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SUMMARY 

Galactose transfer in the membranes of human milk fat globules 
Galactosyltransferase which catalyzes the transfer from UDP-galactose to 

either endogeneous glycoproteins, free N-acetylglucosamine or N-acetylglucosaminyl 
residues in the carbohydrate portion of glycoproteins, or to glucose when ~-lactal- 
bumin is added, occurs in human milk fat globule membranes. Various treatments 
(washing of membranes, freezing and thawing) did not affect this activity. In the 
presence of Triton X-100, the enzyme shows appreciable latency. This detergent was 
then used to solubilize the enzyme and to study its main characteristics. A competi- 
tion and a heat stability experiment show that only one enzyme acts on two substrates 
(free N-acetylglucosamine or desialyzed and degalactosylated fetuin). UDP-galactose 
hydrolase activities were very low compared to those of the bovine milk fat globule 
membranes. Other characteristic enzymes of Golgi vesicles were found in human 
milk fat globules membranes. It is of interest to find out whether this is the result of 
contamination with cytoplasmic particles or whether it reflects the participation of 
Golgi vesicles in human milk fat globule secretion. 

INTRODUCTION 

La galactosyltransf6rase (EC 2.4.1.38) catalyse le transfert de galactose, A partir 
d'UDP-galactose, A une N-ac6tylglucosamine libre ou situ6e en position terminale 
dans une chaine oligosaccharidique d'une mol6cule glycoprot6ique. Cette activit6 
enzymatique, pr6sente dans de nombreux tissus [1 ], est localis6e dans l'appareil de 
Golgi [2-5]. Elle existe 6galement, sous forme soluble, dans le lait [6, 7] et provien- 
drait alors de l'appareil de Golgi de la glande mammaire lactante [1, 8]. 

Dans un travail ant6rieur [9], nous avions montr6 que les membranes des 
globules lipidiques du lait humain poss6daient une activit6 de transfert de galactose 
aussi bien sur accepteur glycoprot6ique endog~ne que sur N-ac6tylglucosamine ou sur 

Abr6viations: UDP-gal, uridine diphospho-galactose; CMP-AcNeu, cytidine-5'-monophos- 
pho-N-ac6tyl-neuraminic-acid; MES, acide morpholino-6thane sulfonique; EDTA, 6thyl6ne diamine 
t6traac6tique acide. 
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glucose en pr6sence d'~-lactalbumine. Parall~lement /t cette activit6, on ddtectait 
6galement dans les membranes des globules lipidiques humains, une thiamine pyro- 
phosphatase, ce qui permettait d'envisager la pr6sence d'616ments golgiens dans ces 
membranes, hypoth6se qui a d'ailleurs regu confrmation [10]. 

I1 nous a donc sembl6 int6ressant de prdciser les caractdristiques du transfert 
de galactose par les membranes des globules lipidiques humains, apr~s avoir vdrifi6 
qu'il ne s'agissait pas d'une contamination par la phase soluble du lait. De plus, nous 
avons solubilis6 cette activit6 et compar6 ses propri6t6s/l celles de la prot6ine A de la 
lactose synth6tase soluble humaine [11, 12]. 

MATERIEL ET METHODES 

Les membranes sont pr6par6es extemporan6ment, selon une m6thode pr6c6dem- 
ment d6crite [13], fi partir de laits colostraux pr61ev6s st&ilement entre le 3e et le 8e 
jour apr~s la parturition. 

L'UDP-[U-14C]galactose (radioactivit6 sp6cifique 297 Ci/mol et le CMP-N- 
ac6tyl-(neuraminique-4,5,6,7,8,9-14C) acide (radioactivit6 sp6cifique 262 Ci/mol) 
proviennent du Radiochemical Centre (Amersham). Un accepteur glycoprot6ique 
exog~ne est pr6par6 ~ partir de f6tuine (Calbiochem): l'acide sialique est lib6r6 par 
hydrolyse acide m6nag6e, puis le galactose est 61imin6 par oxydation p&iodique [14]. 
On obtient ainsi 0.26/~mol de site accepteur pour l'acide sialique et 0.24 #tool pour le 
galactose, par mg de prot6ine. 

