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Summary 

M i t o c h o n d r i a l  s i a l y l t r a n s f e r a s e  

A sialyl transferase activity is found in purified mitochondria.  It is not  due 
to residual contaminat ion and this enzymatic system is located in the outer  
mitochondrial  membrane.  This proves mitochondrial  au tonomy in regard to 
glycoconjugate sialylation. 

Resum~ 

Une activit@ sialyl-transf@rasique a ~t~ mise en @vidence dans les mitochon- 
dries purifi@es. Elle n'est  pas due ~ une contaminat ion golgienne et  ce syst@me 
enzymat ique  est localis~ dans la membrane externe. I1 d@montre l ' autonomie 
mitochondriale  en mati~re de sialylation des glycoconjugu@s. 

Diff@rents auteurs ont  montr@ l 'existence de glycoprot~ines, dont  des sialo- 
glycoprot6ines, dans les mitochondries  [1--3] ; Melnick et al. [4] ont  mis en 
@vidence, par @lectrophor@se en gel de polyacrylamide,  un polypept ide  con- 
tenant  une chai'ne glycannique ~ acide sialique, et Tinberg [5] a solubilis~ une 
sialoglycoprot6ine ~ partir de la membrane mitochondriale  externe. Des travaux 
ant6rieurs ont  ¢'@montr@ l 'au tonomie  mitochondriale  en mati@re de glycosyla- 
t ion des glycoconjugu@s. La mannosylat ion dans les mitochondries  de foie en 
est un exemple [6, 7] .  Une mannosyl-transf~rase mitochondriale  catalysant le 
transfert  de mannose sur un accepteur prot6inique endog~ne a @t@ localis@e 
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dans la membrane interne [8] ; des travaux plus r~cents ont  mis en ~vidence 
dans la membrane mitochondriale externe purifide, une mannosyl-trans- 
f~rase permet tant  la synth~se de mannosyl-phosphoryl-dolichol [9] .  I1 existe 
aussi dans les mitochondries des syst~mes enzymatiques capables de trans- 
f~rer la N-ac~tyl-glucosamine sur des accepteurs polypr~nique et prot~inique 
endogbnes [10] .  I1 importait  donc, dans le cadre des ~tudes sur l 'autonomie 
mitochondriale, de rechercher l 'existence dans ces organites, et plus sp~ciale- 
ment  dans la membrane externe, d 'une sialyl-transf~rase capable de synth~tiser 
les sialoglycoprot~ines. 

Les mitochondries sont pr~par~es selon la m~thode de Weinbach [ 11 ] 
am~lior~e par la m~thode de Bustamente [12] ,  compl~t~e par une purifica- 
tion sous l 'action m~nag~e des ultra-sons. La membrane externe est pr~parde 
par choc osmotique ~ partir de ces mitochondries,  puis purifi~e par passage 
sur gradient discontinu de saccharose. La qualit~ des preparations est contrbl~e 
par la mesure d'activith des marqueurs enzymatiques sp~cifiques et par la 
microscopie ~lectronique [9] .  Les membranes golgiennes sont isol~es sur un 
gradient discontinu de saccharose ~ partir des microsomes prepares selon la 
technique de Bouchilloux et al. [13] .  

Le Tableau I r~capitule les activit~s sp~cifiques d ' incorporation d'acide 
sialique sur accepteurs protdiniques, dans les mitochondries enti~res et la mem- 
brane mitochondriale externe en relation avec leur degr~ de purification. 
Aprbs action m~nag~e des ultra-sons, le taux d ' incorporat ion d'acide sialique 
dans les mitochondries enti~res diminue de faqon importante. On individualise 
en outre, au niveau de la membrane mitochondriale externe purifi~e, une ac- 
tivit~ sialyl-transf~rasique importante.  Si, par comparaison, on ~value l'activit~ 
sp~cifique sialyl-transf~rasique des membranes golgiennes, on observe sur le 
m~me Tableau I, que son ordre de grandeur est identique ~ ce qui est ddtect~ 
dans les structures mitochondriales. 

