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ETUDES DU pH INTRACELLULAR
PAR LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEAIRE

DU PHOSPHORE (3,P-RMN)

PAR

Rudolf LENK, Pierre CRESPI et Hubert GREPPIN

SUMMARY

The measurements of intracellular pH is a complex task [1, 2J, however "P-NMR provides an efficient
method in this domain, as first shown in 1973 [3]. In practice, the resonance of inorganic phosphate (Pi)
is generally the most suitable to these investigations because Pi is widely distributed in cells in quantities
to be easily detected by modern NMR apparatus and as it has a pKa in the pH region of biological
interest. But the most important feature of this approach is that only by "P-NMR one can resolve in several

cases the individual Pi components and measure the pH gradients of the different intracellular compar-
timents, the orthophosphate concentration and their transport

INTRODUCTION

La RMN du phosphore est devenue une methode efficace pour les etudes des

tissus animaux et vegetaux. Comme on le sait, le phenomene de resonance depend
de son environnement electronique et nucleaire. Ceci conduit ä une certaine multiplicity

des raies spectrales, qui determine notamment le «deplacement chimique».
L'etude du 3 'P dans les systemes biologiques est importante pour les raisons suivantes:

a) Le noyau de 31P possede le spin I 1/2, ce que elimine l'elargissement des raies

spectrales par l'interaction quadripolaire; b) Le spectre est relativement simple, par
consequent il est facilement interpretable; c) On observe surtout le spectre des petites
molecules, mobiles dans leurs matrices, comme par exemple les phosphates inorga-
niques (Pi), l'ATP, la phosphocreatine et les sucres phosphoryles, d'oii l'interet pour
une etude bioenergetique.

Laboratoire de Biologie Vegetale, 3, place de l'Umversite, CH-1211 Geneve 4.
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MESURES DU pH

L'importance du pH de l'eau dans la cellule et ses compartiments est bien connue.
L'activite enzymatique en est etroitement liee. Des variations de pH au sein d'un com-
partiment cellulaire provoquent des modifications du degre d'ionisation de groupe-
ments intervenant soit dans la formation du complexe enzyme-substrat, soit dans le

maintien de la conformation de l'enzyme et du substrat. On peut ainsi imaginer un
contröle fin et microlocalise, de l'activite enzymatique. Le pH revet d'ailleurs dans

ce contexte un interet particulier pour les reactions d'oxydo-reductions mettant en

jeu des coenzymes tels que FAD, NAD, NADP.

Le pH intervient aussi dans le maintien d'equilibres et de gradients dans la cellule;
entre celle-ci et son environnement (paroi cellulaire et espace extracellulaire pour les

vegetaux). Ces gradients correspondent pour les systemes biologiques ä une energie
libre interconvertible, indispensable ä de nombreuses activites liees aux membranes
cellulaires:

a) Implication dans les chaines de transport d'electrons (respiration, photosyn-
these).

b) Participation au metabolisme de l'ATP.

c) Modulation de certains flux ioniques (pompes ä Na/K etc...) par modification
de ces gradients.

Les mesures de pH intracellulaires nous apportent done de precieux renseigne-
ments sur ce qui se passe in vivo. Toutefois certaines difficultes experimentales existent.
L'insertion d'une microelectrode ä pH dans une cellule perturbe le potentiel membra-
naire et modifie defavorablement le resultat (voir Waddel et Bates [1]). 11 en est

de meme lors de l'utilisation de pigments fluorescents, sensibles au pH. L'emploi de

la RMN peut etre plus judicieux, dans certains cas.

Demontre pour la premiere fois en 1973 [3], il est apparu que chaque molecule,
detectable par la 31P-RMN presente, en principe, un deplacement chimique dependant
du pH. Les phosphates inorganiques, Pi (orthophosphates monovalents (HjPOt) et

divalents (HPOP)) se sont reveles les plus adequats pour la titration du pH et ceci

pour les raisons suivantes: A) Ces composes sont largement distribues dans les cellules.
B) En raison de la dynamique moleculaire, la raie spectrale RMN est relativement
etroite et facilement detectable. (L'accumulation des spectres pendant quelques
minutes et leur transformee de Fourier donne le pic de Pi avec une intensite süffisante).
C) Les deplacements chimiques du Pi se situent dans la gamme des valeurs in vivo
du pH (entre 4 et 9). II faut aussi noter que l'orthophosphate joue un role important
dans le fonctionnement des cellules.
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Le probleme crucial, concernant la JIP-RMN, est le calibrage des deplacements
chimiques. Cela peut etre realise ä l'aide de «phosphates-standards», interieurs et exte-

rieurs, par exemple, l'acide phosphorique, l'acide methylene diphosphonique, la phos-
phocreatine et le phosphodiester. La figure 1 montre la courbe de calibration du depla-
cement chimique par rapport au pH des Pi, reperee par rapport au standard (acide
methylene diphosphonique).

