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The presence of  glycosyltransferases on chromatin acceptors in monkey liver 
nuclear membranes 

Summary 

Nuclei were prepared from monkey hepatocytes by centrifugation of the 
homogenate on a cushion of 2.3 M sucrose, during 45 min at 100 000 X g. 
The yield was 2.2 • 107 nuclei per g of  liver, and 70% of the homogenate 
DNA was recovered in these nuclei. An electron microscopic study as well as 
a biochemical analysis of marker enzymes showed that  the nuclei are not  
contaminated by other subcellular fractions, especially endoplasmic reticulum. 
A mannosyltransferase and an N-acetylglucosaminyltransferase, working on 
endogenous glycoproteic acceptors, are present in the nuclei for 1.4 and 6.5% 
of the homogenate activities, respectively. 

The nuclei are hydrolysed by DNAase I. The suspension, adjusted in 1.9 
M sucrose, was centrifuged for 2 h at 100 000 × g, under a buffer layer. Purified 
nuclear membranes were collected at the interface. These membranes did not  
contain any more endoplasmic reticulum enzyme activities, but the mannosyl  
and N~acetylglucosaminyltransferase activities were still present. They essen- 
tially work on an exogenous chromatin acceptor, prepared by lysis of the 
nuclei. The eventual role of these glycosyltransferases in the glycosylation of 
non-histone proteins is discussed. 
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R6sum6 

Les noyaux d'h6patocytes de singe sont pr6par~s par 45 rain de centri- 
fugation de l 'homog~nat ~ 100 000 × g sur une couche 2.3 M en saccharose. 
2.2 • 107 noyaux sont obtenus par g de foie, contenant  plus de 70% du DNA de 
l 'homog~nat. Une 6rude en microscopie 61ectronique ainsi qu'une analyse 
d'activit6s enzymatiques caract~ristiques des diff~rentes fractions sub-cellulaires 
montrent  que ces noyaux sont peu contamin6s, en particulier par le reticulum 
endoplasmique. Des glycosyltransf~rases catalysant le transfert, ~ des accep- 
teurs glycoprot6iques endog~nes, de mannose et de N-ac~tylglucosamine, sont 
pr~sentes dans ces noyaux, dans des proportions repr6sentant, respectivement, 
1.4 et 6.5% des activit~s de l 'homog~nat. 

Apr~s action de DNAase I sur les noyaux,  des membranes nucl~aires purifi6es 
sont recueillies par 2 h de centrifugation ~ 100 000 × g, ~ l 'interface entre le 
tampon et une solution 1.9 M en saccharose. Ces membranes, qui ne con- 
t iennent  pratiquement plus d'activit~s enzymatiques endoplasmiques, pos- 
s~dent toujours une activit6 de transfert de mannose et de N-ac~tylglucosamine, 
se manifestant essentiellement sur accepteur exog~ne chromatinien. Le rSle 
jou6 ~ventuellement par ces glycosyltransf~rases sur la glycosylation des pro- 
t6ines non-histones est discut6. 

Introduct ion 

Des glycosyltransf~rases ont  6t6 mises en ~vidence dans pratiquement tous 
les organites cellulaires et syst~mes membranaires des cellules eucaryotes. 
En particulier, ces enzymes ont  ~t~ d~tect~es dans les noyaux d'une moisis- 
sure, Dictyostelium discoideum [1], de levure [2] et de foie de rat [3]. Toute- 
fois, au moins chez cet organisme sup~rieur, la localisation sub-nucl6aire de 
ces enzymes n'a pas ~t~ ~voqu~e. De m~me, si diverses hypotheses ont ~t6 
~mises, les accepteurs glycoprot6iques endog~nes de ces glycosyltransf~rases 
n 'on t  pas ~t6 identifi6s. 

Le but  de ce travail est de montrer  que les membranes p6rinucl6aires des 
h~patocytes de singe contiennent  une mannosyltransf~rase et une N-ac6tyl- 
glucosaminyltransf~rase qui fonct ionnent  avec des accepteurs presents dans 
la chromatine. 

