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I s o l e m e n t  de  g l y c o p r o t 6 i d e s  s o l u b i l i s 6 s  p a r  a c t i o n  de  la  c o l l a g 6 n a s e  s u r  la  m e m b r a n e  
b a s a l e  g l o m 6 r u l a i r e  h u m a i n e  

Depuis  les t r a v a u x  de GOODMAN, GREENSPON et 
KRAKOWER 1 effectu6s sur les m e m b r a n e s  basales glom6ru- 
laires (MBG) de chien, de nombreuses  6tudes furen t  en t re-  
prises sur les MBG de diff6rentes esp~ces animales  (Sl~IaO ~, 
KEFALIDES~). C 'es t  en 1970 qu ' appa ra i s sen t  les p remiers  
r6sul tats  conce rnan t  l '6 tude des composan t s  de la mem-  
brane  basale glom6rulaire humaine .  Les t r a v a u x  de 
MAHIEU*, BEISSWENGER 5 e t  WESTI3ERG 6 ont permis 
d'aborder l'6tude des glycoprot6ides de la membrane et 
ainsi de mieux comprendre la physiologie glom6rulaire. 

Le but de notre travail est de pr6ciser les interactions 
qui peuvent exister entre les diff6rentes structures glyc- 
oprot6idiques au sein de la membrane glom6rulaire hu- 
maine. 

Matdriel  et mdthodes. La techn ique  de p r6para t ion  des 
m e m b r a n e s  basales que nous avons  adopt6e est  une vari-  
an te  7 de celle d6crite par  SPIRO 8, modifi6e pa r  1VIAHIEU l 
et WESTBI~RG 6. 

Sur ce t te  pr6para t ion,  on fair agir une collag6nase 
pur i f i fe  d6pourvue  d 'ac t iv i t6  pep t idas ique  c o n t a m i n a n t e  
non  sp6cifique 9. 200 mg de m e m b r a n e s  basales lyophilis6es 
sont  dissous dans  10 ml  de t a m p o n  Tris  0,1 M ,  ac6tate  de 
calcium (0,05 M, de p H  7,4). Nous adop tons  un  r appor t  
e n z y m e / s u b s t r a t  de 1/100 p e n d a n t  les 24 premieres  
heures  de l 'hydrolyse .  Les recharges  en enzyme  sont  
eifectu6es dans  le r appo r t  1/200 au cours de 48 h qui sui- 
v e n t  la premiere  grape de prot6olyse.  

Nous avons  effectu6 10 pr6para t ions  de ce type ,  ce qui  
nous a permis  d 'appr6cier  la reproduct ib i l i t6  qui est  
excellente.  

Le mat6riel  ainsi  solubilis6 est  soumis & une chromato-  
graphie  de gel-f i l t ra t ion sur colonne de Sephadex  G 20010 
(50 •  cm) 6quilibr6e en t a m p o n  Tris-HC1 0,05 M de 
p H  8,4. La lecture des densi tgs op t iques  & deux longueurs  
d ' onde  (278 et  260 nm), la courbe de dosage des oses com- 
bings ~ l'orcino111 p e r m e t t e n t  d ' ind iv idua l i se r  2 pics au 
cours de l'61ution : une f rac t ion  de h a u t  poids  mol6culaire 
exclue de la colonne de Sephadex  G 200 (I) e t  une frac- 
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Composition en oses et acides amin6s des sous-fractions obtenues par gel filtration des fractions F Ie t  FII de MBGH ~ 

