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SUMMARY 

Structures of  biological membranes: Localisation of  galaetosyldiglycerides in chloro- 
plasts by means of  specific antibodies 

IL Treatment with peroxidase: electron microscope study 

The results obtained in this study confirm that the outer membrane of the 
chloroplast envelope contains galactosyldiglycerides and that these molecules are 
uniformly distributed over the membrane surface. The results show that the galac- 
tosyldiglyceride molecules that are accessible to antibodies at the level of the thy- 
lakoids are distributed over the membrane surface in discrete patches. 

INTRODUCTION 

Dans un travail pr6c6dent [1 ], nous avons montr6 par des tests d'agglutination, 
de fixation du compl6ment et d'immunofluorescence que des anticorps sp6cifiques anti- 
galactosyldiglyc6rides r6agissent avec les membranes des chloroplastes. Ces faits 
nous avaient permis de conclure qu'une pattie au moins des galactosyldiglyc6rides 
contenus dans ces plastes est localis6e ~ la surface des membranes (enveloppe et 
thylakoides) et que leur p61e galactose est orient6 vers l'ext6rieur de ces formations. 
Un doute subsistait cependant au sujet de l'enveloppe. Elle est tr6s fragile et, au cours 
des r6actions d'agglutination et de fixation du compl6ment, elle pouvait ~tre alt6r6e 
ou d6truite. Par ailleurs, on ne distingue cette enveloppe que d'une mani6re tr6s 
imparfaite en microscopie optique et les figures observ6es en immunofluorescence sont 
difficiles h interpr6ter avec pr6cision; en particulier, la signification des formes "ballon" 
donne lieu ~ des controverses. Pour les uns la paroi du "ballon" color6e en immuno- 
fluorescence repr6senterait l'enveloppe [2]; pour d'autres cette paroi r6sulterait du 
gonflement de la membrane des thylakoides [3]. II 6tait donc n6cessaire de completer 



246 

nos premi6res exp6rimentations par l'examen de nos r6actions immunologiques en 
microscopie 61ectronique afin de v6rifier l'int6grit6 des enveloppes et de pr6ciser la 
localisation des r6actions obtenues. 

MATERIAUX ET METHODES 

Les anticorps anti-galactosyldiglyc6rides et anti-glucuronosyldiglyc6ride sont 
purifi6s par le m6thode Coulon-Morelec [4] 5- partir d'immuns6rums de lapin 
pr6par6s comme il a 6t6 d6crit pr6c6demment [1 ]. 

Les anticorps anti-7-globulines de lapin provenant d'un immuns6rum de mouton 
sont purifi6s puis ils sont marqu6s avec de la peroxydase 5- l'aide de la m6thode en 
deux temps d'Avrameas et Ternynck [5]. 

Les chloroplastes sont isol6s 5. --4 ° suivant la technique d6crite pr6c6demment 
[1] en tampon phosphate 0.1 M (pH 7.8 saccharose), 0.4 M, s6rumalbumine bovine 
I mg/ml, cyst6ine 3 mM et purifi6s sur gradient de saccharose 1.7 M-I  M4).7 M. 
Les chloroplastes poss6dant l'enveloppe (chloroplastes de classe I dans la classi- 
fication utilis6e par Ridley et Leech [6]) sont recueillis 5. l'interface 1.7 M-1 M apr6s 
centrifugation et ceux qui n'ont plus cette enveloppe (chloroplastes de classe I I )sont  
pr61ev6s 5. l'interface 1 M-0.7 M. Les chloroplastes sont utilis6s imm6diatement apr6s 
leur s6paration sans aucune fixation, soit apr6s action d'une solution de glutarald6- 
hyde 5. 0.25 ~ dans le tampon d'extraction pendant 15 min, op6ration suivie de plu- 
sieurs lavages. La chlorophylle est dos6e par la m6thode d'Arnon [7] et la suspension 
de chloroplastes est utilis6e 5. une concentration de 0.1 mg chlorophylle/ml. 

