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Summary 

R e s e a r c h  on  s u b c e l l u l a r  l oca l i za t i on  o f  p r o c o l l a g e n  p r o l i n e  h y d r o x y l a s e  f r o m  
c h i c k  e m b r y o  l iver 

Subcellular fractionation by differential centrifugation was used to study 
protocotlagen proline hydroxylase (EC 1.14.11.2) localization from chick em- 
bryo liver. The fractions have been characterized by marker enzymes and elec- 
t ron microscopy. By these methods,  it was observed that procollagen-proline- 
hydroxylase is concentrated in the microsomal fraction which is sedimented at 
145 000 X g in 250 mM sucrose. 

Introduct ion 

L 'hydroxyla t ion  de la proline peptidique est une ~tape importante  de la 
biosynth~se du collag~ne. L 'enzyme responsable de cette hydroxyla t ion  ou 
procollag~ne-proline-hydroxylase (EC 1.14.11.2) a longtemps ~t~ consid~r~ 
comme un enzyme soluble [1,2]. Plus r~cemment, Guzmann et Cutroneo [3,4] 
ont montr~ qu'~ partir d 'homog~nats de divers tissus de rat, il ~tait possible de 
localiser cet enzyme dans des culots d 'ultracentrifugation ~ 105 000 X g e t  que 
l'activit~ de l 'enzyme contenu darts ces culots ~tait augrnent~e en presence de 
Tri ton X-100 ~ 0.1%. Ces auteurs se sont attaches ~ montrer  la localisation 
particulaire de la procollag~ne-proline-hydroxylase sans pour  autant  pr~ciser la 
nature de ces particules, par des marqueurs enzymatiques par exemple. Cette 
precision a ~t~ apport~e par le travail de Harwood et al. [5] qui on tmon t r~  
que la procollag~ne-proline-hydroxylase des fibroblastes de tendon et de ster- 
num d 'embryons  de poulet  ~tait concentr~e dans les fractions subcellulaires du 
r~ticulum endoplasmique reconnues par l 'uridine diphosphatase et l 'acide ribo- 



73 

nucl~ique. L'aspect morphologique de cette localisation a ~t~ examin~ par 
Olsen et al. [6] qui ont montr~, par l 'utilisation d'anticorps sp~cifiques marquis  
~ la ferritine, que la procollag~ne-proline-hydroxylase apparaissait ~ l'int~rieur 
des citernes du r~ticulum endoplasmique. Parall~lement ~ ces travaux, nous 
avons poursuivi une ~tude de la localisation de la procollag~ne-proline-hy- 
droxylase dans les fractions subcellulaires de foie d 'embryons  de poulet  [7]. 

Nous avons utilis~ le tissu h~patique car il s'av~re le mieux connu pour la 
localisation des marqueurs enzymatiques. De plus, l ' embryon de poulet  se 
r~v~le un materiel int~ressant, car nous avons pu noter que le foie d 'embryon 
de poulet  contient  une activit~ de procollag~ne proline-hydroxylase environ 5 
fois plus ~lev~e que celle de foie de rat. I1 s'av~re ~galement important  d'utiliser 
l ' embryon de poulet,  ~tant donn~ que le substrat naturel d~crit au Chapitre 
Materiels et M~thodes est pr~par~ ~ partir d 'embryons  de poulet.  Les travaux 
que nous pr~sentons dans ce m~moire apportent  des arguments ~ la presence de 
la procollag~ne-proline-hydroxylase dans les membranes de la fraction micro- 
somique. 

Materiels et M~tbodes 

Rdactifs 
Pour le dosage d 'un certain nombre de marqueurs enzymatiques,  nous utili- 

sons les r~actifs suivants: le cy tochrome c (r~f. 15143), le glucose-6-phosphate 
(r~f. 15134),  le nicotinamide adenine dinucl~otide phosphate r~duit (r~f. 15502) 
qui proviennent des Etablissements Boehringer. 

Les r~actifs pour  le dosage de la phosphatase acide sont conditionn~s par les 
Etablissements Boehringer, les r~actifs pour le dosage de la lactico-d~shydrog~- 
nase par m~thode colorim~trique sont conditionn~s par Wako et les r~actifs 
pour  le dosage de la 5'-nucl~otidase sont de Sigma. 

