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RESUME

Le rile des domaines lipidigues. distincts su sein
de la matrice membransire capables de servir de
zone d'ancrage pour certaines protéines, est évoqud
par de nombreuses observations biclogi Les
protéines plypiées (lides au glycosyl-phosphatidyli-
nositol), palmitoylées et myristoylfes présentent des
chaipes grasses saturées susceplibles d'imteragir
avee la phase lamellsire ordonnée (Lo) constitude
par les sphingolipides saturés et le cholestéral
membranaire. La distribution focalisée de ees pro-
téines sur la surface cellulaire, leur localisation
identique & celle des sphingo{glyco)lipides saturés
ou au contraire la dispersion de lear distribution
hétérogine lorsque le cholestérol membranaire est
extrait par un iraitement & la méthylcyclodextrine
ont confirmé DPexistence in vive de ces domaines
membranaires.

L*étude par diffraction des rayoms X d'un
mélange quaternsire de lipides d’origine naturelle

(phosphatidylsérine, phosphatidyléthanolamine,
sphingomyéline et cholestérol dans le rapport
melsire U/4/3/3) permet de comforter I'hypothése de
la ségrégation d'un domaine lamellaire distinct pro-
dult par Pintersction préférentielle de la

myéline ef do cholestérol. L' arrangement interdigité
de ce domaine Lo est Evoqué par la faible distance
répétitive. Les conditions physiques (température de
Pordre de la température physiologique) et chi-
migues (la composition du mélange lipidique riche
en phosphatidylsérine et phosphatidylithanolamine,
In présence favorable de calcium, la stérénspécificiié
de Tinteraction entre le stérol ef Ia sphingomyéline,
Iasymétrie des chaines grasses de ce dernier lipide)
et la réversibilité de la ségrégation de phases suggé-
rent fortement la formation in vive de tels domaines
i la face interne de ln membrane plasmigue et leur
interdigitation avec les domaines correspondant & ka
face extracellulaire.

INTRODUCTION

Les divergences avec le modéle des membranes bio-
logiques dit en o mosaigue fluiden supposant un
mélange idéal des lipides (21) sont le résultat d'expé-
riences biochimiques révélatrices (activités cnzyma-
tiques hétérogéncs, sous-fractionnement membranaire
en présence de délergent non jonique a froid, extrac-
tiom sélective du cholestérol membranaire). Mais les
observations physiques directes de 1'hétdropéndité des
membranes biologiques restant rares (2). Les observa-
tions biclogiques onl pourtant suscité de nomireuses
mesures bi i pour temter de mettre en évi-

‘dempe des domaines membranasires distincts dans les

conditions physiologiques, Leur existence n’a pu dtre
confirmée que dans certains cas seulement, €t notam-
ment par spectrométrie de résonance électronique
{RPE) ou par la cinétique de restanration de la fluo-
rescence photoblanchissement laser (FRAP} (8,
15). Le probléme théorique de 1'adéquation entre le
temps (trés comrt) pendant lequel les molécules lipi-
dignes restent en interaction avant déwe sépardes par
la diffusion latérale & 37°C et la fenétre de temps
requise pour les observations spectrmr.uﬂinﬂ (1r* &
10 5 pour la BMN du proton jusqu’ s pour la
RPE) est & I'origine de difficuités expérimentales fré-
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(1)). La dimension extrémement réduite de ces
domusines estimée par transfert d'énergie de fluores-

cence est inférienre & 70 om, ce qui jouts encore uns

naires partageant la méme affinité pour la phase
lipidique liquide ordonnée (Lo) enrichie en cholestérol
&t en sphingolipi

grande que les neutres. Duns ces
mélanges binaires sphingomyéline/cholesténol cu ghyos-
tﬂ:-uumuu‘:m' -ﬂ:dt
grumme
e m:ﬁlﬂ{lﬂ}ﬂ ﬁ-ﬂ:ﬂ
une phase
médinire Stendun od les 2 mul.:i.l'..':hlllnlh
de -~ ﬂhm mn::il:lﬂ.,l“hﬂ
e température
de transition '
m‘ ' 85°C dams _uhqﬁg-w*mhm
du cervesn de beeuf). L dn mélange