Materiel et M~thodes 

Matdriel 
Les singes sont des cercopith~ques (Erythrocebus paras) aimablement 

fournis par IFFA-M6rieux. I1 s'agit d'adultes des deux sexes nourris ~ volont~. 
Les foies sont pr~lev~s st~rilement et imm~diatement transport~s au labora- 
toire dans la glace fondante. Ils sont alors dilac~r~s et lav6s, ~ 0 ° C, dans le 
tampon de broyage Tris-HC1 (pH 7.5), 50 mM; KC1 25 mM; MgC12 5 mM; 
0.25 M e n  saccharose. Puis les morceaux sont repris dans deux fois leur poids 
de tampon. 

Prdparation des noyaux 
La m~thode utilis~e est adapt~e de celle de Blobel et van Potter [4]. Compte 
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tenu de la texture trSs fibreuse du foie de singe, un broyage m~canique prS- 
alable, dans une moulinette ~ persil, s'est av~r~ indispensable. L'homog~n~- 
isation elle-mSme est r~alis~e par trois passages de 20 s dans l'homog~n~iseur 
verre-Teflon de Potter (d~gagement 0.15 mm) ~ 1500 rev./min. Apr~s filtration 
sur une couche de gaze, l 'homog~nat est amen~ ~ 1.8 M en saccharose par 
addition de saccharose 2.3 M, tamponn~ comme ci<lessus; 28 ml de la suspen- 
sion sont alors d~pos~s sur une couche de 9 ml de ce tampon, dans des tubes 
de rotor SW-27 (Beckman). AprSs 45 min de centrifugation ~ 100000 × g, 
les noyaux sont rassembl~s sous forme de culots qui sont laves deux fois avec 
le tampon pH 7.5, 0.25 M e n  saccharose. 

Prdparation des membrane nucldaires 
La m~thode est adapt~e de celle de Monneron et d'Alayer [5]. Les noyaux 

prepares comme pr~c~demment sont repris dans le tampon pH 7.5; 50 mM en 
MgC12 et incubus en presence de DNAase I (Sigma), ~ raison de 1 mg pour 
4 • 10 ~ noyaux,  30 min ~ 30~C. Le milieu est ensuite ajust~ ~ 1.9 M e n  saccha- 
rose et 0.3 M e n  MgC12; 14 ml sont d~pos~s au fond d 'un tube de rotor SW-27 
(Beckman) et recouverts par 22 ml du tampon pH 7.5, 0.3 M e n  MgC12. Apr~s 
2 h de centrifugation ~ 100 000 × g, les membranes nucl~aires rassembl~es 
l 'interface sont collect~es, lav~es par le tampon et recentrifug~es 45 rain 
300 000 × g. 

Prdparation de la chromatine [6] 
Les noyaux sont repris dans le milieu de lyse: EDTA 0.2 mM, ph6nyl- 

m6thanesul fonyl  fluorure 0.2 mM, pH 7. Apr~s 30 min ~ 0°C, le lysat est 
centrifug6 10 min ~ 1000 × g. La chromatine reste en solution, alors que les 
d6bris membranaires se retrouvent dans le s6diment. 

Les microsomes sont prdpar6s selon une mdthode pr6c6dement dficrite [7]. 

Dosages enzymatiques 
Les enzymes marqueuses dos6es dans les diff6rentes fractions sont rdper- 

T A B L E A U  I 

E N Z Y M E S  UTILISI~,S COMME M A R Q U E U R S  DES F R A C T I O N S  C E L L U L A I R E S  

N u m 6 r o  Nora  Subs t r a t  C o n c e n t r a t i o n  pH R6fd- 
(EC) en subs t ra t  rence  

(mM)  

1 ,3 .99 .1  S u c c i n a t e : c y t o c h r o m e  c succ ina te  0 .33  7.4 8 
o x y d o r ~ d u c t a s e  c y t o c h r o m e  c 0 .02  

1 ,6 .99 .3  N A D H : c y t o c h r o m e  c N A D H  0 .15  7.2 9 
o x y d o r 6 d u c t a s e  c y t o c h r o m e  c 0 .02  

