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SUMMARY 

Study o f  low-affinity Ca 2+ binding by rat liver &ner and outer mitochondrial membrane 
and rough and smooth endoplasmie reticulum 

Two classes of low-affinity Ca2+-binding sites have been shown to exist. One 
type dissociates as pH rises, thereby increasing the amount of bound Ca 2 +. The other 
type, which does not change in number, has an affinity for Ca 2+ which is dependent 
on ionic strength. The former is possibly a phospholipid, the latter possibly a protein. 

Under our experimental conditions, the inner mitochondrial membrane con- 
tained binding sites of the second class only while other membranes contain both 
types. Rough endoplasmic reticulum contains yet another class of sites at the ribo- 
somal level. 

INTRODUCTION 

L'existence de trois formes de fixation du Ca 2+ a 6t6 mise en 6vidence dans 
les mitochondries de nombreux tissus animaux" la fixation li6e & la fourniture d'dner- 
gie n6cessitant l 'oxydation simultan6e de substrats respiratoires, ou l'hydrolyse 
d 'ATP, la fixation de haute affinitd ind6pendante de la fourniture d'6nergie mais 
sp&ifique du Ca 2+ et la fixation de faible affinitd non li6e ~ la fourniture d'6nergie 
et non sp6cifique du Ca 2+ (r~fs i-3). Les deux premieres font partie d'un syst~me 
d'accumulation active du Ca 2 + mettant en jeu un transporteur membranaire sp&i- 
fique du Ca 2 + dont les sites repr6sentent la fixation de haute affinit64-6. 

La fixation de faible affinit6 a 6t6 moins &udi6e. Elle semble localis6e sur les 
membranes mitochondriales a' 7 et pourrait &re de nature phospholipidique a.s' 9. Son 
r61e n'est pas connu pour l'instant. Certains auteurs avaient d 'abord suppos6 qu'il 
s'agissait de la premiere &ape de l 'accumulation active du Ca 2+ (r~fs l0 12). Or, 
il a 6t6 montr6 ensuite que l'inhibition par la butacaine de la fixation de faible affinit6 
n'emp~chait nullement l 'accumulation du Ca 2+ lide ~. l'6nergie z3. Ce pourrait doric 
&re un ph6nom~ne ind6pendant ayant pour cons6quence des modifications 
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structurales des membranes mitochondriales et, par suite, des variations dans les 
ph6nombnes de perm6abilit6 d6pendant de l 'architecture de ces membranes. 

Il nous a paru int6ressant d'6tudier la fixation de faible affinit6 du C a  2 +  a u  

niveau des membranes mitochondriales externe et interne isolEes, de fad;on h e n  
ddterminer [ ' importance et la nature. De plus, nous avons ~tendu notre investigation 
au r6ticulum endoplasmique lisse et rugueux afin de v6rifier si la fixation de faible 
affinit6 du Ca 2+ pouvait  ~tre consid6r6e, non comme un ph6nombne uniquement 
mitochondrial,  mais comme un ph6nom~ne gEn6ral survenant au niveau de diff6rentes 
membranes biologiques. 

METHODES EXPERIMENTALES 

Les membranes externe et interne des mitochondries de foie de rat sont prEpa- 
r6es selon la technique pr6c6demment d6crite t4. Le r6ticulum endoplasmique lisse et 
rugueux est pr6par6 selon la mEthode de Decloitre et Chauveau ~5 Des essais prElimi- 
naires ayant montr6 que les quantitEs de Ca 2+ fixEes par les membranes 6talent les 
m~mes que les pr6parations aient lieu en presence ou en absence d 'EDTA 5.10 -4 M, 
nous avons omis pat" la suite d'en ajouter dans le saccharose 0.25 M servant ~t l 'homo- 
g6nEisation des foies de rat. Les culots de membranes purifi6es sont mis en suspension 
dans de l 'eau bi-distill6e ~ raison de 50 mg de prot6ines par ml environ. Les protEines 
sont d6termin6es par la m6thode du biuret 16. 