Fractions Ia Ib Ic Id IIa IIb 

OHPRO b " traces 0,94 3,81 traces -- 0,45 
ASP 9,47 9,62 8,09 9,97 10,05 11,74 
THR 5,37 4,73 4,58 5,69 7,06 5,12 
SER 6,73 5,90 5,83 9,30 14,64 14,78 
GLU 12,48 12,88 10,96 12,55 11,80 13,33 
PRO 6,04 6,18 6,61 6,16 6,60 4,97 
GLY 11,95 13,56 19,07 14,46 19,19 21,43 
ALA 7,90 8,00 6,03 9,34 10,62 6,82 
1/2-CYS 2,04 2,51 1,67 traces -- -- 
VAL 5,20 4,79 4,22 4,92 4,70 3,34 
MET 1,57 0,94 0,82 1,24 traces 0,77 
ILE 3,82 2,77 2,74 3,15 3,36 2,48 
LEU 7,77 7,87 6,21 7,08 4,69 3,30 
TYR 2,94 2,37 2,29 2,29 traces 1,80 
PHE 3,84 2,85 3,00 3,39 traces 1,67 
OHLYS 0,53 2,45 4,48 traces -- 2,99 
LYS 4,34 3,39 2,54 3,54 2,71 2,25 
HIS 2,07 2,00 2,03 2,15 1,55 1,39 
ARG 5,82 6,23 4,98 4.75 3,05 1,34 

Hexoses o 5,3 10,9 13,6 6,9 7,65 15,20 
Osamines 2,7 3,3 4,0 3,0 1,75 0,67 
Fucose 1,2 1,4 1,2 0,5 0,76 0,88 
Acide sialique 0,7 1,2 1,0 0,4 1,20 0 

4 D6terminations. b R4sultats exprimds en nombre de r6sidus pour 100 r6sidus. " R6sultats exprim6s en pourcentage du poids sec. 

t i on  re ta rd6e  de plus  fa ible  tai lIe (II).  Chacune  de ces 
f r ac t ions  sub i t  une  nouvel le  6 tape  de c h r o m a t o g r a p h i c  de 
ge l - f i l t ra t ion  (voire figure). 

Sur  co lonne  de S6pharose  4 13 I~ (50 • 2,3 cm) 6quil ibr6e 
e n  t a m p o n  Tris  0,1 M NaC1 0,2 M p H  8,0 pou r  la frac- 
t i on  I. Sur  co lonne  de S e p h a d e x  G 251~ ( 5 0 •  cm) 
6qui l ibr6e dans  u n  t a m p o n  ac6 ta te  de N a  0,01 21//de p H  
5,0 p o u r  la f r ac t ion  l I .  La  p remi6re  f r ac t ion  se r4sout  en  
4 sous- f rac t ions  Is ,  Ib,  Ic et  Id) et  la seconde en 2 sous- 
f r ac t ions  ( I I a  et  I Ib ) .  Sur  chacune  de ces p r6pa ra t ions ,  
apr6s  dia lyse  et  lyophi l i sa t ion ,  on  d6 t e rmine  la composi-  
t i on  en  oses et  en acides amin6s  (Tableau) .  

Rdsultats. L ' 6 t u d e  de la compos i t i on  en acides amin6s  
des f r ac t ions  de h a u t  po ids  mol6cula i re  o b t e n u e s  p a r  
c h r o m a t o g r a p h i c  sur  S6pharose  4 13 ~ p a r t i r  de la f r ac t ion  
I de S e p h a d e x  G 200 nous  p e r m e t  de d i s t i n g u e r  2 types  de 
g lycopro t6 ines  en  fonc t ion  de la pr6sence ou de l ' absence  
de d6riv6s bydroxy l4s  de la p ro l ine  on de la lysine.  Les 
f r ac t ions  I b  et  Ic  son t  caract6r is6es  e s sen t i e l l emen t  p a r  
leur  r ichesse  en h y d r o x y p r o l i n e  e t  hyd roxy lys ine .  Le 
n o m b r e  de r6s idus  de glycocolle (19 r6sidus pou r  100 
r6sidus) p e r m e t  de consid6rer  Ic c o m m e  une  g lycopro t6 ine  
de t y p e  collag6ne. Cet te  c lass i f ica t ion se t r o u v e  v6rifi6e 5~ 
l ' e x a m e n  de la com pos i t i on  g lucid ique  off l ' on  p e u t  r ioter  
u n  p o u r c e n t a g e  61ev6 d 'hexoses  p o u v a n t  co r re spondre  au  
d isacchar ide-ga lac tose-g lucose .  