1 ,6 .99.1  N A D P H : c y t o c h r o m e  c N A D P H  0 .15  7.4 9 
r~ductase c y t o c h r o m e  c 0 .02  

1 .4 .3 .4  M o n o a m i n e  oxydase  b e n z y l a m i n e  3 8 10 
1 .1 .1 .49  Glucose -6 -phospha te  glucose 6 -phospha te  0 .07  7.9 11 

deshydrog~nase 
3.6 .1 .3  Adenos ine  t r i phospha ta se  Tr is-ATP 2.5 7.6 12 
1 .1 .1 .37  Malate deshydrog~nase  oxa loac~ ta te  0 .37  7.4 13 
3 .1 .3 .9  Gluc ose-6-phospha tase  glucose 6 -phospha te  10 6.5 14 
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tori~es dans le Tableau I. Les conditions optimales de dosage avaient ~t~ 
pr~alablement pr~cis~es [7 ]. 

La mannosyttransf~rase (EC 2.4.1.48) est dos~e sur accepteur endog~ne 
dans un milieu contenant,  pour un volume final de 0.35 ml: tampon 3-(N- 
morpholino)propanesulfonique acide (pH 7.0), 0.15 M; MnC12 10 mM; GDP- 
[U-14C]mannose (The Radiochemical Centre, Amersham, 173 mCi/mmol) 
0.31 pM; extrait enzymatique 100--200 pl (0.1 mg de prot~ine). Apr~s incuba- 
tion ~ 30°C, la r~action est arr~t~e par addition de 1 ml d'acide trichlor- 
ac~tique ~ 20%. Une filtration sur filtre Whatman GF/B est suivie d 'un lavage 
par le m~lange m~thylal/m~thanol 4 : 1 (v/v) *. Apr~s s~chage du filtre, la 
radioactivit~ retenue est mesur~e avec 10 ml du m~lange scintillant dans un 
compteur  Tricarb (Packard). 

La N-ac~tylglucosaminyltransf~rase (EC 2.4.1.51) est dos~e sur accepteur 
endog~ne dans un milieu contenant,  pour un volume de 0.35 ml, tampon 
2-(N-morpholino)~thanesulfonique acide (pH 6.5}, 0 .15M;  MnC12 5 mM; 
UDP-N-[U-14C]ac~tylglucosamine (The Radiochemical Centre, Amersham, 
300 mCi/mmol) 5.4 pM. Le processus d ' incubation, d'arr~t de la r~action, 
de r~cup~ration de la radioactivit~ transferee est le m~me que ci-dessus. 

Les produits de d~gradation des nucl~oside-diphosphate-sucres provenant 
de l 'action ~ventuelle de pyrophosphatases (EC 3.6.1.21) sont identifies de la 
fa~on suivante: dans des milieux d ' incubation identiques ~ ceux du transfert, 
la r~action est arr~t~e par 20 pl d 'EDTA 87.5 mM et un d~pSt de 50 pl est 
effectu~ imm~diatement sur papier Whatman no 3 pr~alablement lav~ par une 
solution d 'EDTA (pH. 7), 10 mM [15]. Le d~veloppement du chromatogramme 
est r~alis~ durant 20 h ~ 20°C dans le solvant acetate de sodium M pH 3.8/ 
ethanol 2 : 5 (v/v) en presence de t~moins mannose, mannose 1-phosphate, 
GDPmannose, N-ac~tylglucosamine et UDP-N-ac~tylglucosamine. Apr~s 
s~chage, les zones des ~chantillons correspondant aux t~moins sont d~cou- 
p~es et analys~es pour leur teneur en radioactivitY. 

