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Summary 

Kidney brush border membrane 
vesicles (BBMV) are extensively 
used as a tool for the identifica­
tion and characterization of 
transport systems present in the 
apical membrane of proximal 
tubular cells. Recently, differen­
ces in the transport properties of 
BBMV prepared by the two 
most popular techniques which 
involve either a calcium or 
magnesium precipitation step 
have be en reported [ 1 , 2]. The 
present experiments were desi­
gned to examine sorne of the 
parameters responsible for the 
different transport properties of 
these preparations, namely : ( 1 )  
their membrane physical state, 
estimated by fluorescence polari­
zation of 1 ,6-diphenyl- 1 ,J,s-he­
xatriene; (2) their lipid composi­
tion; (3) their permeability to 
non-electrolytes. 
Using rat kidney preparations of 
similar degree of enrichment in 
marker enzymes, we demons­
trate that the viscosity of BBMV 
prepared with Ca 2 + is signifi­
cantly higher than that of 
BBMV prepared via Mg2 + pre­
cipitation (figure 1 ) .  The visco­
sity of both preparations is unaf­
fected by the addition of EDT A 
( 1 o mM) and their lipid compo-
sltlon, in particular their 
lysophosphatidylcholine con-
tent, is similar (table !) . Consi­
dering the viscosity properties, 
permeability experiments led to 
an unexpected result: the passive 
permeability to . non-electrolytes 
of BBMV prepared using Ca 2 + 
is significantly higher than that 
of BBMV obtained through 
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L es fragments de membra­
nes cellulaires formant de 
microscopiques vésicules 
sont couramment utilisés 
pour étudier le transport 

membranaire de différentes molécu­
les. L'utilisation de vésicules d'ori­
gine rénale ou intestinale a permis 
de réaliser, au cours des dernières 
années, des progrès considérables 
dans la compréhension des méca­
nismes moléculaires du transport 
des ions, des sucres et des acides 
aminés. Comme pour l'intestin, la 
plupart des méthodes de purifica­
tion des vésicules de bqrdure en 
brosse du cortex rénal reposent sur 
la précipitation par des cations diva­
lents des membranes contaminan­
tes. Selon les laboratoires, le cal­
cium ou le magnésium sont actuelle­
ment indifféremment utilisés lors de 
cette étape de précipitation [ 1 ,  3] .  
Les travaux réalisés sur les membra­
nes artificielles ainsi que sur 
diverses membranes biologiques ont 
démontré que ces deux cations pou­
vaient affecter de façon différente 
certaines propriétés membranaires 
comme la fusion, les phénomènes de 
séparation de phases lipidiques, ou 
l 'activation des phospholipases 

[4, s ] .  Ces observations suggèrent 
que les propriétés physico-chimi­
ques, transport inclus, des bordures 
en brosse rénales obtenues à l'aide 
de l'un ou l'autre de ces cations 
puissent ne pas être identiques. De 
fait, Biber et al. [ 1 ]  ont mentionné 
que le transport de glucose dépen­
dant du sodium était mieux pré­
servé dans les vésicules obtenues 
par précipitation au magnésium. 
Récemment, Sabolic et Bur­
ckhardt [2] ont également décrit 
l'existence de différences marquées 
dans la conductance aux ions H + et 
K + ainsi que dans les caractéristi­
ques du système d'échange 
Na + -H + selon le t1pe de prépara­
tion (Ca 2 + ou Mg '�- ) . Ainsi, cer­
taines des propriétés des systèmes 
de transport étudiés sur les vésicules 
seraient liées à la méthode de prépa­
ration utilisée. Dans cette note, nous 
rapportons les résultats d'une étude 
destinée à rechercher, au niveau 
lipidique, les bases moléculaires de 
telles différences dans les propriétés 
de transport. A cette fin, nous avons 
comparé les propriétés physico­
chimiques des bordures en brosse 
rénales préparées par précipitation 
au chlorure de calcium ou au chio-
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Mg2 + prectpttation (figure 2) .  
This result can account, at !east 
partly, for the differences in 
transport properties previously 
reported [ 1 , 2]. T o reconcile vis­
cosity, lipid composition and 
permeability data, we propose 
that Ca 2 + induces modifications 
in lipid-lipid/lipid-protein inte­
ractions (phase separations) or 
phase Hn formation th us resul­
ting in molecular defect in the 
BBMV membrane structure. 
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rure de magnesmm. La compa­
raison porte sur trois aspects : l'état 
physique de la membrane, défini 
par sa fluidité et déterminé par 
dépolarisation de fluorescence du 
1 ,6-diphényl- t ,3,5-hexatriene (DPH; 
[6], sa composition en lipides et ses 
propriétés de perméabilité passive 
aux non électrolytes. 
Les résultats illustrés par la figure 1 
démontrent que la fluidité, inverse­
ment proportionnelle à l'anisotropie 
de fluorescence [ 7] des bordures en 
brosse rénales préparées par préci­
pitation par le CaC12, est significati­
vement plus faible que celle des 
membranes obtenues via le MgCI2. 
Des résultats comparables sont 
obtenus pour les mesures effectuées 
à 25°C, l'anisotropie moyenne des 
membranes préparées par le CaCI2 
(m = o,26J ± o,oo2) étant significa­
tivement plus élevée que celle des 
membranes préparées par le MgCI2 
(m = o,259 ± o,oo2, p < o,oi, n = g  
échantillons regroupés par paires). 
L'addition d'EDTA ( t o mM) ne 
modifie pas significativement les 
valeurs obtenues pour chaque type 
de préparation. Traduites en termes 
de viscosité relative, ces différences 
d'anisotropie indiquent qu'à 37°C, 

