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1. Introduction 

Le traitement par la phospholipase C de coupes 

de thyroi‘de inhibe la stimulation par la thy&- 

stimuline (TSH) de l’oxydation du glucose, de la 
phospholipogen&se [l-4] et de l’adtkylcyclase 
[5]. NBanmoins le niveau de base de ces activitCs 
biologiques est peu ou pas affect& par le traitement. 
Certains auteurs ont Bmis l’hypoth&se que le traite- 
ment par la phospholipase C inhibait la fixation 
de la TSH sur ses rkepteurs membranaires. 

Dans ce travail, notre but est de mieux com- 
prendre l’absence d’action de TSH dans la phospho- 
lipogenbse de coupes traitkes par la phospholipase 
C par analyse des phospholipides individuels. En 
outre nous gtudions la r6percussion du traitement 
enzymatique sur la capacitk de furation hormonale 
des sites membranaires stkr~osptkifiques par une 

Etude directe avec ‘251-TSH. 

2. Materiel et mCthodes 

Les thyroi’des de port ou de mouton ont Btk ob- 
tenues dans un abattoir, conservkes g O”, couples 
avec un rasoir de Stadie-Riggs, lavdes dans du NaCl 

I 
9°/oo et peses. 

Dans les experiences de marquage par 32P, (CEA, 
Saclay, France) les coupes ont BtB incubkes selon 
Pastan et Macchia [l-2] : pr&ncubation (sans 32P) 
d pH .5,15 dans du Krebs-Ringer-Bicarbonate (KRB) 

g 37’ en presence de phospholipase C (Calbiochem. 
lot no. 00 1118), lavages et incubation g pH 7,4 
(KRB) et 37’ pendant trois heures avec du 32P 

(5 ZI 20 &i) et les effecteurs (TSH* 100 mu/ml, 
acCtylcholine 2 pg/ml et Eserine 230 Erg/ml). Les 
milieux sont gazes avec un melange de 96% O2 -4% 
co2. 

Les lipides sont isol& selon les techniques dB- 
crites par Morton et Schwartz [6], Kogl et Van 
Deenen [7] et Scott et al. [8] , purifi& selon Folch 
et al. [9] et des aliquotes sont comptkes pour la 
determination de la radioactivitk dans les phospho- 
lipid& totaux. Les Cchantillons sont chromatographiks 
selon Marinetti [lo] sur du papier impregnk de gel 
de silice en utilisant le solvant diisobutylcCtone - 
acide ac&ique - Hz0 (40:20:3 v/v) pour la d&ermi- 
nation de la radioactivitk dans les phospholipides 
individuels. 

Dans les experiences utilisant le 14C-GlycCrol 
(CEA, Saclay, France) les coupes ont BtB prkncu- 
bCes 1 heure 30 dans du KRB pH 7,4,37”, avec du 
14C-glyc&ol (1 /.&i/ml de milieu) selon Scott et al. 
[ 111, puis lakes et incubkes avec de la phospholi- 
pase C (5 ou 2.5 pg/ml) pendant 15 min ou 1 hr $ 
pH 5,lS. L.es extraits lipidiques sont chromate 
graph& sur papier impr&n6 de gel de silice pour la 

* La TSH de mouton utiliske pour les expkriences de fixation 
nous a kti foumie gracieusement par le NIH, Bethesda, USA. 
La TSH de port nous a 6tk don&e par les Laboratoires 
Endopancrine. 
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Tableau 1 

October 1971 

Effet de la TSH et de l’a&tylcholine sur la phospholipogenbse de coupes de thyroide de port trait&es ou non par la phospholipase C 

32P cpm/mg de tissu frais 

dans les phospholipides 
totaux 

Distribution du 32P dans les phospholipides individuels 

(%) 

Phosphatidyl inositol Phosphatidyl choline 

Coupes non traitees 
Tkmoin A 

21,9 7’0,8 29,3 T 1,s 53,0 T 1,8 

TSH 28,7 7 1,2 a 38,s T I,6 a 43,l T 1,2 a 

A&ylcholine 29,l 5 0,9 a 67,8 5 2,l a 15,7 T 2,2 b 

Coupes traitees par 

la phospholipase C 
Timoin B 

22,8 T 0,8 ’ 17,9 5 1,8 a 65,5 r 1,5 a 

TSH 20,9 T 1,6 ‘ld 22,1 7 1,8 a,d 60,9 r 1,7 a,d 

Acdtylcholine 25,2 T 0,6 f 51,7 T 2,2 b,e 26,2 T 1,9 b,e 

Expression des rksultats: moyenne 5 erreur standard de la moyenne. 

