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1. Introduction

Le traitement par la phospholipase C de coupes
de thyroide inhibe la stimulation par la thyréo-
stimuline (TSH) de I’oxydation du glucose, de la
phospholipogenése [1—4] et de ’adénylcyclase
[5]. Néanmoins le niveau de base de ces activités
biologiques est peu ou pas affecté par le traitement.
Certains auteurs ont émis ’hypothése que le traite-
ment par la phospholipase C inhibait la fixation
de la TSH sur ses récepteurs membranaires.

Dans ce travail, notre but est de mieux com-
prendre ’absence d’action de TSH dans la phospho-
lipogenése de coupes traitées par la phospholipase
C par analyse des phospholipides individuels. En
outre nous étudions la répercussion du traitement
enzymatique sur la capacité de fixation hormonale
des sites membranaires stéréospécifiques par une
étude directe avec '2°I-TSH.

2. Materiel et méthodes

Les thyroides de porc ou de mouton ont été ob-
tenues dans un abattoir, conservées 4 0°, coupées
avec un rasoir de Stadie-Riggs, lavées dans du NaCl
9900 et pesées.

Dans les expériences de marquage par 2P, (CEA,
Saclay, France) les coupes ont été incubées selon
Pastan et Macchia [1—2]: préincubation (sans 32P)

a pH 5,15 dans du Krebs-Ringer-Bicarbonate (KRB)
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437° en présence de phospholipase C (Calbiochem.
lot no. 00 1118), lavages et incubation a pH 7,4
(KRB) et 37° pendant trois heures avec du 3P

(5 4 20 uCi) et les effecteurs (TSH* 100 mU/ml,
acétylcholine 2 ug/ml et Eserine 230 ug/ml). Les
milieux sont gazés avec un mélange de 96% 0,—4%
C02 .

Les lipides sont isolés selon les techniques dé-
crites par Morton et Schwartz [6], Kogl et Van
Deenen [7] et Scott et al. [8], purifiés selon Folch
etal. [9] et des aliquotes sont comptées pour la
détermination de la radioactivité dans les phospho-
lipidés totaux. Les échantillons sont chromatographiés
selon Marinetti [10] sur du papier imprégné de gel
de silice en utilisant le solvant diisobutylcétone —
acide acétique — H,0 (40:20:3 v/v) pour la détermi-
nation de la radioactivité dans les phospholipides
individuels.

Dans les expériences utilisant le **C-Glycérol
(CEA, Saclay, France) les coupes ont été préincu-
bées 1 heure 30 dans du KRB pH 7,4, 37°, avec du
14¢C_glycérol (1 uCi/ml de milieu) selon Scott et al.
[11], puis lavées et incubées avec de la phospholi-
pase C (5 ou 25 pg/ml) pendant 15 min ou 1 hr a
pH 5,15. Les extraits lipidiques sont chromato-
graphiés sur papier imprégné de gel de silice pour la

* La TSH de mouton utilisée pour les expériences de fixation
nous a été fournie gracieusement par le NIH, Bethesda, USA.
La TSH de porc nous a été donnée par les Laboratoires
Endopancrine.
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Tableau 1
Effet de 1a TSH et de I'acétylcholine sur la phospholipogenése de coupes de thyroide de poic traitées ou non par la phospholipase C

32p cpm/mg de tissu frais

Distribution du 3P dans les phospholipides individuels

dans les phospholipides (%)
totaux
Phosphatidyl inositol Phosphatidyl choline

Coupes non traitées . - .
Témoin A 21,9+0,8 29,37 1,5 53,0+ 1,8
TSH 2877122 38,571,612 43,171,212
Acétylcholine 29,1%0,92 67,872,182 1577220
Coupes traitées par
la phospholipase C 22,8%0,8¢ 17,9+ 1,82 6557152
Témoin B
TSH 20,9 7 1,6 &4 22,1 71,82d 60,95 1,7d
Acétylcholine 252706 f 51,77 2,2be 26,27 1,9 b

Expression des résultats: moyenne ¥ erreur standard de la moyenne.

P < 0,01 par comparaison au témoin A.

P < 0,001 par comparaison au témoin A.

Non significativement différent du témoin A.
Non significativement différent du témoin B.
P < 0,001 par comparaison au témoin B.

P < 0,05 par comparaison aux témoins A et B.