Le transfert de galactose sur f6tuine est r6alis6 dans un milieu d'incubation 
constitu6, pour un volume final de 260/A de tampon pip&azine-glycylglycine pH 6.7 
(concentration fnale 0.028 M), MnC12 (8 raM), UDP-galactose (13 #M) contenant 
0.015 ~tCi du substrat radioactif, f6tuine d6sialyl6e et d6galactosyl6e (300 #g, soit 0.26 
mM en site accepteur) et pr6paration enzymatique (50-150 pg de prot6ines mem- 
branaires ou 10-30 #g de prot6ines solubles). Apr~s 30 min d'incubation/t 32 °C, on 
ajoute 1.5 ml d'acide trichlorac6tique 5. 10 ~ et on laisse la pr6cipitation s'accomplir 
16 h 5. 0 °C. L'activit6 est d6termin6e en dosant la radioactivit6 du pr6cipit6 retenu 
sur filtre Whatman (GF/B) apr6s lavage par un m61ange m6thylal/m6thanol (4 : 1). 
Darts le cas du transfert sur N-ac6tylglucosamine, un milieu similaire est utilis6, mais 
contenant, pour un volume final de 100 #1, la N-ac6tylglucosamine (6 mM)/ t  la place 
de la f6tuine et une concentration plus 61ev6e en UDP-galactose (110 # M e t  0.05/~Ci). 
Apr6s 40 min d'incubation/t  32 °C, 20 #1 du milieu sont soumis fi une 61ectrophor~se 
5. haut voltage (60 V/cm) 5. pH 6.5 durant 60 rain et la radioactivit6 restant au point 
de d6part est d6termin6e. 

La sialyltransf6rase (EC 2.4.99.1) est dos6e dans un milieu d'incubation 
constitu6, pour un volume final de 100/d, de tampon MES, pH 6, (concentration 
finale, 20 raM), MnCI 2 (5 mM), CMP-AcNeu (10/iM) contenant 0.2 #Ci du substrat 
radioactif, f6tuine d6sialyl6e (300 pg, soit 0.8 mM en site accepteur) et pr6paration 
enzymatique (100-200 #g de prot6ines membranaires). Apr6s 45 min ~t 30 °C, la r6- 
action est arr~t6e par addition de 0.1 ml d'acide phosphotungstique 5. 2 ~o darts HCI 
1 M. Le pr6cipit6 obtenu est recueilli sur filtre Whatman (GF/B). La radioactivit6 est 
d6termin6e apr6s lavage du filtre par l'acide trichlorac6tique 5. 10 ~ ,  puis par un 
m61ange 6thanol/6ther (2 : 1). 
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L'activit6 fl-galactosidase (EC 3.2.1.23) est recherch6e 5. pH 4.6 et 5. pH 8 en 
utilisant comme substrat, soit l'o-nitroph6nyl-fl-D-galactopyranoside et en dosant 5. 
410 nm l'o-nitroph6nol lib6r6, soit l'UDP-[14C]galactose ott la f&uine pr6alablement 
marqude au 14C-galactose et en s6parant alors le galactose lib6r6 par chromatographie 
sur papier [15]. 

L'activit6 nucl6otide-sucre pyrophosphatase est raise en 6vidence dans un 
milieu identique 5. celui du transfert de galactose sur N-ac6tylglucosamine, moins 
l'accepteur exog6ne. La r6action est arr&6e par addition d 'EDTA (concentration 
finale 17 mM); 20 pl du milieu sont d6pos6s sur papier Whatman N ° 3, pr6alablement 
impr~gn6 par une solution d 'EDTA (10 mM, pH 7) et s6ch6. Apr~s 21 h de migration 
en chromatographie descendante dans le solvant 6thanol/ac6tate de sodium 1 M, 
pH 3.8 (5 : 2), la s6paration d'UDP-galactose, de galactose-l-P et de galactose est 
obtenue [16]. La radioactivit6 correspondant 5. chacun de ces compos6s est d6ter- 
min6e. 

