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Article de synthése

Réticulum endoplasmique : anatomie d'une membrane
biologique

A. Amar-Costesec

Université de Louvain, International Institute of Cellular and Molecular Pathology et laboratoire de
chimie physiologique, 75, avenue Hippocrate, Bruxelles, Belgique

(14° réunion du groupe Développement INRA, Clermont-Ferrand, 25-27 mai 1988)

Résumé — Le réticulum endoplasmique (RE) est un systéme membranaire formé de centaines de
constituants protéiques et lipidiques, impliqués dans des fonctions essentielles de la physiologie cel-
lulaire. Dans cette revue, je décris brigvement les travaux dont les résuitats ont fagonné nos idées
sur 'organisation moléculaire du RE. L'examen au microscope électronique de coupes fines de cel-
lules a conduit & la conception dualistique (lisse-rugueux) du RE. On a tenté, par diverses techni-
ques, de séparer les 2 entités et de leur atfribuer des fonctions distinctes. Le fait que le renouvelle-
ment des enzymes se produit suivant des modéles individuels suggére I'existence d'un RE en
«mosaique». Enfin, 'analyse en gradient de densité des microsomes de foie de rat conduit & conce-
voir un RE formé de 3 domaines biochimiquement distincts, ou la disposition transmembranaire des
protéines intégrales détermine leur distribution latérale. Je passe en revue les données actuelles sur
la topographie transverse des protéines du RE et sur leur mode de biosynthése et d'insertion dans
la membrane et je confronte ces données aux prédictions du modéle.

réticulum endoplasmique — modéle — séquences topogéniques — protéines membranaires
— topographie — taux de renouvellement — ribophorine

Summary — Endoplasmic reticulum : anatomy of a biological membrane. Endoplasmic reticu-
lum (ER) is a large membranous network containing a wide variety of lipid and protein constituents
which play important roles in cellular physiology. In this review, selection of experimental results are
presented which have shaped our concepts of the molecular organization of ER. The morphological
approach — electron microscope examination of ultra-thin sections of a variety of cells — led to the
dualistic distinction between rough ER and smooth ER. Consequently, various attempts were made
to separate the 2 entities and to demonstrate that they are endowed with distinct functional proper-
ties. Studies on the biogenesis of ER showed that enzymes associated with this organelle turn over
independently, which was interpreted in terms of ER being biochemically organized as a mosaic.
The results of isopycnic centrifugation of rat liver microsomes led us to conclude that the ER is com-
prised of three biochemically distinct domains and that the distribution of integral proteins in the lat-
eral plane of the membrane (lateral topography) is primarily determined by their transmembrane dis-
position. Data on the transverse topography and the mode of biogenesis of ER enzymes are
confronted with the predictions of this model.

endoplasmic reticulum — model — topogenic sequences — membrane protein — topography
— turnover — ribophorin
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INTRODUCTION

Le réticulum endoplasmique (RE) des hé-
patocytes est une vaste structure membra-
naire, occupant plusieurs m?2 par g de foie
(Loud, 1968; Weibel et al., 1969; Wibo et
al., 1971; Bolender & Weibel, 1973; Rohr
et al., 1976; Blouin et al., 1977; Bolender
et al, 1978) et composée de centaines
d'especes moléculaires différentes assu-
rant des fonctions essentielles de la phy-
siologie cellulaire. Chacune des voies mé-
taboliques énumérées dans le Tableau |
met en ceuvre plusieurs constituants : au
moins 7 pour la synthese protéique, dont
un récepteur composé de 2 sous-unités
(Tajima et al, 1986) et une enzyme, la
peptidase du signal, comportant 7 sous-
unités (Evans et al.,, 1986); une douzaine
d'enzymes pour la biosynthése des phos-
pholipides a choline, éthanolamine et sé-
rine (Bell & Coleman, 1980; Dawidowicz,
1987), une vingtaine d'enzymes pour celle
du cholestérol (Chesterton, 1968; Trzas-
kos et al., 1982; Reinhart et al., 1987).

La coexistence sur une méme mem-
brane d'un tel nombre de protéines, impli-
quées dans des processus métaboliques
si différents, souléve le probleme de l'orga-
nisation du RE a l'échelle moléculaire.
Comment les enzymes appartenant a une
méme voie métabolique parviennent-elles
a fonctionner séquentiellement ? Nos
connaissances sont encore trop fragmen-
taires pour qu'une réponse définitive
puisse étre apportée a cette question.
Aussi, me contenterai-je, dans cette revue,
de retracer les progrés accomplis dans la
compréhension des relations entre struc-
ture et fonction au sein du RE.