Animaux 
Le fract ionnement cellulaire a ~t~ effectu~ sur des embryons de poulet  Leg- 

horn ou Sussex de 18 jours. Des essais comparatifs n 'ont  pas mis en ~vidence 
une influence de la race sur les activit~s enzymatiques. L'~ge opt imum de 18 
jours a ~t~ choisi en fonction d'~tudes cin~tiques pr~liminaires [8]. 

Prdparation du substrat de la procollagdne-proline-hydroxylase 
Le substrat est pr~par~ selon la technique de Hut ton et al. [9]. I1 s'agit d 'un 

procollag~ne contenant  des molecules de proline triti~e. I1 est obtenu ~ partir 
d 'embryons  de poulet  de 8--9 jours. Les embryons sont d~capit~s et broy~s au 
pot ter  ~ faible vitesse (250 tours/minute)  dans un tampon Krebs-Ringer modio 
fi~ ~ raison de 2 ml/g d 'embryons  en presence de a,a ' -dipyridyl 1 mM. Cet 
agent ch~latant du fer est ajout~ afin de bloquer la procollag~ne-proline-hy- 
droxylase pr~sente dans l 'homog~nat. 

L'homog~nat est incub~ pendant  30 min ~ 37°C afin de permettre la chela- 
tion du fer par l 'a,a '-dipyridyl,  puis durant 2 h e n  presence de [4-3H] proline 
(16 Ci/mM, C.E.A. Saclay, r~f. TMM 95) ~ raison de 80/~Ci par g de tissu frais. 

Apr~s incubation, l 'homog~nat est centrifug~ pendant  20 min ~ 2000 × g. Le 
collag~ne soluble du culot est extrait 3 fois pendant  12 h par de l'acide ac~tique 
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~ 3% ~ raison de 2 ml par g de tissu; apr~s centrifugation, les extraits sont 
dialys~s contre de l'eau distill~e. Cette preparation contient du collag~ne acido- 
soluble et des polypeptides collag~niques non hydroxyl~s, synth~tis~s durant 
l ' incubation, appel~s protocollag~ne. 

Fractionnement cellulaire 
Les embryons sont d6capit6s, les foies sont imm6diatement pr61ev6s et 

plong6s dans une solution saccharose 250 mM, chlorure de magn6sium 10 mM, 
Tris-mal6ate 10 raM, pH 7, refroidie entre 0 et 4°C. Toutes les op6rations qui 
vont suivre sont effectu6es ~ 4 °C. Les foies sont lav6s avec cette solution, puis 
broy6s dans la m~me solution ~ raison de 0.15 g de tissu frais par ml de 
tampon. Le broyage est effectu6 au potter avec un piston en t6flon ~ une 
vitesse de 3100 tours/minute et 5--6 aller et retour pendant une min. Apr6s 
centrifugation/~ 600 × g pendant 10 min, le culot est remis en suspension dans du 
tampon, ~ raison de 10 fois son volume, et rebroy6 pendant une minute. Apr6s 
une nouvelle centrifugation ~ 600 × g pendant 10 min, on rassemble les surna- 
geants qui contiennent environ 70% de l'activit6 totale de la procollag6ne-pro- 
line-hydroxylase. I1 faut remarquer qu'il n'a pas 6t6 possible d'obtenir une 
meilleure extraction car si l 'on augmente le temps de broyage, ou si l 'on y 
adjoint des agents solubilisants comme le Triton X-100, on ne diminue pas de 
fa~on notable la quantit~ de procollag~ne-proline-hydroxylase pr6sente dans le 
culot, mais on retrouve des quantit~s accrues d 'enzyme dans la phase cytoplas- 
mique soluble. Le surnageant ~ 600 × g est fractionn~ par des centrifugations 
successives selon le schema repr~sent~ sur la Fig. 1. A chaque ~tape, les culots 
de centrifugation sont laves deux fois avec le milieu d'extraction, les surna- 
geants sont rassembl~s. 

Les centrifugations ~ 600, 7000 et 15 000 × g sont effectu~es avec une 
centrifugeuse MSE High Speed 18 (rotors 6 × 100 et 8 × 50). Les centrifuga- 
tions ~ 145 000 × g sont effectu~es avec une ultracentrifugeuse Beckman L 50 
(rotor 42-1, 40 000 tours/minute).  