II faut signaler que les appareils de RMN modernes utilisent pour la stabilisation
du champ magnetique directeur, la resonance du deuterium dans 2H2Ü ajoutee dans
le tissu etudie. Cependant cet enrichissement par de l'eau lourde n'a pas un effet negli-
geabie sur la titration du pH. II est preferable d'ajouter dans l'echantillon de 1'2H20

dans un petit tube separe.

Fig. l.

Courbe de calibration des valeurs du pH en fonction du deplacement chimique des orthophosphates (a).
La reference pour ce calibrage est l'acide methylene disphosphonique (81 MHz).

La gamme des pH vacuolaire et cytoplasmique (pHJ a ete indiquee.

RESULTATS

La spectroscopic RMN du 31P prend actuellement une place importante parce
qu'elle represente un moyen de distinguer (meme in vivo), les gradients de pH existant

entre les compartiments cellulaires (cytoplasme et vacuole, par exemple). Ceci sous

la condition que la largeur de la raie spectrale soit inferieure ä la difference des deplacements

chimiques correspondants. En principe, les Pi vacuolaires ont des valeurs de

pH plutöt acide (pH, ~ 5,5) et les Pi cytoplasmiques sont plutöt neutres ou legere-

ment alcalins. Quelques exemples sont presentes dans le tableau I.
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Tableau I

Valeurs du pH vacuolaire et cytoplasmique (pHJ, determinee par la RMN du phosphore.

S y s t eme pHr V pHc Ref.

Globules rouges 6, 9 13]

Muscle intact (rat) 7, 2 [41

Racine (mais) 5,5 7,1 [3]
Feuille (ble) 5,7 7,0 16]

Cellules (erable) 5,9 7,0 - 7,5 [7-10]
Cellules (algue) 7,0 - 8,1 [11]

Feuille (pois) 5,5 6,9 [12]
Cal (epmard) ^ 4,0 5 2 [13]

II faut ajouter que ces valeurs sont aussi dependantes de divers parametres, par
exemple Pillumination [6, 11] et l'absorption de l'oxygene [7]; de plus, les raies
speciales dans les feuilles sont plus larges que dans les autres systemes (protoplastes,
racines). Ceci provient, d'une part, de l'existence d'un aerenchyme dans la feuille, qui
modifie defavorablement la susceptibilite magnetique dans l'echantillon [6, 12], et

d'autre part de la distribution statistique du pH et finalement de la dynamique molecu-
laire bloquee [13].

Les valeurs tres acides du pH (— 4) observees dans les cultures de tissu (voir par
exemple fig. 2) ne peuvent pas etre expliquees seulement par la valeur du pH (5,5)
de milieu de culture [13] mais aussi par l'etat tres peu differencie du Systeme («jeunesse
physiologique»),

pHc

-16 -18 (ppm)
Fig. 2.

Bande spectrale du "P dans un cal d'epinard äge de 20 jours (81 MHz). Les fleches determinent la position
des pH vacuolaire et cytoplasmique (pHJ.



PAR LA RESONANCE MAGNETIQUE NUCLEA1RE DU PHOSPHORE ("P-RMN) 261

Les mesures des intensites spectrales des pics des Pi donnent la possibility d'etu-
dier non seulement la concentration des orthophosphates dans les compartiments,
mais aussi de determiner le taux de leur transport ä travers les membranes correspon-
dantes [7-10],

CONCLUSION

La spectroscopic RMN du 31P reste ä l'heure actuelle le seul moyen experimental
in vivo, qui permette la mise en evidence des gradients de pH entre le cytoplasme
et la vacuole, ainsi que la concentration et le transport des orthophosphates dans ces

compartiments et ceci sans modifier l'integrite cellulaire.
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