Dans tous les cas l 'acide sialique est fix~ par liaison de covalence aux struc- 
tures prot~iniques acceptrices comme on a p u l e  v~rifier sur les glycopeptides 
pr~pargs par hydrolyse pronasique des mitochondries et de la membrane ex- 

T A B L E A U  I 

I N C O R P O R A T I O N  D ' A C I D E  S I A L I Q U E  D A N S  L E S  M E M B R A N E S  M I T O C H O N D R I A L E S  ET 
G O L G I E N N E S  

Le mi l i eu  d ' i n c u b a t i o n  c o n t i e n t  d u  e h l o r u r e  de  m a n g a n e s e  5 raM, 0 .7  m g  de p r o t ~ i n e s  m i t o c h o n d r i a l e s  
o u  0 .3  m g  de p r o t ~ i n e s  de  s u s p e n s i o n  de  m e m b r a n e  e x t e r n e  (les p r o t ~ i n e s  s o n t  dos~es  se lon  la  m ~ t h o d e  
de  G o r n a l l  [ 1 4 ]  ); 4 0 0  ~ug d ' u n e  s o l u t i o n  d e  f~ tu ine  d~sialyl~e pax  voie  c h i m i q u e  [ 1 5 ]  d o n t  la  c a p a c i t ~  
a c c e p t r i c e  s ' e s t  r~v~l~e tr~s sup~r i eu re  ~ celle de  la m u c i n e  t ra i t~e  d a n s  les m e m e s  c o n d i t i o n s .  Le mi l ieu  
d ' i n c u b a t i o n  es t  c o m p l S t ~  ~ 260/~I  avec  d u  t a m p o n  Tris  2 0  m M ,  ~ p H  7.4 ,  c o n t e n a n t  0 .2% de  T r i t o n  X - 1 0 0  
L a  r ~ a e t i o n  es t  ini t i~e pax 1 0  pl  d ' u n e  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  84  p m o l  d ' a c i d e  CMP-N-[14C] a c ~ t y l - n e u r a m i n i q u e  
( N e w  E n g l a n d  Nue leax  Chemica l s ,  U .S .A. ,  ac t iv i t~  sp~c i f ique  2 3 7  C i / m o D ;  e11e se p o u r s u i t  1 5  r a in  ~ 30°C 
et  les g l y c o p r o t ~ i n e s  s o n t  pr~e ip i t~es  pax  a d d i t i o n  d ' a e i d e  t r i e h l o r a c ~ t i q u e  20% (w/v) .  Les  r~su l t a t s  s o n t  
e x p r i m ~ s  en  p m o l  d ' a e i d e  s ia l ique  i n e o r p o r ~  p a r  m g  de p r o t ~ i n e s  m i t o c h o n d r i a l e s ,  au  b o u t  des  1 5  m i n  
d ' i n e u b a t i o n .  

F r a c t i o n s  ~ tudi~es  Aetiv~'t~ s i ~ y l - t r a n s f ~ r a s i q u e  

M i t o c h o n d r i e s  n o n  pur i f i~es  15  
M i t o c h o n d r i e s  pur i f i~es  6 
M e m b r a n e  e x t e r n e  36 
M e m b r a n e  e x t e r n e  pur i f i~e  38  
M e m b r a n e  go lg i ennes  23 
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T A B L E A U  II 

E V A L U A T I O N  DE LA C O N T A M I N A T I O N  DES M I T O C H O N D R I E S  P A R  L E S  M E M B R A N E S  
G O L G I E N N E S ,  EN U T I L I S A N T  LE M A R Q U E U R  E N Z Y M A T I Q U E  G A L A C T O S Y L - T R A N S F F ,  R A S E  

Le mi l i eu  d ' i n c u b a t i o n  c o n t i e n t  d u  c h l o r u r e  de  m a n g a n e s e  5 r aM,  0 .7  m g  de p r o t 6 i n e s  m i t o c h o n d r i a l e s  
o u  0 .3  m g  de  p r o t ~ i n e s  de  s u s p e n s i o n  de  m e m b r a n e  e x t e r n e  o u  0 .2  m g  de  p r o t ~ i n e s  de  s u s p e n s i o n  de 
m e m b r a n e s  go lg i ennes ;  4 0 0  #g  d ' u n e  s o l u t i o n  de  f~ tu ine  d~sialyl~e e t  d~ga lac tosy l~e .  Le mi l i eu  d ' i n c u -  
b a t i o n  est  c o m p l 6 t 6  ~ 2 6 0  pl  avec  d u  t a m p o n  Tris  2 0  m M ,  ~ p H  7.4;  la r ~ a c t i o n  es t  ini t i~e p a r  a d d i t i o n  