6 P < 0,Ol par comparaison au t$moin A. 
P < 0,001 par comparaison au tbmoin A. 

i Non significativement diffkrent du timoin A. 
Non significativement diffirent du k?moin B. 

9 P < 0,001 par comparaison au tkmoin B. 

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

dbtennination de la radioactivite dans les phospho- 

lipides selon Marinetti [lo] et dans les lipides neutres 

selon Marinetii [ 121. 
Dans les expkriences de fmation, la TSH a 6tB 

marquee selon Nunes et al. [13] avec ‘?‘I (CEA, 

Saclay, France) et purifit?e (ActivitC spCcifique 0,8 
/.&i/U). Les conditions expCrimentales sont celles 
d&rites par Pastan et al. [ 141 : aprks la fixation g 
lo et trois lavages g lo, les coupes sont compt&es 
(Jaquemin et Haye [ 151 puis incubCes avec du 32P 
g 37”. 

3. Rkultats et discussion 

La stimulation par la TSH, de l’incorporation de 
32P dans les phospholipides de coupes de thyroi’de 
est d&rite depuis longtemps [6-161. Certains auteurs 
ont montre que la stimulation Porte SpCcifiquement 
sur l’acide phosphatidique et le phosphatidylinositol 
[8- 171. Dans un travail prCcCdent nous avons mon- 
trC que cet effet de la TSH n’6tait pas sous la depen- 
dance de l’adbnosine, 3’-5’-monophosphate cyclique 
[ 181. Avec des coupes trait&es 1 la phospholipase C 

Pastan et Macchia [l-2] et Burke [3] ont montre 
que l’incorporation de 32P dans les phospholipides 
totaux n’&ait pas modifi&e par le traitement avec 
de faibles concentrations d’enzyme (5 g 2.5 pg/ml) 
mais que par contre la stimulation par la TSH Btait 
inhib6e. D’autre par I’acCtylcholine, qui ne stimule 
pas I’adCnylcyclase [ 191 et qui a le mdme effet que 
la TSH sur le m&abolisme phospholipidique thyr- 
oidien [20] continue g provoquer une stimulation 
globale apr&s traitement par de faibles doses de 
phospholipase C. Dans ces experiences les phospho- 
lipides individuels ne sont pas analysks. 

Nos rCsultats avec des coupes traitCes g la phos- 
pholipase C (5 pg/ml) (tableau 1) confirment ceux 
de Pastan et Burke: l’incorporation basale de 32P 
dans les phospholipides totaux n’est pas modifiCe 
et l’effet stimulant de la TSH est aboli. Mais nous 
montrons en plus une modification de la distribution 
de la radioactivitk dans les phospholipides indivi- 
duels des coupes traitCes par la phospholipase C 
avec un marquage prbfkrentiel de la phosphatidyl- 
choline, et g un degr6 moindre de la SphingomyCline. 
La stimulation spCcifique par la TSH du mCtabolisme 
du phosphatidylnositol est elle aussi, abolie. Sur les 
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Tableau 2 

Effet du traitement par la phosphohpase C de coupes de thyroide de port prtkuquees avec du 14C-glydrol. 

Distribution du r4C % 
de la radioactivid 
lipidique totale 

Distribution du r4C % 
de la radioactivitk 
phosphohqidique totale 

Distribution du 14C % 
de la radioactivitd totale 
des lipides neutres 

Phosphohpides Lipides neutres Phosphatidyl Phosphatidyl Monoglycerides Triglycerides 
inositol choline et diglycerides 

Temoin 1,5 hr. 
Coupes marquees au 
14C-glycerol 69,l T 1,2 30,9 T l,o 17,l i 1,1 70.5 T 0.9 14,l i 1,o 85,9 F 0,8 

Cou es prdmarquees 
au “Cglydrol t 15 
min sans phospholi- 
pase C 70,6 r 1,l a 29,4 r 1,5 a 17,7 T 1,2 a 67,9 7 08 a 13,5 T 0,9 a 86,5 T 1,0 a 

COII~S premarquees 
au C-glycerol + 15 
min avec phospholi- 
pase C ( 5 fig/ml). 67,6 7 1,O a 32,4 T 1,6 a 15,8 7 0,9 a 67,5 T 1,0 a 15,6 T 1,2 a 84,4 T 1,l a 