Homoo~nat total 

I 
Culot 600g ensemble des Surnageants 

rebroy~ puis lav~ I fois ~ 600g 

centrifugation I 
d 7000g lOmn 

~,,r" ~ 
Sumageants 7000g Culot 7000g 

centrifugation I 
15000g 15mn ] 

t, 
Surnageants 15000g Culot 15000g 

ce~trifugation J 
145 O00g 2h 

t 
Surnageants 145000g CUlot 145000g 

Fig. 1. Schema de f rac t ionnement  cellulaire. 
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Afin de s~parer les membranes plasmiques des membranes du r~ticulum en- 
doplasmique, nous avons ~galement effectu~ des fractionnements en saccharose 
880 mM. Dans ce cas, le broyage est effectu~ en tampon tris-mal~ate 10 mM, 
pH 7, chlorure de magnesium 10 mM, saccharose 880 mM. Le surnageant ~ 
20 000 × gest  centrifug~ successivement 1 h ~ 105 000 × g e t  2 h ~ 145 000 × g. 

Mesure de l'activitd de la procollagdne-proline-hydroxylase 
Les extraits enzymatiques sont pr6-incub6s pendant 5 min ~ 38°C en pr6- 

sence des activateurs et des co-substrats de la r6action (acide ascorbique 1 mM, 
Fe 2÷ 0.1 mM, a-c6toglutarate 0.5 mM). La r6action est alors initi6e par l'addi- 
tion du substrat marqu6 (environ 150 000 dpm), maintenu ~ 38°C et homog6- 
n6is6 au potter  avant l 'emploi. Le volume final de l ' incubation est 2 ml. Apr~s 
30 min d' incubation ~ 38°C, la r6action est arr~te6 par l 'addition de 200 pl 
d'acide trichlorac6tique ~ 50%. Chaque essai est effectu6 en double, chaque 
s6rie d'incubations comporte un 6chantillon appel6 "t6moin substrat" incub6 
darts les m~mes conditions mais ne contenant  pas l 'enzyme. Apr~s inhibition de 
la r6action enzymatique, les essais sont stock6s ~--25°C en at tendant  le dosage 
des produits de la r6action. 

Les extraits enzymatiques se trouvent sous un volume de 100 ~ 1000 pl, 
pour lequel on a pr6alablement v6rifi6 que l 'enzyme n'6tait par saturant vis-a-vis 
d 'un lot de substrat donn6. 

Dans le cas des mesures d'activit6 sur des fractions membranaires, la pr6para- 
tion enzymatique est pr6trait6e pendant 15 min, ~ temp6rature ambiante par 
du Triton X-100 ~ une concentration finale de 2 pour mille. Nous avons pr6ala- 
blement v~rifi6, sur une fraction soluble de procollag~ne-proline-hydroxylase, 
que le Triton X-100 n'avait pas d 'effet  inhibiteur jusqu'~ une concentration de 
3 pour mille mais qu'au del~ l'activit6 mesur6e d6croissait 16g~rement. 

L'activit6 proline hydroxylase se manifeste par la formation d'une mol6cule 
d'eau pour chaque mol6cule de proline hydroxyl6e, l 'hydrog6ne en position 
trans fix6 sur le carbone 4 de la proline 6tant 61imin6 sous forme d'une mol6- 
cule d'eau. Si l 'on utilise de la proline triti6e en 4, on obtient de l'eau triti6e 
dont  la quantit6 form~e sera proportionnelle ~ l'activit6 enzymatique. Apr6s 
incubation, l 'eau contenue dans l'6chantillon est lyophilis6e en utilisant l'ap- 
pareil d~crit par Hutton et al. [9]. Un aliquot de 1 ml est pr61ev6 et compt~, en 
scintillation liquide, en pr6sence de 13 ml de liquide de Bray au moyen d 'un 
compteur  de scintillation Packard Tri-Carb. Les r6sultats so~t exprim6s en dpm 
d'eau triti6e apr6s soustraction des dpm du "t6moin substrat".  

Nous avons v6rifi~ le parall~lisme entre la quantit6 d'eau triti6e et la quantit6 
d 'hydroxyprol ine triti6e form6e ~ partir du substrat marqu6 sur la proline. 