La r6action immunoenzymatique (permettant de r6aliser une coloration 
visible en microscopie 61ectronique) est r6alis6e suivant une technique indirecte. 
Dans un premier temps on ajoute 5. la suspension de chloroplastes un 6gal volume 
d'une solution d'anticorps anti-galactosyldiglyc6rides dont le titre en agglutination 
avec l'antig6ne homologue est 1/32-1/64. On laisse en contact 30 min, on 61imine le 
liquide surnageant par centrifugation et on lave les chloroplastes une lois avec le 
tampon. Dans un deuxi6me temps, on met la suspension de chloroplastes en contact 
avec les anticorps anti-7-globulines de lapin marqu6s 5. la peroxydase (concentration 
variant de 16 5. 50/~g prot6ine/ml pendant 1 h). On ~limine le liquide surnageant et 
on lave deux lois. La pr6sence des anticorps est r6v616e en pla~ant les chloroplastes 
quelques minutes dans une solution de diaminobenzidine, substrat pour la peroxydase, 
en pr6sence d'eau oxyg6n6e suivant la technique d6crite par Avrameas [8]. 

Afin de pr6server au maximum l'int6grit6 des organites, les stades successifs 
de la r6action immunoenzymatique sont effectu6s 5. + 4  ° et tous les  r6actifs sont 
dilu6s dans le tampon utilis6 pour l'extraction des chloroplastes. La r6action en- 
zymatique est r6alis6e dans le m~me milieu mais en absence de cyst6ine. 

Pour contr61er la sp6cificit6 de la r6action, on fait agir des anticorps anti-glu- 
curonosyldiglyc6ride (titre 1/32-1/64 avec l'antig6ne homologue) ne r6agissant pas avec 
les chloroplastes en agglutination, en fixation du compl6ment, en immunofluorescence. 

Les chloroplastes sont fix6s dans une solution d'acide osmique 5. 0.4% dans 
le tampon d'extraction, d6shydrat6s progressivement par de l'alcool puis par de 
l'oxyde de propyl6ne avant d'etre inclus dans de l'6pon araldite. 

Les coupes sont examin6es directement sans aucune contre-coloration avec 
un microscope 61ectronique Siemens op6rant sous une tension de 80 kV. 
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RESULTATS 

Les images obtenues  apr6s action des ant icorps anti-galactosyldiglyc6rides sur 
les chloroplastes de classe I non fix6s mont ren t  la pr6sence d 'un  d6p6t impor tan t  et 
homog6ne,  opaque  aux 61ectrons, sur l 'enveloppe qui (Fig. I)  seule est color6e. Il 
n 'y  a pas de d6p6t au niveau des membranes  des thylakoides:  i! n 'y  a donc pas eu de 
p6n6tration des ant icorps ~t l ' int6rieur des chloroplastes.  Les chloroplastes sont bien 
conserv6s, dans leur majorit6: ils poss6dent leur enveloppe et le s t roma est g6n6rale- 
ment  pr6sent. Nous  constatons par  contre que les chloroplastes trait6s par  des anti- 
corps anti-glucuronosyldiglyc6ride (Fig. 2) ou non trait6s par  un anticorps ne pos- 
s6dent plus d 'enveloppe ni de s t roma,  pour  la plupart .  Le d6p6t de l ' immuncomplexe  
sur l ' enveloppe augmente  donc sa r6sistance. Les chloroplastes peuven t  alors subir 
sans d o m m a g e  les centrifugations et remises en suspension au cours de la r6action 
immunoenzymat ique ,  op6rations qui alt6rent profond6ment  les pr6parat ions t6moins. 
Nous  n 'observons  aucune activit6 peroxydasique dans |es chloroplastes lorsqu'ils 
sont mis en contact  avec la diaminobenzidine.  