-0 o o

détermination de la radioactivité dans les phospho-
lipides selon Marinetti [10] et dans les lipides neutres
selon Marinetti [12].

Dans les expériences de fixation, la TSH a été
marquée selon Nunes et al. [13] avec > (CEA,
Saclay, France) et purifiée (Activité spécifique 0,8
uCifU). Les conditions expérimentales sont celles
décrites par Pastan et al. [14] : aprés la fixation a
1° et trois lavages 4 1°, les coupes sont comptées
(Yaquemin et Haye [15] puis incubées avec du 3?P
437"

3. Résultats et discussion

La stimulation par la TSH, de I’incorporation de
32p dans les phospholipides de coupes de thyroide
est décrite depuis longtemps [6—16]. Certains auteurs
ont montré que la stimulation porte spécifiquement
sur I’acide phosphatidique et le phosphatidylinositol
[8—17]. Dans un travail précédent nous avons mon-
tré que cet effet de la TSH n’était pas sous la dépen-
dance de I’'adénosine, 3'-5'-monophosphate cyclique
[18]. Avec des coupes traitées & la phospholipase C
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Pastan et Macchia [1—2] et Burke [3] ont montré
que incorporation de 3P dans les phospholipides
totaux n’était pas modifiée par le traitement avec
de faibles concentrations d’enzyme (5 a 25 ug/ml)
miais que par contre la stimulation par la TSH était
inhibée. D’autre par 1’acétylcholine, qui ne stimule
pas I'adénylcyclase [19] et qui a le méme effet que
la TSH sur le métabolisme phospholipidique thyr-
oidien [20] continue i provoquer une stimulation
globale apres traitement par de faibles doses de
phospholipase C. Dans ces expériences les phospho-
lipides individuels ne sont pas analysés.

Nos résultats avec des coupes traitées a la phos-
pholipase C (5 ug/ml) (tableau 1) confirment ceux
de Pastan et Burke: I'incorporation basale de 3P
dans les phospholipides totaux n’est pas modifiée
et I’effet stimulant de la TSH est aboli. Mais nous
montrons en plus une modification de la distribution
de la radioactivité dans les phospholipides indivi-
duels des coupes traitées par la phospholipase C
avec un marquage préférentiel de la phosphatidyl-
choline, et 4 un degré moindre de la sphingomyéline.
La stimulation spécifique par la TSH du métabolisme
du phosphatidylnositol est elle aussi, abolie. Sur les
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Tableau 2

Effet du traltement par la phospholipase C de coupes de thyroxde de porc premarquees avec du l4c, -gly cérol.

Distribution du '*C %
de la radioactivité totale
des lipides neutres

Distribution du *C %
de la radioactivité
lipidique totale

Distribution du '*C %
de la radioactivité
phospholigidique totale

Phospholipides Lipides neutres Phosphatidyl ~ Phosphatidyl =~ Monoglycerides

inositol choline et diglycerides

Triglycerides

Thonnin 1 & hase

A VIV 1,0 1D,
Coupes marquées au
140 glycérol

Couges prémarquées
C-glycérol + 15

min sans phospholi-

pase C 70,6 1,12
Coupes prémarquées
u **C-glycérol + 15
min avec phospholi-
pase C ( 5 ug/ml).

69,112 30,97 1,0 17,17 1,1 70.5% 0.9 14,1+ 1,0 859708

2947152 17,7+ 1,22 6797082 1357092 86,571,02

67,6 1,02 3247162 1587092 67,5%1,02 156%1,22 84,471,112

Coupes prémarquées
u Y Cglycérol + 15
min avec phospholi-

pase C (25 ug/ml) 64871,0° 352709b 1977122  648707% 2333100 76,77 09°

Coupes prémarquées
u 14 C-glycérol + 1
hr sans phospholi-
pase C 71,971,02

Coupes prémarquées
au *"C-glycérol + 1
hr avec phospholi-
pase C (5 ug/ml)

28,171,332 186371,3%  64,571,0° 2227110 77,8%1,3°

6537092 3477080 46,0714°  26071,1° 291712° 70,9 %0,8°¢

Coupes prémarquées
u Y C-glycérol + 1
hr avec phospholi-

pase C (25 ug/ml) 61,151,5°¢ 38,971,4°¢ 51,6%71,5°¢ 27,2%1,2°¢ 37,4709°¢ 62,6%1,1°¢

EXpIeSSIOD OCS resunats moyenne + erreur M.anuaiu (15 ld moyenne.
2 Non significativement différent du témoin correspondant,
P < 0,05 par comparaison au témoin correspondant.