Mesure des marqueurs enzymatiques 
Afin de caract~riser les diff~rentes fractions cellulaires, nous avons utilis~ des 

marqueurs enzymatiques indiqu~s dans le tableau I avec r~f~rence ~ leurs 
m~thodes de dosage. Pour chaque fraction, nous avons v~rifi~ les conditions 
optimales d ' incubation et utilis~ un volume d'extraits pour lequel la concentra- 
ti.on enzymatique n'~tait pas saturante. 

L'activit~ r~elle de la 5'-nucl~otidase est d~termin~e en soustrayant, ~ la 
quantit~ d 'or thophosphate lib~r~ en presence d'ad~nosine-5'-monophosphate, 
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T A B L E A U  I 

E n z y m e s  L oca l i s a t i on  R 6 f 6 r e n c e  t e c h n i q u e  

C y t o c h r o m e  c o x y d a s e  (EC 1 . 9 . 3 . 1 )  m e m b r a n e  i n t e r n e  A p p e l m a n s ,  W a t t i a u x  e t  
m i t o c h o n d r i e s  De Duve  [ 10]  

P h o s p h a t a s e  ac ide  (EC 3 . 1 . 3 . 2 )  l y s o s o m e s  A n d e r s c h  e t  S z c y p i n s k i  [ 11]  

G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t a s e  (EC 3 . 1 . 3 . 9 )  m i c r o s o m e s  S w a n s o n  e t  S w a n s o n  [ 1 2 ]  

N A D P H  c y t o c h r o m e  c r e d u c t a s e  m i c r o s o m e s  O m u r a ,  S iekevi tz  et  Pa lade  [ 13]  
(EC 1.6 .2 . - )  

5 ' -Nuc l~o t i da se  (EC 3 . 1 . 3 . 5 )  

D ~ s h y d r o g ~ n a s e  l a c t i q u e  
(EC 1 . 1 . 1 . 2 7 )  

m e m b r a n e  p l a s m i q u e  

p h a s e  c y t o p l a s m i q u e  
so lub le  

D i x o n  e t  P u r d o m  [ 1 4 ]  

C a b a u d  et  W r o b l e w s k i  [ 1 5 ]  

la quantit~ d 'or thophosphate  lib~r~ en presence de/~-glyc~rophosphate. 
La n~cessit~ de doser l'activit~ enzymatique totale de chaque fraction nous a 

conduits ~ effectuer  les dosages en presence de Tri ton X-100 pour solubiliser 
ces fractions. Les conditons de solubilisation par le Tri ton X-100 ont  ~t~ 
v~rifi~es en fonct ion de la concentrat ion en prot~ines et de la stabilit~ de 
l'activit~ enzymatique.  Les concentrat ions suivantes ont  ~t~ utilis~es: 0.1 pour  
mille pour la mesure de la cy tochrome oxydase, 0.5 pour  mille pour la 
phosphatase acide et 0.2 pour mille pour  la NADPH cy tochrome c r~ductase. 
Le dosage de l'activit~ de la glucose-6-phosphatase et de la 5'-nucl~otidase, par 
la mesure du phosphate lib~r~, rend impossible l 'utilisation du Tri ton X-100, 
car ce compos~ produit  un trouble lors de la r~action colorim6trique. Dans ce 
cas, la solubilisation est effectu~e par broyage au pot ter  ~ 3100 tours /minute  
pendant  30 s avec 5--6 aller et retour. 

Dosage des protdines 
Les activit~s sp~cifiques des diff~rents enzymes sont exprim~es par rapport  ~ 

la concentra t ion en prot~ine mesur~e par la m~thode de Weichselbaum [16] 
~talonn~e sur de la s~rum albumine. Cette technique utilisant la colorat ion par 
le biuret en presence de cholate de sodium permet  de doser les prot~ines de 
fractions insolubles plus facilement que la m~thode de Lowry.  Nous avons 
contrSl~ cette m~thode par des dosages d 'azote  sur les m~mes ~chantillons. 

