15.6.1978

Moore and Stein®. The pyruvic acid was estimated by the
method of Friedman and Haugen'4,

Results and discussion. The AAT and AIAT enzymes were
found to increase in all tissues of the aestivating mussel.
The increase in amino-transferases is in consonance with
the elevation in free amino acids content (table). Since the
aminotransferases are known to convert stategic com-
pounds, like a-ketoglutarate, pyruvate, oxaloacetate, gluta-
mate alanine and aspartate, and function as link enzymes
between carbohydrate and protein metabolisms by acting
as sources for ketoacids and for gluconeogenesis'’, the same
could be envisaged of the role of aminotransferases during
aestivation of mussel.

During aestivation due to lack of feeding, the animal
depends on its glycogen reserves. Previous reports showed
depletion of glycogen in the aestivating gastropods®* and
the same trend was observed in the aestivating fresh water
mussel’®. Hence it is likely that, in order to meet the energy
demands, the aestivating mussel depends on other sources
for its survival. Since the free amino acid content increases
in tissues of the aestivating animal; this serves as a precur-
sors for aminotransferases, by converting strategic com-
pounds’ to meet the energy demands during the torpid
stage. Since the activities of aminotransferases are known
to alter under physiological conditions!®, the increase in
aminotransferases activity in all tissues is justifiable.

On aestivation the elevation of AAT is more heterogeneous
with foot showing maximal activity (67.74%) while the
elevation of AIAT in all tissues is more or less homoge-
neous, 1.e. the activity level in all the tissues ranges from 23
to 39% (table).

The AAT/AIAT ratios were found to alter in the tissues of
aestivating mussel. The AAT/AIAT ratios of foot was 1.0
while mantle and the digestive gland were 0.9 and 0.95
respectively. This shows that the mantle and digestive gland
are more prone towards AIAT while the foot is relatively
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more prone towards AAT. In general the AAT/AIAT ratios
suggests a shift in enzyme activity pattern, showing prepon-
derance towards AIAT enzyme activity which is in agree-
ment with the increase in pyruvic acid content in all tissues
of the aestivating mussel (table). Hence it can be reasona-
bly inferred that the over-all increase in aminotransferases,
particularly AIAT enzyme, may contribute effectively for
gluconeogenesis to meet the energy demands during the
period of suspended animation.

—
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Mise en évidence de ’excrétion urinaire d’antigénes de la membrane basale glomerulaire (MBG) dans I'urine de

3 rongeurs (rat, souris et cobaye)

Evidence of urinary glomerular basement membrane (GBM) antigens excretion in 3 rodents (rat, mouse and

guinea-pig)

J. Cambar', Y. Piquet?, J. Montoriol® et Y. Mesnier?

Laboratoire de Pharmacodynamie, Faculté de Pharmacie, 91, rue Leyteire, F-33000 Bordeaux (Frunce), 26 septembre 1977

Summary. Immunodiffusion technique, with rabbits antibodies against rat glomerular basement membrane (GBM),
permits to evidence the presence of GBM antigens into normal urines of 3 rodents (rat, mouse and guinea-pig). These
results confirm the earlier works in human and rabbit urines and show the antigenic communauty existing between the 3
rodents GBM, since we can evidence antigens of 3 different mammals with the same antibody. The origin and the nature
of this patterns and the signification of this presence into mammalian urines are discussed.

Des produits antigéniques solubles issus de la membrane
basale glomérulaire (MBG) ont été mis en évidence dans
l'urine de certains mammiféres, notamment chez
I’homme*®, chez le lapin’~ et trés récemment chez le rat'®.
La présence éventuelle de tels produits est recherchée dans
l'urine concentrée de souris et de cobaye par la méthode
d’immunodiffusion!! a l'aide d’anticorps de lapin anti-
MBG de rat.

Mazériel et méthodes. Préparation des MBG. La pulpe
corticale de 200 reins de rat est broyée au moyen d’une
spatule sur des tamis aux pores de 74 pm de cdté. Les
glomérules traversant ce premier tamis sont recueillis sur
un second aux pores plus petits (53 pm de co6té). La
suspension de glomérules obtenue est abondamment lavée,
puis traitée au sonicateur pendant 15 min. Des lavages

successifs la débarrassent de tout élément cellulaire et
permettent ainsi 'obtention d’une suspension de MBG
pure qui est lyophilisée. Le contrdle de pureté de cette
suspension est effectué en microscopie électronique.

Préparation des anticorps anti-MBG chez le lapin. 0,4 ml
de la MBG brute est émulsionnée a volume égal par de
ladjuvant de Freund complet et injectée le 1 jour a
chaque lapin dans le coussinet plantaire. La méme dose est
administrée par voie intramusculaire aprés 3 semaines, tous
les 8 jours pendant 6 semaines. Lorsque la présence d’anti-
corps spécifiques contre la MBG, solubilisée par 2 stérilisa-
tions a Pautoclave pendant 2 h'? est nettement décelable
dans le sérum des animaux par immunodiffusion, les
animaux sont saignés et les sérums collectés sont réunis
pour former un pool sérique d’anticorps anti-MBG.
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Mise en évidence des antigénes d’origine MBG dans P'urine
des rongeurs. Les urines de 10 animaux (rats, cobayes ou
souris), placés individuellement dans des cages 4 métabo-
lisme, sont récoltées toutes les 12 h pendant 3 jours puis
réunies, purifiées par préfiltration (pores 5 et 0,22 pm),
conservées a 4 °C en présence d’azide de sodium. Elles sont
ensuite concentrées par ultrafiltration Millipore (mem-
branes PSAC), ramenées 4 un volume terminal de 1 ml et
enfin dialysées contre du sérum physiologique.