Microscopie dlectronique 
La qualit~ de preparation des noyaux est v~rifi~e en microscopie ~ contraste 

de phase et en microscopie ~lectronique. Pour cette derni~re technique, les 
culots de noyaux sont fixes par 1 h d ' incubation ~ 4°C dans le m~lange gluta- 
rald~hyde ~ 4%/tampon cacodylate de sodium (pH 7.4), 0.4 M/eau distill~e 
2 : 1 : 1 (v/v/v). Apr~s un lavage d 'une nuit dans le m~lange tampon cacodylate 
(pH 7.4), 0.4 M/saccharose 0.4 M/eau distill~e 1 : 2 : 1 (v/v/v), les culots sont 
d~coup~s en petits blocs et soumis ~ trois lavages d 'une heure avec la m~me 
solution. Une post-fixation osmi~e d 'une heure ~ 0°C est ensuite effectu~e 
par le m~lange OsO4 ~ 2%/tampon cacodylate (pH 7.4), 0.4 M/saccharose 
0.6 M 2 : 1 : 1  (v/v/v). Apr~s une d~shydratation rapide par des solutions 
d'alcool ~thylique de degr~ croissant, les ~chantillons sont impr~gn~s, puis inclus 

* P l u s  d e  5 0 %  d e  la r a d i o a c t i v i t ~  f i x ~ e  s u r  le  f i l t re  p a s s e  d a n s  la  p h a s e  o r g a n i q u e .  C e  r ~ s u l t a t ,  conf i rm~ 
p a r  u n e  e x t r a c t i o n  s e l o n  F o l c h  e t  al. I26] ,  sugg~re la p resence  d ' in t e rm~dia i re s  p o l y i s o p r ~ n i q u e s .  L e u r  
~ t u d e  e s t  e n  c o u r s ,  c e  q u i  f e r a  l ' o b j e t  d ' u n e  p u b l i c a t i o n  u l t ~ r i e u r e .  
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dans un m~lange d'Epon-Araldite. Les coupes ultra-fines sont contrast~es par 
une double coloration fi l 'ac~tate d 'uranyle et au citrate de plomb et observ~es 
au microscope. 

Dosages chimiques 

Les prot~ines sont dos~es par la m~thode de Hartree [16] et le DNA par la 
m~thode de 'Burton [17] apr~s extraction acide fi chaud [18]. 

R~sultats 

De faqon tr~s reproductible,  on obtient  environ 2 . 2 . 1 0  ~ noyaux purifies 
par g de fo ie ,  contenant  plus de 70% du DNA de l 'homog~nat. Le contrSle 
des preparations de noyaux,  r~alis~ par microscopie ~lectronique ~ transmission 
montre  qu'il n 'y a pas ou peu de contaminations cytoplasmiques {Fig. 1, 
planche A) et que l'int~grit~ des structures nucl~aires est conserv~e (Fig. 1, 
planche B). 

L'analyse biochimique confirme ces premieres observations. Les activit~s 
enzymatiques caract~ristiques des mitochondries, des membranes plasmiques, 
de la phase cytoplasmique soluble, ainsi que la NADH- et la NADPH-cyto- 
chrome c r~ductase ne se retrouvent dans les noyaux qu'en tr~s faible propor- 
tion, avec une activit~ sp~cifique net tement  inf~rieure ~ celle de l 'homog~nat 
(Tableau II). Au contraire, les deux glycosyltransf~rases, dos~es sur accepteur 
endog~ne et la glucose-6-phosphatase pr~sentent des activit~s sp~cifiques sup~ri- 
eures fi celles de l 'homog~nat avec un taux de r~cup~ration allant de 1.1% pour 
la glucose-6-phosphatase fi 6.5% pour  la N-ac~tylglucosaminyltransf~rase. 