La fixation du C a  2 +  s'effectue dans des tubes fi centrifuger par incubation de 
0.6 mg de prot6ines membranaires dans un milieu de volume total 2 ml contenant: 
0.06 M de tampon Tr i s -HCl  du pH indiqu6 et de quantit6s de CaCI2 comprises entre 
0.05 et 48/zmoles. La solution de CaCI2 est pr6par6e ~ part ir  de 45CAC12 (C.E.A.) 
dilu6 10 lois avec CaC12 (Merck) et contient 24 #moles/ml, soit environ 16.0/zCi/ml. 
Les tubes sont places dans un appareil ~ agitation continue ~ la temperature ambiante 
pendant 15 rain, temps au bout duquel la fixation maxima est atteinte. 

Les tubes sont ensuite centrifug6s au froid fi 105000 ×g  (centrifugeuse Spinco 
mod6le L, rotor 40) pendant 1 h. Le surnageant est 61imin6. Les culots sont soigneuse- 
ment lav6s ~ l'eau bi-distillEe, puis dissouts dans l ml d'acide formique et additionnEs 
de solution de Bray ~7. La radio-activitE est mesur6e fi l 'aide d'un spectrom6tre ~t 
scintillation liquide Packard. La quantit6 d'eau prEsente dans le culot est dEterminde 
par diff6rence entre le poids frais et le poids sec, et [es quantitEs de 45Ca mesur6es 
sont diminu6es de celles contenues dans l 'eau du culot v. 

Nous avons vErifi6 que la fixation du Ca 2+ sur chaque membrane est propor- 
tionnelle b, la quantit6 de prot6ines utilis6es. D'autre part, chaque chiffre mentionn6 
reprEsente la moyenne de 4 fi 10 r6sultats exp6rimentaux. 

RI~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

Effets de la variation du pH 
Les mesures du Ca z + fix6 par les diff6rentes membranes quand la concentration 

en Ca 2+ du milieu augmente donnent des courbes de saturation typiques, montrant  
l'existence d'un hombre d6terminE de sites de fixation sur chacune d'elles. Comme 
l'indique le Tableau I, les quantit6s de C a  2 + fiX6 et le coefficient apparent de fixation 
d6pendent h la lois du type de membrane consid6rE et du pH du milieu. Le r6ticulum 
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endoplasmique lisse et la membrane externe des mitochondries fixent, pour chaque 
valeur du pH, des quantitds semblables de C a  2+ a v e c  des coefficients apparents de 
fixation voisins, ce qui renforce l 'hypothbse d6j~t 6raise d'une origine commune de 
ces deux types de membranes 14' 18. Les quantit6s nettement plus 61evdes de Ca z+ fix6 
par le r6ticulum endoplasmique rugueux laissent supposer l'existence, /~ c8t6 d'une 
fixation membranaire,  d 'une fixation suppl6mentaire sur les ribosomes, insensible 
aux variations du pH. Enfin, la membrane interne des mitochondries se caract6rise, 
~t la fois, par une faible fixation de Ca z+, et par l'insensibilit6 totale de ses sites aux 
variations du pH. 

Les effets diff6rents, suivant les types de membranes, de l'616vation du pH sur 
la fixation du Ca 2+, conduisent/ t  penser qu'il existe deux sortes de sites de fixation 
de faible affinit6 du Ca2+: les uns, pr6sents dans la membrane externe des mito- 
chondries, le r6ticulum endoplasmique lisse et la partie membranaire du r6ticulum 
endoplasmique rugueux, se dissocient de plus en plus qu,~,nd le pH s'61bve, les autres, 
pr6sents dans la membrane interne des mitochondries et les ribosomes du rdticulum 
endoplasmique rugueux, sont insensibles aux variations du pH. 

Effets de la variation de la force ionique 
Les quantitds de Ca z + fix6 quand la concentration en tampon Tris du milieu 

varie entre 0.001 M e t  0.5 M, montrent  un opt imum de fixation sur la membrane 
externe des mitochondries pour la valeur de 0.035 Met  sur le r6ticulum endoplasmique 
pour la valeur de 0.030 M. Au niveau de la membrane interne des mitochondries et 
du r6ticulum endoplasmique rugueux, les quantit6s de Ca 2+ fix6 sont d 'autant  plus 
importantes que la concentration en tampon Tris est plus faible. 