Une  fixation 16g6re des chloroplastes par  le glutarald6hyde permet  une meilleure 
conservat ion de leur morphologie .  Nous  obtenons apr6s action des anticorps anti- 

Fig. 1. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe I non fix6s. Anticorps anti-galactosyl- 
diglyc6rides. Grandissement × 5000. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s ~. 1/8. Anticorps anti- F- 
globulines de lapin marqu6s b~ la peroxydase ~. 30 ktg de prot6ine/ml. 

Fig. 2. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe I non fix6s. Anticorps anti glucurono- 
syldiglyc6ride (t6moin n6gatif). Grandissement × 5000. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s ~t 1/8. 
Anticorps anti-),-giobulines de lapin marqu6s ~ la peroxydase ~t 30/~g de prot6ine/ml. 
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Fig. 3. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe I fix6s par le glutarald6hyde. Anticorps 
anti-galactosyldiglyc6rides. Grandissement x 13 333. me et m~, membrane externe et interne de I'en- 
veloppe. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s/~ 1/8. Anticorps anti-y-globulines de lapin marqu6s 
~t la peroxydase h 30/~g de prot6ine/ml. 

Fig. 4. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe 1 fix6s par le glutarald6hyde. Anticorps 
anti-glucuronosyldiglyc6ride (t6moin n6gatif). Grandissement x 13 333. Anticorps anti-lipide employ6s 
dilu~s/l 1/8. Anticorps anti-~,-globulines de lapin marqu6s ~t la peroxydase ~t 30/~g de prot6ine/ml. 

galactosyldiglyc6rides sur ces chloroplastes fix6s des r6sultats identiques /t ceux 
trouv6s pr6c6demment avec les chloroplastes non fix6s. Dans ce cas nous avons pu 
distinguer les membranes  externes et internes de l 'enveloppe, celles-ci 6tant par  
endroit  s6par6es (Fig. 3); on constate alors que seule la membrane  externe est color6e. 
Ce r6sultat peut s 'expliquer de deux fagons: soit une absence de r6activit6 de la mem- 
brane interne, soit une imperm6abilit6 de la membrane  la plus externe. Le glutaral- 
d6hyde peut jouer  un r61e dans cette imperm6abilit6 mais nous ne disposons pas 
d ' image de d6collement des membranes  interpr6table apr6s colorat ion sans fxa t ion  
par le glutarald6hyde. 

Avec les chloroplastes fix6s par  le glutarald6hyde, il peut se produire une 
16g6re absorpt ion asp~cifique des anticorps anti-7-globulines marqu6s ~t la peroxydase 
ou des anticorps anti-glucuronosyldiglyc6ride mais toujours ~t des concentrat ions de 
ces r6actifs nettement sup6rieures h celles utilis6es dans la r6action sp6cifique (Fig. 4). 
L 'emploi  de r6actifs dilu6s ou l 'adjonct ion d 'a lbumine au milieu r6actionnel (serum- 
albumine bovine 10 mg/ml) att6nuent ces ph6nom6nes non sp6cifiques. 

Grhce ~t l 'observation en microscopie 61ectronique de r6actions immuno-  
enzymatiques,  nous avons pu mettre en 6vidence la pr6sence au niveau de la membrane  
externe de l 'enveloppe des chloroplastes, de galactosyldiglyc6rides dont  le p61e 
galactose est orient6 vers l'ext6rieur. Ceci est en accord avec les r6cents travaux de 
Douce et al. [9] qui ont 6galement d6montr6, par  des m6thodes biochimiques, la 
pr6sence de galactosyldiglyc6rides dans l 'enveloppe. 

Apr6s action des anticorps anti-galactosyldiglyc6rides sur les chloroplastes de 
classe I I  non fix6s, on  observe un d6p6t impor tant  de colorant  ~t la surface des thyla- 
koides intergranaires ou granaires (Figs 5 et 6). Cette coloration n'est pas homog6ne 
mais pr6sente un aspect granulaire et elle n 'appara i t  que sur les membranes p6ri- 
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Fig. 5. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe II non fix6s. Anticorps anti-galactosyl- 
diglyc6rides. Grandissement × 5000. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s ~t 1/16. Anticorps anti-~,- 
globulines de lapin marqu6s ~t la peroxydase ~t 20/~g de prot6ine/ml. 