Plusieurs traitements sont appliqu6s aux membranes des globules lipidiques 
humains .(1) Elles sont suspendues darts l'eau distill6e (1 mg de prot6ine dans 2 ml), 
incub6es 15 min 5. 30 °C, puis centrifug6es 5. 140 000 x g pendant 45 rain. Les culots 
sont remis en suspension, 5. 0 °C, dans un tampon Tris • HCI 0.15 M, pH 8.0 et recen- 
trifug6s dans les mSmes conditions. Ces lavages 61iminent les prot6ines non mem- 
branaires faiblement li6es [17]. (2) Les membranes des globules lipidiques sont 
suspendues, 5- 0 °C, darts NaCI M, puis centrifug6es comme ci-dessus. Cette op6ration 
est r6p~t6e deux fois, puis eUes sont lav~es avec NaHCO3, 0.1 M/Na2 CO3, 0.1 M e t  
recentrifug6es. Ce traitement 61imine l'essentiel des prot6ines adsorb6es ou incluses 
dans les v6sicules, sans alt6rer les membranes [18]. (3) Des culots membranaires 
fraichement pr6par6s sont congel6s dans l'azote liquide. Apr6s d6cong61ation, ils sont 
remis en suspension clans du NaCI 0.15 M e t  centrifug6s comme ci-dessus. (4) Les 
membranes des globules lipidiques humains sont mises en suspension dans un 
tampon Tris • HC1 10 raM, pH 7.2, 5- la concentration de 0.6 mg de prot6ine par ml. 
On ajoute alors du Triton X-100 pour obtenir des concentrations finales en d6tergent 
variant de 0 5- 1% (v/v). Apr~s 3 min 5. O ° C, on centrifuge 1 h 5. 190 000 x g. 

Les chromatographies sur gel sont effectu6es 5. + 4  °C sur colonne (2 × 34 
era) d'Ultrogel AcA 44 (LKB, poids mol6culaire d'exclusion 130 000) 6quilibr6 contre 
un tampon pip6razine/glycylglycine 50 raM, pH 6.7, contenant 0.3 % (v/v) de Triton 
X-100. 

RESULTATS 

Action de divers traitements sur l'activit$ 9alactosyltransf$rase des membranes des 
#lobules lipidiques humains 

Les r6sultats obtenus dans une exp6rience-type sont rapport6s dans le Tableau 
I. Les activit6s de transfert de galactose aux deux accepteurs exog6nes sont dos6es sur 
les membranes ayant subi les traitements d6crits ci-dessus, ainsi que le taux de pro- 
t6ines restant. Le contr61e correspond aux membranes n'ayant pas 6t6 trait6es. 

Le lavage 1 (eau distill6e, puis tampon Tris • HCI, pH 8) ne lib6re que 10 % 
environ des prot6ines et n'entralne aucune perte d'activit6. Le lavage 2 (NaCI 1 M 
puis carbonate-bicarbonate de sodium) s'av6re plus efficace puisqu'il lib6re environ 
24 % des prot6ines initialemen t pr6sentes; de plus, non settlement les activit6s de 
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T A B L E A U  I 

A C T I O N  DE D I V E R S  T R A I T E M E N T S  S U R  L ' A C T I V ] T E  DE T R A N S F E R T  DE G A L A C T O S E  
P R E S E N T E  D A N S  LES M E M B R A N E S  DES G L O B U L E S  L I P ] D I Q U E S  H U M A I N S  

L'activit6 est exprim6e en pmol  de galactose trap.sf6r6es par  rain d ' incubat ion,  et par  mg  de prot6ines 
pour  l 'activit6 sp6cifique. Les diff6rents t ra i tements  appliqu6s sont  indiqu6s dans  la section MatOrial 
et M6thodes  et cor respondent  ~. un  t ra i tement  par  l 'eau distill6e puis le t a m p o n  T r i s .  HCI 0.15 
M, p H  8, pour  le lavage (l) ,  e t / t  un  t ra i tement  par NaCI  1 M e t  le b icarbonate-carbonate  de sod ium,  
0.1 M, pour  le lavage (2). 

Tra i tements  Protdines 
(mg) 

Totale  Spdcifique 

Contr61e 4.4 932 212 
Lavage (I) 4 I 172 293 
Lavage (2) 3.4 1220 359 
Cong61ation-d~cong61ation 4.2 892 212 

Activit6 de t ransfer t  de galactose 

Sur N-ac6tylglucosamine Sur fdtuine d6sialylde et 
ddgalactosylde 

Totale Specifique 

211 48 
224 56 
238 70 
214 51 

transfert sont maintenues, mais on observe une nette activation, aussi bien sur 
f6tuine que sur N-ac6tylglucosamine. D'ailleurs, cette activation existe ddj/l, mais /t 
un degr6 moindre apr6s le lavage 1. 

Quan t / t  la cong61ation-d6congdlation, elle ne lib~re que quelques pourcents de 
prot6ines et n'entra~ne pratiquement aucune perte d'activit6. D'ailleurs, apr6s ce 
traitement comme apr6s les deux prdc6dents, au maximum 10 ° o de l'activit6 furent 
d6cel6s dans les surnageants obtenus. 