comme à 25°C, la viscosité des 
membranes préparées par le Ca 2 + 
est de 4 à 5 % supérieure à celle des 
membranes préparées par le Mg2 + .  
De telles variations sont du même 
ordre de grandeur que celles obser­
vées, par exemple, sous l'effet de 
diverses hormones [8- 1 1 ) .  L'addi­
tion de 1 0  mM de CaC12 à des vési­
cules préparées par précipitation au 
magnésium entraîne une augmenta­
tion immédiate de l'anisotropie de 
fluorescence qui passe alors de 
o,2J J ± o,oo2 à o,219 ± o, oo2 (37°C, 
trois préparations différentes). La 
valeur ainsi obtenue reste stable 
dans le temps. 
Une des raisons possibles de la dif­
férence d'état physique observée 
serait une modification de la compo­
sition en lipides des membranes, liée 
plus particulièrement à l'activation 
d'une phospholipase de type A par 
les ions calcium. Une telle possibi­
lité semble toutefois exclue par 
l'examen de la composition en lipi­
des des deux types de préparation : 
les contenus en cholestérol et la 
distribution des différentes classes 
de phospholipides (notamment la 
lysophosphatidylcholine) des mem­
branes préparées par précipitation 

Figure 1 .  Influence de l'ion précipitant sur la viscosité membranaire. Les 
bordures en brosse sont préparées à partir d'une suspension tubulaire r 2J 1 issue du 
cortex rénal de 3 à 5 rats Sprague-Dawley pesant 250-35Dg. La technique de 
précipitation au calcium utilisée est semblable à celle décrite par Schmitz et al. [3]. 
Pour la préparation utilisant le magnésium, outre le remplacement du Ca2 + par le 
Mg2 + ,  on effectue simplement deux précipitations successives par le MgCl