14 de  10  pl  d ' u n e  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  6 0  p m o l  d ' U D P - [  C] g a l a c t o s e  ( N e w  E n g l a n d  N u c l e a r  Chemica l s ,  
U.S .A. ,  a c t i w t e  spec~hque  2 8 9  C~/mol);  elle se p o u r s u i t  20  m m  a 3 2  C et  les g l y c o p r o t e m e s  s o n t  p rec , -  
p i t i e s  p a r  a d d i t i o n  d ' a c i d e  t r i c h l o r a c ~ t i q u e  20% (W]V).  

F r a c t i o n s  ~tudi~es  Act iv i t~  % de  g a l a c t o s e  i n c o r p o r ~  
g a l a c t o s y l - t r a n s f ~ r a s i q u e  * p a r  r~fe ' rence a u x  m e m b r a n e s  

go lg i ennes  

M i t o c h  o n d r i e s  0 . 6 7  1 
n o n  pur i f i~es  

M i t o c h  ond r i e s  pur i f i~es  0 . 2 6  0 .4  
M e m b r a n e s  go lg i ennes  6 5  1 0 0  

• Les  r~su l t a t s  s o n t  e x p r i m ~ s  en  p m o l  de  g a l a c t o s e  i n c o r p o r ~  p a r  m g  de p ro t~ ines ,  a u  b o u t  de  2 0  m i n  
d ' i n e u b a t i o n .  

terne purifi6es, apr~s l'arr~t du processus de glycosylation (technique de 
Yamashina et al. [16] .  

Afin d'~liminer l 'hypoth~se d 'une contamination sialyl-transf~rasique 
toujours possible des fractions mitochondriales par les membranes golgiennes, on 
a suivi la distribution d 'un marqueur sp~cifique de ces membranes, la galacto- 
syl-transf~rase [13, 17--19] .  

Sur la base de ce crit~re, le Tableau II montre  que la contamination des 
mitochondries par les membranes golgiennes est tr~s faible (1%) et devient 
n~gligeable aprbs purification (0.4%). D'ailleurs Fleischer et al. [ 19] en 
~tudiant la r~partition de certains marqueurs enzymatiques, dont  la galactosyl- 
transf~rase, dans les fractions sub-cellulaires de rein de rat, avaient ~galement 
observ~ une contamination des mitochondries par les membranes golgiennes 
de l 'ordre de 0.4%. 

I1 devient de ce fair ~vident que l'activit~ sialyl-transf~rasique mesur~e dans 
les fractions mitochondriales ne peut  pas ~tre due h une contaminat ion gol- 
gienne. 

La diminution du taux d ' incorporation d'acide sialique sur les accepteurs 
exog~nes darts les mitochondries enti~res apr~s purification s 'explique par- 
fai tement par la solubilisation de la fraction la plus labile de la sialyl-transf~rase 
mitochondriale membranaire externe sous Faction m~nag~e des ultra-sons. 
D'ailleurs De Bernard et al. [1] ,  en ~tudiant la r~partition d'acide sialique 
dans les mitochondries,  avaient constat~ que 80% de leur contenu en acide 
sialique sont solubilis~s au cours du fract ionnement  sub-mitochondrial par 
choc osmotique et ultra-sons. Ces observations structurales et enzymatiques 
sont  donc en parfaite correlation. 

En conclusion, nos r~sultats montrent  qu'il existe une sialyl-transf~rase 
mitochondriale au tonome et que ce syst~me enzymatique est loealis~ dans 
la membrane externe. 

Ce travail a b~n~fici~ de l'aide du Centre National de la Recherche Scienti- 
fique (ERA-CNRS 562), de l 'Institut National de la Sant~ et de la Recherche 
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M~dicale U 189 et CRL 77.1.085.3),  de la Direction des Recherches, Etudes 
et Techniques {Convention 78.152), de la Fondation pour la Recherche M~di- 
cale Franqaise, de l'Association Fran~aise de Lutte contre la Mucoviscidose, 
et de l'Universit~ de Lyon (Facult~ de M~decine Lyon-Sud). 
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