E n  ce qui  concerne  les f rac t ions  I a  et  Id,  la compos i t i on  
en  acides amin6s  se d i s t ingue  p a r  l ' absence  ou le t a u x  
fa ib le  d ' h y d r o x y p r o l i n e  e t  d ' h y d r o x y l y s i n e .  Le pour -  
cen tage  de glycocolle (12 5 14 r6s idus  p o u r  100 r6s idus  
dos6s) nous  condu i t  ~ ass imi ler  ces f r ac t ions  ~ des ~lyco- 
pro t6 ines  de s t r u c t u r e  d i f f6rente  des f r ac t ions  de t y p e  
<<collag6ne~>. La  r ichesse  r e l a t ive  en  h e x o s a m i n e s  et  en  
fucose p a r  r a p p o r t  a u x  hexoses  dos6s nous  p e r m e t  d ' env i -  
sager  l ' ex i s tence  de cha ines  de g lycanne  de n a t u r e  h6t6ro-  
po lysaccha r id ique  sur  l ' axe  p o l y p e p t i d i q u e  de ces mol6cu- 
les. 

Le f r a c t i o n n e m e n t  sur  S e p h a d e x  G 25 de la f r ac t ion  I I  
r e t a rd6e  sur  S e p h a d e x  G 200 p e r m e t  d ' o b t e n i r  2 f r ac t ions  
d o n t  la compos i t i on  ch imique  diff6re p a r  le t a u x  d ' h y d r o -  
xy lys ine  (3 r6sidus pou r  100 r6sidus dans  I Ib ,  O dans  I Ia )  
(Tableau) ;  I I b  p e u t  6tre  consid6r6e c o m m e  u n  glycopep-  
t ide  <, col lagene l ike ~ r iche en  hexoses.  Toutefois ,  b ien  que  
le t a u x  de glycocolle soi t  c o m p a r a b l e  p o u r  I I a  et  I Ib ,  la 
compos i t i on  g luc id ique  de I I a  est  celle d ' u n e  s t r u c t u r e  
g lycann ique  h6 t6 rosaccha r id ique  (hexosamines  1,75 p. 
100, hexoses  7,65 p. 100 du poids  sec). 

L '61ectrophor6se en gel de p o l y a c r y l a m i d e  ~ 6 p. 100 
m o n t r e  que les f r ac t ions  Ic  et  I I  se r6so lven t  en  au  mo ins  
5 bandes ,  e t  les f r ac t ions  I b  et  Id  en deux  bandes .  La  
f r ac t ion  I a n e  p6n6t re  pas  darts le gel. 

Discussion.  Au n i v e a u  des m e m b r a n e s  basales ,  les 
donn6es  de la l i t t 6 r a t u r e  p e r m e t t e n t  a c t u e l l e m e n t  de 
cons id6rer  l ' ex i s t ence  d ' u n  mat6r ie l  de t y p e  col lag6ne 
associ6 ou li6 5~ des g lycopro t6 ines  de s t r u c t u r e  d o n t  la 
compos i t i on  c h i m i q u e  est  caract6r is6e p a r  une  t e n e u r  
faible ou une  absence  d ' h y d r o x y l y s i n e  et  d ' h y d r o x y p r o -  
line, p a r  u n  p o u r c e n t a g e  r e l a t i v e m e n t  p lus  fa ib le  de glyco- 
colle et  p a r  u n  t a u x  i m p o r t a n t  d ' ac ides  amin6s  d i ca rboxy-  
l iques  et  d ' a l an ine .  