6 puits périphériques entourant un puits central sont amé-
nagés avec un emporte-piece dans la gélose de boites de
Pétri. Chaque puits contient 20 pl. Les échantillons d’urines
concentrées (dilués de 1:1 a 1:36) sont déposés dans les
puits périphériques et I'immunsérum total de lapin (conte-
nant les anticorps anti-MBG de rat) dans le puits central. 2-
4 jours aprés les dépdts, les arcs de précipitation sont
recherchés 4 la loupe, sous un éclairage latéral.

Résultats. Mise en évidence des antigénes avant absorption
de 'immunsérum. Le puits central renferme de 'immunsé-
rum de lapin anti-MBG de rat natif. Avec les urines
concentrées de rat, nous obtenons 2 lignes de précipitation;
Pune, proche du puits central, est présente pour toutes les
dilutions, ’autre n’apparait qu’avec les dilutions 1:1 et 1:2.
Avec les urines concentrées de cobaye et de souris, on
observe un seul arc de précipitation présent respectivement
jusqu’aux dilutions 1: 8 et 1:16.

Mise en évidence des antigénes aprés absorption de I'im-
munsérum. L’immunsérum natif est absorbé a volume égal
avec 0,5 ml de sérum de rat et laissé incuber pendant 3 h a
37°C, puis une nuit & 4°C. On remarque que dans les
mémes conditions que précédemment, il apparait une seule
ligne de précipitation avec les urines des 3 animaux. La
disparition de la ligne la plus intense chez le rat signe la
présence d’antiprotéines sériques de rat dans 'immunsé-
rum de lapin, qui s’explique par le fait que la suspension de
MBG purifiée renferme des traces de protéines sériques de
rat. L’absorption de I'immunsérum de lapin par du sérum
de lapin, de cobaye et de souris donne les mémes résultats.
Par la méthode de précipitation en double diffusion, les 3
urines ont donné des réactions d’identité partielle, laissant 4
penser que certains antigénes sont communs a ces 3 es-
péces. A partir de ce méme immunsérum de rat, nous avons
méme pu révéler des produits originaires de la MBG dans
les urines humaines.

Discussion. La préparation d’'un immunsérum de lapin
spécifique anti-MBG de rat, a partir d’une suspension de
MBG purifiée, permet de révéler la présence de produits
antigéniques issus de la MBG dans les urines de 3 rongeurs.
La mise en évidence de ceux-ci chez la souris, le cobaye et
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précieuse qu’il a bien voulu nous accorder.
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le rat s’ajoute A celle effectuée par nos prédécesseurs chez
I’homme et le lapin et suggére la grande généralité de cette
excrétion urinaire chez les mammiféres. De plus, il est
intéressant de noter que immunsérum anti-MBG de rat a
permis de révéler non seulement la présence de MBG dans
l'urine de rat mais aussi dans celle du cobaye et de la souris.
Cela tend & prouver qu’il existe une communauté antigéni-
que entre la MBG de ces 3 rongeurs.

La mise en évidence d’un tel complexe antigéne-anticorps
précipitant (entre les anticorps anti MBG de rat et les
antigénes présents dans ’urine des rongeurs) signe-t-elle la
présence indubitable de produits originaires de la mem-
brane basale glomérulaire? Si la réponse est affirmative,
toute considération d’ordre quantitatif doit &tre néanmoins
prudente et nuancée. En effet, Mahieu!> a montré une
analogie biochimique et immunologique entre les mem-
branes basales glomérulaires et tubulaires. Certains au-
teurs® !> craignent méme que I’on puisse déceler en méme
temps des substances issues de membranes basales apparte-
nant & d’autres organes (poumons notamment).

Quelle peut étre la nature de ces produits antigéniques
originaires de la MBG décelés dans l'urine des mammi-
feres? D’aprés Mac Phaul et Dixon* les produits excrétés
dans l'urine humaine seraient.riches en sucres et de poids
moléculaire élevé. Lerner’ a isolé, toujours chez ’homme, 2
antigénes urinaires: I'un riche en sucre, Pautre plus léger.
Leurs coefficients de sédimentation respectifs sont 7,58 et
2,58. Tous les 2 migrent en ¢lectrophorése dans la zone des
pré-albumines. Récemment, Batsford® a mis en évidence
dans l'urine de lapin la présence de produits antigéniques
de haut poids moléculaire, compris entre 100000 et 300000.
Comment de tels produits, de poids moléculaire si diffé-
rents, peuvent-ils se retrouver dans les urines des mammi-
feres? On peut concevoir qw’ils pourraient provenir, soit
d’une fragmentation des protéines constitutives de la MBG,
in situ, par des enzymes protéolytiques', expliquant ainsi
I'important turn-over de la MBG décrit par Chow'® et
Walker!’, soit d*une excrétion directe de produits de bio-
synthése ou de catabolisme par les cellules épithéliales et
mésangiales, qui partici?ent intensément a 1’élaboration du
matériel glycoprotéique'® ',

Devant la complexité et la variété des produits séparés en
gel de polyacrylamide® aprés solubilisation de la MBG
native isolée (particuliérement insoluble) par diverses mé-
thodes plus ou moins efficaces, 'étude de la nature et de
Porigine d’antigénes solubles originaires de la MBG et
excrétés dans les urines physiologiques des mammiféres
nous semble une approche nouvelle et riche de promesses
du métabolisme de la membrane basale glomérulaire.
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