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ABSTRACT 

Startmg from wheat root homogenates, particles catalyzmg the transfer of 
D-glucosyl residues from UDPGlc to phytosterols and the acylation of steryl D-ghICO- 

sides were punfied by sucrose gradlent centrlfugation The enzymes responsible for 
these reactlons seem to be locahzed on a specdic species of membranous organelle 

After acetone extractlon of the endogenous hpld material from the particles, the 
msoluble fraction retained Its enzymlc actwltxes The UDPGlc sterol glucosyltrans- 
ferase could then be solublhzed wth Tnton X-100 By mlumg the Trlton X-100 
supernatant wth the substrates UDPGlc and sterol, the transglucosylatIon system 
was reconstituted After addltlon of the acetone powder to the sterylgiucoslde and 
phosphatrdyl ethanolamme, which has been identified as an acyl donor, the formation 
of steryl acyl-D-glucosrde was observed 

SOMMAIRE 

A partlr d’homogenats de racmes de ble, les partlcules qul catalysent le trans- 

fert de resldus D-glucosyles de I’UDPGlc aux phytosterols et 1 acqlatlon des Stkyl-D- 

glucosldes ont Cte purlfiees par centnfugatlon sur gradlent de concentration de saccha- 

rose Les enzymes responsables de ces reactions semblent locahskes sur une categorle 
speclfique d’orgamtes membranalres 

Apres extractIon du materiel hpidlque endogene des partlcules par I’acCtone, 

la fraction msoluble conserve ses actwIt& enzymatlques La glucosyltransferase peut 
ensulte 6tre solublhsee par le Trlton X-100 En mklangeant cette fraction soluble avec 
Ies substrats UDPGIc et sterol, ie systeme de transglucosylatlon a ete reconstltue 

Par addltlon de steryl-D-glucoslde & la phosphatldyl-tthanolamme, ldentlfiee comme 
donneur d’acyle, on observe en prisence de la poudre acCtomque, Ia synthese de 
st&yl-acy&-glucoslde 

*Dedle au Professeur Jean-Emde Courtols a I’occaslon de son 65cme nnmversawe 

TCertams des resultats exposes dans ce memolre ont f&t I’obJet de pubkatlons prehmrnalresl ’ 
fAdresse actuelle Laboratolre de Blochlmle Fonctlonnelle des Plantes Departement de B~olog~e, 
C U Marsedle-Lummy, 13-Marsedle (France) 
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INTRODUCTION 

Les giycostdes de sterols entrent dans la composmon chrmrque de nombreuses 
plantes, peut-Ctre de toutes, et sont represent& par une grande varlete de substan- 
ces3-’ On constate souvent une analogte remarquable entre la structure de l’ohgo- 
saccharide constrtuant la copule glucrdrque4-6 et celle des mutes repttttwes des poly- 
saccharides des parers cellulawes 
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En general, une halson glycostdtque attache I’ose ou I’ohgosacchande au C-3 
du sterol, mars on connaxt d’autres pomts d’attache sur des sterols polyhydr oxyles” ’ 
11 nous a paru mteressant de precrser le mtcamsme brochrmtque de la glycosylatton 
des sterols dans le cas le plus sample, celut des mono-P-D-glucosrdes de phytosterols 

(steryl-D-glucosides) (1) Dans les plantes, les stCrylglucosldes sont accompagnes8 
par leurs d&n& 6’-O-acyl-J?-D-glucosyles (2) La glucosylatlon btologlque des sterols 
a deja fart 1’ObJet de plusreurs etudes 11 a et6 montrCg d’abord qu’une partre de la 
radroactwlte de I’urldme 5’-(z-D-glucopyranosyl-U-‘“C pyrophosphate) (UDP[U- 

