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S U M M A R Y  

Phosphoproteins in plasma membra~tes from rat liver cells. 
32p incorporation into phosphoproteins 

Three different sorts of phosphoproteins have been characterized in plasma 
membranes from rat liver cells : alkali-unstable phosphoproteins, containing phospho- 
seryl and phosphothreonyl groups ; acid-unstablephosphoproteins containing phospho- 
histidine; and acyl phosphate-bound phosphoproteins. 

Alkali-unstable phosphoproteins from plasma membranes are more abundant 
than in any other structure (7 #g P/nag N protein as compared with 1.3/~g in micro- 
somes). They are also more rapidly labelled. About 3o rain after injecting 32p into 
animals, they attain a maxinmm specific radioactivity, which is 4 times greater than 
that of the total cell phosphoproteins. The maxinmm specific radioactivity is reached 
within the same time in acid-unstable phosphoproteins as well as in Pi and ATP, 
which suggests that a rapid exchange of a-~p is occurring between these different 
compounds. 

In contrast, after labelling in vivo, acyl phosphate-bound phosphoproteins from 
plasma membranes are found to be IO 20 times less radioactive than alkali-unstable 
phosphoproteins, but they are very rapidly labelled in vitro when isolated membranes 
are incubated with .7-a2P]ATP. The radioactivity is K + and Na* dependent. 

INTRODUCTION 

AHMED ET JUDAH 1, POST, SEN ET ROSENTHAL 2, SKOU 3, HOKIN et al. 4, NAGANO 
et al. ~ ont sugg6r6 que le transport des ions Na + et K + k travers la membrane dtait 
sous la d6pendance de la phosphorylation des prot6ines des membranes plasmiques. 
A l'appui de cette hypothhse, ils ont montr6 qu'une pr@aration brute d'ATPase 
(d4rivant principalement d 'un m61ange de microsomes et de fragments de membranes 
plasmiques) qui d6pend des ions Na + et K-, est phosphorylde en pr6sence d'ions Na~ 
et d@hosphoryl6e en pr6sence d'ions K +. De plus, l'ouabaine, inhibiteur sp6cifique 
de la pompe Na+-K + diminue la phosphorylation en pr6sence d'ions Na +. Les phospho- 
prot6ines aetives dans la pompe Na+-K + seraient de type acylphosphate pour POST, 
SEN ET ROSENTHAL 2, HOKIN et al. 4, NAGANO el al. 5. Pour AHMEI) ET JUDAIi I les 
phosphoprot6ines k rdsidu phosphos6rine joueraient un r61e important. 
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Jusqu'ici, k notre connaissance, aucune donn~e n'existait concernant les 
phosphoprotdines des membranes isol(~es. Nous avions d~jh compard les teneurs en 
ptlosph()protdines des diff(~rentes structures cellulaires isol(~es de foie de rat et montrd 
en particulier la richesse en phosphoprotdines des noyaux% Ce travail d61nontrc l'exis- 
tence d'une concentration particuli6rement dlevde de phosplloprotdines dans les 
melnbranes plaslniques isoldes de foie et permet en outre d'en distinguer 3 sortes: 
des phosphoprot~ines a r6sidu phosphos&ine et phosphothrdonine dont la liaison 
phosphate est aeidostable et s'hydrolyse en milieu alcalin, des phosphoprotdines 5 
r(~sidu phosphohistidine dont la liaison phosphate est alcalinostable et s'hydrolyse en 
milieu acide, enfin des pllosphoprotdines de type acylphosphate d()nt la liaison 
s'hydrolyse sp(~eifiquement en pr6senee d'hydroxylamine ,  mais s'fiydrolyse aussi en 
milieu acide h chaud et en milieu alcatin. Nous montrons aussi que le renouvellement 
du phosphate des phost)hoprotdines de ces membranes est plus rapide (tue celui des 
phosptloprot(~ines des autres structures cellulaires. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Nous avons utilis2~ des rats tomes Wistar (souche Commentry) groupds en lots 
homog4nes de 5 animaux, mis "t jeun IS h avant le sacrifice et recevant par injection 
intrap6riton('ale 5o #C de H:~32PO4 par Ioo g de poids. 