Coupes premarquees 
au “C-glycerol + 15 
mm avec phospholi- 

pase C (25 wg/ml) 64,8 T 1,0 b 35,2 7 0,9 b 19,7 r 1,2 a 64,8 r 0,7 b 23,3 T 1,O b 76,7 T 0.9 b 

Coupes premarquees 
au 14C-glycdrol + 1 
hr sans phospholi- 
pase C 71,9 7 l,o a 28,l 7 1,3 a 18,6 T 1,3 a 64,5 T 1,O b 22,2 r 1,l b 77,8 T 1,3 b 

Cou es premarquees 
au ‘gC-glycerol + 1 
hr avec phospholi- 
pase C (5 pg/ml) 65,3 T 0,9 b 34,7 T 0,8 b 46,0 T 1,4 ’ 26,0 r 1,l ’ 29,l T 1,2 c 70,9 5 48 ’ 

Coupes premarqukes 
au 14C-glycerol + 1 
hr avec phospholi- 
pase C (25 &ml) 61,l T 1,5 ’ 38,9 T 1,4 c 51,6 r 1,5 ’ 27,2 7 1,2 ’ 37,4 T 0,9 c 62,6 5 1,l ’ 

Expression des resultats: moyenne r erreur standard de la moyenne. 
i Non significativement different du timoin correspondant. 

P < 0,05 par comparaison au temoin correspondant. 
c P < 0,Ol par comparaison au temoin correspondant. 

mdmes coupes, l’adtylcholine conserve (avec une 
leg&e diminution) ses effets typiques sur la stimu- 
lation des phospholipides totaux et individuels. 

Avec de plus fortes doses de phospholipase C 
(> 25 pg/ml) nous avons confirm6 les travaux de 
Larsen et Wolff [2 11 qui ont trouve une stimulatio 
de l’incorporation dans les phospholipides totaux 
(200 a 250%). Avec de telles doses nous avow ob- 
serve la disparition de l’effet de l’ac6tylcholine. 

Pour mieux comprendre l’effet de la phospholi:. 
pase C, nous avons soumis 6 son action des coupes 
marquees au prealable avec du 14C-glycCrol. L’ana- 
lyse des phospholipides et des lipides neutres apres 
des temps variables et pour des doses differentes 
demontre que le traitement enzymatique a pour 
effet principal d’hydrolyser la phosphatidylcholine 
comme l’ont montre Macchia et al. [4] et de donner 
des diglycerides (tableau 2). 11 semble que ces di- 
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Tableau 3 

Reconstitution de l’effet biologique SW des coupes de thyroide de port trait&as par la phospholipase C. 

Timoin A 

Incorporation de 32P Incorporation de 32P 
darts les phosphohpides totaux dans le phosphatidylinositol 
(par rapport au t6moin 100%) (par rapport au temoin 100%) 

1 hr a pH 5,15 sans phospholipase C 

3 hr a pH 7,4 avec 32P et sans TSH 

Tkmoin B 

100 7 2 100 7 2 

1 hr i pH 5,lS sans phospholipase C 

3 hr a pH 7,4 avec 32P et avec TSH 120 7 2 b 157 7 4 c 

Tkmoin C 
1 hr a pH 5,lS avec phospholipase C 

3 hr a pH 7,4 avec 32P et sans TSH 

Tkmoin D 

103 T 3a 55~2~ 

1 hr i pH 5,15 avec phospholipase C 

3 hr i pH 7,4 avec 32P et avec TSH 103 5 1 a 42~4~ 

100 7 3 100 F 3 

Tkmoin A’ 
1 hr pH 5,lS sans phospholipase C 

3 hr pH 7,4 dam milieu de Campagne 

et Gruber 

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

Timoin B’ 
1 hr pH 5,lS 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 ? 2b 18275’ 

Tbmoin C’ 
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 sans TSH 

Temoin 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 

121 T 1 b 105 F 2a 

129 F 2b 127 T lb 

: Non significativement different du temoin correspondant. 