‘“C]Glc) mfiltrke dans des femlles de lauue etalt retrouvee dans SG* et ASG Le 
transfert de r&dus D-glUCOSyk de 1’UDPGlc sur des phytosterols endogtnes et 
l’acylatron de SG par un donneur d’acyle mconnu ont CtC observes ensuite avec des 
homogenats d’organes vegetaux, bruts ou fractronnes par centnfugatron’ O-l3 
Cccl a conduct Erchenberger et Grob & proposer deux mecamsmes de reactron 
posstblesr4 

s t&a 

UOPG Ic -!!-- SG ax ASG (A) 

acyl-R sterol 

LJDPG Ic -!-- [Wyl-D-gi”cos>l]- A ASG =rgal: (B) 

*Abr&xatlons SG, steryk-glucostde hbre, ASG, steryl-acyl-D-giucoslde 
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Nous decrnons dans cette commumcatlon I’ldentlficatlon des rCactlons de la 

chaine (A) et la blosynthike de SG et ASG par des enzymes partlellement punfiees 

B park du blC en germmatlon 

&ULTATS ET DIscussIoN 

Isoleinent de J+aCtlOnspartlcldaIres synthe'trsant des ghrcohpldes - Lorsqu’un 
homogenat de racmes de blC est mls en mcubatlon en prksence d’UDP[U-‘“C]Glc, une 

partle de la radloactwltC est retrouvke’ ’ dans la fraction msoluble dans l’hydroxyde 
de sodium O,~M ii 100” La maJeure partle de I’actwte d’mcorporatlon se trouve dans 

une fraction partlcuh&e de I’homogenat Cette fraction de dens&Z volsme de 1,13 
a 4th lsolee par centrlfugatlon sur un gradlent hnealre de saccharose (Fig 1) Les 
partlcules amsl skparees ont etC ldentlfikes a des mlcrosomes’ ’ 6 Elles ne contlennent 

m mltochondnes, m structures plastldlales 
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FIN 1 IncorporatIon des rCsIdus n-glucosylc de I’UDPGlc dans la fraction msoluble dans I’hy- 
droxyde de sodwm des microsomes de ble Sedlmentatlon des microsornes sur gradlent lmda~re de 
saccharose Incubation des rmcrosomes, 10 mm a 29, en presence d’UDP[U-‘“CJGlc 1Opv (194 

Ct/mole) etde kfgC12 20 msr La radroactwte msoluble dans I’h>droqde de sodmm 0,.5x1 a 1OO’a ete 
mesuree suwant la R&f 15 Turbldite a 600 nm O---O , radroactwte mcorporee en Impulslons/mm 
--8)--_-b_, concentration de saccharose en % (p v) 

Dans les experiences de routme, les mlcrosomes ont CtC lsoles par centnfuga- 

tlon entre deux couches de saccharose de densite 1,095 au sommet et 1,169 au fond du 

tube Les mlcrosomes se retrouvent 5 I’mterface 
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Fig 2 Enregstrement de la radroactlwte sur un chromatogramme en couche mmce de s~hce 
Chromatographle dans le solvant A, d&e 1 h 45 mm (A) Glucohpldes radloacttfs obtenus apres 
mcubatlon d’UDP[U-‘%]Glc avec les mlcrosomes (B) MCme eupenence, apres sapomficatlon du 
melange radloactlf de I et II RadIoactwtC en umtes arbltralres 

Isolenzent et dentrficatron des glucoI~prdes - Aprk mcubatlon des mlcrosomes 
en prisence d’UDP[U- ] 14C Glc les substances radloactlves msolubles dans l’eau 
boulllante peuvent Ctre fractlon’n6es en deux groupes l’un est constltk par des 
/3-D-glucannes , l5 I’autre par des composCs solubles dans le melange chloroforme- 
mEthan Cette fraction hpldlque a CtC extralte par la mtthode de Lennarz et 
Talamo” Le mat&e1 hpldlque, concentri sous vrde, a Ct6 ensulte fractlonnC par 
chromatographle sur couche mmce de slhce (FI g 2) Deux plcs dlstmcts de radio- 
actlvrti (I) et (II), ont CtC Cl& et rechromatographk sCpartment sur couche mince 

en deux dlmenslons en prisence de SG et d’ASG prepares par la mkthode de Lepage’ 
Les radlogrammes montrent qu’une des taches radloactlves (I) cochromatographle 
avec SG et l’autre (II), avec ASG Par sapon&catIon dans le mCthano1 alcahn, II 
donne une seule tache radloactlve Identlque 5 1 et ti SG (Fig 2 et Tableau I) 