Des r6sultats absolument similaires &aient observds avec 4 laits diffdrents, les 
variations individuelles portant  uniquement sur les valeurs absolues des activit6s de 
transfert. 

Action du Triton X-IO0 sur l'activit6 galactosyltransfOrase des membranes des globules 
lipidiques humains 

Dans une premi6re exp6rience, on traite les membranes par le d6tergent, "h des 
concentrations croissantes et on dose les activit6s de transfert de galactose directement 
dans la suspension. Les r6sultats obtenus sont pr6sent6s sur la Fig. 1. A partir des 
concentrations sup6rieures ~t 0.1 ~o: (v/v), pour des quantit6s de prot6ines dans 
les milieux d'incubation respectifs de 54 /~g dans le cas de la f6tuine d6sialyl6e et 
d6galactosyl6~ et 22 ktg dans le cas de la N-ac6tylglucosamine, le Triton permet de 
multiplier le transfert de galactose pr6sent sans d6tergent, respectivement par 2 sur 
la N-ac6tylglucosamine et par 2.8 sar la f6tuine d6sialyl6e et d6galactosyl6e. 

Dans un deuxi~me temps, nous avons recherch~ si le Triton permettrait de 
solubiliser l'activit6 de transfert. La premi6re ligne du Tableau II  donne les activit6s 
initiales dans les membranes. Apr6s addition de Triton X-100 (0.3 !Y,o, v/v) et centrifu- 
gation, les activit6s galactosyltransf6rases se retrouvent dans le surnageant, avec une 
activation considerable; le culot membranaire ne conserve qu'un pourcentage limit6 
des activit6s totales. Ainsi la galactosyltransf6rase des membranes des globules 
lipidiques humains pr6sente une latence importante qui est est d6finie de la fa~on 
suivante: 
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Fig. 1. Activation par le Triton X-100 du transfert de l'UDP-galactose b. la f6tuine d6sialyl~e et 
d6galactosyl6e ( 0 - 0 )  et b. la N-ac6tylglucosamine ( + - - - + )  dans les membranes des globules 
lipidiques humains. L'activit6 est exprim6e en pmol d'UDP-galactose lib6r6es par minet pour 1 mg 
de prot6ine. La concentration en Triton est exprim6e en pourcentage (v/v) dans les volumes d'incu- 
bation. 

100 x 
activit6 en pr6sence de d6tergent - activit6 sans d6tergent 

activit6 en pr6sence de d6tergent 

(Elle est d&ermin6e pour la concentration optimale en d6tergent). La latence est 
d'environ 70 % sur la f6tuine d6sialyl6e et d6galactosyl6e et 50 % sur la N-ac&yl- 
glucosamine. En l'absence de Triton, une part importante de l'activit6 ne se manifeste 
pas, sans doute  en ra ison de difficult6s d'accessibilit6 des substrats,  c o m m e  le mont re  
le fait que la latence est beaucoup plus impor tante  pour  le substrat  macromol6cula i re .  

Le Tr i ton  permet  b. cette activit6 de s 'exprimer  en mSme temps qu' i l  la libSre 
des structures rnembranaires.  

TABLEAU II 

SOLUBILISATION PAR LE TRITON X-100 DE L'ACTIVITE DE TRANSFERT DE GALAC- 
TOSE DES MEMBRANES DES GLOBULES LIPIDIQUES HUMAINS 

Fractions Activit6 de transfert de galactose (pmol/min) 

Sur N-ac6tylglucosamine Sur f6tuine d6sialyl~¢ 
et d6galactosyl6¢ 

Suspension membranaire sans Triton 
(contr61e) 270 

+Triton X-lO0 550 
Culot membranairo (apr~s action du 

d6tergent et centrifugation) 84 
Surnageant 448 

63 
170 

23 
175 
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Activit6s de d~gradation des substrats prOsentes dans les membranes des globules lipidi- 
ques humains 

Aucune activit6/~-galactosidasique n'a pu 6tre raise en 6vidence par le dosage 
colorim6trique de l'o-nitroph6nol lib6r6. En utilisant les substrats radioactifs, moins 
de 0.5 ~ du galactose li6 appara~t ~ l'6tat libre apr6s 40 rain d'incubation. 