Aussit6t apr6s d6capitation des animaux, les foies sont pr(qev6s et mis dans 
une solution b~ o ° de bicarbonate de sodimn (io -a M). L'homogdnat est prdpar6 "t partir 
de I g de foie, homogdn('is6 directement dans 4 ml d'acide perchlorique k io % 
(Io g/Ioo ml) & o '~ et centrifug(, imm6diatement it cette temp6rature. L'ionophorSse 
sur papier de l'acidosoluble, selon la teclmique d6jh d6crite v, permet tie s@arer des 
autres constituants, I 'ATP et le phosphate min(~ral. Apr~s dlution des taches dans 
HC1 o.o5 M la quantit6 d'ATP et sa radioactivitd sont d{'termindes sur l'(duat. La 
radioactiviff • sp6cifique du phosphate mindral est 6valude tt partir de la quantitd de 
phosphate dos6 dans l'acidosoluble de l'homog(~nat et de la radioactivitd trouvde sur 
la tache de phosphate. 

Les membranes plasmiques sont prdpardes selon la m('thode de E.~I~IEL()r el al. ~. 
Apr~s purification par centrifugation sur gradient de saccharose, les membranes sont 
lav(~es dans une solution de bicarbonate de sodium. La puretd des pr6parations est 
v('rifide au microscope dleetronique (Fig. t). Darts certaines exp(~riences, les membranes 
sont traitdes par le NaC1 o.q % h o et recentrifugdes. Apr~s quoi, elles sont pr~cipitdes 
par l'acide perchlorique ro % et l'a('ido-insoluble ddlipid( est trait6 s()it en milieu 
acide soit en milieu alcalin dans les conditions suivantes. 

Pour dvaluer la radioactivitd spdcifique des phosphoprot('ines alcalinolabiles, 
l'acido-insoluble, provenant soit des membranes soit de l'homogdnat de role, lavd 
h l'acide perchlorique Io % (qui dlimine t()ute contamination par le phosphate min6ral) 
et d~lipid6 ~t l'alcool, est soumis it une hydrolyse alcaline (I8 h k 37 ~ en milieu KOH 
• M). Apr~s quoi, les protdines sont prdcipitfies par l'acide perchlorique Io % ~t o ~. 
Le phosphate phosphoprotdique qui se trouve dans le surnageant sous forme in- 
organique est prdcipit6 par la technique de DELORY 9. Sur ce pff'cipit(~ la radioactivit6 
est mesurde et le phosphate est dosd par la technique de MA(;HEBOEt'V E'r DELSAU% 

Pour (~valuer la radioactivitd totale des phost)hoprot~ines labiles en milieu acide 
;l 95 °, l'acido-insoluble est lava rapidement it l'acide t)erchh)rique h o-'. Lorsque le 
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lavage en milieu acide est fait trSs rapidement  et it o °, l 'hydrolyse de la liaison phos- 
phate de ces phosphoprot~ines reste inf~rieure "t IO %. Le pr6cipit~' est d(,lipid6 comlne 
pr6c~demment et mis en hydrolyse acide (15 m i n h  95 ° en prdsence d 'acide perchlorique 
/t 5°o), la radioactivit6 est mesur~e sur le surnageant  apr~s centrifugation. Cette 
technique se t rouve justifi6e par le fait qu'il  n 'a  pas ~t(" possible de mettre en dvidence 
d 'acides nucl6iques dans les membranes  plasmiques, ni par le marquage,  ni par le 
dosage des nucl(~otides. Seul le phosphate  des phosphoprot( ' ines s 'hydrolyse en milieu 
aeide "t 95 °. Les prot(4nes sont dos~'es sur le culot par la technique de Lowry el al. 
modifi('e par KISZER 11. 

Pour  (,valuer la radioactivit6 totale des phosphoprot(qnes de type acylphos- 
phate,  l 'acido-insoluble est lay(' rapidement  k t 'acide perchlorique h o ~ comme ci- 
dessus. Un lavage suppl6mentaire h o ° ~ l 'acide perchlorique entraine une radioactivit6 
ndgligeable. Le pr6cipitb est ntis en suspension dans du tampon acetate o.I  M (pH 5.4) 
et incubb pendant  3o rain h 37 ° en presence d 'hydroxylamine  0.8 M ( l 'hydroxylamine 
est pr@ar6e ,t froid juste avant  son utilisation par addit ion de 2 parties de NaOH 
8 M 5 5 parties d 'hydroxy lamine-HC1 4 M) (bibl. 4). Apr&s l ' incubat ion la suspension 
est prdcipit~e it o ° avec 0.5 vol. d 'acide perchlorique 3o % et centrifug('e. La radio- 
activit(* du phosplmte phosphoprot~ique ainsi lib+~rb est mesur6e sur le surnageant  et 
les prot( ines sont dos(~es sur le pr~cipitC 