La presence, dans ces noyaux purifies, de glucose-6-phosphatase, enzyme 
appartenant classiquement au r~ticulum endoplasmique, amine  ~ envisager 
une contamination par ces membranes. Toutefois,  il faut considdrer que les 
deux oxydor~ductases,  ~galement caract~ristiques du r~ticulum endoplasmique, 
sont prat iquement  absentes de ces noyaux;  de plus, la presence de glucose-6- 
phosphatase a d~j~ ~t~ signal~e dans les membranes nucl~aires du foie de mam- 
mif~res [19,20]. En fait, il semble que la presence de cette activit~ d~pende 
de la m~thode plus ou moins douce de preparation. D'aiUeurs, la glucose-6- 
phosphatase est prat iquement absente des membranes nucl~aires, off l 'on 
retrouve encore un pourcentage tr~s faible des deux oxydo-r~ductases (Tableau 
II). Au sujet des transf~rases, un probl~me particulier se pose. En effet, la 
d~termination des activit~s de transfert est effectu~e sur accepteurs glyco- 
prot~iques endog~nes. Or, dans certaines preparations membranaires, une 
perte importante des activit~s de transfert par rapport  au noyau apparaissait, 
perte ne t tement  plus importante pour le mannose. Aussi, les chiffres du 
Tableau II ne sont donn~s qu'fi titre indicatif pour les deux glycosyltrans- 
f~rases. En fait, cette mauvaise r~cup~ration de l'activit~ nucl~aire dans les 
membranes n'est pas li~e aux enzymes, mais ~ la perte de substrats accepteurs. 
En effet,  si l 'on rajoute de la chromatine (~videmment d~pourvue d'activit~ 
de transfert) aux milieux d' incubation, on augmente consid~rablement le 
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Fig. 2. C in~ t iques  d ' i n c o r p o r a t i o n  de  [ u - i 4 C ] m a n n o s e  (A)  e t  de  N - [ U - 1 4 C ] a c 6 t y l g l u c o s a m i n e  (B),  d a n s  
d e s  a c c e p t e u r s  g l y c o p r o t ~ i q u e s  c h r o m a t i n i e n s ,  c a t a l y s d e  p a r  les m e m b r a n e s  nuc l~a i res  des  h ~ p a t o c y t e s  
de  s inge .  Les  m i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  (cf .  Mate r ie l  e t  M ~ t h o d e s )  c o n t i e n n e n t  3 2 0  ~g  de  p r o t # i n e s  c h r o m a -  
t i n l ennes .  • • ,  su r  a c c e p t e u r s  e n d o g g n e s ;  • ±, su r  a c c e p t e u r s  c h r o m a t i n i e n s .  C h a q u e  p o i n t  
r ep r~sen t e  la m o y e n n e  de  q u a t r e  e x p d r i e n c e s  d i f f6 r en t e s ,  e n c a d r d e  p a r  les va leurs  e x t r e m e s  c o r r e s p o n -  
dan t e s .  

transfert de mannose ou de N-ac6tylglucosamine comme le montrent  les 
cin6tiques de la Fig. 2. 

Les modalit6s de fonct ionnement  des deux glycosyltransf6rases sont donn6es 
dans le Tableau III. Si l 'on incube, dans ces conditions, des microsomes dont  la 
qualit~ a ~t6 contrSl~e [7], il est int6ressant de noter que les activit~s de trans- 
fert sur accepteurs endog~nes sont de 10 ~ 20 fois plus faibles que celles des 
membranes nucl6aires, avec une activation pratiquement nulle en pr6sence 
d'accepteurs chromatiniens (Tableau IV). 

Ajoutons enfin qu'aucune activit6 pyrophosphatase n'a 6t6 mise en 6vidence 
dans les noyaux purifi6s ou les membranes nucl6aire~, dans les conditions 
d ' incubation propres aux glycosyltransf6rases. 

Discussion 

I1 appara~t donc que les membranes p~rinucl~aires d'h6patocytes de singe 
contiennent  une mannosyltransf6rase et une N-ac6tylglucosaminyltransf~rase. 
Ces deux activit6s avaient d~j~ ~t6 mises en 6vidence dans les membranes 
nucl6aires de levure [2]. Toutefois, le puret~ des membranes utilis~es dans ce 
travail avait ~t~ esse~tiellement d~montr6e par les dosages de RNA, de DNA 
et de RNA polym6rase-DNA d~pendante. En particulier, aucune recherche 