Par contre, une 16g6re activit6 nucl6otide-sucre pyrophosphatase se manifeste 
dans [es conditions o~ l'on effectue le transfert, puisqu' environ 2 °;i de la radioactivit6, 
initialement pr6sente dans l'UDP-[14C]-galactose, est retrouv6e sous forme de galac- 
tose-l-phosphate. Lh encore, il n'appara~t pratiquement pas de [~ 4C]-galactose libre. 

Activit6 sialyltransfOrase 
Dans les conditions exp6rimentales pr6cis6es plus haut, 0.6 pmol d'acide 

sialique sont transf6r6es sur f6tuine d6sialyl6e par min d'incubation et par rag de 
prot6ines membranaires. 

Pararnktres cinStiques du transfert de galactose 
Certaines conditions de fonctionnement (optimum 6.5-7 pour le pH et 32- 

36 °C pour la temp6rature; n6cessit6 absolue d 'un cation divalent, le manganese 
(aucune activit6 en pr6sence d'EDTA, ni avec du magn6sium); cin6tique lin6aire 
pendant plus de 60 rain) se retrouvent, que l'enzyme reste membranaire ou soit 
solubilis6 par le Triton et quel que soit l'accepteur. 

Pour l'enzyme soluble, des diff6rences significatives apparaissent dans les 
valeurs des Km apparents vis-~t-vis du Mn 2+, de I'UDP-gal et des sites accepteurs, 
suivant que l'on transf6re le galactose ~t la N-ac6tylglucosamine ou ~t la f6tuine d6sialy- 
16e et d6galactosyl6e (Tableau III). 

T ABLEAU III 

CONSTANTES DE MICHAEL1S AFPARENTES DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE 
SOLUBILISEE A PARTIR DES MEMBRANES DES GLOBULES LIPIDIQUES H U M A I N S  

Substrats Accepteur 

N-ac6tylglucosamine F6tuirte d6sialyl6e et d6galactosyl6e 

Mn z+ 0.11 mM 0.38 mM 
UDP-gal 17/~M 3.5 /~M 
Accepteur 5.5 mM 0.13 mM 

La pr6sence d'une activit6 endog6ne non n6gligeable et l'existence de ta latence 
signal6e plus haut ont emp~ch6 la d6termination pr6cise de ces constantes sur l'enzyme 
membranaire. En effet, une partie seulement de l'activit6 se manifestait alors et il y 
avait toujours comp6tition entre l'accepteur endog6ne et les accepteurs exog~nes. 
Cependant, des diff6rences similaires ont pu 6tre observ6es, les Km apparents de 
l'enzyme membranaire vis-b.-vis de l'UDP-galactose 6tant approximativement de 17 
# M e t  5.6/~M, selon que l'on effectue le transfert respectivement sur N-ac6tylglucosa- 
mine et sur f6tuine d6sialyl6e et d6galactosyl6e. 
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Compdtion entre les substrats accepteurs 
Ces r6sultats am6nent/t  envisager la pr6sence, dans les membranes des globules 

lipidiques humains, de deux galactosyltransf6rases; elles catalyseraient le transfert du 
galactose/t partir du mSme donnettr, l 'UDP-galactose, mais l 'une/ t  l 'accepteur mono- 
saccharidique, la N-ac6tylglucosamine, l 'autre ~t l 'accepteur glycoprot6ique, la f6tuine 
d6sialyl6e et d6galactosyl6e. 

Afin de v6rifier cette hypoth6se, nous avons mis en comp6tition les deux 
accepteurs, en res tant / t  des concentrations qui ne sont pas trop 61oign6es des K m 
(Tableau IV). Ainsi,/t  une concentration constante en f6tuine d6sialyl6e et d6galacto- 
syl6e, des quantit6s croissantes de N-ac6tylglucosamine ont 6t6 ajout6:s et le transfert 
de galactose/t la f6tuine a 6t6 d6termin6. Dans ces conditions (concentration en UDP-  
gal, 13 FM), une comp6tition importante apparait, puisqu'on ne retrouve que 40 ~ de 
l'activit6, en pr6sence d'une concentration 6 mM en N-ac&ylglucosamine. 