LISSE OU RUGUEUX : UNE CONCEP-
TION DUALISTIQUE DU RE

L'examen au microscope électronique de
coupes de tissus (Palade, 1956; Palade &
Siekewitz, 1956) a conduit & une concep-
tion essentiellement dualistique du RE. Le
microscope révele en effet 2 types de
structures : d'une part, des alignements
paralléles de citernes aplaties portant des
ribosomes (RE rugueux); d'autre part, et
en continuité avec le RE rugueux, des tu-
bules et vésicules dépourvus de ribo-
somes (RE lisse) (Fig. 1). Dans les hépa-
tocytes, l'espace entre les 2 membranes
du RE rugueux a une épaisseur relative-
ment constante, ce qui lui confére une ap-
parence rigide contrastant avec l'aspect
contourné du RE lisse.

Cette remarquable dualité d'aspect sug-
gére des différences de fonction et par
conséquent de composition protéique. On
pourrait a la limite supposer que RE lisse
et RE rugueux sont 2 organites différents.
Aussi, a-t-on cherché a mettre au point
des méthodes visant a les séparer I'un de
lautre aussi complétement que possible
(Rothschild, 1963; Dallner et al., 1963; re-
vues in Dallner & Ernster, 1968; Depierre
& Dallner, 1975). Il fallut pourtant se
rendre a I'évidence : sauf dans le cas de la
synthése protéique, propriété exclusive du
RE rugueux, il n'est pas possible d'asso-
cier une fonction a une seule des 2 entités
microsomiales, qu'il s'agisse des biosyn-
théses du cholestérol (Reinhart et al.,
1987), de la chaine oligosaccharidique des
glycoprotéines (Ravoet et al., 1981) ou des
glycérophospholipides (Bell & Coleman,
1980; Dawidowicz, 1987).
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Tableau I. Multiplicité des fonctions du RE et liste partielle des constituants impliqués.

Biosynthése des protéines de la membrane du RE et du réticuloplasme, des protéines sécré-
toires et lysosomiales, des protéines du complexe de Golgi (?) et de la membrane plasmique

— Récepteur de la particule de reconnaissance du signal (sous-unités o et )
— Récepteur du peptide signal

— Sites de fixation des ribosomes (?)

— Sites de translocation des polypeptides

Modifications co- et post-traductionnelles des protéines néo-synthétisées

— Peptidase du signal
— Oligosaccharyltransférase
— Protéine disulfure isomérase

Biosynthése de la chaine oligosaccharidique des glycoprotéines

— Assemblage d'un dolichol pyrophosphoryl oligosaccharide
- UDP-N-acétylglucosamine: dolichol phosphate: N-acétylglucosamine phosphotransférase
» UDP-N-acétylglucosamine: dolichol pyrophosphoryl N-acétylglucosamine : N-acétylglucosami-
nyltranférase
» GDP-mannose : dolichol phosphate: mannosyltransférase
» UDP-glucose : dolichol phosphate: glucosyltransférase
— Elagage du dolichol pyrophosphoryl oligosaccharide
* Glucosidases
« Mannosidases

Biosynthése des glycérophospholipides et des plasmalogénes

— Enzymes des voies métaboliques du sn-glycérol 3-phosphate et de la dihydroxyacétone
phosphate
» Glycérophosphate (dihydroxyacétone phosphate) acyltransférase
+ Acide lysophosphatidique acyltransférase
+ Diacylglycérol choline phosphotransférase
+ Diacylglycérol ethanolamine phosphotransférase
» Acyl dihydroxyacétonephosphate oxydoréductase

Biosynthése du cholestérol

— HMG CoA réductase

— Lanostérol 14-déméthylase
— Stéroide 14-réductase

— Stéroide 8-isomérase

Biosynthése et métabolisme des acides gras

— NADH cytochrome b; réductase

— Cytochrome by

— Stéaroyl CoA désaturase et autres désaturases
— Acide gras élongase

Biosynthése d'esters

— Esters de CoA et d'acides gras
« Acide gras CoA ligase
— Esters de cholestérol et d'acides gras
+ Acyl CoA: cholestérol acyltransférase
— Esters de rétinol et d'acides gras
— Acyl CoA: rétinol acyltransférase



624 A. Amar-Costesec

— Esters d'acides biliaires et de taurine ou de glycine

« Acide cholique CoA ligase

Métabolisme de substances endogénes (cholestérol, stéroides) et des xénobiotiques

— NADPH cytochrome P-450 réductase

— Cytochrome P-450 (plus de 12 isozymes dans le foie de rat)

Glucuronoconjugaison de la bilirubine, des acides biliaires, des stéroides et des métabolites

de xénobiotiques

— UDP-glucuronosyltransférases (au moins 4 isozymes dans le foie de rat)