2 
( 12  mM), 

au lieu d'une seule dans la technique Ca2 + . La pureté des deux types de préparation 
( 9 préparations). testée par /'enrichissement relatif des marqueurs enzymatiques r 6 ], 
est comparable : Phosphatase alcaline 16,2 ± 2,4 (Ca2  + )  contre 16,7 ± 1,4 ( Mg2 + ); 
Succinate déshydrogénase < 0, 1  (Ca2 + et Mg2 + ) ;  Glucose 6 phosphatase 0, 9 ± 0,3 
(Ca 2 + )  contre 1 ,o ± o,3 (Mg2 + ) ;  (Na + + K+ ) A TPase T , T ± o.s (Ca2 + )  contre 
1 , 1 ± 0,2 (Mg2 + ) ;  Phosphatase acide 1 ,9± 1,6 (Ca 2 + )  contre T ,7 ± I.S (Mg2 + ) .  
Les membranes ainsi obtenues sont marquées par le diphénylhexatriène selon les 
procédés déjà décrits { 6]. Les résultats sont exprimés sous la forme d'anisotropie de 
fluorescence (r) avec : r = [I11 - I .L] / [111 + 2 1  .L]. 111 et I .L représentent respectivement 
l'intensité de la fluorescence mesurée dans un plan parallèle et perpendiculaire au 
plan de polarisation de la lumière excitatrice. r est proportionnel à la viscosité de la 
membrane, des valeurs plus élevées indiquant une viscosité plus importante. Chaque 
point représente la moyenne de 4 mesures réalisées sur une préparation membranaire 
provenant de 3 à 5 animaux. Les valeurs moyennes sont données ± SEM. 
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au Ca 2 + , ne sont pas significative­
ment différents de ceux obtenus 
pour les membranes purifiées à 
l'aide du Mg2 + (tableau !) .  Ces 
compositions sont très proches de 
celles décrites récemment par Hise 
et al. pour des animaux de souche 
identique [ 1 2] .  L'absence de stimu­
lation marguée de phospholipases A 
par le Ca 2 + dans les bordures en 
brosse rénales constraste avec les 
résultats décrits pour les bordures 
en brosse intestinales [ 1 3] .  Elle s'ac­
corde toutefois avec l'observation 
selon laquelle, pour les bordures en 
brosse rénales, l'addition de mépa­
crine, un inhibiteur de la phospholi­
pase A2, lors de la préparation par 
le CaCI2, n'atténue pas les différen­
ces avec les préparations par le 
MgC12 en ce qui concerne l'échange 
Na + -H + ou encore la conductance 
ionique [2]. 
La perméabilité des membranes 
épithéliales à la plupart des non­
électrolytes est, comme pour les 
autres membranes biologiques, pro­
portionnelle à leur coefficient de 
partage huile/eau [ 1 4] .  Cette per­
méabilité est, en particulier, modu­
lée par la composition et la configu­
ration des lipides membra­
naires [ 1 5] .  Les résultats illustrés 
par la figure 2 indiquent que la per­
méabilité au L-glucose ou à l'éry­
thritol des bordures en brosse pré­
parées avec le Ca 2 + est significati­
vement supérieure (p < o,o 1 )  à celle 
des membranes obtenues par le 
Mg2 + . Des expériences similaires 
avec 

3
H-mannitol conduisent à une 

conclusion identique. L'addition de 
calcium à des membranes préparées 
par précipitation au MgC12 entraîne 
une augmentation significative d'en­
viron 1 o %  de leur perméabilité 
passive à l'érythritol ( x  1 , 18; 
n = 43;  p < o,oo 1 ), au L-glucose 
( x  1 ,09; n = J4; p < o,o 1 )  et au 
mannitol ( x  1 , 08; n = 26; p < o,o 1 ). 
L'augmentation de perméabilité 
passive des vésicules purifiées par le 
chlorure de calcium s'accorde avec 
les travaux de Biber et al. [ 1 J et de 
Sabolic et Burckhardt [2]. Elle 
permet d'expliquer en grande partie 
l'accumulation transitoire de glu­
cose et les capacités d'échange 
électroneutre Na '�" -H + plus faibles 
des membranes préparées par cette 
méthode. Cet effet sur la perméabi­
lité passive semble toutefois en 

contradiction avec les résultats de 
viscosité membranaire : l'on s'atten­
drait, en effet, à ce que les membra­
nes Ca2 + , plus rigides, aient une 
perméabilité passive plus faible. 
Cette apparente contradiction peut 
cependant être levée, considérant 
que le calcium pourrait induire dans 
les bordures en brosse rénales des 
phénomènes de séparation ou d'in­
version de phase d'une fraction des 
phospholipides négatifs [4, 1 6], 
comme dans le cas de membranes 

1 00 

50 

2 

artificielles composées de mélanges 
de phospholipides neutres et de 
phospholipides chargés négative­
ment. En présence de Ca 2 + , les 
phospholipides chargés négative­
ment forment des complexes rigides 
(phase-gel) qui se séparent du 
mélange initial : phospholipides 
neutres - phospholipides chargés 
négativement. La coexistence d'une 
phase gel et d'une phase cristal li­
quide au sein d'une même mem­
brane, crée des zones de défauts 

5 

L-glucose 

1 0  
temps (min)  