TABLEAU IV 

EFFET DE LA COMPETITION ENTRE LES DEUX SUBSTRATS ACCEPTEURS, LA N- 
ACETYLGLUCOSAMINE ET LA FETUINE DESIALYLEE ET DEGALACTOSYLEE, SUR 
L'ACTIVITE DE TRANSFERT DE GALACTOSE SOLUBILISEE A PARTIR DES MEM- 
BRANES DES GLOBULES LIPIDIQUES HUMAINS 

Concentration en substrats accepteurs (mM) 

N-Ac6tylglucosamine F6tuine d6sialyl6e et 
d6galactosyl6e 

Activit6 de transfert de galactose (pmol/min par 
mg de prot6ines) 

Sur N-ac6tylglucosamine Sur f6tuine d6sialyl6e 
et d6galactosyl6e 

0 0.225 
1 0.225 
2 0.225 
4 0.225 
6 0.225 
6 0 
6 0.055 
6 0.11 
6 0.22 
6 0.45 

433 
400 
433 
391 
374 

171 
160 
142 
114 
76 

L'exp6rience inverse, c'est-/t dire concentration fixe en N-ac6tylglucosamine, 
dosage du transfert de galactose b. cet accepteur en pr6sence de concentrations crois- 
santes en f6tuine d6sialyl6e et d6galactosyl6e (concentration en UDP-gal, 110 ~tM), 
montre une inhibition faible de l 'ordre de 14 ~ .  

Mais, il faut noter qu:  dans ce cas les concentrations en glycoprot6ine, ex- 
prim6es en site accepteur, restent faibles par rappor t / t  c~lles du substrat test6, la N- 
ac6tylglucosamine, bien qu'elles atteignent une valeur 6gale ~. quatre fois le Kin. 

Denaturation thermique 
Des exp6rienczs d'inactivation par la temp6rature appart~nt urt argument 

suppl6m.~ntaire/t l'unicit6 d:  la galacto~yltranff6ra~e solubilis6:. En eff~t urt: pr6incu- 
bation /t 39 °C entrain: une p.~rt: d'a~tivit6 id.~ntiqu~ paur  Iz transfert d .  ~ g~lactose 
sur l 'un ou l 'autre ace~pteur (Fig. 2). 
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Fig. 2. Courbe  de d6naturntion thermique de la galactosyltransf6rase des membranes  des globules  
lipidiques humains  solubilis6e par le Triton X-100  (voir Mat6riel et M6thodes) .  Des  parties al iquotes  
de la solut ion enzymatique,  maintenue b, 39 ° 3 C pendant le temps indiqu6 sont pr61ev6es et dos6es 
dans~les condit ions habituelles sur f6tuine d6sialyl6e et d6galactosyl6e ( O ) e t  sur N-ac6tylglucosamine 
( + ) .  On portera en ordonn6es  le logarithme du pourcentage d'activit6 restant (Ve/Vo). 

Chromatographie d' exclusion-diffusion 
La courbe de filtration sur Ultrogel (Fig. 3) montre la pr6sence de deux pics 

d'activit6 de transfert de galactose correspondants ~t des poids mol6culaires apparents 
de 49 000 et 90 000. Lb. encore, on ne peut dissocier les deux activit6s de transfert 
solubilis6es par le Triton puisqu'elles donnent des courbes d'61ution similaires, leur 
rapport restant sensiblement constant dans chaque fraction. 
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Fig. 3. Filtration sur Ultrogel  A C A  44 de la galactosyltransf6rase des membranes  des globules lipi- 
diques humains solubilis~e par le Triton X-100 (voir Mat6riel et M6thodes) .  D6bit  40 ml/h.  Fractions 
de 1 ml. Les dosages  du transfert sur f~tuine d6sialyl~e et d~galactosyl~e ( . - . )  et sur la N-ac~tylglucos-  
amine ( +  - - - + )  ont  ~t~ effectu6s sur des fractions aliquotes.  Une  courbe de calibration a 6t~ obtenue 
par filtration de prot6ines de poids mol~culaires connus.  
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DISCUSSION 

Les divers lavages appliqu6s aux membranes des globules lipidiques humains 
sont connus pour 61iminer des pr6parations membranaires les prot6ines solubles 
adsorb6es, contenues b. l'int6rieur des v6sicules form6es au cours de l'homog6n6isation 
ou li6es b. la membrane par des interactions ioniques. Ces traitements sont sans effet 
sur l'activit6 galactosyltransf6rase qui reste particulaire. I1 est ainsi confirm6 que cette 
activit6 n'est pus due b. une contamination par la galactosyltransf6rase soluble du 
lactos6rum. 