C-nmnni-tl;{uhﬂ:-nﬂfwum
par pont hydrogéne entre cholestérol et
le groupe carbomyle en position 2 du

ne provoque pas d'inhibition de "enzyme (12).
Le mélange ternaire i i

iy mélangs hétérogine peu stable dont Ihétérogs-
m

nﬂﬂﬁmm et siabilisde en

sugmentée
présence de cholestérol. L'organisation de cette
iquide ordomnée enmrichie en cholestérol an du

plasmiques. La camactérisation par diffraction des
rayons X suggire qu'il 5'agit d"une phase interdigitde,
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36" C maiz les deux
nqudimi—"-t- dont la distencs
phass lamallaire imterdigids (cf Ancim pie de

pides/cholestérol. Les deux pica de diffraction
o fusionneni» an deli de 37°C compts teao de Ia néso-
jution dont mous disposons (Fig. 3).

maines Lo. Si cette condition est in wvitro, il
est ible d¢ montrer que |’
hquﬂ la formation des

protéines,

Les observations par diffraction des rayons X qui
sont présantées ci-dessus confirment effectivement
qu'sa sein d'un mélange de lipides d'origine natorelle
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O e e Tatecad i 40 Tiow salm fik
vient aussi par 't igire dé I'ion calchem fixé
mur Je M&Tﬁﬁ.h
phosphatidylsérine). Le calciom pourrait en rédui-
sant " leuﬂumﬂqﬂw
rise I'émergence sur les diffractoprammes d'one phase
lamellaire d' rhduite, Le ipide anic-
mique du également |'interaction

nes grasses saturées des copules lipidiques (chalnes

acylées en C14 ot en C16 et GPI) (20). Un mode dif-
fiérent d'association protéine ot domaine Lo est

enire
évoqué pour 'sssociation de la. -
“"‘““"wzm“‘“‘“
de lipides et Ia dha Pdle apical des cellules
infectdes (10). Cetie associstion powrrait résulter de
1*adéquation « parfaite» entre la longuenr
1a sdquance hydrophobs &t |'épaissenr de la bicouchs
dans les domaines Lo, Cette possibilité o ftd déve-
loppée de manikre théorique & partir de
de la litkratures et évoque la itk d"en
progressif des protéines vers la membrane la
&rﬂ-udﬂaﬂrﬂi,uﬂrhl’ de
i (14). ez evtimations en de
-}

la teneur ot indirectss

um sement de la bicouchs, Les
résultats ici tendent plotdt & montrer qu'il
5'agit pour Je mélangs lipidique d'wm «

SUMMARY Phase-separsted membrane Hpids could participate in protein sorting: evidences for choles-

terol induced domaing

Detection of immiscible lipid domains in biologi-
cal membranes offers as aliernative support to
protein sorting. Liguid ordered domains (“rufis™)
comprising cholesterol and saturated sphingolipids
incorporate saturnted ghycosyl-phosphatidylinositol
{GPI)-anchored or acylated (palmitoyl- asd myris-
toyl) proteins or particular tramsmembrane pro-
tein seqoences. These lipid domains can be lsolated
in the form of Detergest resistant membrames
{DRM) from bislogical plasma membrane prepars-
tions. Caveolne sppesr to be a differentisted frac-
tion of plasma membranes comprising such nume-
rous cross-linked microdomains associated with
caveolin in differeat cell types. While the biclogical
retevance of such membrane domains is evideaced
in wivo by co-patching of proteins sharing the iden-
tical affinity for sphingolipids and by the disrap-
tion of co-patching following cell cholesterol deple-
tiom, enly a few physical studies comfort the

of membrane heterogeneity.

Results nre now presented where cholesteral
addition in » tertiary lipid mixtare forces out

the splitting of two meatly resolved lamellar dif-
fractions in the presemce of cholesterol. Above
37°C the heterogencity was traceable by a broade-
ned diffraction spot up to the complete gel-to-liquid
tramsition of sphingomyelin at temperstures > 40°C
where the spot became again rymmetrical and nar-
row. The large temperature range where the
immiscible lamellar phases are detected, the speci-
fic requirement for cholesterol associstion with
sphingomyelin, the positive infloence of calcium
and the reversibility of domuin formstion support
the occurrence for such domains at the inmer side
of the plasms membrane whereon lipids-bound
proteins concentrate.
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