€ P < 0,01 par comparaison au témoin correspondant.

mémes coupes, I’acétyicholine conserve (avec une
légére diminution) ses effets typiques sur la stimu-
lation des nhmnhnhmdpc totaux et individuels.

.......... pras Pl PRlts TR L ARV ARLE

Avec de plus fortes doses de phospholipase C
(> 25 pg/ml) nous avons confirmé les travaux de
Larsen et Wolff [21] qui ont trouvé une stimulation
de l'incorporation dans les phospholipides totaux

{ZUU a 2DU‘70) Avec de telies doses nous avons ob-
servé la disparition de ’effet de I’acétylcholine.

Pour mieux comprendre i’effet de ia phosphoii-.
pase C, nous avons soumis 4 son action des coupes
marmmec an nrealahle avec du - olw'ernl L’ana-

lyse des phosphohpldes et des hpndes neutres aprés
des temps variables et pour des doses différentes
démontre que le traitement enzymatique a pour
effet principal d’hydrolyser la phosphatidylcholine
comme i’oni moniré Macchia et ai. {4] et de donner

des diglycérides (tableau 2). Il semble que ces di-
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Tableau 3
Reconstitution de Peffet biologique sur des coupes de thyroide de porc traitées par la phospholinase C
p Y porc traitées par la phospholipase C.
: 32 - 32
Incorporation de ““P Incorporation de °“P

nma los cale nasmlhmlianl A a4~

e H P
Gaiis 18 pnospnoipiacs w0laux

(par rapport au témoin 100%)

Ase o1 1oL atal
aans i€ puuapuduuyunu&um

(par rapport au témoin 100%)

Témoin A
1 hr a pH 5,15 sans phospholipase C
3 hr 4 pH 7,4 avec 3P et sans TSH
Témoin B
1 hr a pH 5,15 sans phospholipase C

At _ N _¥T A o4 " ooy
S Nrapn /,4 avec P et avec TSH

10052

s
+
[~

100+2

Témoin C
1 hr a pH 5,15 avec phospholipase C

3hra pH 7,4 avec 3*P et sans TSH 103 7 32

T4 n
1hrapH 5,15 avec phosphohpase C

3 hr 4 pH 7,4 avec 3%P et avec TSH 103712

Témoin A'
1 hr pH 5,15 sans phospholipase C
3 hr pH 7,4 dans milieu de Campagne
et Gruber
3 hr pH 7,4 avec

32p ¢t sans TSH 100 7 3

Témoin B’

1 hr pH 5,15 sans phospholipase C

3 hr pH 7,4 dans milieu de Campagne
et Gruber

3 hr pH 7,4 avec 32P et avec TSH 129

100 +3

182%5°¢

Témoin C'

pH 5,15 avec phospholipase C

r pH 7,4 dans milieu de Campagne
et Gruber

hr

1
3h

[y
[y

Témoin D’

1 hr pH 5,15 avec phospholipase C

3 hr pH 7,4 dans milieu de Campagne
et Gruber

3 hr pH 7,4 avec 32p et avec TSH 12

9=F

[

-

[
—

+H

Non significativement différent du témoin correspondant.
P < 0,01 par comparaison au témoin correspondant.

P < 0,001 par comparaison au témoin correspondant.

o oo

glycérides servent de précurseurs pour la biosyn-

da atiduloah alin
uv lﬂ PllUDPllallu_lellUllll\-’ \4\/ \1u1 UAPIALIU\;

son marquage préférentiel par le 3*P. Un phénoméne
analogue a été décrit par Rossiter dans le cerveau

de rat [22]. Cette incorporation spécifique du 3P
dans 1a phosphatidylcholine des coupes traitées par
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la phospholipase C apparait comme une opération
de congtriiats de 14 alinidiana

s l\a\/UllDll u\-uuu Ub lﬂ lllatll\(c PIIUBPIIUIIPIUIHUD
Une suggestion analogue a été formulée par Macchia
et al. [4] pour des coupes traitées d la sphingomyé-
linase et par Schneider pour des coupes soumises a

un choc osmotique [23]. Pour vérifier cette hypo-
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Fig. 1. Comparaison des courbes de fixation de 1251 TSH et
de stimulation de la phospholipogenése de coupes de thyr-
oide de porc.