Comme la galactosyltransf6rase du foie de rat [19], l'enzyme reste enti6rement 
membranaire apr6s cong61ation-d6cong61ation, ce qui permet de supposer qu'il est 
probablement implant6 dans la couche bilipidique. Cette observation est corrobor6e 
par l'action du Triton, la mise en 6vidence d'une latence importante caract6ristique 
des enzymes membranaires et le fait que l'activit6 n'est lib6r6e totalement des mem- 
branes des globules lipidiques humains qu'b. une concentration en d6tergent de 0.15 ~ ,  
tr6s sup6rieure b. la concentration micellaire critique, 0.015 ~ [20]. 

Ainsi apparait une diff6rence fondamentale entre les membranes des globules 
lipidiques du lait humain et celles du lait bovin. Ces derni6res sont, en effet, d6pourvues 
d'activit6 de transfert de galactose, alors qu'elles contiennent une nette activit6 galac- 
tosidase [21]. Dans les m~mes conditions, les membranes des globules lipidiques 
humains ne poss6dent pratiquement pus d'activit6 d'hydrolyse de galactosides; il 
est 5. noter qu'elles pr6sentent une activit6 pyrophosphatase. Cette activit6, signal6e 
r6cemment dans des microsomes de foie de rat [22], avait 6t6 6galement mise en 
6vidence duns la glande mammaire de rat [23]. Elle ne semble pas avoir 6t6 recherch6e 
duns les membranes des globules lipidiques du lait bovin. Sa pr6sence 6ventuelle 
pourrait expliquer l'absence apparente de galactosyltransf6rase, par suite de l'hydro- 
lyse du substrat donneur, l'UDP-galactose. 

Quels sont les rapports existants entre la galactosyltransf6rase des membranes 
des globules lipidiques humains et l'enzyme soluble du lait humain? Un article tr6s 
approfondi est paru r6cemment sur les propri6t6s cin6tiques de ce dernier enzyme [24]. 
Malheureusement, il ne nous a pus 6t6 possible de purifier, 5. partir des membranes 
des globules lipidiques humains, une quantit6 suffisante de galactosyltransfdrase 
solubilis6e pour effectuer un tel travail. Nous avons simplement cherch6 ~t pr6ciser 
quelques param6tres de fonctionnement de l'enzyme membranaire, en comparant 
plus particuli6rement le transfert ~ la N-ac6tylglucosamine et le transfert b. une glyco- 
protdine acceptrice, puisqu'il s'agit d'un enzyme membranaire, un r61e physiologique 
de cet enzyme dans la biosynth6se des chaines polysaccharidiques des glycoprot6ines 
peut ~tre 6voqu6, 5. c6t6 du r61e jou6 dans la biosynth~se du lactose. 

Dans la synth6se de N-ac&yl-lactosamine, les K m apparents vis-b.-vis de I'UDP- 
galactose ou de la N-ac6tylglucosamine sont du m~me ordre de grandeur que ceux 
trouv6s dans la litt6rature, dans des conditions exp6rimentales similaires, pour 
l'enzyme soluble du lait humain [24, 25] ou du lait bovin [26]. Toutefois, l'int6r~t de ces 
comparaisons reste limit6 et il n'est pas possible d'en tirer des conclusions d6finitives. 

Un fait peut 8tre not6: les valeurs des K m apparents sont beaucoup plus faibles, 
lorsqu'il s'agit du transfert b. une glycoprot6ine. Les r6sultats sugg6rent l'existence de 
deux galactosyltransf6rases diff6rentes catalysant le transfert de galactose respective- 
merit 5. un accepteur monosaccharidique et b. un accepteur macromol6culaire. Les 
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exp6riences de comp6tition et de d6naturation thermique permettent d'61iminer cette 
hypothSse. 

Par contre, la filtration sur gel montre que la galactosyltransf6rase des mem- 
branes des globules lipidiques humains existe sous deux formes mol6culaires ne prd- 
sentant pas de sp6cificit6 particuli~re vis-b.-vis des dimensions de l'accepteur. Des 
r6sultats similaires ont 6t6 observ6s par filtration sur Biogel P-150 dans le colostrum 
bovin, porcin et le lait humain [27]. Les deux galactosyltransf6rases raises ainsi en 
6vidence ont des poids moldculaires de 51 000 et 100 000, valeurs confirm6es par 
61ectrophor&e en gel d'acrylamide en pr6sence de sodium doddcyl sulfate, 50 000 et 
96 000 [24], et voisines de celles que nous avons obtenues. Ces esp6ces mol6culaires. 
consid6rdes comme 6tant un monomSre et un dim~re correspondraient A la forme 
polypeptidique pr6sente dans les membranes golgiennes [27]. Cette hypothSse nous 
semble tout-/~-fait plausible: le dim&e, que nous avons toujours trouv6 en plus forte 
concentration alors qu'il n'apparaR qu'en faible proportion dans la phase soluble du 
lait, pourrait reprdsenter une esp6ce plus sp6cifiquement membranaire. 