A l ' e x a m e n  des r6su l t a t s  o b t e n u s  au  cours  de ce t rava i l ,  
nous  p o u v o n s  en  fonc t ion  de ces hypo th6ses  s t ruc tu ra l e s  
consid6rer :  la  f r ac t ion  I Ib ,  c o m m e  des g lycopep t ides  de 
t y p e  collag6ne, de po ids  mol6cula i re  inf6r ieur  ~ 5000, la  
f r ac t ion  I Ia ,  c o m m e  des g lycopep t ides  c o n t e n a n t  des 
g lycannes  de n a t u r e  h6 t6 ropo lysacchar id ique .  L ' a b s e n c e  
de r6sidus de demi -cys t i ne  p e r m e t  de soulever  l ' hypo th6se  
de leur  l ib6ra t ion  p a r  la  col lag6nase ~ p a r t i r  de l ' axe  
p e p t i d i q u e  de s t r u c t u r e  de t y p e  collag6ne. Le sque le t t e  
p o l y p e p t i d i q u e  du  col lag6ne de la basa le  se ra i t  diff6- 
renci6 au  n iveau  des po in t s  de b r a n c h e m e n t  des h6t6ro- 
g lycannes .  I1 y a u r a i t  dans  ce cas i n t 6 g r a t i o n  de s6quences  
cour tes  , n o n  collag6nes~ dans  une  s t r u c t u r e  macromol6-  
cula i re  <,collagene like ,. 
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Pour  les cons t i t uan t s  de h a u t  poids  mol6culaire iso16s 
sur colonne de Sepharose,  les m6mes r emarques  concer-  
n a n t  leur compos i t ion  chimique,  nous  au tor i sen t  ~ dis t in-  
guer des 61~ments macromol~culaires  de t y p e  collag~ne 
(fraction Ic) ainsi  que des f ract ions  glycoprot~iques poss~- 
d a n t  une copule g lycannique  const i tu6e de chaines disac- 
char id iques  et, ou h6t6rosacchar idiques  (Ib, Ia  et  Id). 

Cette no t ion  d'h6t6rog~n6it~, le pourcen tage  var iable  
de ces diff6rentes formes mol6culaires plus ou moins  
sensibles k Fact ion  de la collag~nase soulgvent  l ' a spec t  du 
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r61e des gl6ments de s t ruc tu re  h6t6ropolysacchar id ique  
dans  la microphysiologie  de la f i l t ra t ion ainsi que dans  la 
pa thologic  glom~rulaire ~2. 

Zusammenfassung.  Bei t rag  zur chemischen  Zusummen-  
se tzung de t  Glykoprote ine  aus der  glomerul/ iren Basal- 
m e m b r a n  der Menschenniere.  

P. BARDOS 13, lVi. LANSON la, J. P, MUH la 
et  P. DEGAND 14 

Laboratoire de Biochimie 2VIddicale, 
Facultd de Mddecine, 2 bis, boulevard Tonnelld, 
F-37032 Tours Cddex (France), et 
Unitd de Recherches No 76 de I ' I N S E R M  
sur la Biochimie des Pro/dines, 
Place Verdun, F-59045 Lille Cddex (France), 
9 juillet J973. 

C a 2 + - A T P a s e  A c t i v i t y  in I so la ted  S e c r e t o r y  G r a n u l e  M e m b r a n e s  

I t  is general ly bel ieved t h a t  the  funct ion  of secre tory  
(zymogen) granules is to  s tore digest ive enzymes  wi th in  
the  gland cell and subsequen t ly  release these  enzymes  for 
secretion.  I)OUGLAS and POISNER 1 have  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  calcium is a vi ta l  r equ i r emen t  for induc t ion  of 
enzyme secretion,  and  IsmI)A et  al. 2 have  shown t h a t  
release of amylase  from. secre tory  granules requires  
calcium. Al though  ra t  pa ro t id  glands con ta in  large con- 
cen t ra t ions  of calcium segregated wi th in  the  zymogen  
granule 3, i t  is uncer ta in  how calc ium ions accumula te  in 
t he  granules and how calcium is involved  in amylase  
secretion.  In  th is  s t u d y  we have  d e m o n s t r a t e d  the  exis- 
tence  of a ca lc ium-ac t iva ted  ATPase  (Ca2+-ATPase) in 
isolated zymogen  granule membranes ,  and we specula te  
as to  the  func t ion  oi th is  enzyme act iv i ty .  