— Glucosyltranférase
— Xylosyltransférase

Maintien de la glycémie

-— Glucose 6-phosphate translocase
— Glucose 6-phosphatase

Conversion du cholestérol en acide cholique

— Cholestérol 7a-hydroxylase (une forme de cytochrome P-450)

Hydratation des arénes oxydes formées par les réactions dépendant des cytochromes P-450

— Epoxyde hydrolase

Hydratation des oxydes de cholestérol et de stéroides formés par peroxydation

— Cholestérol 5,6 oxyde hydrolase

Dégradation oxydative de la protoporphyrine IX

— Héme oxygénase

LES CONSTITUANTS PROTEIQUES DU
RE SE RENOUVELLENT INDIVIDUELLE-
MENT

Une série d'études a été consacrée a l'as-
pect cinétique de la synthése des en-
zymes du RE : leur «turn over». Les me-
rites et les limitations de cette approche
expérimentale ont été abondamment dis-
cutés (Bock et al., 1971; Arias et al., 1969;
Kiehn & Holland, 1970; Borgese et al.,
1980). Les valeurs absolues des demi-vies
(t 1/2) mesurées sont probablement su-
jettes a caution. Ces études ont néan-
moins montré que les constituants protéi-
ques du RE se renouvellent a des vitesses

propres a chacun : 4 j pour l'estérase
(Akao & Omura, 1972b), 2-3 j pour I'en-
semble des protéines microsomiales, 3—
4 h pour la stéaroyl CoA désaturase (Gell-
horn & Benjamin, 1966; Oshino & Sato,
1972), 'HMG CoA réductase (Edwards &
Gould, 1972) et la cholestérol 7a-
hydroxylase (Gielen et al., 1975).

Le RE posséde 2 chaines de transport
d'électrons, responsables du métabolisme
des xénobiotiques ou de celui des lipides
(Figs. 2 et 3). Les demi-vies des consti-
tuants de la premiere chaine sont du
méme ordre de grandeur que celles de la
moyenne des protéines du RE : 40 h pour
I'isozyme du cytochrome P-450 inductible
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Fig. 1. Une représentation trés simplifiée montrant 2 citernes du RE avec leurs portions lisses et ru-
gueuses. Le schéma du bas donne quelques définitions et dimensions. Le plus grand diamétre du ri-
bosome est 23,2 + 1,5 nm; la distance de centre & centre entre 2 ribosomes contigus est 34,5 + 3,6 nm

(Ojakian et al., 1977).

par le phénobarbital (Fujii-Kuriyama et al.,
1978), 70 h pour la NADPH cytochrome P-
450 réductase (Kuriyama et al., 1969). Par
contre, ceux de la seconde chaine — a
I'exception de la stéaroyl CoA désaturase,
déja citée — ont des demi-vies plus lon-
gues : 6 j (NADH cytochrome b5 réduc-
tase) (Okada & Omura, 1978) et 4 j (cyto-
chrome b5 (Kuriyama et al., 1969).

NADPH

t 1/2 e”

NADPH cytochrome

70 h P-450 réductase

40 h Cytochromes P-450

Fig. 2. Demi-vie des protéines de ia voie des
mono-oxygénases. Les accepteurs et les
connexions avec l'autre chaine microsomiale de
transport d'électrons ne sont pas représentés. La
stoechiométrie des réactions n'est pas indiquée.

A la suite de ces observations, le RE
est apparu comme a mosaic in which each
patch or tessera represents a specific
group of enzymes and in which, according-
ly, all tesserae are not biochemically equi-
valent to one another (Omura et al., 1967).

De nombreuses tentatives ont été faites
pour établir expérimentalement ia microhé-
térogénéité du RE, en particulier I'organi-

t 172 NADH

e

’
Metabolisme des acides gras
réductase A6 désaturase

AS désaturase
le' Elongase
/Biosxn(hése du plasmalogéne
43 \Biosxn[hése du cholestérol

4-méthyl stérol oxydase

63 NADH cytochrome bg

Métabolisme des xénobiotiques
Cytochromes P-450

Fig. 3. Demi-vie des protéines de la chaine mi-
crosomiale de transport d'électrons fonctionnant
a partir du NADH cytosolique. Les enzymes de
ceite chaine sont responsables de la synthése
des acides gras polyinsaturés.
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sation des chaines de transport d'élec-
trons microsomiales en complexes multi-
moléculaires (revue in Yang, 1977). On a
essayé de fragmenter le RE a la taille des
complexes et de séparer les fragments par
centrifugation (revue in Depierre & Dallner,
1975), immunoprécipitation et immunoad-
sorption (Kawajiri et al., 1977). On a égale-
ment tenté d'observer les complexes au
microscope électronique en utilisant des
anticorps marqués a la ferritine (Morimoto
et al., 1976; Matsuura et al.,, 1978, 1979).
Ces travaux n'ont pas conduit aux conclu-
sions espérées. La tendance actuelle est
de considérer que les oxydo-réductases
ne sont pas organisées en complexes et
que les cytochromes, en particulier, jouis-
sent d'une assez grande liberté de mouve-
ment dans le plan latéral de la membrane
(Estabrook et al., 1981).