Figure 2 .  Perméabilité aux non-électrolytes des membranes préparées par le 
Ca2 + ou le Mg2 + .  La préparation de bordures en brosse partiellement purifiée est 
resuspendue dans un tampon contenant : Mannitol 100 mM, NaCI 100 mM, Hepes 
10 mM, pH 7,40. Les bordures en brosse purifiées sont re suspendues ( 10-20 mg pro­
téines/ml) dans ce même tampon à la fin de la préparation. Les mesures de flux 
débutent avec l'addition de 100 f.l/ de la solution de bordures en brosses à soo f.l/ du 
milieu d'incubation. Ce milieu est de composition identique au tampon de resuspension 
mais contient en plus, soit o,s mM { 1 4C]-Erythritol, soit o,s mM { 1 4C] L-glucose. 
A intervalles de temps fixes, so f.l/ de la solution sont prélevés et filtrés sur un filtre 
millipore 0,45 JlM, préalablement recouvert de 1 ml de solution d'arrêt à o•c. Les 
filtres sont rincés par 6 ml de solution d'arrêt, séchés et placés dans des fioles à 
scintillation pour le comptage de la radioactivité. Les solutions d'arrêt sont constituées 
du tampon de re suspension auquel 10 mM d' érythritol ou de L-glucose ont été ajoutés. 
Les résultats érythritol portent sur 8 préparations de membranes différentes, traitées 
en parallèle par le Ca2 + ou le Mg2 + .  Dans chaque condition expérimentale les 
expériences ont été réalisées en duplicate. Ceux de L-glucose proviennent de 
4 préparations différentes. Les points indiquent les valeurs moyennes ± SEM. 
e, Â : préparations Ca2 + ; O. /:). : préparations Mg2 + .  
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Tableau 1 
COM POSIT I O N  EN LI PI D ES D ES B O R D U RES EN B R OSSE 

SELON LE TY P E  DE P R É PARAT I O N  

B B M V- Ca2+ B B MV- Mg2+ 

(mole/mole) 0,57 0,57 cholestérol/phospholipides 

(mole/ TOOmole) 
sphi ngomyél ine 29 31 
phosphatidylchol i ne 24 24 
phosphatidyléthanolamine 22 20 
phosphatidylséri ne+ } 
phosphatidyli nositol 1 7  20 
lysophosphat idylchol ine 1 ,6 2,1  

Les bordures en brosse purifiées ont été extraites par la méthode de Bligh et 
Dyer [ 22 j.  Les contenus en cholestérol, phospholipides totaux et les différentes classes 
de phospholipides ont été déterminés selon des méthodes décrites précédemment 
[ 23, 24 j. Les résultats représentent les valeurs moyennes obtenues à partir de trois 
préparations différentes traitées en double. 

d'organisation moléculaire dans la 
bicouche et en augmente sensible­
ment la perméabilité passive [ 1 7] .  
La formation de phases hexagonales 
inversées au sein de la membrane 
également sensible au calcium pour 
les mélanges de lipides contenant, 
outre des phospholipides négatifs, 
de la phosphatidyléthanolamine et 
du cholestérol, conduirait à un 
résultat équivalent. L'hypothèse 
d'un effet du calcium, via des modi­
fications de microdomaines dans les 
bordures en brosse rénales est en 
accord avec les observations récen­
tes sur les membranes d'hépato­
cyte [ 1 8-20] qui suggèrent forte­
ment une hétérogénéité dans l'effet 
membranaire du Ca2 + .  Cette 
hypothèse n'exclut cependant pas 
une participation éventuelle des élé­
ments du cytosquelette qui restent 
associés à la membrane lors des pré­
parations de bordures en brosse. 
En conclusion, nos résultats démon­
trent que la rigidité et la perméabi­
lité passive aux non-électrolytes des 
bordures en brosse rénales prépa­
rées à l'aide du Ca2 + excèdent cel­
les des membranes obtenues par 
précipitation au Mg2 

+ .  Ils permet­
tent d'expliquer, au moins en partie, 
les différences de propriété de 
transport rapportées dans la littéra­
ture pour les deux types de prépara­
tions. Des modifications locales 
dans l'organisation des phospholipi­
des membranaires pourraient être à 
l'origine de ces différences • 
m/s n° 7 novtmbrt Bs 
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