La phosphohist idine a 6t(' synthbtis6e suivant  la technique de ZHLE E'l 
FAWAZ 1~. La phosphoarginine a ('t6 synth6tis6e selon la technique de MARCUS ET 
MORRISON la. Cette mtCthode l~g~rement modifi6e par ZETTERC2WST ET EX(;STRi?.~I la 
a permis de synth6tiser de la phospholysine. Par  ionophor6se sur papier nous av<ms 
pu v('rifier que ces acides amin6s fitaient bien phosphoryl6s. 

RESULTATS 

Phosphoprotdines alcaliuolabiles des membranes plasmiques 
Teneur en phosphoprotdines alcalinolabiles. Nous avons (.valu6 la teneur en 

phosphoprot6ines alcalinolabiles des membranes  plasmiques isol6es et nous l ' awms 
compar6e it celle des autres s tructures cellulaires (Tableau i). 

Les membranes  plasmiques cont iennent  par mg d 'azote  prot6ique 6.5/~g de 
phosphore de phosphoprot6ines alealinolabiles. Cette teneur en phosphoprotdines est 
tr6s voisine de celle trouv6e dans les noyaux  et de 5-15 fois sup&ieure ~t eelle trouvde 
dans les autres s t ructures  cellulaires isol6es. Nous avons exprim6 ce r~sultat par mg 
d 'azote  des prot6ines totales des membranes.  Or, nous avons constatd, colnme 

T A B L E A U  [ 

T E N E U R  E N  P H O S P H O P R O T E I N E S  A L C A L I N O L A B I L E S  D E S  S T R U C T U R E S  C E L L U L A I R E S  1SOLI~"ES 

3litochondries Phase Microsomes 34embranes 
cytoplasmiqtte p!asmiques 
disperse 

/Lg P des protdines  
par  mg N pro td ique  0.5 i o.I* 0.8 ~_ 0.0 5 1. 3 ~ o.I 5 

* D6via t ion  s t andard .  

Noyat~x 

6.5 ° ~ 0.37 7 Z 0.9 
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EMMELOT et al. ~, qu 'env i ron  3 ° °o des prot6ines  sont  solubilis4es dans  NaC1 h 0. 9 % 
apr4s une incuba t ion  de I h 5 o °. La  teneur  en phospha te  de ces prot( ' ines solubles  
est faible, de sor te  que la teneur  en phosphoprot6 ines  de la f ract ion insoluble des 
membranes  reste tr~s 61evde. Elle est sup6rieure {t celle de tou tes  les au t res  s t ructures  
cellulaires (8.5 fig P/rag N prot#ique).  

En outre,  nous avons  t m voir, apr6s un marquage  iu vk,o par  du Haa2po~ que 
moins de IO % de la rad ioac t iv i td  to ta le  des protdines  est lid aux  prot6ines solubles 
des membranes .  La  pr(- incubation des membranes  dans  le NaC1 ent ra lne  donc une 
augmen ta t i on  de la radioact ivi t ( ;  des phosphoprot ( ' ines /mg de pro t ( ines  insolubles 
(Tableau 11). Ces phosphoprot~4nes sont  donc bien des phosphoprot( ' ines  de s t ruc tu re  
des membranes .  

TABLEAU I1 

RADIOACTIVIT~ SPJ~CIFIQUE DES PHOSPHOPROTEINES ALCALINOLABILES 

Exp. Proh~im's tolah's Protdines insolub/es 
No. des mcmbram,s des mcmbram, s 

(coups/mi*z (cuups/mi~e 
par mg prc~!dinc) par m.'4 p~ote;ine) 

[ 94 ° t 300 
11 315 55 ° 

Ide~ztificatiou de la phostShos~ri~e et de la phosphothr~onine. P a r m i  les phospho-  
prot4qnes alcal inolabi les  des membranes  se t rouven t  des phosphoprot6 ines  h r~sidu 
phosphos~rine et  phosphothr( 'onine  que nous avons  ntis en 6vidence de la mani&re 
suivante .  