RE ET MICROSOMES

Une difficulté dans I'étude du RE est due
au fait que l'organite isolé a partir d'homo-
génats tissulaires a perdu sa structure en
citernes. En effet, I'homogénéisation du
tissu provoque la vésiculation du RE sans,
cependant, entrainer de modification ré-
dhibitoire de son architecture. Les poly-
somes sont fixés a la face externe des vé-
sicules rugueuses (correspondant a la
face cytoplasmique du RE rugueux). Les
protéines du réticuloplasme se retrouvent
a l'intérieur des vésicules. Apres cryofrac-
ture, la densité et la répartition des parti-
cules entre faces P et E sont les mémes
dans les microsomes isolés que dans le
RE in situ (Losa et al., 1978).

Cela traduit bien I'extréme plasticité de
cet organite dont une des fonctions essen-
tielles est précisément de donner nais-
sance a des vésicules. Le RE a dailleurs

été isolé sous forme de microsomes
(Claude, 1938) avant méme d'avoir été
identifié dans les cellules. Les vésicules
microsomiales ont un diamétre moyen de
140 nm (Wibo et al., 1971).

L'ANALYSE DES MICROSOMES PAR
CENTRIFUGATION ISOPYCNIQUE

La centrifugation en gradient de densité a
tenu une grande place dans I'étude biochi-
mique du RE; pendant prés de 2 décen-
nies, on a cru possible de séparer les vési-
cules lisses des vésicules rugueuses. La
centrifugation des microsomes en gradient
analytique (Amar-Costesec et al., 1969;
Beaufay et al.,, 1974) montre pourquoi cet
espoir est vain. La densité d'équilibre des
vésicules microsomiales — notamment
celle des vésicules rugueuses — a un ca-
ractére polydispersé marqué : les distribu-
tions s'etalent sur toute la hauteur du gra-
dient (Fig. 4).

Les constituants du RE présentent 3
types de distribution de densité (Fig. 4 et
Tableau Il). Les enzymes dites du groupe
b se distribuent comme la NADPH cyto-
chrome P-450 réductase : elles forment un
pic a la densité 1,14, qui est la densité mo-
dale des vésicules lisses. Les enzymes du
groupe ¢ se distribuent comme la glucose
6-phosphatase et forment 2 épaulements
aux densités 1,14 et 1,23. Enfin, les cons-
tituants du groupe d, en particulier 'ARN
et les ribosomes, ont une distribution de
densité symétrique par rapport a celle de
la flavoprotéine, avec un pic a 1,23.

Au cours d'expériences associant ana-
lyses biochimique et stéréologique, Wibo
et al. (1971) ont montré que le caractére
polydispersé de la densité d'équilibre des
microsomes est en relation avec la charge
en ribosomes des vésicules (Fig. 5). En
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NADPH cyt. P~450 réductase

O 1 1 1 1
10f Glucose 6-phosphatase

FREQUENCE

ARNr

\
110 120 130
DENSITE

Fig. 4. Distributions de densité des constituants
du RE. Une fraction subcellulaire, contenant I'en-
semble des organites subcellulaires, a 'exception
des noyaux (granules cytoplasmiques) a été cen-
trifugée a travers un gradient linéaire de saccha-
rose-H,O. L'équilibre isopycnique est atteint
apres 140 min de centrifugation a 40 000 rpm
dans le rotor E-40. On recueille 15 sous-fractions
dont on mesure la densité et les propriétés bio-
chimiques. La distribution de densité de I'ARNr
est essentiellement celle des ribosomes. Les ca-
ractéristiques du rotor E-40 ainsi que le mode de
représentation des résultats sont décrits dans
Beaufay & Amar-Costesec (1976). D'apres Amar-
Costesec & Beaufay (1981).

d'autres termes, la position d'une vésicule
au sein du gradient est essentiellement dé-
terminée par le nombre de ribosomes
gu'elle porte par unité de surface.

En se basant sur les données morpho-
logiques, on s'attendrait a ce que le RE ru-
gueux donne naissance a une population
homogéne de vésicules rugueuses. On
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pourrait donc conclure que les vésicules
ayant une charge intermédiaire en ribo-
somes (celles qui s'équilibrent entre le pic
de densité 1,14 et celui de densité 1,23)
sont le résultat d'une dégranulation par-
tielle au cours de I'homogénéisation.