Par hydrolyse aclde de I, une seule tache radIoactIve est observCe par chromato- 
graphle sur papler, de RF ldentlque 2 celle du D-glucose tCmom (Solvant F) Enfin 
la cocnstalhsatlon de I avec du stkyl-D-glucoslde authentlque montre que I est effec- 
twement un stkyl-D-glucoslde et II le d&k acyle dCcrlt par Lepage Des rkultats 
parallkles ont 6th obtenus par d’autres auteursg 10*12 l4 En ralson de la falble quan- 

tltC des substances radloactwes obtenues en presence des nucrosomes, 11 n’a pas CtC 
possible d’ldentifier les dwers phytostkols endogkes qLu sont hes au D-glucose 
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I1 n’y a pas de ratson de penser qu’tls solent dtfiikents des stCroIs IdentifiCs par extrac- 

tlon des plantes entleres ou des homog6nats 13J8-20 Comme 11 sera montrC plus Iom, 

la reconstltutlon du systkme de blosynthke m urtro en presence de stkrols exogenes 

permet de confirmer les structures proposees pour les stCryl-glucosldes synthkses par 

les nucrosomes 

TABLEAU I 

IDENTIFICATION DE STERYL-D-GLUCOSIDES ET STERYL-ACYL-D-GLUCOSIDES SYNTHETISES 

ENZYhlATIQUEhIENT 

CocJtromatograpJtte en cottche mtttce 
de sthce 

RF 

I”+SG II”+ASG 

Solvant A 
Solvant B 
Solvant C 

Cocrtstulhsarton de (I) avec Jes 
steryJ-D-gJttc0stde.s da SOJL#' 

0,70 
0.62 
0,09 

RettdementWe 
crtstalJtsatton (%) 

0,86 
0,70 
0,3I 

Radtoacftvtte 
sprctfiqtIe= 

Melange avant crrstalhsatlon 4440 
lere Cnstalhsatlon 85 4810 
2eme Cnstalhsatlon 84 4430 
3eme Cnstallisation 81 4780 

“Substances marquees enzymatlquement SW Ir D-glucosyle-U- “C bCrlstalllsatron. dans le melange 
ether-chloroforme-methanol(6 2 1, v/v) ‘D&mtegratlons/mm/mg 

Fractronnenrent ties I~ICI osomes et se’paratron des acceptezrrs stProhqrres endo- 
g f?nes - Lorsque Ies mIcrosomes sont traItis par Ie Trlton X-100, feur capacltC 

de blosynthese de D-@Cannes est perdue mals 11s conservent la proprIM de synthe- 

tlser des st&yI-D-glucosldes (Tableaux II et III) Dans ces condltlons, I’actwtC est 

retrouvee dans le surnageant aprk centrlfugatlon pendant 2 h i 130 000 g 

TABLEAU II 

SOLUBILISATIOh PAR LE TRITON x-100 DE L’ACTIVITE DE TRAhSFERT DU RESIDU D-GLUCOSYLE DE 

L’UDPGIC AUX STEROLS 

Enzyme Restdtts D-gkOSJIe rransferPs” (nmoles/mg)b 

Attx j-D-gkCanneS Aur sterols endogenes 

Mlcrosomes 0,92 3,68 
Lysat total par le Tnton X-100 0 2,94 
Surnageant 130 000 g du lysat 0 3 55 
Culot 130 000 g du Iysat 0 0,16 

“Dans les condmons d mcubatlon decntes a la FIN 1 ‘mg de proteme des mnzrosomes employes pour 
chaque preparation 
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Par traltement acktomque des mlcrosomes, aprgs dlalyse, on obtlent une poudre 
adtono-msoluble et un extralt hpldlque soluble La poudre adtomque, remlse en 
suspension aqueuse, ne forme pIus SG ou ASG en prkence d’UDPGlc seul L’addl- 
tlon de stCrols au systeme restaure I’actwltC transglucosylase (Tableau III), mals le 
dtrwC acyle n’est pas form6 dans un tel systeme 