Fig.  1. P l a n c h e  A.  S e c t i o n  u l t r a f i n e  r~alis~e d a n s  u n  c u l o t  de  n o y a u x  de  fo ie  de  s inge e x e m p t  de  c o n t a m i -  
n a t i o n  c y t o p l a s m i q u e .  G r o s s i s s e m e n t ,  X 6 0 0 0 .  P l a n c h e  B. V u e  d~tail l~e d ' u n  n o y a u  de  la m ~ m e  p r e p a r a -  
t i o n  q u e  c i -dessus .  L ' e n v e l o p p e  n u c l d a i r e  (EN)  es t  conse rv~e  e t  m o n t r e  des  r i b o s o m e s  (R)  su r  sa face  
e x t e r n e .  Des  a r e a s  de  e h r o m a t i n e  (Ch)  s o n t  b i en  visibles ~ la  p~r iph~r ie .  ]1 en  ex i s te  ~ g a l e m e n t  associ6s  
a u  nuc l~o le  (Nu) .  G r o s s i s s e m e n t ,  × 16 0 0 0 .  
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' F A B L E A U  II 

R I ~ P A R T I T I O N  DU DNA ET D ' A C T I V I T E S  E N Z Y M A T t Q U E S  C A R A C T E R I S T I Q U E S  DANS LES 
N O Y A U X  ET LES M E M B R A N E S  N U C L E A I R E S  D ' H E P A T O C Y T E S  DE S I N G E  

Le p r e m i e r  chiffre  d o n n e  le p o u r c e n t a g e  par  r a p p o r t  ~ l ' h o m o g ~ n a t  total ,  le chif f re  ent re  pa ren theses  
repr~sente  le taux (en rag) ou l 'act ivi t~ (expr im~e en n m o l  • rain -1 )  rappor t~s  au m g  de prot~ine .  Les 
valeurs sont  la m o y e n n e  de qua t re  exper iences .  

Cons t i t uan t  H o m o g ~ n a t  N o y a u x  M e m b r a n e s  

DNA 100  71 0 
(0 .005)  (0.3 -+ 0 .05)  

Succinate  : cy t o c h r o m e  c r~ductase  100 0 .0 0 5  0 
( 3 3 0  +_ 40)  (2 + 1) 

Malate d~shydrog~nase  100  0 .32  0 .001 
(2.2 -+ 0.5)  (0 ,8 + 0.2) (0 .04  +- 0 .005 )  

M o n o a m i n e  oxydase  (X10 -3 )  100  0 0 
(22 .5  +_ 3) 

N A D H : c y t o c h r o m e  c rdductase  100  0 .23  0 .08  
(63 .5  + 5) (16 + 3) (120  + 45) 

N A D P H : c Y t o c h r o m e  c r~ductase  100  0.4 0 .04  
(17 .5  + 2) (8 + 2.5) (15 + 4) 

Glucose-6-Phospha tase  100 1.1 0 
(80  -+ 10) (102  +_ 16) 

Mg 2+ adenos ine  t r i phospha t a se  100 0 .26  0 .04  
(430  + 40)  (125  + 50) (400  + 150)  

Glucose-6-Phospha te  d~shydrog~nase  100  0 0 
(8 +_ 1.5) 

Mannosy l t rans f~rase  ( × 1 0 3 )  100  1.4 0 .07  
(0 .36  +- 0 .1)  (0 .56  _+ 0 .15)  (0 .38)  

N-Ac~ ty lg lucosaminy l t r ans f~ rase  (× 103)  100  6.5 2 
( 0 . 0 3 2  + 0 .004 )  (0 .24  + 0 .05)  (1 .5)  

T A B L E A U  II I  

C A R A C T E R I S T I Q U E S  DE F O N C T I O N E M E N T  DES G L Y C O S Y L T R A N S F E R A S E S  N U C L E A I R E S  

Mannosy l t rans fSrase  N-A c~ ty lg lucosaminy l t rans f~rase  

p H  o p t i m u m  7 6.5 
T e m p e r a t u r e  op t ima le  30 ° C 30 ° C 
K m ( G D P - m a n n o s e )  0 .17  pM --  
K m (UDP-N-ace ty lg lucosamine )  -- 2.5 pM 
C o n c e n t r a t i o n  op t ima le  en  Mn 2+ 10 mM 5 mM 
Ac t ion  de I ' E D T A  5 m M  100% d ' inh ib i t i on  100% d ' inh ib i t ion  
Ef fec t  du  T r i t o n  X-100  0.2% (v/v)  100% d ' i nh ib i t i on  100% d ' i nh ib i t i on  

T A B L E A U  IV 

G L Y C O S Y L T R A N S F E R A S E S  M I C R O S O M I Q U E S  DU F O I E  DE S I N G E  

Les r6sul ta ts  son t  expr im~s  en p m o l  - ra in  -1 et r appor t~s  au m g  de prot~ines  m i c r o s o m i q u e s .  Les valeurs  
son t  la m o y e n n e  de qua t r e  cxp6r iences .  