Nous avons au moins deux raisons de
penser qu'il n'en est rien. Bien que notre
milieu d'’homogénéisation ne contienne
pas de Mg2+* dont l'effet stabilisateur sur la
jonction ribosome-membrane est bien éta-
bli, nous trouvons qu'aprés centrifugation
différentielle d'un homogénat, la répartition
de I'ARN entre fractions nucléaire, mito-
chondriale, microsomiale et cytosolique est
comparable & celle obtenue avec un milieu
renfermant du M92+ (Blobel & Potter,

200 ¢

{nombre / umz)

RIBOSOMES LIES A LA MEMBRANE

115 1,20 1,25
[ 1
w | ARN
> 10 !
] |
g s
o«
w
0 S L
1,15 120 125
DENSITE

Fig. 5. La position d'une vésicule au sein du gra-
dient est essentiellement déterminée par sa
charge en ribosomes. Des microsomes ont été
centrifugés a l'équilibre dans les conditions dé-
crites dans la légende de la Fig. 4 pour les gra-
nules cytoplasmiques. Dans les 15 sous-fractions
obtenues, on a compté les ribosomes par stéreo-
logie (graphique du haut, Wibo et al., 1971) et on
a mesuré la teneur en ARNr. Le pic d'ARNr est a
la densité 1,21 au lieu de 1,23 dans la Fig. 4 car
les granules cytoplasmiques contiennent une po-
pulation de vésicules trés rugueuses qui, lors-
qu'on prépare les microsomes, est écartée avec
la fraction mitochondriale.
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Tableau Il. Classification en groupes des constituants du RE en fonction de leur distribution en gra-

dient de densité.

Constituants

Groupe Références

NADPH cytochrome P-450 réductase
Cytochrome P-450

Aminopyrine déméthylase

NADH cytochrome bs réductase
Cytochrome bs

Epoxyde hydrolase

Cholestérol 7a-hydroxylase

HMG CoA réductase

Heme oxygénase

Glucose 6-phosphatase

Estérase

Nucléoside diphosphatase
UDP-glucuronosyltransférase
N-acétylglucosamine phosphoryltransférase
N-acétylglucosamininyltransférase
Mannosyltransférase

Glucosyltransférase

B-glucuronidase

Arylsulfatase C

Récepteur de la particule de reconnaissance du signal (sous-unités a et B)

ARNr

Ribosomes

Sites de translocation des polypeptides
Sites de fixation des ribosomes, in vitro
Ribophorines | et Il

Acyl CoA cholestérol acyltransférase
Signal peptidase

N

[\VI\V I\ L\V]

-

(1) Amar-Costesec et al., 1969; (2) Beaufay et al., 1974; (3) Amar-Costesec (résultats non publiés); (4) Mitropoulos
et al., 1978; (5) Brunyeel, Beaufay & Amar-Costesec (résultats non publiés); (6) Ravoet et al., 1981; (7) Van Den
Eynde et al., 1985; (8) Guimard & Amar-Costesec {résultats non publiés); (9) Wibo et al., 1971; (10) Lauffer et al,
1985; (11) Amar-Costesec et al., 1984; (12) Marcantonio et al., 1984; (13) Venkatesan et al., 1980; (14) Soni &
Amar-Costesec (résultats non publiés); (15) Amar-Costesec et al., 1989.

1967). D'autre part, on peut, aprés déta-
chement des ribosomes par lavage des
microsomes avec des solutions d'agents
chélateurs, fixer une quantité de (3H)-
ribosomes correspondant a 107 pg
d'ABNr/mg de protéine, sur des sites a
haute affinité (Ka = 108 M~1). Cette quanti-
té est équivalente a celle qui se trouvait
sur les membranes avant dégranulation
(97 ug d'ARNr/mg de protéine) (Amar-

Costesec et al., 1984). Le nombre de sites
libérés au cours de I'homogénéisation du
foie et du fractionnement semble donc mo-
deste.

La position d'une vésicule au sein du
gradient étant déterminée en premier lieu
par sa charge en ribosomes, la distribution
de densité de I'ARN refléte celle des ribo-
somes dans le plan latéral de la mem-
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brane. Il en va de méme pour les autres
constituants du RE, et les expériences de
centrifugation en gradient de densité nous
apprennent que les constituants b, c et d
se répartissent inégalement entre les por-
tions lisse et rugueuse du RE.