P < 0,Ol par comparaison au temoin correspondant. 

c P < 0,001 par comparaison au temoin correspondant. 

glyc&ides servent de prCcurseurs pour la biosyn- la phospholipase C apparst comme une operation 
these de la phosphatidylcholine, ce qui explique de reconstruction de la matrice phospholipidique. 
son marquage preferentiel par le 32P. Un phenombne Une suggestion analogue a et6 formulee par Macchia 
analogue a et& d&-it par Rossiter dans le cerveau et al. [4] pour des coupes traitees a la sphingomyb 
de rat [22]. Cette incorporation specifique du 32P linase et par Schneider pour des coupes soumises a 
dans la phosphatidylcholine des coupes traitees par un choc osmotique [23]. Pour verifier cette hypo- 
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‘261..TSH CONCENTRATION 
en mU /ml 

Fig. 1. Comparaison des courbes de fixation de 12’1-TSH et 
de stimulation de la phospholipogen&e de coupes de thyr- 

oide de port. 

th&se, nous avons rhlis6 l’expkrience suivante: apri% 
une preincubation a pH 5,15 en presence de phos- 
pholipase C (5 /.&nl), des coupes sont incubees 
pendant 3 hr dans du milieu de Campagne et Gruber 
[24] plusieurs fois renouvelle et flnalement incu- 
bees avec du 32P avec ou sans TSH pour tester le 
taux de recuperation de leur sensibilite P l’hormone. 
On constate que la TSH exerce sur de telles coupes 
une stimulation globale sur les phospholipides et 
un effet specifique sur le phosphatidylinositol. 

La recuperation n’est pas totale, mais represente 
environ 27% de la stimulation maximale (tableau 3). 

Yamashita et al. [5] ont suggere que l’inhibition 
par la phospholipase C de l’effet stimulant de la 
TSH pouvait etre due soit a la destruction du recep- 
teur, soit au decouplage entre le complexe hormone- 
recepteur et les systemes responsables des effets se- 
condaires. 

Pour tester ces hypotheses nous avons etudie 
des fixations directes de 12’ I-TSH sur des coupes de 
thyroide. 

Des experiences preliminaires [ 151 nous avaient 
permis de montrer la specificit de la fixation en 
utilisant un serum anti-TSH. Nous avons de plus 
verifie, la concordance entre la courbe de fixation 

‘*‘1_TSti FIXtE 

(% SATURATION) 

I iY----- 

25’ 

t. 
2 20 40 60 

“‘I- TSH CONCENTRATION 

en ml.l/,nl 

Fig. 2. Fixation de 1251-TSH en fonction de la concentration 
dans le milieu sur des coupes de thyroide de mouton trait&es 

(B) ou non (A) par la phospholipase C. 

de i2’ I-TSH a 1 o et la stimulation globale de I’incor- 

poration de 32P dans les phospholipides consecutives 
a cette fixation (fig. 1). 

Nos resultats sur des coupes traitees ou non A la 
phospholipase C montrent que l’absence d’effet de 
la TSH n’est pas due a une inhibition totale de la 
futation (fig. 2). La quantite maximale fixee dam 
le cas des coupes traitees est diminuee de 30% envi- 
ron. Ceci peut &tre cause par une perte de poids pen- 
dant le traitement enzymatique. Pour conclure de- 
fmitivement h la preservation de la capacite recep- 
trite de la membrane il serait necessaire d’utiliser 
des cellules isolees et de les compter. Qualitative- 
ment les courbes de ftiation en fonction de la dose 
montrent des differences caracteristiques: l’indice 
de dooperativite passe de 1,s pour le temoin a 1,2 
pour les coupes traitees a la phospholipase C, ce 
que l’on peut interpreter comme une dbensibilisa- 
tion partielle du systeme membranaire. Ces resultats 
nous permettent d’evaluer le role de la phosphati- 
dylcholine dans l’action hormonale. 11 semble que 
ces molecules ne participent pas (ou peu) a l’inter- 
action specifique directe entre I’hormone et son re- 
cepteur proteique [25] mais par contre que leur inter- 
vention dans la transmission du stimulus est primordiale. 

51 



Volume 18, number 1 FEBS LETTERS October 197 1 

L’inbgrite des phospholipides membranaires est ne- 
cessaire a l’activation de divers metabolismes par la 
TSH: mQme dans le cas .de l’ad6nykyclase probable- 
ment lo&see 1 la surface interne de la membrane 

plasmique, le traitement par laphospholipase C pro- 
voque le decouplage entre la fvration et la stimula- 
tion de la cyclase, li niveau de base de cet enzyme 
n’etant pas affect6 [5]. 

De plus chez certaines especes (mouton, boeuf) 
la courbe de fixation ainsi que les courbes de reponse 
biologique presentent une allure sigmoi’de. 11 semble 

que ce caractere soit lui aussi lie a l’intetrite des 
phospholipides. On peut penser que leur “flexibilitC” 
permet la transmission de proche en proche du change- 
ment de conformation des recepteurs proteiques 
entrafnant une faation et une reponse cooperative. 
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