Microscopie dlec tronique 
Les culots de fractions sont fixes par le glutarald~hyde 2.5% en tampon 

phosphate de sodium 0.1 M, pH 7.4 et laiss~s en contact  pendant 1 h ~ 4°C. 
Apr~s lavage, les preparations sont postfix~es par l 'acide osmique ~ 1% dans le 
m~me tampon.  Les inclusions sont faites ~ t 'araldite et les coupes effectu~es sur 
ultra microtome Ul t ro tome III LKB. Les colorations sont faites ~ l 'ac~tate 
d 'uranyle et citrate de plomb et les observations effectu~es sur microscope 
~lectronique JEM 100 B. 

R~sultats 

A, Fractionnement en saccharose 250 mM 
Les r~sultats du f ract ionnement  en saccharose 250 mM sont por t , s  sur le 
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tableau II. I1 indique l'activit~ sp~cifique de la procollag~ne-proline-hydroxylase 
et des enzymes marqueurs dans l 'homog~nat total et les diff~rentes fractions 
subcellulaires. Les diff~rents culots de centrifugation ont ~t~ examines en 
microscopie ~lectronique. La Fig. 2 comporte les micr0photographies des 
culots obtenus ~ 7000 × g, 15 000 × g e t  145 000 × g. La figure 2A montre 
que le culot ~ 7000 × g renferme essentiellement des mitochondries, avec 



79 

Fig. 2. M i c r o p h o t o g r a p h i e s  ~ l ec tron iques  des cu lo t s  de centr i fugat ion  en saccharose  2 5 0  raM: (A)  cu lot  ~ 
7000  × g, g ross i ssement  67 500;  (B) culo t  ~ 15 000  × g, g~ossissement 13 050 ;  (C) culo t  d 145  000  × g, 
g~oss i s sement  26 100.  

cependant une l~g~re contamination par des particules d'aspect lysosomique et 
des ~l~ments de nature microsomique. Le culot ~ 15 000 × g (Fig. 2B) est 
beaucoup plus h~t~rog~ne; il est constitu~ de quelques mitochondries,  de 
particules denses, sans doute de nature lysosomique et de microsomes. L'obser- 
vation, en microscopie ~lectronique, du culot ~ 145 000 × g {Fig. 2C) montre 
qu'il s'agit d'une preparation de microsomes assez pure. On ne note dans cette 
fraction que de tr~s rares mitochondries.  

Dans ces fractions, l'activit~ de la procollag~ne-proline-hydroxylase a ~t~ 
mesur~e en presence et en l'absence de Triton X-100. Les r~sultats correspon- 
dant ~ l'effet du triton sont port ,s  sur le tableau III. 

T A B L E A U  II I  

Act iv i t~  to ta l e  en 
d p m  (eau trit i~e)  Avec  Tr i ton  Sans Tr i ton  

Homogf ina t  to ta l  2 867 130 421  636 
Culo t  

600  × g 879 688  112 788 
7 0 0 0  X g 34 9 7 0  3 527 
15 000  × g 21 712 3 105 
145  0 0 0  × g 1 376 222 196 603  

Surnageant  
145 00 0  × g 389 567 378  224  
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T A B L E A U  IV 

E n z y m e s  Frac t ions  subcel lulaires  Express ion  des 
r~sultats 

Sacchaxose Saccharose  880  mM 
250 mM 

Culot  Culot  Culot  
145 000  × g 105 000  × g 145 000  × g 

5 ' -nucl~ot idase  477 562 5 977  n m o l  p h o s p h a t e  lib~r~/ 
h / m g  de prot~ines  

Procol lag~ne-prol ine-  1 717 1 944  712 d p m / 3 0  ran / rag  de 
h y d r o x y l a s e  prot~ines  
N A D P H  c y t o c h r o m e  c 15.5 18.2 7.3 n m o l  c y t o c h r o m e  c 
r~ductase  r ~ d u i t / m n / m g  de 

prot~ines  

B, Fractionnernent en saccharose 880 m M  
Ce fractionnement cherche ~ s~parer les microsomes et les membranes 

plasmiques. L'activit~ de la procollag~ne-proline-hydroxylase est seulement 
confront~e ici aux marqueurs enzymatiques 5'-nucl~tidase et NADPH cyto- 
chrome c r~ductase. Les activit~s sp~cifiques des enzymes contenus dans ces 
fractions sont repr~sent~es dans le tableau IV qui permet de comparer les culots 
~ 105 000 × g e t  145 000 × g en saccharose 880 mM au culot 145 000 × g en 
saccharose 250 mM obtenus ~ partir d 'un m~me homog~nat initial. 