LA DISTRIBUTION LATERALE DES
CONSTITUANTS DU RE EST DETERMI-
NEE PAR LEUR MODE D'INSERTION
TRANSMEMBRANAIRE

On peut faire apparaitre une corrélation
entre la répartition des enzymes dans le

plan de ia membrane (topographie laté-
rale), telle que nous la déduisons des don-
nées de la centrifugation isopycnique, et
leur mode d'insertion transmembranaire
(topographie transversale) (Tableau lll). Si
I'on fait provisoirement abstraction des pro-
téines d, cette corrélation peut s'énoncer
de la maniére suivante : les protéines dont
la chaine polypeptidique est largement ex-
posée du coté cytoplasmique de la mem-
brane ont une distribution latérale de type
b; les enzymes du réticuloplasme, ou ceux
dont la chaine polypeptidique est orientée
du coOté luminal, ont une distribution de
type c. Afin de rendre cette corrélation plus

Tableau 1ll. Relation entre la disposition transmembranaire des protéines du RE et leur appartenance

aux groupes b et c.

Topographie Topographie
Constituants* latérale ransverse** Références
(%)

Epoxyde hydrolase b 435/455 96 1,2
Cytochrome P-450

induit par le phénobarbital 471/491 96 3

induit par la prégnénolone

16 a-carbonitrile 477/504 95 4
NADPH cytochrome P-450 réductase’ 634/678 94 5
NADH cytochrome b5 réductase’ 277/300 92 6
Cytochrome b5 100/133 75 7
HMG CoA réductase? 578/887 65 8
UDP-glucuronosyltransférase c

induite par le phénobarbital 19/529 4 9

induite par le méthylcholanthrene 19/529 4 10

active sur les hydroxy-3 androgénes 20/530 4 11

active sur la testostérone 20/530 4 12
Estérases 0 13, 14
Nucléoside diphosphatase 0 15

* sauf mention contraire, il s'agit de protéines de foie de rat; ! foie de beeuf; 2 cellules d'ovaire de hamster chinois.
** Colonne de gauche : rapport du nombre de résidus d'acides aminés émergeant de la membrane du c6té cytosoli-
que au nombre total de résidus; colonne de droite : ce rapport est exprimé en pourcentage.

(1) Falany et al., 1987; (2) Porter et al., 1986; (3) Fuijii-Kuriyama et al., 1982; (4) Gonzales et al., 1985; (5) Porter &
Kasper, 1985; (6) Ozols et al., 1985; (9) Mackenzie, 1986a; (10) lyanagi et al., 1986; (11) Mackenzie, 1986b; (12)
Mackenzie, 1987; (13) Akao & Omura, 1972a; (14) Robbi & Beaufay, 1983; (15) Kuriyama, 1972.
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perceptible, j'ai, dans le Tableau llI, expri-
mé en pourcentage le nombre de résidus
d'acides aminés «cytoplasmiques» par
rapport au nombre total de résidus. Ces
nombres sont obtenus a partir de la sé-
quence primaire et de l'indice d’hydropa-
thie de polypeptide, qui permet de situer la
position du segment d'ancrage dans la
membrane. De plus, la topographie trans-
membranaire de la plupart des enzymes fi-
gurant dans le Tableau 1l a été établie par
diverses approches expérimentales : tests
de latence structurale en présence de dé-
tergents, attaque protéolytigue ménagée
de vésicules microsomiales intactes, ac-
tion de réactifs non perméants, examen au
microscope électronique de vésicules mi-
crosomiales apres réaction avec des anti-
corps marqués a la ferritine.

UN MODELE DECRIVANT L'ARRANGE-
MENT DES PROTEINES DU RE

La corrélation entre topographies latérale
et transmembranaire m'a suggéré un mo-
déle d'organisation de la membrane du RE
(Amar-Costesec, 1978a et b; revues géné-
rales in Amar-Costesec, 1979; Amar-
Costesec & Beaufay, 1981; Beaufay et al.,
1981) dans lequel les enzymes de la face
luminale (groupe c) sont réparties de ma-
niére a peu prés uniforme dans le plan la-
téral de la membrane. Au contraire, il exis-
terait une restriction a la mobilité latérale
des enzymes de la face cytoplasmique
(groupe b). Le pic formé a la densité 1,14
par les enzymes b étant symétrique de
celui formé a la densité 1,23 par I'ARN,
cette restriction serait en rapport avec la
présence des ribosomes : leur jonction a
la membrane ferait obstacle a la diffusion
des protéines b. Mais le ribosome ne peut
pas, a lui seul, constituer I'obstacle, car sa
plus grande dimension est d'environ

23 nm (Fig. 1), alors que le domaine d
«géle» une surface de membrane corres-
pondant a un cercle de 52 a 57 nm de dia-
métre par ribosome (Amar-Costesec &
Beaufay, 1981). L'obstacle a la diffusion
des protéines b refléte I'existence d'agré-
gats de protéines membranaires (pro-
téines d) ou d'un changement de phase
des phospholipides de la bi-couche.

