoir la fonction amine sous sa
forme -NH,, forme qui devient prédominante au fur et 3 mesure que le pH
augmente.

Les courbes de vitesse d'inactivation en fonction du pH indiquent
que le pKa de la réaction correspondant a 1'étape limitante de 1'inactiva-
tion est d'environ 8,0. Cette valeur est faible si on la compare a un pKa
de 10,0 pour la réaction typique de protonation d'un résidu -NH, lysine
-NH, + H' 2 -NH}. Néanmoins des valeurs de pKa aussi faibles que 8,0 ont
déja été trouvées pour 1'inactivation d'autres enzymes par établissement d'un
base de Schiff avec des lysines de la protéine. C'est le cas, par exemple,
de Ta glutamate déshydrogénase inactivée par le pyridoxal (Piszkiewicz et
Smith, 1971) et de Ta méthionyl tRNA synthétase inactivée par le dial-tRNA
(Hountondji et coll., 1979). Le déplacement de la valeur du pK, de 1'e-NH,
de l1a lysine est interprété sur la base d'un environnement hydrophobe ou
bien de la présence de charges positives proches qui retardent Ta protonation
du -NH, + H" - -NHT.

Les expériences ultérieures ont utilisé le dial-ADP qui présente
Ta plus grande efficacité d'inactivation vis-a-vis de 1'activité ATPasique.

Une technique pour étudier les effets sur 1'ATPase de 1'inactiva-
tion par le dial-ADP a consisté a utiliser 1'aurovertine comme sonde fluores-
cente spécifique. L'intensité de fluorescence du complexe F,-aurovertine
est sensible a 1'addition des nucléotides. Cela permet de distinguer deux
types de sites : un site de haute affinité qui fixe 1'ADP et entraine une
augmentation de fluorescence, et un site d'affinité plus faible qui fixe
1'ATP et entraine une diminution de fluorescence. L'inactivation préalable
par le dial-ADP ne modifie pas la réponse vis-a-vis de 1'ADP mais par contre
supprime la diminution de fluorescence en présence d'ATP. Cette expérience
peut s'interpréter en supposant que le dial-ADP modifie le site de fixation
de T'ATP mais pas le site de fixation de 1'ADP. Ceci est en accord avec les
mesures de fixation non-covalente du (*“C) ADP qui ont montré que Fi préala-
blement inactivé par le dial-ADP conservait complétement les sites de fixa-
tion de haute affinité pour le (1*C) ADP.
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Contrastant avec 1'apparente spécificité de 1'action des dial-
nucléotides déduite de cinétiques d'inactivation (1 mole dial-nucléotide
par site catalytique pour 100 % d'inactivation) et des mesures de fluores-
cence de 1'aurovertine (modification du site ATP mais pas du site ADP)
la mesure directe de la fixation du (**C) dial-ADP lors de 1'inactivation
s'avere non-spécifique. Par extrapolation a 100 % d'inactivation, on
trouve une fixation d'environ 11 moles de dial-ADP par mole d'enzyme. Les
gels de polyacrylamide en présence de SDS montrent que la radioactivité
incorporée se répartit sur les sous-unités a, B et y. Parmi les 11 sites
de fixation du (!*C) dial-ADP il est possible de protéger 3 sites si 1'incu-

bation est faite en présence d'un exceés d'ATP ou d'ADP.

Par rapport aux données de Ta littérature sur la fixation des
(**C) dial-nucléotides les résultats obtenus dans cette thése sont analogues
a ceux publiés sur le Fy-mitochondrial par Lowe et coll. (1979b) et sur le
F, de la bactérie E. coli (Bragg et Hou, 1980 ; Bragg et coll,, 1981). Il
n'a pas été possible de reproduire les résultats de Kozlov et Milgrom (1980)
qui montraient une incorporation spécifique de 1 dial-ADP par mole de F, sans
inactivation. Cependant, dans les données publiées dans la littérature,
1'étude des sites de fixation des adénine nucléotides n'a jamais été abordée,

P

comme dans cette thése, grdce a la sonde fluorescente qu'est 1'aurovertine D.

Les données actuelles sur les sites de reconnaissance des nucléo-
tides sur 1'ATPase-F; mitochondriale s'interprétent en considérant un site
“régulateur" d'affinité élevée dont la fonction n'est pas vraiment connue
avec précision. Ce site (site I, figure 23) situé sans doute sur les sous-
unités o, n'est pas modifiable par les dial-nucléotides soit parce que
sa spécificité nécessite un nucléotide intact ou bien parce qu'il ne comporte
pas de résidu lysine correctement placé pour établir une liaison imine. Ce
site (I) reste disponible lors des mesures de fixation du (*“C) ADP et des
expériences de fluorescence de 1'aurovertine.

Les dial-nucléotides peuvent par contre réagir avec le site cata-
lytique (site II, figure 23). Ces sites situés sur la sous-unité 8 ont
une affinité assez faible (Kd = 10"* M), ce qui fait qu'ils ne sont pas
mesurables par fixation non covalente de (*C) ADP par la technique de cen-
trifugation-filtration. La fixation d'un dial-nucléotide sur le site cata-
lytique s'accompagne de 1'inactivation de 1'enzyme. En plus de ces sites
spécifiques, les dial-nucléotides peuvent réagir avec des sites non-spécifi-
ques, qui correspondent a des groupes =-NH, lysine facilement accessibles.
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