Les membranes  sont  pr( 'cipit(,es par  l ' ac ide  perchlor ique io  0 o ~t O °, lav6es it 
l 'acide,  t ra i tbes  k l 'a lcool puis soumises ~t une hydro lyse  acide (I5 rain ;t <)5 ° en milieu 
acide perchlor ique  5%).  Le culot  de prot6ines  addi t ionnd de phosphos(,r ine et  de 
phosphothr{~onine non lnarqu( 'es est hydrolys(,  de mani~re mdnagde en pr t sence  d'HC1 
iz  M "h 37 ° pendan t  48 h (bibl. I5). L ' ac ide  ch lorhydr ique  est ensui te  dvapor6 sous 
vide et l ' h y d r o l y s a t  sec est repris  dans  l ' ae ide  formique tt 2 %. L ' h y d r o l y s a t  est ddpos6 
sur du papie r  W h a t m a n  3 MM, l ' ionophor~se est fai te  dans  l ' ac ide  formique 2 % 
k p H  ~.4 k 5o V/cm pendan t  i h it - 2 ,  au "Ph( ' rog raph" .  De la phosphothr( 'on ine ,  
de la phosphosdrine et du a2p min( 'ral  sont  sg, pards dans  les ln~.mes condi t ions.  

La bande  de pap ie r  est ensui te  r(,v61(,e ~t la n inhydr ine  trois raise sous fihn 
Kod i rex  pour  d(~terminer l ' emplacement  des compos( 's radioact i fs .  La l:ig. 2 re- 
pr( 'sente le d i ag ramme obtenu  aprbs exp lora t ion  au dens i tomat re  enregis t reur  
" c h r o m o s c a n "  de l ' au to rad iog raph ie  de la bande  d ' ionophor~se de l ' hydro lysa t .  Le 
Pic I cor respond sans doute  h des phosphoprot( , ines  non hydrolys,. 'es qui ne migrent  
pas. C'est l 'or igine de l ' ionophor~se.  Au Pic I I l  correspond la phost>hothr(,onine , au 
Pic IV la phosphos~rine (identifi( 'es par  la rdact ion h la n inhydr ine)  au Pie VI ou VI I  
le a2p mindral  et  au Pic II  v ra i semblab lemen t  des t )hosphopeptides.  La  rad ioac t iv i t6  
de ces pep t ides  migre,  apr6s hydro lyse  alcaline,  coinme le phospha te  min(~ral. Pa r  
contre,  le compos~ phosphoryl( ,  V rdsiste 5 une hydro lyse  alcaline selon SCHMI1YI" ET 
THANNHAUSE596. Ce p rodu i t  est donc ac idos table  et alcal inostab]e,  il n ' a  pu encore 
~tre identifi6. 
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Fig. I. Membranes plasmiques isol6es de foie de rat. 

Cin~tique de l'incorporation dz~ a2p dans les phosphoprot~i~zes alcalinolabiles des 
membranes plasmiques. Dans les membranes plasmiques et dans l 'homog6nat total  
du foie nous avons ~tudi6 la cin6tique de l ' incorporation du a2p dans ces phospho- 
prot(,ines entre 15 rain et 4 11 30 apr~s une injection de phosphate radioactif; nous 
avons conjointement d6termin6 le renouvellement du phosphate min6ral et du phos- 
phate de I 'ATP de la cellule, ainsi que l'6volution de la radioactivit6 des phosphates 
clans le s6rum. 

La radioactivit6 inject6e par voie intrap6riton6ale passe tr~s rapidement dans 
le sang et d6cro~t tr6s vite (Fig. 3). 

L'6volution des radioactivit~s sp6cifiques du phosphate min6ral et du phosphate 
de I 'ATP de la cellule en fonction du temps est donn~e par les eourbes des Figs. 4 et 5. 
Dans les 2 cas le max imum est at teint  30 rain apr6s l'injection de 32p. Le trac6 de 
la Courbe I (Fig. 6) qui nlontre l ' incorporation du a2p dans les phosphoprot6ines 
alcalinolabiles des membranes pr6sente un maximum net 3o rain apr~s l 'injection de 
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a2p puis la radioactivitd sp~cifique de ces phosphoprot6ines diminue rapidement. Le 
trac6 tie la Courbe II (Fig. 6) dtablie dans les m&nes conditions pour les phospho- 
protdines alcalinolabiles de l'homog6nat total montre un maxinmm vers I h 3o apr6s 
l'injection, rdsultat que nous avions ddj~t trouw" lors d'un prdc6dent travaiP oh nou., 

x 2z~ - ,o ~In~ 

i 
I 

51 

j '  

= ! 

'&' i 

x 

/ I ~ 

/ j  ,/ 

2m 
i ~) 15 

Fig.  2. D i a g r a m m e  o b t e n u  aprbs explorat ion au densi tom6tre  enregistrcur C h r o m o s c a n  de l ' au to -  
r a d i o g r a p h i e  de  la  b a n d e  de papier apr6s i o n o p h o r 6 s e  de l ' h y d r o l y s a t  ac ide  des prot~ines de~ 
m e m b r a n e s .  I, origine de l ' ionophor6se ; 11, p h o s p h o p e p t i d e s  ; [ I  l,  p h o s p h o t h r d o n i n e  ; 1 V, p h o s p h o -  
sd r ine ;  V, c o m p o s d  X a c i d o s t a b l c  e t  a l c a l i n o s t a b l e ; V l  ou \ ' l I ,  a.ap min4ra l .  
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Fig .  3. E v o l u t i o n  de  ]a r a d i o a c t i v i t d  du  sd rum en fonc t ion  du  t e m p s .  I ~ a d i o a c t i v i t 6  I h 3o apr6s 
l ' injection de a~p = ioo.  

Fig.  4. l £ v o l u t i o n  de  la radioactivitd spdcifique du  p h o s p h a t e  mindra I  de let cellule en  f o n c t i o n  
du  t e m p s .  Radioact iv i td  sp~ciflque 3 ° in in  ap rbs  l ' i n j c c t i o n  de  a21) = ~oo. 

avions lnontrd que, comme pour l'honmg(,nat total, la radioactivitd spdcifique des 
phosphot)rotdines alcalinolabiles des mitoehondries, des microsomes et de la phase 
cytoplasmique disperse 6tait maxilnale i h 3o apr6s l'injection de a2p. 

Ainsi dans les membranes ces phosphoprot~dnes se marquent beaucoup plus vite 
que celles des autres structures eellulaires isol6es. De plus it tous les temps dtudi('s 
leur radioactivit6 reste supdrieure ~t eelle des phosphoprotdines de l'homog6nat total. 
Une demi-heure apr6s l'injeetion de a',p, elle est dans les membranes 4 lois supdrieure 
b, eelle des phosphoprot~ines de mOme type de l'enselnble de la cellule. 
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La radioactivit6 sp6cifique des phosphoprot~ines alcalinolabiles des membranes 
atteint son maximum 3o min apr6s l'injection de a~p comme les radioactivit~s sp6ci- 
fiques du phosphate min6ral et du phosphate de I 'ATP de la cellule. L'6change de 
phosphore entre ces trois compos6s est donc tr6s rapide. 
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Fig. 5. Evolut ion de la radioactivit~ sp6cifique de I 'ATP cellulaire en fonction du temps.  Radio- 
activit6 sp~cifique 3o min aprSs l ' injection de azp ~ ioo. 

Fig. 6. Evolut ion de la radioactivit6 sp6cifique du phosphore  des phosphoprotdines  alcalinolabiles 
des membranes  (Courbe I) et de l 'homog~nat  total  (Courbe I1). Radioactivit6 sp6cifique des 
phosphoprot~ines  des membranes  3 ° min apr~s l ' injection de a2p _ ioo. 

Phosphoprot~ines acidolabiles 
Mise en dvide~lce de la phosphohistidine. Nous avons mis en (~vidence dans les 

membranes isol6es k partir de foie de rat marqu6 au a~P, des phosphoprot6ines k r&sidu 
phosphohistidine, en utilisant la m6thode que nous avions d6j~ raise au poinV. 

AprSs pr6cipitation des membranes par l'acide perchlorique l'acido-insoluble 
d61ipid& par l'alcool est trait6 par KOH I M h 37 ° pendant 18 11. Apr&s quoi l 'addition 
d'acide perchlorique "~ o ° pr6cipite des prot6ines ne contenant pas de radioactivitd 
32p. Les phosphopeptides h phosphohistidine marquis au 32p passent dans le surna- 
geant ainsi d'ailleurs que le phosphate de la phosphos~rine et de la phosphothr(~onine 
ou des phosphoprot6ines de type acylphosphate. On ne trouve pas dans ce surnageant 
de quantit6 dosable de ribonucl6otides, ces membranes ayant vraisenlblablement une 
teneur tr6s faible en acide ribonucldique. Le surnageant acide est d6barras~, de l'acide 
perchlorique par pr6cipitation ~ o ° par la potasse et mis en hydrolyse alcaline (KOH 
1.5 M) k IOO °, sous tube scell6, pendant 13 h apr6s addition de phosphohistidine non 
marquee. La potasse est ensuite ~limin6e par precipitation ~t l'acide perch|orique et 
l 'hydrolysat est mis en ionophorSse en tampon borate (pH 9.25) 5 50 V/cm h 2 ~ et 
pendant 50 rain (bibl. 7)- La Fig. 7 montre les diagrammes de la bande de papier 
rdvdlde "~ la ninhydrine et de son autoradiographie explor6s au densitom~tre en- 
registreur "chromoscan". On peut wfir qu'au pic de phosphohistidine r6v(d~e k la 
ninhydrine correspond un pic de radioactivit6. On remarque h c6t6 de la phospho- 
histidine radioactive un compos6 X particuli6rement marqu6 ; il ne s'identifie ni ~l la 
phosphoarginine ni k la phospholysine. Nous awms d'ailleurs par la suite observ(' 
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que ce compos~ X reste acidostable apr6s une hydrolyse acide selon ScHxen)~£~d ~. 
Ce produit  X acidostable et alcalinostable semble ('tre le m~me que celui du "Pic  V" 
(Fig. 2). I I n e  s 'hydrolyse pas non plus en milieu chlorhydrique I M ~t ioo  ~ pendant  
5 lnin, selon la technique utilis(~e par MANDIOL E'r LEI)I(; ~s pour lib(:rer de la phospho- 
sdrine it partir  de phosphosdrine amidde qui serait, selon ces auteurs, un const i tuant  
des phosphoprotdines membranaires  du cerveau. Ce produit  ne semble donc pas Otre 
un compos6 de la phosphosdrine amidde. 
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Fig.  7. D i a g r a m m e  o b t e n u  ap rbs  e x p l o r a t i o n  au  C h r o m o s c a n  de  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  de  la  b a n d e  
de  p a p i e r  ap r6s  i o n o p h o r 6 s e  de  l ' h y d r o l y s a t  a l c a l i n  des  p r o t d i n e s  des  m e m b r a n e s .  - - - ,  r ad io -  
a c t i v i t d  ; . . . . .  , n i n h y d r i n e .  

Fig.  8. E v o l u t i o n  de  la  r a d i o a c t i v i t 6  t o t a l e  des  p h o s p h o p r o t d i n e s  a c i d o l a b i l e s  des  m e m b r a n e s .  
R a d i o a c t i v i t d  i h 3 ° ap r6s  l ' i n j e c t i o n  de  :~21) = Ioo.  

Ce composd X est alcalinosoluble mais sa liaison phosphate ne s 'hydrolyse pas 
en milieu alcalin et il n 'est  pas pr(~cipit6 par la technique de DH.oRY" avec le phosphate 
mindral. De plus il reste acido-insoluble apr6s hydrolyse acide h 9 5 .  I1 ne g~ne done 
en rien l 'dvaluation de la radioactivit(e des phosphoprot~ines alcalinolabiles et acido- 
labiles. 

Cin[tiq~e de l'incorporation de a2t) darts les phospkoprot~iJ~es acidolabiles. Nous 
avons dtudi( •dans  les membranes  plasmiques du foie de rat  aprSs un marquage in vivo 
variant  de 3 ° rain 5 4 h 3 o, le renouvellement du phosphate  des phosphoprotdines 
dont  la liaison phosphate  s 'hydrolyse 5 pH acide 5 95': (voir MAX£mEL u r  MI~THO1)ES). 
La courbe (Fig. 8) reprdsente l ' incorporation du a2p dans ces phosphoprotdines en 
fonction du temps. Nous observons un maximum net 3o rain apr6s l ' injection de 32p. 
Ce maximum correspond d'ailleurs au maximuln de la radioactivitd spdeithlue du 
phosphate  minbral et du phosphate  de I 'ATP de la cellule (Figs. 4 et 5)- 

Finalement  ces rdsultats montrent  qu'il  doit s'( 'tablir tr6s rapidement  un (~qui- 
l ibre entre phosphate mindral de la cellule, phosphate  de I 'ATP cellulaire et phosphate 
des phosphoprotdines alcalinolabiles et acidolabiles. 

Phosphoprotdines 4 liaison ao, lphosphate 
Nous avons ('tudi(,, en utilisant la technique d(,crite dans ~IAX£RIEL }~;r M~- 

THODES, le marquage des protdines "~ liaison acylphosphate  dans les membranes  

Biochim. l~iophys. A eta, 173 (z969) 23 -3.3 
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T A B L E A U  I I I  

INCORPORATION in vivo DU 32p DANS LES PHOSPHOPROTI~INES A LIAISON ACYLPHOSPHATE I~T 
ACIDOLABILES 30  r a i n  APRI~S L'INJECTION DE 32]3 

Exp. Phosphoprotdines Phosphoprotdines 
No. d liaison acylphosphate acidolabiles 

(coups/rain) (coups/rain) 

I 276  5 0 0 0  

I I  295  725  ° 

I I I  6 9 6  724  ° 

I V  312  455  ° 

T A B L E A U  1V 

MARQUAGE in vitro PAR [V-a~p IATP  DES DIFF£RENTES PHOSPHOPROTI~,INES DES MEMBRANES 
PLASMIQUES 

Les membranes (environ o. 5 mg de prot6ines) sont ineub6es pendant 3 ° sec ~ 25 ° en pr6sence 
dc tampon glycyl-glycine o.o 5 M (pH 7-4), tampon phosphate de Na + ou de I( + o.oo 3 M (pFI 7.4), 
de NaCl 115 mM ou de KCl 115 mM et de ~)p-32p]ATP o.i /*mole (environ 4" I°6 coups/rain par 

/*mole) .  

Phosphoprotdines Phosphoprotdines Phosphoproldines 
~} liaison acylphosphate acidolabiles alcalinolabiles 
(coups~rain (coups~rain (coups/rain 
par mg protdine) par mg protdine) par mg protdine) 

E x p .  I 

N a  + 1865 4 6 6  34 ° 
K + IOOO 374  2o6  

E x p .  I [  

N a  + 1375 415  177 
I~+ 800  320  16o  

plasmiques  isol6es h pa r t i r  de foies de r a t s  marqu6s  in vivo par  le a~p p e n d a n t  30 rain. 
"" de la radio-  Dans  ces condi t ions ,  on t rouve  sur ces phosphoprot6 ines  moins de IO /o 

activit(" to ta le  des phosphopro t6 ines  acidolabi les  (Tableau I I I ) .  Mais ces r6sul ta ts  
peuven t  s ' exp l iquer  par  une hydrolyse ,  au cours de la p r @ a r a t i o n  des membranes ,  
de la l iaison acy lphospha te  qui  est tr~s labile.  

Pa r  contre  lorsque les membranes  sont  incub6es iu  vitro h 25 ° en presence de 
iT-a2P~ATP et de N a  + les phosphopro t4 ines  de t ype  acy lphospha te  sont  apr6s 3o sec, 
beaucoup  plus marqudes  que les au t res  phosphopro t f ines  des membranes  et leur radio-  
ac t iv i t6  d f p e n d  de la pr6sence de K + ou de Na  + (Tableau IV). 

Nous avons  remarqu4 d ' a u t r e  pa r t  que lorsque les membranes  sont  incub6es 
en pff-sence, non pas  de IV-32P2ATP, mais  de a2p de m~me rad ioac t iv i t6  sp6cifique et  
de m~ine rad ioac t iv i t6  to ta le ,  l ' i ncorpora t ion  de la rad ioac t iv i t6  est diminu6e d 'envi ron  
9 ° 0,o. Ces r6sul ta t s  sont  tou t  ~t fai t  en accord avec ceux obtenus  pa r  P O S T ,  SEN ET 
R O S E N T H A L  2, HOKIN et al. 4 et NAGANO et al. ~ avec une f rac t ion non purifi6e d 'ATPase ,  
les r6sul ta ts  de ce t r ava i l  en cours feront  l ' ob je t  d 'une  au t re  publ ica t ion .  
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DISCUSSION 

Nous avons montrd clue les membranes plasmiques de foie de rat sont trbs riches 
en phosphoprot6ines. Nous avons mis en 6vidence des phosphoprot6ines "t rdsidu 
phosphosdrine, phosphothr('onine et phosphohistidine. Ces phosphoprotdines se 
marquent in vivo tr6s rapidement; 3o rain apr6s l'injection de phosphate radioactit 
leur radioactivit6 atteint un maximum, comme d'ailleurs les radioactivitds du phos- 
phate mindral et du phosphate de I'ATP de la cellule. De plus, ces rdsultats laissent 
supposer un 6change trSs rapide de phosphate entre ces diffdrents composds. 

Nous awms remarqud que clans les membranes les phosphoprotdines ont une 
vitesse de renouvellement du phosphate beaucoup plus importante ClUe celle du phos- 
phate des phospholipides. Aprhs un marquage de 3o rain la radioactivit6 sp('ciflque 
du phosphate des phospholipides est 5 ~t 8 lois plus faible que eelle des phospho- 
protdines (r6sultats in(,dits). 

I1 serait int(,ressant d'identifier le composd tr4s radioactif qui migre entre la 
phosphohistidine et le phosphate min6ral (Fig. 7) et qui pourrait 5tre le me, me clue 
celui mis en (,vidence dans les mitochondriesL 

Les phosphoprotdines de type acylphosphate se marquent tr6s rapidement 
lorsqu'elles sont incubdes en pr(:sence de Ly-a2pIATP. Pour NA(;AX'O et al. a leur 
marquage atteint un maximum apr6s 5 sec d'incubation. Nos expdriences montrent 
qu'aprhs 3o sec d'incubation ces phosphoprot(,ines sont nettement plus radioactives 
que les autres phosphoprot(.ines. Mais nous ne savons pas si les melnbranes de foie 
de rat contiennent les phosphokinases n6cessaires h la phosphorylation des 1)hospho- 
protdines alcalinolabiles. I,a faible radioactivitd de ces phosphotwot(,ines iJl vitro 
pourrait g, tre due ~t l'absence de ces enzymes. 
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Rfzsu.~Ik 

Nous mettons en dvidence dans les membranes plasmiques isoldes de foie de rat, 
trois sortes de phosphoprotdines: des phosphoprot6ines alcalinolabiles it r6sidu 
phosphos('rine et phosphothr('onine, des phosphoprot(,ines acidolabiles 5 d'sidu 
phosphohistidine et des phosphoprotdines ~t liaison acylphosphate dont la liaison 
phosphate est hydrolys6e sp6cifiquement par l'hydroxylamine. 

La teneur en phosphoprot6ines alcalinolabiles des membrailes est plus ~lev6e 
clue celle trouv(.'e pour les autres structures cellulaires isoldes. De plus ces phospho- 
prot6ines se marquent tr6s rapidement puisque leur radioactivit(, spdcifique atteint 
un maximum 30 rain aprbs l'injection de Haa2po4; h ce temps elle est 4 fois sup6rieure 
h celle des phosphoprot6ines de l'ensemble des autres structures cellulaires. 

La radioactivit6 des phosphoprot6ines acidolabiles atteint aussi un maximum 
3 ° rain apr~s l'injection de a2p, ce maxiinuin correspond de plus au maxinmin de la 
radioactivitd sp6cifique du phosphate min6ral et du phosphate de I 'ATP de la cellule. 
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Ces r6sultats plaident en faveur d'un 6change tr~s rapide de phosphate entre ces 
diff6rents compos6s. 

Les phosphoprot6ines de type acylphosphate de la membrane, se marquent 
tr~s rapidement lorsque les membranes sont incub6es in vitro en pr6sence de ET-32P3 - 
ATP et leur radioactivit6 d@end de la presence de Na + ou de K +. Par contre nous 
avons trouv~ • sur ces phosphoprot6ines une radioactivit~ IO b~ 2o fois plus faible que 
celle des phosphoprot~ines ~ r~sidu phosphohistidine, lorsque les membranes sont 
pr@ardes k partir de foies de rats marqubs in vivo pendant 3o min par le 3.,p. 
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