Selon ce modéle, le RE rugueux serait
une structure fortement dissymétrique,
avec une face luminale ou les enzymes,

- al

A 5 F NADPH cyt. P- 450 récuctase |

FREQUENGE

10 120
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Domaine (b)

Fig. 6. Organisation des domaines b et d a Ia
surface cytoplasmique du RE. (A) Distributions
de densité de la flavoprotéine et de I'ARNr. (B)
Les vésicules microsomiales s'alignent le long du
gradient de densité en fonction de leur charge en
ribosomes par unité de surface. (C) Arrangement
des protéines membranaires de la surface cyto-
plasmique du RE, déduit des distributions mon-
trées en (A). Les protéines d forment des agré-
gats entre lesquels les protéines b se déplacent
latéralement. (D) La surface des vésicules micro-
somiales est supérieure a la surface d'un agrégat
de protéines d.

Domaine (d)
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sous forme d'entités moléculaires indivi-
duelles ou de complexes, pourraient diffu-
ser sans rencontrer d'obstacles majeurs et
une face cytoplasmique ou les protéines b
ne pourraient se déplacer qu'entre les
agrégats de protéines d (Fig. 6).

IDENTIFIER LES PROTEINES D

La découverte de protéines d a étayé le
modéle proposé. Rappelons que dans
notre systeme expérimental, un constituant
d se caractérise par une distribution en
gradient de densité superposable a celle
de I'ARN (Fig. 4). La présence des ribo-
somes indique qu'une fonction essentielle
du domaine d — sinon la seule — est la
synthése de certaines classes de pro-
téines (Tableau 1). Le transfert de la
chaine oligosaccharidique des glycopro-
téines étant un  événement co-
traductionnel, nous avons d'abord pensé
aux transférases de la voie du dolichol
phosphate. Molnar et al. (1969) avaient
observé que la mannosyltransférase ne se
trouve que dans les microsomes rugueux.
Nos résultats ont montré que les enzymes
qui synthétisent les dérivés monoglycosy-
lés du dolichol phosphate par transfert de
mannose, glucose, N-acétylgiucosamine
phosphate (Ravoet et al, 1981) ou N-
acetylglucosamine (Van den Eynde et al.,
1985) sont présentes aussi bien dans les
portions lisses que dans les portions ru-
gueuses du RE. A quelques réserves pres
(voir la discussion in Ravoet et al., 1981),
les transférases que nous avons étudiées
se classent parmi les constituants c.

En revanche, les sites a haute affinité
fixant les ribosomes in vitro en I'absence
de synthéese protéique, les sites de translo-
cation a travers la membrane du RE des
polypeptides synthétisés in vitro (Amar-

Costesec et al., 1984), les ribophorines | et
Il (Marcantonio et al., 1984) et la peptidase
du signal (Amar-Costesec et al., 1989) pré-
sentent des distributions de type d (Ta-
bleau IV).

Les constituants que nous venons
d'énumérer, a I'exception des ribophorines
(Kreibich et al., 1978), sont tous impliqués
dans la synthése protéique. Bien que la
fonction des ribophorines reste a établir, le
fait qu'il en existerait un hétérodimere par
ribosome (Marcantonio et al, 1984) sug-
gére un roéle dans la jonction ribosome-
membrane. |l est surprenant de constater
que les sous-unités a et B du récepteur de
la particule de reconnaissance du signal,
qui jouent un réle important dans l'adres-
sage des polysomes au RE (Meyer & Dob-
berstein, 1980; Gilmore et al., 1982), ne
présentent pas de distribution de type d
(Tajima et al., 1986). En revanche, a la
suite de Venkatesan et al. (1980), nous
avons montré que l'acyl CoA:cholestérol
acyltransférase, une enzyme catalysant la
formation d'esters de cholestérol et
d'acides gras, posséde une distribution de
densité de type d (Soni & Amar-Costesec,
résultats non publiés), ce qui indique que
les constituants d n'ont pas pour fonction
exclusive la synthése protéique.

L'ASYMETRIE S'ETABLIT AU MOMENT
DE LA SYNTHESE DES PROTEINES DU
RE

J'ai résumé dans le Tableau IV I'essentiel
de nos connaissances sur la biosynthése
des protéines du RE. Celles-ci sont syn-
thétisées selon 3 modes différents.