Materials and methods. Iso la ted  zymogen  granule 
m e m b r a n e s  were p repa red  f rom ra t  pa ro t id  glands 
according to the  me thods  of AMSTERDAM et al.% and  
also b y  the  m e thod  of KIRSHNER et al. 5. ATPase  activi t ies,  
i.e., Ca2+-ATPase, Mg2+-ATPase and  (Na+ + K+)- 
ATPase  were de t e rmined  as follows: In  each flask 
zymogen  granule m e m b r a n e s  (approx imate ly  0.04 mg) 
were incuba ted  wi th  4 m M  ethyleneglycol-bis-(-amino- 
e thyl  ether),  N, N ' - t e t r aace t i c  acid (EGTA), and  30 m M  
tris-HC1 at  p H  7.1. In  addi t ion,  each incuba t ion  flask 
t h a t  was used for Ca~+-ATPase de t e rmina t ions  conta ined  
95 m M  NaC1 plus 0 to  i m M  free CaC1; each incuba t ion  
t h a t  was used for (Na + + K+)-ATPase  de t e rmina t ions  
conta ined  3 m M  MgC1 e, 80 m M  NaC1 and  15 m M  KC1; 
and  each incuba t ion  flask t h a t  was used for Mg 2+- 
ATPase  con ta ined  0.1 m M  ouabain,  3 m M  lVIgCI 2, 80 m M  
NaC1 and 15 m M  KC1. The final  vo lume was 2 ml  and  all 
incuba t ions  were pe r fo rmed  at  37 ~ (Na+ + K+)-ATPase  

ATPase activities of isolated zymogen granule membranes 

ATPase [zM P,/mg protein]h 

Ca~+-ATPase 9.6 _L 3.2 
Mg2+-ATPase 14.1 2~ 3.0 
(Na+ + K+)-ATPase 5.0 4- 2.7 
[Ca] = l m M ,  N = 5. 

was calculated as the  difference be tween  act ivi t ies  in the  
presence  and  absence of ouabain.  Ca~+-ATPase was 
calculated as the  difference p roduced  by  the  add i t ion  of 
calcium when  po ta s s ium was replaced by  sodium (WATSON, 
et  al. 6) T r i s - A T P  (3 raM) was added  to s t a r t  the  reac t ion  
and the  mix tu re  was incuba ted  for 60 min.  The reac t ion  
was t e r m i n a t e d  by  the  add i t ion  of 1 ml  of 15% tr ichloro-  
acetic acid. The inorganic p h o s p h a t e  p roduced  dur ing 
incuba t ion  was de te rmined  using the  m e t h o d  of FISICE and  
SUBBAROWL The m e m b r a n e  p repa ra t ions  were assayed 
for p ro te in  co n t en t  according to  the  m e t h o d  of LOWRY 
et al. 8, and succinate  dehydrogenase  (SDH) ac t iv i ty  was 
measured  using the  m e t h o d  of GREEN et al.% The to ta l  
SDH ac t iv i ty  of isolated zymogen  granule m e m b r a n e s  
was less t h a n  1% of the  250 x g  s u p e r n a t a n t  fract ion.  

Results and discussion. Iso la ted  zymogen  granule 
m e m b r a n e s  con ta in  Ca2+-ATPase, Mg2+-ATPase and 
(Na+ q- K+)-ATPase  act ivi t ies .  The mean  values and  
s t an d a rd  errors for these  ac t iv i t ies  are given in t he  
Table.  Act iv i t ies  are expressed as v m o l e s  of inorganic 
p h o s p h a t e  l ibera ted  per  mg p ro te in  in 60 min.  As shown 
in the  Figure,  min imal  ac t iva t ion  of the  Ca2+-ATPase was 
no ted  a t  a calc ium concen t ra t ion  of 3 X 10 .6 M. As the  
calcium concen t ra t ion  was increased to  1 m M  the  Ca ~+- 
ATPase  ac t iv i ty  increased.  In  2 of the  expe r imen t s  the  
calcium concen t ra t ion  was increased to  3 • 10 -~ M. This  
resul ted  in a fu r ther  increase in Ca2+-ATPase ac t iv i ty  of 
abou t  30%. Higher ,  more  unphysiologic  concen t ra t ions  
were no t  tes ted.  All ATPase  act ivi t ies  were similar  when  
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