Mannosyl -  N-Ac~tyl -  
t ransf~rase g lucosaminyl -  

t ransf~rase 

Activit~ mar accep t eu r s  endog~nes  0 .030  +_ 0 .0 1 0  0 .065  + 0 .016  
Activi t~ en  p resence  de 320  #g d ' a c c e p t e u r s  c h r o m a t i n i e n s  0 .0 3 4  _+ 0 .0 1 2  0 .0 6 8  + 0 .018  
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de contamination dventuelle par le rdticulum endoplasmique n'dtait signalde. 
Or, la localisation cellulaire principale de ces deux transfdrases se situe juste- 
ment  dans les membranes endoplasmiques qui ont, de plus, une relation dtroite 
avec les membranes nucldaires. Pour acqudrir la certitude de l 'existence de 
glycosyltransfdrases dans les membranes nucldaires, il faut absolument lever 
l 'hypoth~que d 'une contamination cytoplasmique. L'analyse enzymatique 
que nous avons effectude semble rdpondre ~ cette condition, puisque les 
membranes pdrinucldaires sont prat iquement  ddpourvues de trois activitds 
enzymatiques,  caractdristiques du reticulum endoplasmique et retrouvdes 
prdcddemment dans une fraction microsomique du foie de singe [7]. I1 faut 
dgalement prendre en considdration le facteur d'enrichissement de laN-acdtyl- 
glucosaminyltransfdrase vis ~ vis de l 'homog~nat et des noyaux (6-fois), alors 
que celui de la mannosyltransfdrase reste sensiblement dgal ~ 1 et ce malgrd 
la perte du substrat accepteur. A ce propos, cette divergence dans la rdcupdra- 
tion des deux activitds de transfert au niveau des membranes nucldaires semble 
peu compatible avec une contamination. En effet, les deux glycosyltransfdrases 
prdsentent la m~me localisation endoplasmique et fonct ionnent  avec des 
accepteurs endog~nes identiques; on voit mal comment  les membranes 
nucldaires seraient contamindes spdcifiquement par la N-acdtylglucosaminyl 
transfdrase et pas par la mannosyltransfdrase. I1 faut dgalement insister sur la 
trds faible activitd retrouvde au niveau des microsomes dans les conditions 
du fonct ionnement  opt imum avec les membranes nucldaires. 

Mais c'est le rSle joud par la chromatine en rant qu 'accepteur de mannose 
et de N-acdtylglucosamine qui est le plus intdressant. Ainsi, les accepteurs 
chromatiniens semblent spdcifiques des glycosyltransfdrases nucldaires, puis- 
qu'ils ne sont l 'objet  d 'aucun transfert de la part des microsomes. I1 s'agit l& 
d 'une indication prdcieuse sur le rSle biologique des transfdrases nucldaires: 
glycosyler des protdines chromatiniennes, vraisemblablement des prot~ines non 
histones. 

En effet,  la prdsence de sucres dans les protdines non-histones ~ ddj~ dtd 
montrde soit par analyse chimique [21--23], soit par marquage ~ l'aide de 
glucosamine tritide [24], soit par fixation de lectine [25]. I1 est plausible de 
postuler que la glycosylation de ces protdines s 'effectue au niveau de la mem- 
brane pdrinucldaire. 

La poursuite de ce travail s 'effectue selon deux objectifs: d 'une part, dtudier 
les mdcanismes des transferts de sucres avec intervention dventuelle d'inter- 
mddiaires polyisoprdniques et identifier les accepteurs, d 'autre part, prdciser 
le rSle de la glycosylation des protdines non-histories et apprdcier dans quelle 
mesure cette modification post-traductionnelle intervient dans leur fonction. 
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