Darts les conditions optimales d'action de la force ionique, sp6cifiques de 
chaque type de membrane,  les quantit6s de Ca 2+ fix6 ne sont pas modifi6es (saul 
/t pH 7.5, en pr6sence de Tris 0.001 M, sur la membrane interne o/J il y a d6masquage 
de nouveaux sites), seul le coefficient apparent de fixation est abaiss6 (Tableau lI) 
dans tous les  cas. 

DISCUSSION 

kes propri6t6s caract6ristiques des deux cat6gories de sites de faible affinit6 du 
Ca z+ que nous avons mises en 6vidence indiquent qu'ils sont de natures diff6rentes. 
L'existence de deux catdgories de sites de fixation de faible affinit6 du Ca 2 +, les uns 
de nature phospholipidique, les autres de nature prot6ique a 6t6 d6montrde rdcem- 
ment. En effet, 21% du Ca z+ total fix6 par des fant6mes d'drythrocytes peut ~tre 
extrait avec la fraction phospholipidique, le reste demeurant darts la fraction pro- 
tdique 19'2°, tandis que pour d'autres auteurs 10% seulement des sites des microsomes 
totaux sont inactiv6s par l 'action de la trypsine 2l. II semble que la distribution des 
deux catdgories de sites diff~re suivant le type de membrane considdr6, ainsi que nous 
l"avons observ6 au cours de notre travail. 

D'autre part, les mesures de fixation du C a  2 + par des monocouches de phospho- 
lipides isolds ont montr6 que ce cation se fixe sur les cardiolipides et les acides phos- 
phatidiques 22 puis s 'adsorbe de plus en plus/~ mesure que le pH s'61bve sur les phos- 
phatidylinositols za, les phosphatidylsdrines et les phosphatidyldthanolamines 22"24. 

II semble donc permis de supposer que les sites de la premi6re des deux cat6- 
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gories que nous avons mises en 6vidence, se d issoc iant  de plus en plus quand  le p H  
s'616ve, pour ra i en t  &re de na ture  phospho l ip id ique ,  t andis  que la p ropr i&6 de modif i-  
ca t ion  de l 'affinit6 de ceux de la seconde cat6gorie  ind iquera i t  p lu t6 t  une na ture  
prot6ique.  

Le fai t  que la membrane  interne des mi tochondr ies  poss~dera i t  un iquement  
des sites de nature  prot6ique peut  sembler  surprenant  &an t  donn6 la quant i t6  p ropor -  
t ionne l lement  impor t an te  de card io l ip ides  qu 'e l le  renferme 18"25. Ce r6sultat  peut  
cependan t  &re expliqu6 par  les exp6riences de Guarn ie r i  e t a [ .  26 m o n t r a n t  que les 
t6tes polaires  des card io l ip ides  de cet te  membrane  sont  enferm6es 5_ l ' in t6r ieur  de la 
s t ructure  m e m b r a n a i r e  et inaccessibles aux an t icorps  sp&if iques ajout~s dans  le 
milieu. 

RESUME 

L'existence de deux cat6gories de sites de f ixat ion de faible affinit6 du Ca 2+ 
a 6t6 mise en 6vidence. Les uns se dissocient  de plus en plus quand  le p H  s'616ve 
pe rme t t an t  une augmen ta t i on  des quant i t6s  de Ca z+ fix6, les autres  sont  invariables  
en hombre ,  mais  leur affinit6 pour  le Ca 2+ est d6pendante  de la force ionique du 
milieu. Les premiers  pour ra i en t  6tre de na ture  phospho l ip id ique ,  les seconds de nature  
prot6ique.  

Dans nos condi t ions  exp6rimentales ,  la membrane  interne des mi tochondr ie s  
possbde un iquement  des sites de la seconde cat6gorie.  Les aut res  membranes  renfer- 
ment  s imul tan6ment  les deux sortes de sites. Le r6t iculum endop lasmique  rugueux 
possbde des sites suppl6menta i res  au niveau des r ibosomes.  
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