thése, nous avons réalisé ’expérience suivante: aprés
une préincubation a4 pH 5,15 en présence de phos-
pholipase C (5 ug/mi), des coupes sont incubées
pendant 3 hr dans du milieu de Campagne et Gruber
[241 plusieurs fois renou

<51 pre & 205 21

bées avec du 3P avec ou sans TSH pour tester le
taux de récupération de leur sensibilité a I’hormone.
On constate que la TSH exerce sur de telles coupes
une stimulation globale sur les phospholipides et
un effet spécifique sur le phosphatidylinositol.

La récupération n’est pas totale, mais représente

environ 27% de 1a atimulation mavimale (tahlaair 2\
CAVIIon £ /70 G€ ia SUMULATIoH MaXimai® (1a0:8au 5.

ellé et finalement incu-

U ANQECINRIIT AN

Yamashita et al. [5] ont suggéré que I’inhibition
par la phospholipase C de I’effet stimulant de Ia
TSH pouvait étre due soit 4 la destruction du récep-
teur, soit au découplage entre le complexe hormone-
récepteur et les systémes responsables des effets se-
condaires.

Pour tactar
T 1CSiCr

ac hunnt
ou S UK.

c
thyroide.

Des expériences préliminaires [ 15} nous avaient
permis de montrer la spécificité de la fixation en
utilisant un sérum anti-TSH. Nous avons de plus
vérifié, la concordance entre la courbe de fixation

Fig. 2. Fixation de 125 TSH en fonction de la concentration
dans le milieu sur des coupes de thyroide de mouton traitées
(B) ou non (A) par la phospholipase C.

de "™1-TSH 4 1° et 1a stimulation globale de incor-
poration de 3?P dans les phospholipides consécutives
a ceite fixation (fig. 1).

Nos résultats sur des coupes traitées ou non i la

nhosnholinase C montrent gue ’absence d’effet de

paosplivny SRLIILIRAIL Ut 1 QUSTIILL L it GUe

la TSH n’est pas due 4 une mhlbmon totale de la
fixation (fig. 2). La quantité maximale fixée dans

le cas des coupes traitées est diminuée de 30% envi-
ron. Ceci peut étre causé par une perte de poids pen-
dant le traitement enzymatique. Pour conclure dé-
finitivement a la préservation de la capacité récep-

trica de la mambrane il carait ndcacsaire A’ utilicar
e GO 1a MOMOorane 11 sOrait nédassaire G uiiiser

des cellules isolées et de les compter. Qualitative-
ment les courbes de fixation en fonction de la dose
montrent des différences caractéristiques: 'indice
de doopérativité passe de 1,5 pour le témoin 4 1,2
pour les coupes traitées a la phospholipase C, ce
que I’on peut interpréter comme une désensibilisa-

tinn nartialla dir evetdma mamhranaira Cag rdciiliantc
Livil y‘ll viviiv uu D] DLWV LLIVIMIVIQlIgI Vv, UVvD 1voullaly

nous permettent d’évaluer le role de la phosphati-
dylcholine dans I’action hormonale. Il semble que

ces molécules ne participent pas (ou peu) a l’inter-
action spécifique directe entre I’hormone et son ré-
cepteur protéique [25] mais par contre que leur inter-

vention dans la transmission du stimulus est primordiale.
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L’intégrité des phospholipides membranaires est né-
cessaire a I’activation de divers métabolismes par la
TSH: méme dans le cas de ’adényl-cyclase probable-
ment localisée a la surface interne de la membrane
plasmique, le traitement par la-phospholipase C pro-
voque le découplage entre la fixation et la stimula-
tion de la cyclase, li niveau de base de cet enzyme
n’étant pas affecté [5].

De plus chez certaines espéces (mouton, boeuf)
la courbe de fixation ainsi que les courbes de réponse
biologique présentent une allure sigmoide. Il semble
que ce caractére soit tui aussi lié a I'intétrité des
phospholipides. On peut penser que leur *“flexibilité”
permet la transmission de proche en proche du change-
ment de conformation des récepteurs protéiques
entrainant une fixation et une réponse coopérative.
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