TABLEAU III 

TRANSFERT DU RESIDU D-GLUCOSYLE DE L’UDPGIC AUX STEROJ..Sa 

Enzymeb Resrdus D-glucose Ie rransferes 
(nmoles par rng de proteme) 

DRIIS SG Dam ASG 

A Mlcrosomes 0 2 18 I,26 
Mrcrosomes bourllls 0 0 0 
Lysatpar Je Ix-Iron X-100 0 I,46 0,32 

B Poudre acetomque des 0 0 0 
mlcrosomes EL’ 4,21 0,21 

Cholesterol I,33 0 

C Fraction de poudre acetomque 
i-Sltosterol 

0 0 
soluble dans Je Tnton X-100 3,76 0 

Stlgmasttrol 2,86 0 
Cholesterol 2,36 0 

“Pour ies condltlons d mcubatlon et de mesure, volr Partle ExperImentale *Quantlte de proteme 
Exp A 58 pg. Exp B 43 pg, Exp C 20 pg ‘EL extraIt IIpIdlque de mIcrosomes 0,9 mg 

L’actrwtC de transglucosyIatlon peut @tre soIublI&e B partlr de Ia poudre aceto- 
mque par Ie Trlton X-100 (Tabieau III) Le surnageant 130 000 9 de cette prkparatlon 
contlent 90% de I’actwltC qul cependant est lablIe et ne peut Ctre conservke plus de 
queiques heures, mCme B -35O Le Tableau III montre que pIusIeurs st&oIs, y comprls 
Ie cholestk-oi, sont des accepteurs du resldu D-glucosyle de I’UDPGlc en prisence de 
la prkparatlon enzymatlque La spCcdiclte des accepteurs sterohques n’a pas encore 
CtC CtudlCe cocpIi%ement 

Ces expkences su&rent que Ia blosynthke de SG et ASG a heu suwant Ie 

schema rkactionnel (A) pIut8t que suwant Ie schema (B) Ce fait est confirm6 par 
I’Ctude de Ia cmktlque d’mcorporatlon d’UDP[U-‘“CJGIc dans SG et ASG avec Ies 
prkparatlons mlcrosomaIesl et par Ies experiences dkrltes dans Ie paragaphe sulvant 

Acylarlon de SG eu prkence de porhe acPtomque de mcrosomes - Lorsque 
SG est mls en mcubatlon en presence de poudre adtomque, aucune reaction ne se 
prodmt en I’absence d’un donneur d’acyle exogtke L’actwt6 d’acylatlon est restauree 
en presence de I’extralt hpldlque de mlcrosomes ou de Ikthme brute de soya (Ta- 
bleau IV) 
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TABLEAU IV 

ACYLATION ENZYMATIQUE DES STERYL-D-GLUCOSIDES 

Enzyme Proteme 

tig) 

A’ Mlcrosomes 55 
Poudre acetontque 
des mlcrosomes 70 
Id 70 
td 70 

Bd Id 67 
Id 67 
Id 67 

Sabstrats et cofactertrs” Radloactrrrte xncorporee 
dam ASG* 

SG (21 000)” 

SG (16 800)b 
SG (18 520)b+EL (880_& 
SG (I7 860)*+PE (4OOpg) 
SG (17 200)b+PE (135 ,& 
SG (17 100)b+PE (135&+Mg’+ 
SG (16 900)b+PE (135 ,@+ATP 

6 450 

1.50 
9 960 
3 160 
4 800 
2 700 
5 650 

‘EL extralt hpldlque de mlcrosomes, PE phosphatldyl-&hanolamme de soya, Mg’+ 2mhr, ATP 
IrnV *Desmtegmt~onsfmm, SG steryl-o-[U-l~CJglucos~de prepare enzymattquement par 
transglucosylatlon ‘Volume total de 5O,ul, pour les condtttons d tncubatlon et de mesure, