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SUMMARY 

Phosphoproteins of plasma membranes from rat-liver cells. Phosphomlation by I~-32P1 A TP 
Recently we have characterized in phosphoproteins of plasma membranes from 

rat-liver cells three different sorts of phosphorylated groups : alkali-unstable phospho- 
serine and phosphothreonine, acid-unstable phosphohistidine and acylphosphate 
group unstable in hydroxylamine. 

It is shown here that tile three groups were phosphorylated when the mem- 
branes were incubated with I?~-32pIATP, during 30 sec. The degree of phosphorylation 
depended on conditions of incubation : 9 ° % of the incorporated radioactivity was in 
acylphosphate phosphoproteins when the membranes were incubated at o ° with a 
low concentration of Mg 2÷. When the membranes were incubated at 25 ° with Mg 2~ 
(5 mM) only 43 °'o of the incorporated radioactivity was hydroxylamine-unstable, 
41 °o was acid-unstable and 16 % alkali-unstable. 

Chase experiments have shown that the turnover of phosphate of the acyl- 
phosphate group was faster than that of phosphate of phosphohistidine. In contrast 
the phosphate of phosphoserine and phosphothreonine appeared to be relativeh" 
stable. 

Phosphorylation of acylphosphate and ptmsphohistidine phosphoproteins was 
especially Na ÷-, K*-dependent and was inhibited by ouabain as is (Nat K+)-de - 
pendent ATPase of the membranes. 

Our observations are consistent with the hypothesis that acylphosphate-bound 
phosphoproteins are related in the Na+--K ,+ active transport across cell membranes. 
Our results suggest that ATP may not be the immediate precursor of phosphate of 
phosphoserine and phosphohistidine. In this case phosphorylation of these groups 
would be indirectly dependent on K ~ and ouabain. 

INTRODUCTION 

Nous avions mis en 6vidence rdcemment dans les protdines des membranes 
plasmiques isoldes de foie de rat 1, 3 groupes de rdsidus phosphorylables: des rdsidus 
i~ liaison acylphosphate dont la liaison phosphate est hydrolysde spdcifiquement par 
l 'hydroxylamine, des r~sidus phosphosdrine et phosphothrdonine dont la liaison phos- 
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pha te  est hvdrolvs~e ell milieu alcalin et des rSsidus t)hosphohist idine dont  la liaison 
phospha te  est hvdroh 's~e en lnilieu acide, l.es r~sul tats  obtenus pr( 'c~demment m(m- 
t ra ien t  la rapidi td  de la phosphory la t ion  des rdsidus (i liais(m phosphate  alcal inolabi le  
et acidolabi le  qui prdsenta ient ,  o. 5 h aprt 's l ' in ject ion de a2p aux animaux,  une radio- 
act ivi t( '  maximale ,  l )ans les nl£qnes condit ions les r6sidus it liaison acy lphospha te  
dta ient  tr6s peu marqu i s .  Cependant  ce dernier  r~sultat  pouvai t  6tre la consdquen,.'e 
d 'une  hvdrolvse  de la liaison 1)hosl)hate au cours de la p r@a ra t i on  des membranes .  

l .es t r avaux  de ~KOIY 2, POST t'~ tl[. 3, NAGANO ~:1 al. ~, HOKIN 6l al. a ont  m~mtr(" 
ClUe les ions Nit- s t imulent  la phosphory la t ion  des protdines d 'une  t)r~5t)arati~m 
d 'ATPase  qui  cont ient  gdndralement  un m~lange de microsomes et de f ragments  (le 
membrane  plasmi(tue de rein ou de cerveau. Les ions K • ac t iven t  llt ddphosphory la t ion  
de ees prot~ines et l 'ouabaine,  i nh ib i t em st)dcifi(tue de la pomt)e Na K ,  d iminue  
la phosphory la t ion  observde en pr('sence de Nit ~. Ces rdsul ta ts  ont  incitd les auteurs" m 
it penser que certaines phosphoprot~Sines et plus par t icu l ibrement  les phospho- 
protdines it liaison acy lphospha te  des membranes  pourra ien t  g'tre des in termddia i res  
in t e rvenan t  dans  le t r anspor t  du Na~ et du K ~. 

II nous a sembl(~ in%ressant  d '~ tudier  in vitro Ia phosphory la t ion  des diff~rents 
groupes phosphory lab les  des prot~ines de membranes  plasmi(lues , isoldes de foie (le 
ra t ,  ce t rava i l  n ' a v a n t  pas encore ~t(} fair it notre  connaissam'e.  

MATt;;RIEI. ET MI~THOI)ES 

Nous av(ms utilis6 des ra ts  re'ales \Vistar  (souche Commentry)  'ages de 3 4 ln,~is, 
ntis it jeun I8 It avan t  le sacrifice. En g~n~ral Io  an imaux  ~taient  sacrifi6s par  t-x - 
p~rience. 

Les ineml)ranes plasmi(lues de foie ~taient pr~pardes comme prdcddelmnent  1 
sehm la technique de EMMELOT cl al. u. Aprbs purif icat ion par  cent r i fugat ion  sur 
g rad ien t  de saccharose,  les membranes  (~taient lav6es ~t o '~ (lans une solution de bi- 
ca rbona te  de sodium (I raM), addi t ionn6e ou non d ' E D T A  (o. 3 raM). 

Apr6s centr i fugat ion,  les membranes  6taient  remises en suspension dans une 
solution de NaCI ou de K('I  isotoni(tue et incub~es en prdsence de ;e-a"PjA'l'l ) flmrni 
pa r  le Conmfissariat  h l 'Energie  Atomique  et filtr6 sur Millipore avan t  ut i l isat ion.  
Les condi t ions d ' incuba t ion  sont indiqu~es dans  les ( 'ommentaires  des tableaux.  

Ddtermiuatiou de la radioactivitd des &ffdrcuts rdsidus protdiques phosphorvlablcs 
Les rdact ions sont arr(~tdes ~'t o ~ pa r  add i t ion  de o.I  vol. d 'ae ide  perchlor ique 

it Oo % (poids/volume).  I . ' ac idoinsoluble  est lay6 it o ~' it l ' ac ide t r ichlorac6t ique it IO % 
c(mtenant  de I 'ATP (o.0 raM) et du phospha te  min6ral  (o.8 raM). Sur l ' ac idoinsoluble  
on ddtermine  sueeessivement  la rad ioac t iv i t6  des diff6rents rdsidus phost)horylds. 

Le pr~cipi% est remis en suspension dans du ta lnpon  ace ta te  o.z M (pH 5.4) 
et t ra i t6  par  l ' hvd roxv lamine  sel(m la technique (l~jit d~eriteL La suspensi~m e~t 
ensui te  t)rd('it)itde it o ° avec o.I vol. d 'ac ide  perchlorique it t)o % et centrifug6e. I,a 
rad ioac t iv i td  trouv~e dans  le surnageant  correspond it ('('lie des r~sidus it liais(m acvl- 
phosphate .  

I,e culot est ensuite lax'(' 5 o (t l 'acide tr ichhtracdti( tue it ~o °o pour  dliminer 
tou te  con tamina t ion  radioact ive ,  puis il est soumis a une hvdrolvse  acide (I 5 rain 
it 95 ° en presence d 'ac ide  perchlor ique i~ 5 %). La rad ioac t iv i td  mesur6e sur le sur- 
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nageant apr6s centrifugation correspond ~t la radioactivit6 des rdsidus 5 liaison phos- 
phate acidolabile. Cependant ce traitement peut hydrolyser 15 % du phosphate des 
rdsi.dus it liaison phosphate alcalinolabile. L'acidoinsoluble est encore lay6 ~ o ~' h l'acide 
trichlorac6tique 5 IO °o puis trait6 ~ l'alcool pour extraire les lipides qui pourraient 
g~ner le dosage des prot6ines. Le culot est enfin solubilis6 en milieu alcalin (18 h "it 3 7  
en milieu NaOH o.6 M) pour le dosage de la radioactivit6 des rdsidus 5 liaison phos- 
phate alcalinolabile. Sur cette fraction on dose aussi les prot6ines par la technique 
de Lowry modifi6e par FISZF, R 12. 

Dans nos conditions exp6rimentales, les phospholipides des membranes ne sont 
pas marqufs et nous n'avons pas pu mettre en 6vidence d'acides nuclfiques ni par 
le marquage ni par le dosage des nucl6otides, seules les prot6ines sont marqudes, la 
radioaetivit6 totale des 3 groupes de r6sidus phosphorylables repr6sente plus de !)5 °o 
de la radioaetivit6 totale incorporde dans les prot6ines des membranes. 

Les radioactivitds trouvdes lorsque l'albumine est incubde h la place des mem- 
branes et trait6e dans les m6mes conditions, ont 6t6 syst6matiquement soustraites 
de celles obtenues avee les membranes. 

Le phosphate est dos6 par la technique de ~{ACHEBOEUF ET DELSAI) a. 

Identification des acides aminds phosphorvlds 
Phosphos&inc et phosphothrdouine. Apr~s l'arr6t des r6aetions par l'acide per- 

chlorique 5 o °, l'aeidoinsoluble est trait4 par l'hydroxylamine, soumis ~ l 'hydrolyse 
aeide 5 95 '~ et trait6 h l'alcool comme il est d6crit dans le paragraphe pr6c6dent. Les 
prot6ines, additionn6es de phosphos6rine et de phosphothr6onine non marqu6es, sont 
soumises 5 une hydrolyse acide m6nag4e (48 h it 37 °, HC1 x2 M). L'hydrolysat est 
analys6 par ionophor6se sur papier selon la m6thode d6j'a d6crite ~. 

Phosphohistidine el phospholysine. Apr6s pr6cipitation des membranes it o par 
l'acide perchlorique, l'acidoinsoluble est trait6 par l 'hydroxylamine puis par l'alcool 
et soumis h une hydrolyse alcaline (18 h it 37 :', KOH I M). L'hydrolysat est ensuite 
trait6 et analvs6 par ionophor6se sur papierL 

Les bandes de papier sont r6v61des h la ninhydrine et raises sous film Kodirex 
pour d6terminer l'emplacement des compos4s radioactifs. 

RESULTATS 

Phosphorvlation des phosphoprotdines des membranes 
I.~fluence des ions Mg ~+. Les membranes sont incub6es pendant 30 sec en 

prdsence de Na + et de i 7-a2pIATP (Tableau I), puis pr6eipit6es par l'aeide perchlorique 
et les radioactivit6s des r6sidus phosphoryl6s sont d6termin6es. 

On constate que les diff6rentes phosphoprot6ines des membranes sont phos- 
phoryl6es en 30 sec (Tableau I). A o ° les phosphoprot6ines 5 liaison acylphosphate 
sont nettement plus marqu6es que les autres phosphoprot6ines. L'61~vation de la 
temperature h 25 ° augmente d'une mani6re g6n6rale la phosphorylation de tousles 
r6sidus phosphorylables mais plus particuli~rement celle des r6sidus h liaison phos- 
pilate acidolabile et alcalinolabile. 

Lorsque les membranes sont incub6es en absence de Mg 2~ la phosphorylation 
des phosphoprot6ines ~ liaison acylphosphate est nettement sup6rieure "k celle des 
autres phosphoprotdines (Tableau I). En particulier ~ o °, 9 ° % de la radioactivit6 
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T A B L F . A U  I 

I N F L U E N C E  D U  M g  2+ s u n  LA P H O S P H O R Y L A T I O N  D E S  PROTI~,INES M E M B R A N A I R E S  

L e s  n l e m b r a n e s  ( e n v i r o n  o .3  m g  de  p r o t d i n e )  s o n t  i n c u b d e s  p e n d a n t  3 ° sec  e n  p r d s e n c e  d e  t a m p o n  
g l y c y l g l y c i n e  5o m M  ( p H  7-4),  d e  t a m p o n  p h o s p h a t e  d e  s o d i u m  3 m M  ( p H  7.4) ,  d e  N a C I  115 n lM,  
d e  MgC12 5 m M  d a n s  les e s sa i s  ( +  M g  2~ ). De  p l u s  c lans  les e s sa i s  ~ o ~ l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  ~7 -a2PIATP  
e s t  de  o.~ m M  ( e n v i r o n  4" I°S c o u p s / m i n  p a r / t m o l e ) ,  d a n s  les e s sa i s  k 25 ° elle e s t  de  I m M  ( e n v i r o n  

• ~o u c o u p s / r a i n  p a r / m m l e ) .  

Conditions pmolc~ de P incorpor~es par mg protgi~*cs 

R~'sidus ?~ liaison Rdsidus ~'~ liaison Rdsidus ~'~ liaiso,~ 
acylphosphatc phosphate acidolabilc phosphate alcalinolabilc 

o ,  --  M g  2+ 32 3.2 l 
- M R  2~ 6 2  r 5 17 

25 , M g  2+ I2O 43 7"3 
- -  M g  ~+ 25 [ 230  93 

totale incorpor4e dans les prot~ines des membranes se trouvent dans les r~sidus it 
liaison acylphosphate. Lorsque les membranes sont incub~es en presence de Mg '-  
(5 raM), la phosphorylation de toutes les phosphoprot~ines augmente. Cependant, la 
phosphorylation des rdsidus '~ liaison phosphate acidolabile et alcalinolabile est multi- 
pli~e respectivement par 5 et par 15 en prdsence de Mg 2~ alors que celle des r~sidus 
,~ liaison acylphosphate n'est clue doubl~e. 

Ainsi l'addition d'ions Mg 2+ stimule de mani~re diff~rente la phosphorylation 
des diverses phosphoprot~ines des membranes plasmiques. 

Ident~Jication des acides ami~ds phosphor/Iris in vitro. Nous avons v~rifi~ qu'apr~s 
incubation des membranes en pr6sence de 7-a2p!ATP, la phosphos~rine, la phospho- 
thrdonine et la phosphohistidine des prot~ines membranaires sont marqu6es. 
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Fig .  i .  D i a g r a m m e  o b t e n u  a p r ~ s  e x p l o r a t i o n  a u  " c h r o n l o s c a n "  d e  l a  b a n d e  d e  p a p i e r  rOvdlde k l a  
n i n h v d r i n e  e t  d e  son  a u t o r a d i o g r a p h i e ,  a p r ~ s  i o n o p h o r ~ s e  s u r  p a p i e r  d e  l ' h y d r o l y s a t  a c i d e  des  
p r o t O i n e s  d e s  m e m b r a n e s .  I, p h o s p h o p e p t i d e ;  I I ,  p h o s p h o t h r O o n i n e ;  l [ I ,  p h o s p h o s d r i n e ;  IX:, a 2 P  i. 

- -  - , n i n h y d r i n e ;  - , r a d i o a c t i v i t O .  

F i g .  2. l ) i a g r a m m e  o b t e n u  a p r b s  e x p l o r a t i o n  a u  " c h r o m o s c a n "  d e  l a  b a n d e  d e  p a p i e r  rdvd lde  h la  
n i n h y d r i n e  e t  d e  son  a u t o r a d i o g r a p h i e  a p r ~ s  i o n o p h o r ~ s e  s u r  p a p i e r  d e  l ' h y d r o l y s a t  a l c a l i n  d e s  
p r o t ~ i n e s  des  n m m b r a n e s .  [,  o r i g i n e  de  l ' i o n o p h o r ~ s e ;  I I ,  p h o s p h o l y s i n e ,  l 1 l ,  p h o s p h o h i s t i d i n e ;  
IV, a2I) i. - . . . . .  , n i n h y d r i n e ;  , r a d i o a c t i v i t e L  
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Les membranes sont incubfies it 25 ° pendant 30 sec en presence de ]7-a2PIATP, 
de Na + et de Mg 2~ (5 mM). Elles sont ensuite pr~cipit~es par l'acide perchlorique, 
trait6es ~t l 'hydroxylamine et hydrolys~es soit en milieu acide soit en milieu alcalin 
selon les teclmiques d~crites ci-dessus. 

La phosphos~rine et la phosphothr~onine sont mises en 6vidence par iono- 
phor+se sur papier de l 'hydrolysat  acidO. La Fig. I repr~sente les diagrammes densito- 
m6triques de la bande de papier rfiv~l~e/~ la ninhydrine et de son autoradiographie. 

Au pic de phosphos6rine (Pic II1) correspond un pic de radioactivitd. La 
phosphothr~onine (Pic II) est moins marquee. Dans ces conditions d'hydrolyse mdna- 
g~e, des phosphoprot~ines ne sont pas hydrolys~es. Elles migrent peu (Pic I). Le Pic IX: 
est du aaPi provenant pour l'essentiel d'une hydrolyse partielle de la phosphosdrine 
et de la phosphothrfionine. 

La phosphohistidine est mise en ~vidence par ionophor~se sur papier de l 'hv- 
drolysat alcalin 1. La Fig. 2 montre les diagrammes densitom~triques de la bande de 
papier r6v~l~e ~t la ninhydrine et de l 'autoradiographie. On constate que le Pic I I I  
de la phosphohistidine coincide avec un pic de radioactivit~ alors que la phospholysine 
(Pic II) n'est pas marquee. Entre le Pic I I I  de la phosphohistidine et le Pie IX' du 
a~Pi, il existe un compos6 radioactif faiblement marqu6 et qui correspond vraisem- 
blablement au Pic X mis en ~vidence in vivo ~. 

Influence de la tempdrature sur la ciudtique d'incorporation du phosphate dans les 
protdines des membranes 

Nous avions remarqu6 des differences importantes dans les variations de la 
phosphorylation des 3 groupes de r6sidus phosphorylables, en fonction de la temp6ra- 
ture d'incubation. Nous avons dtudi6 ~ o ° et /i 25 ° la cin6tique (entre 5 et 60 sec) 
d'incorporation du a2p dans les phosphoprot6ines membranaires. Les membranes sont 
incub6es en pr6sence de Na +, de Mg 2+ et de [7-a2P]ATP dans les conditions ddcrites 
dans le commentaire de la Fig. 3- 

L'dldvation de la temp6rature de o k 25 ° augmente la vitesse de phosphorylation 
de toutes les phosphoprot6ines. Cependant aux temps courts (5 sec) la vitesse de 
phosphorylation des r~sidus phosphohistidine est particuli~rement augment6e puis- 
qu'elle est multipli6e par 15, tandis que, dans les m6mes conditions, la vitesse de 
phosphorylation de la phosphos~rine et de la phosphothrfionine est multipli~e par 
6 environ et celle des r6sidus ~ liaison acylphosphate est multipli6e par 2.5. Les 
variations de la temp6rature modifient la r@artit ion de la radioactivitd dans les 
3 groupes de r6sidus phosphorylables. Ainsi l 'activit6 des enzymes phosphorylant les 
r6sidus ~i liaison phosphate acidolabile est beaucoup plus sensible aux variations de 
la temperature que celles des autres kinases. 

Vitesse de renouvellement du phosphate des phosphoprotdines des membranes plasmiqucs 
I1 ~tait int6ressant de suivre le renouvellement du phosphate des groupes 

phosphorylables par des exp6riences de "chasse". Les membranes sont incub6es ~ 25 ° 
en pr6sence de Na +, Mg 2+ et de [V-a2PIATP (o.I raM). Dans certaines expdriences on 
ajoute, au cours de l 'incubation, de I 'ATP non marqu6 en concentration finale IO raM, 
les rfiactions sont ensures arr~tdes par l'acide perchlorique. La radioactivit6 in- 
corpor6e dans les diff6rents groupes de prot6ines est ddtermin~e. 

Lorsque les membranes sont incub6es en pr6sence d'une forte concentration en 
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Mg 2+ (5 mM) et d 'une concentrat ion limite d 'ATP (o.z nag), la concentrat ion du milieu 
d ' incubat ion en ATP diminue rapidement,  cons6quence de l 'activit4 ATPasique 61ev6e 
des membranes en pr6sence de cette concentrat ion en Mg "+. De m6me la radioactivit6 
des phosphoprot6ines i~ liaison acylphosphate diminue tr6s rapidement  entre 5 et 
30 sec (Fig. 4) puis reste stable entre 3o et 9 ° sec (Fig. 5A) comme s'il existait deux 
types de r~sidus it liaisons acylphosphates qui se renouvellent a des vitesses diff6rentes. 
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Vig. 3. C ind t i que  de la  p h o s p h o r y l a t i o n  des phosphopro td ines  des membranes  ~ o ~ e t a  25':. Les 
membranes  (env i ron  o. 3 m g  de p ro td ine)  sont  incnb4es en pr4sence de t a m p o n  g l y c y l g l y c i n e  5 ° m M  
( p H  7.4), de  t a m p o n  p h o s p h a t e  de  s o d i u m  3 r a M ,  d e  N a C I  T 15 r aM,  d e  MgC12 5 r aM.  A o ° l a  c o n c e n -  
t r a t i o n  d u  [ 7 - a 2 p I A T P  es t  d e  o.~ m M  ( e n v i r o n  4" Ion c o u p s / m i n  p a r / x m o l e ) ,  ~ : 5  ° el le  e s t  d e  i m M  
( e n v i r o n  I .  ~o ~ c o u p s / r a i n  p a r  f fmole) .  - - , r 4 s i d u s  5+ l i a i s o n  a c y l p h o s p h a t e ;  , r 4 s i d u s  
~ l i a i s o n  p h o s p h a t e  a l c a l i n o l a b i l e ;  . . . . . .  , r 4 s i d u s  "t l i a i son  p h o s p h a t e  a c i d o l a b i l e .  

l : ig .  4. C i n 4 t i q u e  tie la  p h o s p h o r y l a t i o n  des  p h o s p h o p r o t 6 i n e s  des  m e m b r a n e s  a 2 5 "  on  p r d s e n c e  
d e  7, -a2 P A T P  (o.~ raM) ( e n v i r o n  4 '  t o "  c o u p s / r a i n  p a r  f fmole) .  L e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  e s t  le m 6 m e  
q u e  ce lu i  d 4 c r i t  sous  l a  F ig .  3. - . . . . .  , r 4 s i d u s  5+ l i a i s o n  a c y l p h o s p h a t e ;  - - - - - ,  r 4 s i d u s  5+ l i a i s o n  
p h o s p h a t e  a l c a l i n o l a b i l e ;  - -. , r d s i d u s  5+ l i a i s o n  p h o s p h a t e  a c i d o l a b i l e .  

l)ans ces m~mes conditions d ' incubation,  entre 5 et 3 ° sec, alors que la radioactivit4 
des phosphoprot~ines it liaison acylphosphate diminue, celle des phosphoprot~ines 
i~ liaison phosphate acidolabile et alcalinolabile augmente en fonction du temps. Ces 
rdsultats ont 6tO v~rifi~s plusieurs fois et sugg~rent que I 'ATP n 'est  pas le pr~curseur 
imm~diat de la phosphorylat ion des phosphoprotdines a liaison phosphate  acidolabile 
et alcalinolabile. Cette hypoth~se sera discutde plus loin. 

Lorsque de I 'ATP non radioactif  est ajoutfi/i  la concentrat ion de io  mM aprbs 
5 sec d ' incubat ion des membranes  en presence d 'ATP marqu6 (o.I mM), la radio- 
activit6 des phosphoprot4ines ~ liaison acylphosphate est diminu4e de 8o o, par rap- 
port  tl celle des tOmoins incubds pendant  le m6me temps (5 --  3 sec) en pr6sence d 'ATP  
marqu~ non dilu6 (Fig. 5A). 

Si I 'ATP non marqud est ajout~ apr6s 3 o sec d ' incubat ion des membranes  en 
presence d 'ATP marque,  la radioactivit~ des phosphoprot4ines it liaison phosphate 
acidolabile diminue de 35 % en 6o see Orig. 5B). Celle des phosphoprot4ines <~ liaison 
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phosphate  alcalinolabile varie peu (Fig. 5C). Alors que dans les m~mes conditions la 
radioactivit6 des phosphoprotbines ~ liaison acylphosphate  est diminube de plus 
de 6o %. 
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Fig. 5. Expbriences de "chasse" .  Les membranes  sont  incubbes 5. 25 ° en prbsence de [7-a~PjATP 
(o.I mM) (environ 4" l°s  coups/min par  /imole). Le milieu d ' incubat ion •s t  le m4me que celui 
dbcrit sous la Fig. 3. Aux temps  indiqubs par  les flbches on ajoute de I 'ATP non marqu6 (en 
concentrat ion finale io mM) additionn6 ou non de KC1 (en concentrat ion finale 5 ° mM). On 
mesure la radioactivit6 des rbsidus 5. liaison acylphosphate  (A), des rbsidus 5. liaison phosphate  
acidolabile (B) et des rbsidus 5. liaison phospha te  alcalinolabile (C). - - - -  , radioactivit6 aprbs 
addi t ion d 'ATP non marque;  . . . . . .  , radioactivit6 aprbs addit ion de NC1 et d 'ATP non marqub.  

Ces rbsultats soulignent la grande rapidit6 du renouvellement du phosphate des 
phosphoprotdines fl liaison acylphosphate.  Le phosphate des phosphoprotbines 
liaison phosphate  acidolabile se renouvelle 6galement mais moins rapidement  que 
celui des phosphoprotbines fl liaison acylphosphate  et beaucoup plus rapidement  que 
celui des phosphoprotbines fl liaison phosphate alcalinolabile. 

Influence des ions Na  +, K + et de l'ouabaine sur la phosphorylation des protdines des 
membranes 

Nous avons 6tudi6 l'influence des ions Na +, K + et de l 'ouabaine sur la phospho- 
rylat ion des protbines naenabranaires et sur l 'ATPase qui requiert des ions Na + et K~ 
pour 6tre active (ATPase Na + K+), pour essayer de naettre en 6vidence une correlation 
entre ces deux activitbs. L 'ouabaine inhibiteur de la pompe N a + - K  + devrait  inhiber 
l 'activit6 ATPasique dbpendant  du Na + et du K + conanae la phosphorylat ion des 
protfiines. 

Nous avons v~rifi6 que l 'ouabaine inhibe l 'ATPase N a t - K  +. Si les membranes  
sont incubbes en absence d' ions Na + (Milieu I I ,  Tableau II) 74/mloles  de Pi  sont 
libbrbes par  nag de prot4ines et par 11 (Tableau II).  Si les membranes  sont incubbes 
en prbsence d'ions Na + (Milieu I) 84.5 #Inoles de Pi sont libbrbes par nag de protbines 
et par h. Autrenaent dit la prbsence de Na + a augnaent6 l 'activit6 ATPasique des 
membranes• Cette augmenta t ion a 6t6 attribube fl l 'activit6 de l 'ATPase dbpendant  
du Na + et du K + (ref. 14). On peut  voir sur le Tableau I I  que l 'addit ion d 'ouabaine  
(I raM) au milieu contenant  Mg ~+, Na + et K+ annule l 'activit6 ATPasique dbpendant  
du Na ~ et du K +. Ces r~sultats confirnaent ceux de EMMELOT ET BOS 14. 
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Les effets du Na- ,  du K ~ et de l 'ouabaine sur la phosphorylat ion des prot6ines 
"t liaison acylphosphate ont 6t6 6tudi6s ~ o ° ou ~ 25 ~ en pr6sence de quantitds variables 
de Mg 2' (Tableau lII) .  Lorsque les ions Na~ sont remplac6s par les ions K ~, la phos- 
phorylat ion des t)hosphoprotdines il liaison acylphosphate diminue dans tous les  cas. 
De m~'me l 'ouabaine en pr6sence de Na ~ inhibe l ' incorporation du phosphate dans 
ces prot6ines. 

L'influence des ions Na , K- et de l 'ouabaine sur la phosphorylat ion des 
phosphoprot6ines 5 liaison phosphate acidolabile et alcalinolabile a 6t6 6tudi6e ~t 25 ~ 
en prdsence de quantit6s variables de Mg 2-. L 'ouabaine,  dans toutes les expdriences, 
inhibe net tement  la phosphorylat ion de la phosphohistidine (Tableau IV) et beaucoup 
moins net tement  celle de la phosphos6rine (Tableau V). Lorsque le Na ~ du milieu 
d ' incubat ion est remplae6 par du K- la phosphorylat ion des r6sidus ~t liaison phos- 
phate aeidolabile (Tableau IV) est fortement diminude, celle des r6sidus ~L liaison 
phosphate alcalinolabile est moins rdduite dans ces conditions (Tableau V). Par eontre, 

T A B L E A U  11 

ACTIV1TI~  A T P a s i q u e  D E S  M E M B R A N E S  P L A S M I ~ U E S  

Les  n m m b r a n e s  ( e n v i r o n  o. 4 m g  de  p ro t6 ines )  s o n t  i n c u b d e s  p e n d a n t  15 n l in  5- 3 7  d a n s  u n  v o l u m e  
t o t a l  de  *.4 ml .  Mi l i eu  I :  NaC1 66 mM,  KC1 34 mM,  MgC1. a 5 mM,  Tr i s  0- 5 m M  (pH 7.3), A T P  
d i s o d i q u e  3o raM. M i l i e u  I I :  KCI foo mM,  MgCle 5 raM, T r i s  5 ° m M  (pH 7.3), A T P  d i s o d i q u e  
i o  raM. L ' o u a b a i n e  es t  a j o u t ~ e  5- l a  c o n c e n t r a t i o n  de t raM. 

3li/ictt ,umoles de phosphate 
hydro@sales par mg 
de protdines et par h 

.Milieu I 84. 5 
Mi l ieu  I [  74.4 
Mi l ieu  I + o u a b a i n e  71 

T A B L E A U  l l [  

I N F L U E N C E  D E S  I O N S  *N~t ~, [~t-  E T  D E  L ~ O U A B A I N E  S U R  LA P H O S P H O R Y L A T I O N  D E S  P H O S P H O -  

PROTI$~INES .'X L I A I S O N  A C Y L P H O S I H i A T E  

Les  m e m b r a n e s  ( e n v i r o n  0. 3 m g  de  p ro t4 ines )  s o n t  i n c u b d e s  p e n d a n t  3 ° sec en  p rdsence  de t a m p o n  
g l y c y l g l y c i n e  50 m M  (pH 7.4)- On a j o u t e :  d a n s  Ies m i l i e u x  Na~,  du  t a m p o n  p h o s p h a t e  de  s o d i u m  
3 m M  (pH 7.4) e t  du  NaC1 115 nlM; d a n s  les m i l i e u x  K +, du  t a m p o n  p h o s p h a t e  de  K + 3 m M  
(pH 7.4) e t  du  KC1 , I  5 raM. D a n s  les essa i s  5. o ° e t  5. 25 ° en  a b s e n c e  de  Mg 2+ la  c o n c e n t r a t i o n  
d u  IT-a2p]ATP es t  de  o.r  mM ( e n v i r o n  4" I°6 c o u p s / m i n  p a r  g m o l e ) ,  e t  d a n s  les essa i s  5. 25 ° en  
p r d s e n c e  de  Mg 2+ la  c o n c e n t r a t i o n  de  Ey-a2p]ATP es t  de  I m M  ( e n v i r o n  I .  IO 6 c o u p s / m i n  p a r  
g m o l e ) .  C o n c e n t r a t i o n  de  l ' o u a b M n e  i raM. 

7"crop. Exp. Concentralion pmoles de P Inhibition pmoles de P [nhibilio* 
No. de 3Ig 2+ incorpor~es par due au 1£+ incorpordes par due ?t 

(M) mg de protdines (°o) mg de protdines l'ouabai'n, 
(%) 

N a  + 1£ + Na + + oz~aba~ne 

o 1 5" 1°-5 ~9.5 9 54 9 54 
[ [  5 . 1 o  5 23. 5 t8  23 178. 5 21 

25 ° I l l  o 34.5 20 42 25. 5 20 
IV 5 " 1 °  a 251 162 36 163 35 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
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T A B L E A U  IV 

I N F L U E N C E  D E S  I O N S  Na +, K + E T  D E  L ' O U A B A I N E  S U R  LA P H O S P H O R Y L A T I O N  D E S  P H O S P H O -  

P R O T I ~ I N E S  "4. L I A I S O N  P H O S P H A T E  A C I D O L A B I L E  

Les m e m b r a n e s  (environ o. 3 mg  de protdines) sont  incub6es p e n d a n t  3 ° sec 5~ 25 ° darts les m6mes 
cond i t ions  expdr imen ta l e s  que celle ddcri tes  sous le Tab leau  I I I .  Dans  les essais en prdsence de 
MgC12 5" io  5 M la  concen t r a t ion  du IT-*2P]ATP est  de o . i  mM (environ 4" I°6 coups /min  par  
/mlole),  e t  dans  les essais en prdsence de MgC12 5 mM la concen t r a t i on  du [y-aeP]ATP est  de 1 mM 
(environ r- io  a coups /min  par /~mole) .  

Exp. Concentration pmoles de P Inhibition pmoles de P Inhibition 
No. de 3"Ig 2+ incorpor~es par due au K + incorpordes par due ?* 

(M) mg de prot~ines (%) mg de protdines l'ouabai'ne 
(%) 

Na + K + Na + + ouaba~ne 

I 5 " I ° - 5  53 31 43 41 23 
I I  5"1o -5 19 6.4 66 9.6 49 
t l i  5 . i o  -a 236 154 35 ioo  58 

T A B L E A U  V 

I N F L U E N C E  D E S  I O N S  N a  +,  t {  + E T  D E  L ' O U A B A I N E  S U R  LA P H O S P H O R Y L A T I O N  D E S  P H O S P t t O -  

PROTI~INES ~ LIAISON PHOSPHATE ALCALINOLABILE 

Les membranes (environ o. 3 mg de protdines) sont incubdes pendant 3 ° see ~t 25 °dans ]es m&ncs 
conditions exp6rimentales que ce]les ddcrites sous le Tableau IV. 

Exp. Concentration pmoles de P inhibition pmoles de P Inhibition 
No. de ,~Ig 2+ incorpordes par due au I f  + incorpordes par due 9 

(M) mg de pro/dines (%) mg de protdines l'ouaba~;ne 
- -  (%) 

Na + A "+ Na + + ouaba~ne 

I o 4 .5  4 i i  3.9 13 
l [  5 " 1 0 - 5  45 33 26 39 13 
I I I  5 " 1 0  - a  88 7 ° 2O 58 34 

apr~s 3o sec d'incubation des membranes dans le milieu sodique, l'addition de K + 
n'entralne pas une d@hosphorylation importante de ces phosphoprot6ines pendant 
les 15 sec qui suivent (Figs. 5 B, 5C). Dans cette exp6rience la "rephosphorylation" 
des prot~ines par I'ATP radioactif avait 6t6 dliminde par addition simultan~e d'ATP 
non marqu6. 

Ainsi la phosphorylation de toutes les prot6ines et particuli~rement celle des 
r~sidus ~ liaison acylphosphate et ~ liaison phosphate acidolabile est plus dlev~e en 
pr6sence de Na + que de K+ et est inhibde par l'ouabaine, comme l'activitd ATPasique 
d@endant du Na + et du K +. 

DISCUSSION 

Nous montrons que, dans les membranes plasmiques de foie de rat, des kinases 
phosphorylent in vitro en quelques secondes, par I'interm6diaire de I'ATP, non seule- 
ment des prot~ines ~ liaison acylphosphate, ~ renouvellement rapide, mais aussi des 
prot6ines ~ liaisons phosphates acidolabile et alcalinolabile, beaucoup plus stables. 
Le degr~ de phosphorylation des diff6rentes prot6ines d6pend essentiellement des con- 
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di t ions  d 'exp~riences.  Dans certaines condit ions,  en par t icul ier  h o et sans addi t ion  
de Mg 2+, seuls les rdsidus h liaison acy lphospha te  sont phosphoryl6s.  Si l ' incubat ion  
des membranes  est f a r e  5 25 Get en pr~sence de Mg "'~ (5 mM) les rdsidus phospho-  
hist idine sont  presque au t an t  marqu6s clue les rdsidus h liaison acylphosphate .  Ainsi  
la phosphory la t ion  des phosphoprot6ines  5 r~sidus phosphohis t id ine  ne pouva i t  pas 
~tre observ~e par  de nombreux  auteurs  a ~,7,9 qui  incubaient  leur p r @ a r a t i o n  it o ° ou 
en presence de Mg 2+ en concent ra t ion  inf~rieure tt 5 mM. Par  contre nos r~sul ta ts  
sont  g rapprocher  de ceux obtenus  tr~s rdcemment  par  SKOU ET HILBeR(; ~ m o n t r a n t  
qu 'on  pouva i t  me t t r e  en ~vidence dans  les microsomes de cerveau deux sortes de 
phosphoprot6ines  dont  les liaisons phosphates  se renouvel lent  i~ des vitesses diff6rentes 
s i lnplement  en faisant  var ier  la concentra t ion  en Mg 2~ du milieu d ' incuba t ion  des 
microsomes.  

Certaines des phosphoprot~ines  membrana i res ,  en par t icu l ie r  les phospho-  
protdines "a liaison acy lphospha te ,  pour ra ien t  ~tre impliqudes dans  le t r anspor t  des 
ions Na ÷ et K+ h t ravers  la membrane .  En effet les expdriences de "chasse"  mon t ren t  
clue leur phosphore  a un renouvel lement  tr~s rapide,  compat ib le  avec un r61e de t rans-  
por teur .  De plus la phosphory la t ion  des rasidus ~ liaison acy lphospha te  est r~duite 
en movenne, de 4 ° o,o lorsque les ions Na  ~ sont  remplacds par  les ions K + en concen- 
t r a t ion  dgale; cet te  r6duct ion est inf~rieure ~ celle obtenues  par  NAGA:,~O et al. 4, et 
P o s t  ct al. a. Cependant  ces au teurs  ont  t ravai l l6  avec des microsomes ou des p r @ a -  
ra t ions  non purifi~es de membranes  p rovenan t  de cerveau ou de rein, de porc ou 
de cobaye.  Les differences observdes ddpendent  peut -a t re  de l 'organe ou de l ' an imal  
~tudid, comme semblent  l ' ind iquer  les %sul ta t s  de BAIn,:R et al. ~a. D ' a u t r e  par t ,  il 
existe v ra i semblab lement ,  dans les membranes  plasmiques,  diff6rents enzymes,  
ATPases  ou phosphokinases ,  dont  l 'act ivi t~ i nd@endan te  du Na + et  du K ~ est 
~limin~e dans  les condi t ions o{l ont  t ravail l~ d ' au t r e s  au teurs :  POST ct al. a laissent 
vieillir  5 e ~ leur p r @ a r a t i o n  d ' " A T P a s e " ,  NA6ANO et al. ~ a jou ten t  de l ' iodure  de 
sodium au tours  de l ' i solement  des microsomes.  Apr~s ces t r a i t ement s  8o % environ 
de  l ' ac t iv i% ATPas ique  r~siduelle d @ e n d  du Na ÷ et du K ~. Dans nos condi t ions  
~3 % de l 'ac t iv i t~  ATPas ique  des membranes  purifi~es d @ e n d  du Na  + et du K ". 
Nous avons consta% comme EMblELOT ET BOS 14 que l ' ouaba ine  inhibe ent i~rement  
cet te  activitY. Nous mont rons  de plus que l ' ouaba ine  diminue la phosphory la t ion  des 
rdsidus ~t liaison acy lphospha te .  L 'ensemble  de ces rdsul ta ts  mi l i tent  en faveur de 
l 'hypoth~se  su ivant  laquelle les phosphoprot~ines  ~ liaison acy lphospha te  in tervien-  
d ra i en t  dans  le t r anspor t  des ions Na ~ et K~ (%fs. 4, 5, 8, 9)- 

La phost)horylat ion des phosphoprot~ines  5 phosphohis t id ine  est 6galement 
inhib~e par  addi t ion  d 'ouaba ine  ou lorsque les ions Na + du milieu d ' incuba t ion  sont  
remplac~s par  les ions K ~ (inhibit ion de 4 8 % en moyenne).  Ces fai ts  laissent supposer  
que ces phosphoprotd ines  pourra ient  ¢'tre aussi  des interm~diaires  dans  le t r anspor t  
des ions 5 t ravers  la melnbrane .  Toutefois  nos rdsul ta ts  t endan t  ~ mont re r  que I 'ATP 
n 'es t  pas le prdcurseur imm8dia t  des phosphoprot~ines  a liaison phospha te  acidolabi le  
et a lcal inolabi le  vont  it l ' encontre  de cet te  hypoth~se.  En effet, lorsque les membranes  
sont  incub6es en prdsence d 'une  quant i t~  l imite  d ' A T P  la rad ioac t iv i% des phospho-  
prot6ines it liaison acy lphospha te  d iminue apr&s 5 sec d ' i n c u b a t i o n ,  ce qui  s ' expl ique  
par  un @uisemen t  du milieu en ATP. Par  contre  dans  ces condi t ions,  la rad ioae t iv i td  
des aut res  phosphoprot~ines  augmente  en fonction du t emps  comme si I 'ATP n 'd t a i t  
pas le p%curseur  imm~dia t  du phospha te  de ces phosphoprotfi ines.  Dans le bu t  de 
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v6rifier que le phosphate provenant de l'hydrolyse de I'ATP ne pouvait pas ~tre ce 
pr~curseur, nous avons incub6 des membranes pendant 3o sec en pr6sence d'une 
concentration de Haa2PO4 6quivalente ~ celle du -7-a2PIATP et de m~me radioactivit6 
sp6cifique. La radioactivit6 de tous les r6sidus 6tait nettement diminu6e, en particulier 
celle des r6sidus ~ liaison phosphate acidolabile 6tait diminu6e par un facteur de Io, 
lorsque I 'ATP 6tait remplac6 par le phosphate. Celle des r6sidus i~ liaison alcalinolabile 
6tait n6gligeable. Le phosphate min6ral n'est donc pas le pr6curseur du phosphate 
de ces phosphoprot6ines. Ces derni6res sont phosphoryl6es h partir d'un autre inter- 
m6diaire que nous n'avons pas pu d6celer. 

En ce qui concerne les phosphoprot6ines ~ liaison phosphate alcalinolabile elles 
ne semblent pas ~tre impliqu6es dans le transport des ions Na~ et K +, puisque la 
vitesse de renouvellement de leur phosphate est faible et qu'elle est peu diminu6e 
par l'ouabaine ou par le remplacement du Na + du milieu d'incubation par le K ~. 

En conclusion il existe dans les prot6ines des membranes plusieurs types de 
r4sidus phosphorylables dont les vitesses de phosphorylation varient diff6remment 
selon les conditions d'exp6riences. Cependant seule la phosphorylation des r6sidus 

liaison acylphosphate semble ~tre directement li6e h l'activit6 ATPasique d6pendant 
du Na + et du K + et aux transports de ces ions a travers la membrane. 
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RESUMe2 

Nous avions mis r6cemment en 6vidence dans les prot6ines des membranes 
plasmiques de foie de rat 3 groupes de r6sidus phosphorylables : r6sidus ~ liaison acyl- 
phosphate, r6sidus ~t liaison phosphate acidolabile et r6sidus ~ liaison phosphate 
alcalinolabile. Nous montrons que ces 3 groupes sont phosphoryl6s lorsque les mem- 
branes sont incub6es pendant 3o sec, en pr6sence de [y-a2P!ATP. Le degr6 de phos- 
phorylation de ces r~sidus d6pend des conditions d'incubation. Si l'incubation a lieu 
~ o ° sans addition de Mg 2+, 9 ° % de ta radioactivit6 incorpor6e dans les prot6ines 
se trouvent sur les r6sidus ~ liaison acylphosphate. Par contre si l'ineubation a lieu 

25 ° et en pr6sence de Mg 2+ (5 mM), 43 % seulement de la radioactivit6 incorpor6e 
sont li6s aux r6sidus k liaison acylphosphate, 41% se trouvent sur les r6sidus ~ liaison 
phosphate acidolabile et 16 % sur les r6sidus ~ liaison phosphate alcalinolabile. 

Les exp6riences de chasse montrent que le renouvellement du phosphate des 
r6sidus ~ liaison acylphosphate est beaucoup plus rapide que celui de la phospho- 
histidine, lui-m~me beaucoup plus rapide que celui du phosphate de la phosphos6rine 
et de la phosphothr6onine. 

La phosphorylation des phosphoprot6ines k liaison acylphosphate et ~ r6sidus 
phosphohistidine est toujours plus 61ev6e en pr6sence de Na + qu'en pr6sence de K 
h concentration 6gale en cation. Elle est inhib6e par l'ouabaine (1 mM) comme l'ac- 
tivit6 ATPasique qui d6pend du Na~ et du K+. 
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Certaines donn6es nous incitent h penser que I'ATP n'est pas le prdcurseur 
imm6diat du phosphate de la phosphohistidine et de la phosphos4rine. Si cette 
hypoth6se 6tait v6rifi6e, seule la phosphorylation des r6sidus ~ liaison acylphosphate 
pourrait fitre directement li6e ~ l'activit6 ATPasique ddpendant du Na + et du K * et 
aux transports de ces ions ~ travers la membrane. 
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