Les membranes des globules lipidiques humains contiennent donc plusieurs 
enzymes consid6r6s comme caractdristiques de l'appareil de Golgi : la thiamine pyro- 
phosphatase [9], la galactosyltransf6rase dont le caract6re membranaire vient d'&re 
confirm6, et la sialyltransf6rase mise en 6vidence dans ce travail. 

Certes, il peut s'agir d'une simple contamination cytoplasmique dont on admet 
qu'elle peut atteindre 10 ~ des prot6ines totales dans les membranes des globules 
lipidiques [28]; mais, la pr6sence d'616ments golgiens pourrait aussi n'&re pas for- 
tuite et d6pendre 6troitement du processus de s6cr6tion des lipides. Par des obser- 
vations en microscopie 61ectronique, Wooding [29] pr6tend que les membranes des 
globules lipidiques du lait caprin sont form6es b. partir des v6sicules golgiennes seules. 
Ces conclusions sont controvers6es par Patton et Keenan [28] qui pensent que les 
globules lipidiques sont envelopp6s par les membranes plasmiques au moment de 
leur d6charge dans la lumiSre alv6olaire. L'absence d'enzymes marqueurs de l'appa- 
reil de Golgi dans les membranes du lait bovin supporte cette opinion. 

I1 est certain que la s6cr6tion des globules lipidiques est un ph6nom6ne encore 
mal connu. Dans le cas des membranes des globules lipidiques humains, il n'est pas 
exclu que le m6canisme de s6cr6tion mette en jeu l'appareil de Golgi et les membranes 
plasmiques puisque les activit6s enzymatiques caract6ristiques de ces deux types de 
membranes y coexistent. Un fractionnement des membranes des globules lipidiques 
humains permettrait peut-&re d'apporter des 6claircissements: par exemple, si les 
deux types d'activit6s enzymatiques ne pouvaient &re dissocides, on pourrait en tirer 
argument en faveur d'une participation directe de l'appareil de Golgi "5. la s6crdtion 
des globules lipidiques. Des rech~_rches dans ce sens sont en cours au Laboratoire. 

RESUMI~ 

Une galactosyltransfdrase catalysant le transfert de l'UDP-galactose ~t un 
accepteur glycoprot6ique endog~ne, A la N-ac6tylglucosamine libre ou terminant les 
chaines polysaccharidiques des glycoprot6ines, ou b. du glucose en pr6sence d'7- 
lactalbumine, a 6t6 mise en 6vidence dans les membranes des globules lipidiques du 
lait humain. Divers traitements (lavage des membranes, cong61ation-d6congdlation) 
destin& ~t mettre en 6vidence le caract6re membranaire de cet enzyme ont 6t6 employ&. 
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L 'ac t ion  du Tr i ton  X-100 indique une latence impor tante  de l 'enzyme. Ce d6tergent a 

alors 6t6 employ6 pour  la solubil isation de la galactosyltransf6rase et l '&ude de ses 

principales caract6ristiques. La comp6ti t ion entre les substrats accepteurs et la 

courbe  de d6natura t ion  thermique indique la pr6sence d ' tm seul enzyme catalysant  le 

t ransfert  sur la N-ac6tylglucosamine et sur la f6tuine ddsialyl6e et d6galactosyl6e. 

Les activit6s de d6gradat ion du substrat  UDP-ga lac tose  sont tr6s faibles par  rappor t  

aux membranes  des globules lipidiques bovins. Plusieurs enzymes caract6ristiques de 

l 'apparei l  de Golgi  se re t rouvent  dans les membranes  des globules lipidiques humains.  

Le probl6me est de savoir si ces enzymes sont le reflet d 'une  con tamina t ion  cyto- 

plasmique ou, si la pr6sence d'616ments golgiens n 'es t  pas fortuite,  d6pendent du 

processus de s6cr6tiol~ des lipides. 
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