Fig. 6. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe 1I non fix6s. Anticorps anti-galactosyl- 
diglyc6rides. Grandissement × 15000. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s h 1/16. Anticorps 
anti-~,-globulines de lapin marqu6s ~ la peroxydase h 20/,g de prot6ine/ml. 

ph6riques des grana. L'absence de coloration au niveau interne des grana peut ~tre 
interpr6t6e de plusieurs fa~ons: une disposition particuli6re des galactosyldiglyc6rides 
au niveau des partitions ou un accolement tr6s 6troit des membranes en ces points 
ne permettant pas aux anticorps d'atteindre les sites r6actifs. Cette deuxi6me alterna- 
tive parait 8tre la bonne; en effet lorsque les membranes d'un granum se d6collent 
rune  de rautre,  il apparalt une coloration granulaire des faces alors expos6es au 
milieu ext6rieur. 

Nous n'observons aucune coloration des chloroplastes apr6s action des anti- 
corps anti-glucuronosyldiglyc6ride (Figs 7 and 8). Ce r6sultat d6montre la sp~cificit6 
de la r6action observ6e. 

DISCUSSION 

Quoi qu'il en soit, ces r6sultats nous paraissent pouvoir ~tre interpr6t6s ~t la 
lumi6re des mod61es de structure des membranes propos6s actuellement: pour Singer 
et Nicolson [10] les prot6ines constitutives des membranes seraient plus ou moins 
enfouies dans une touche lipidique bimol6culaire fluide, dans la th6orie micellaire de 
Weier et Benson [11 ] les prot6ines et les lipides seraienf associ6s par leurs liaisons 
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Fig. 7. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe 11 non fix6s. Anticorps anti-glucurono- 
syldiglyc6ride (t6moin n6gatif). Grandissement × 5000. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s ~. 1/16. 
Anticorps anti-~,-globulines de lapin marqu6s ~. la peroxydase ~. 20 ktg de prot6ine/ml. 

Fig. 8. Action des anticorps sur des chloroplastes de classe 11 non fix6s. Anticorps anti-glucuronosyl- 
diglyc6ride (t6moin n6gatif). Grandissement × 15 000. Anticorps anti-lipide employ6s dilu6s b, 1/16. 
Anticorps anti-y-globulines de lapin marqu6s ~t la peroxydase b, 20 #g de prot6ine/rnl. 

apolaires .  Dans  ces deux sch6mas, les p61es hydrophi les  des l ipides se t rouvera ien t  en 
contac t  avec le milieu ext6rieur. Les r6sultats obtenus  ne semblent  pas 5- not re  avis en 
faveur  de la s t ructure  propos6e  par  Calvin puis  modifi6e pa r  Leslie [12] dans  laquelle 
les l ipides sont  situds 5, l ' in t6r ieur  et les prot6ines h l 'ext6rieur  de la membrane .  

Enfin si nous  ne pouvons  6carter  5- pr ior i  la possibil i t6 d ' un  r6ar rangement  
des mol6cules l ipidiques et prot6iques  dans  les membranes  au cours  des exp6riences, 
nous cons ta tons  que ces membranes  ont  conserv6 une s t ructure  main tenan t  leur 
imperm6abi l i t6  aux mol6cules d 'an t icorps .  

RESUME 

Les r6sultats obtenus  pe rmet ten t  d ' a f l i rmer  que la m e m b r a n e  externe de 
l ' enve loppe  du ch lorop las te  por t e  des mol6cules de galactosyldiglyc6rides  et que ces 
mol6cules sont  r6part ies d ' une  mani6re  un i forme 5- la surface de cette membrane .  
Ils m o n t r e n t  que les mol6cules de galactosyldiglyc6rides  accessibles aux ant icorps  
au niveau des thy lakoides  sont  distr ibu6es d 'une  mani6re ponc t i fo rme  ~t la surface de 
ces membranes .  
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