Les protéines de la chaine de transport
d'électrons transitant par le cytochrome bg
constituent un cas particulier : synthése
par des polysomes cytosoliques libres, in-
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sertion post-traductionnelle par une sé-
quence se trouvant a l'extrémité carboxy-
terminale du polypeptide. Ce mode de
synthése par les polysomes libres s'appa-
rente a celui des protéines nucléaires, mi-
tochondriales, chloroplastiques, péroxyso-
miales et cytosoliqgues. L'extrémité
carboxy-terminale de ces 3 protéines b
constitue-t-elle un signal d'adressage au
RE?

Les autres protéines du RE sont syn-
thétisées par des polysomes liés aux
membranes rugueuses mais selon 2
modes différents. La séquence topogéni-
que des protéines b est un peptide signal
amino-terminal qui sert de séquence d'in-
sertion cotraductionnelle; I'essentiel du po-
lypeptide reste du coté cytoplasmique de
la membrane.

Les protéines ¢ sont synthétisées avec
une séguence signal amino-terminale
transitoire; la translocation cotraduction-
nelle intéresse la plus grande partie du po-
lypeptide, la séquence d'insertion trans-
membranaire (stop transfert) se trouvant
vers l'extrémité carboxy-terminale. Autre
différence entre protéines b et ¢ : seules
ces derniéres sont glycosylées, ce qui est
compatible avec la localisation du site actif
de l'oligosaccharyltransférase du cété lu-
minal de fa membrane (revue in Beaufay
et al., 1985); seuls les polypeptides expo-
sant la séquence consensus N-X-S/T du
co6té luminal peuvent étre glycosylés.

Comment se situent les protéines d
dans ces comparaisons ? Nos connais-
sances se limitent aux seules ribophorines
I et Il dont la séquence primaire (Crimaudo
et al., 1987; Harnik-Ort et al., 1987) et le
mode de biosynthése (Rosenfeld et al.,
1984) ont été établis. En fait, elles présen-
tent I'ensemble des caractéristiques des
protéines c. La seule différence notable
est que les ribophorines ont un domaine
cytoplasmique plus important que celui
des glucuronosyltransférases : 150 rési-

dus pour la ribophorine | de foie de rat
(Harnik-Ort et al.,, 1987), 70 pour la ribo-
phorine Il de foie humain (Crimaudo et al.,
1987) et seulement 19-20 pour les UDP-
glucuronosyltransférases, mais la disposi-
tion transmembranaire est trés semblable.

Comment expliquer que des protéines
dont le mode de biosynthése et d'insertion
sont aussi proches connaissent des desti-
nations différentes, les unes (UDP-glucu-
ronosyltransférases) diffusant dans toute
la membrane alors que les autres restent
confinées dans le domaine d ? Comment,
d'une maniere plus générale, expliquer
que certaines protéines (NADPH cyto-
chrome P-450 réductase, cytochromes P-
450, UDP-glucuronosyltrans-férases) puis-
sent quitter le domaine d ou elles ont été
synthétisées?

D'un point de vue biosynthétique, les
protéines du RE se classent donc en 4 ca-
tégories :

— le cytochrome by et les oxydo-
réeductases associees;

— le cytochrome P-450, sa réductase et
I'époxyde hydrolase;

— les enzymes périphériques, résidentes
permanentes du réticuloplasme;

— les protéines intégrales des domaines ¢
et d. Cette observation, loin de remettre en
cause nos conceptions sur l'organisation
du RE en 3 domaines biochimiquement
distincts, est une incitation a poursuivre
l'étude des séquences topogéniques des
protéines de cet organite.

CONCLUSION

Au cours des derniéres décades, les pro-
grés dans la compréhension de l'organisa-
tion des membranes sont venus de |'étude
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multidisciplinaire des structures les plus
simples, comme la membrane des glo-
bules rouges. L'étude du RE avec ses cen-
taines de constituants protéiques et lipidi-
ques différents est une entreprise de trés
longue haleine. En revanche, le fait que
certaines voies métaboliques — synthése
protéique, métabolisme des xénobioti-
ques, synthése des phospholipides — fas-
sent I'objet d'investigations poussées est
un avantage appréciable pour une
meilleure connaissance de cet organite.
L'importance fonctionnelle du RE justifie
les efforts consentis pour ['étudier. Nos
connaissances portent surtout sur les do-
maines b et ¢. Nous avons identifié, par
électrophorése bidimensionnelle a haute
résolution, une vingtaine de polypeptides
susceptibles d'appartenir au domaine d
(Arroyo, Willard-Gallo, Beaufay & Amar-
Costesec, résultats non publiés). Il reste a
en définir la fonction, la disposition trans-
membranaire et a découvrir la nature des
interactions responsables de la création
de domaines au sein d'une matrice mem-
branaire fluide.
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