Discussion 

La comparaison, dans les diff~rentes fractions subcellulaires de l'activit~ 
sp~cifique de la procollagSne-proline-hydroxylase (tableau II) montre que l'en- 
zyme se trouve concentr~ dans les fractions membranaires et notamment  celle 
qui s~dimente ~ 145 000 × g. La liaison de la procollag~ne-proline-hydroxylase 
~ des structures de membranes est confirm~e par l 'augmentation de l'activit~ 
mesur~e dans les diff~rents culots sous l 'action du Triton X-100 (tableau III) 
ainsi que l'avaient d~j~ montr~ Guzmann et Cutroneo [3] ~ propos du foie de 
rat. 

La nature des fractions subcellulaires est pr~cis~e par la mesure des mar- 
queurs enzymatiques. On observe que l'activit~ sp~cifique de la procollagSne- 
proline-hydroxylase s'accro~t dans les fractions en mSrne temps que la NADPH 
cytochrome c r~ductase, la glucose-6-phosphatase et la 5'-nucl~otidase. Il s'agit 
donc de membranes pouvant 8tre identifi~es par les marqueurs enzymatiques 
comme appartenant aux microsomes ou aux membranes plasmiques. Le con- 
trSle des fractions en microscopie ~lectronique confirme les r~sultats des 
dosages enzymatiques. I1 faut noter, dans ces fractions, la presence de cyto- 
chrome oxydase et de phosphatase acide, ce qui indique une contamination du 
culot ~ 145 000 × g par des fragments de mitochondries et des lysosomes. 

Afin de pouvoir comparer nos r~sultats ~ ceux obtenus par Harwood et al. 
[5], nous avons calcul~ les activit~s sp~cifiques relatives en rapportant l'activit~ 
spScifique de chaque fraction ~ celle de l 'homog~nat total pour les diff~rents 
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enzymes ~tudi~s. Ce rapport,  en uniformisant les r~sultats, met  l 'accent sur la 
fixation de la procollag~ne-proline-hydroxylase dans les culots membranaires et 
plus particuli~rement dans le culot qui s~dimente ~ 145 000 × g. Dans ce culot, 
l'activit~ sp~cifique de la procollag~ne-proline-hydroxylase est 6 fois plus 
grande que dans l 'homog~nat initial, elle est donc m~me plus ~lev~e que celle 
observ~e par Harwood et al. [5] qui avaient not~ un rapport  de 3.6. On observe 
~galement la tr~s faible proport ion d'activit~ totale de cet enzyme dans le 
surnageant ~ 145 000 × g (rapport de 0.04). 

Des pr~cisions sur la fixation de la procollag~ne-proline-hydroxylase, dans la 
fraction microsomique ou dans la fraction des membranes plasmiques, ont  pu 
~tre apport~es par les centrifugations en saccharose 880 mM. Par cette m& 
rhode, on voit que l'activit~ sp~cifique de la procollag~ne-proline-hydroxylase 
suit celle de la NADPH cytochrome c r~ductase qui se trouve concentr~e dans 
le culot ~ 105 000 × g tandis que l'activit~ sp~cifique de la 5'-nucl~otidase 
(marqueur de la membrane plasmique) est beaucoup plus ~lev~e dans le culot ~ 
145 000 × g. Ces r~sultats apportent  donc des arguments fi la fixation de la 
procollag~ne-proline-hydroxylase dans la fraction microsomique. 

Dans ces diff~rentes experiences, ~tant donn~ qu'il n 'y a pas parall~lisme 
exact des activit~s sp~cifiques entre la procollag~ne-proline-hydroxylase et les 
marqueurs microsomiques (glucose-6-phosphatase et NADPH cytochrome c 
r~ductase), on pourrait  penser que les fractionnements successifs ont seulement 
~limin~ des inhibiteurs dont  la presence avait ~t~ notre  par Farjanel [17]. En 
effet, l '~limination de tels inhibiteurs pourrait  augmenter l'activit~ sp~cifique 
d 'un enzyme qui ne t~moignerait pas alors d 'une concentrat ion particuli~re ~ 
une fraction. Afin de pr~ciser ce point  de discussion, nous avons calculi, sur 
une dizaine de mesures, darts des fractions diff~rentes, les coefficients de 
correlation entre l'activit~ sp~cifique de la procollag~ne-proline-hydroxylase et 
celle des diff~rents marqueurs enzymatiques. L'examen de ces r~sultats por t , s  
sur le tableau V montre qu 'une correlation mesur~e par le coefficient de 
correlation lin~aire (r) est stat ist iquement tr~s significative entre la procolla- 
g~ne-proline-hydroxylase et les deux marqueurs microsomiques NADPH cyto- 
chrome c r~ductase et glucose-6-phosphatase, que la correlation n'est pas 
significative avec le marqueur de la membrane plasmique (5'-nucl~otidase) ni 
avec ceux des lysosomes (phosphatase acide), des mitochondries {cytochrome 
oxydase} ou de la phase cytoplasmique soluble (d~shydrog~nase lactique). Nous 
pensons que si l 'augmentation de l'activit~ sp~cifique de la procollag~ne-pro- 

T A B L E A U  V 

Coeff ic ients  de c o r ~ h t i o n  lin~aixe entre l'activit~ sp~cif ique de la p r o c o l l a g ~ n e - p r o l i n e - h y d r o x y l a s e  et 
cel les  des marqueurs  enzymat iques .  

E n z y m e s  n r P 

N A D P H  C y t o c h r o m e  c r e d u c t a s e  13 0 .66 
Gluc ose-6-ph osphatase  10 0 . 6 5  
5'-Nucl~ot idase  9 0 .21 
Phosphatase  acide 10 0 .09  
C y t o c h r o m e  o x y d a s e  10 - -0 .17  
D~shydrog~nase  lact ique 10 - - 0 . 3 9  

0 .02  > P > 0 .01 
0 .05  > P > 0 .02  
P ~ 0 .05  
P ~ 0 . 0 5  
P ) 0 .05  
P > 0.05 
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line-hydroxylase Etait seulement due ~ l'Elimination d'inhibiteurs, nous n'ob- 
tiendrions pas une telle correlation entre cet enzyme et la NADPH cytochrome 
c r~ductase ou la glucose-6-phosphatase. En effet, il est peu vraisemblable que 
des inhibiteurs agissent de la m~me fa~on sur les trois enzymes. On peut donc 
conclure que, dans le foie d 'embryons de poulet, la procollag~ne-proline-hy- 
droxylase se trouve pr~f~rentiellement fix~e dans la fraction microsomique. 

En regard de ces r~sultats, il n'est cependant pas possible de pr~ciser le mode 
de fixation de l 'enzyme. On peut consid~rer que cette fixation appartient ~ l 'un 
ou l 'autre des m~canismes suivants: soit que la procollag~ne-proline-hydroxy- 
lase, qui a une tr~s forte affinitE pour son substrat, se trouve liEe au complexe 
polysome-membrane par l'interm~diaire des chafnes polypeptidiques en cours 
de synth~se, soit que cet enzyme est inclus dans le compart iment d~limit~ par 
les membranes contenues dans la fraction microsomique. Ces deux interprEta- 
tions sont en accord avec l'observation morphologique de Olsen et al. [6] d 'une 
presence de la procollag~ne-proline-hydroxylase ~ l'int~rieur des citernes du 
reticulum endoplasmique. I1 se peut m~me que, dans ce compartiment,  les 
liaisons soient assez labiles, ce qui pourrait expliquer la liberation d 'une 
certaine quantit~ d 'enzyme par rupture d'une pattie des citernes lors de 
broyages tr~s Energiques. 

R~sum~ 

Le fractionnement cellulaire par centrifugation diffErentielle a Et~ utilis~ 
pour Etudier la localisation de la procollag~ne-proline-hydroxylase (EC 
1.14.11.2) du foie d 'embryons de poulet. Les fractions obtenues ont Et~ 
contrS1Ees par des marqueurs enzymatiques et par microscopie Electronique. 
Par ces mEthodes, on a pu observer que la procollag~ne-proline-hydroxylase se 
trouve concentrEe dans la fraction microsomique qui sEdimente ~ 145 000 × g 
en milieu saccharose 250 mM. 
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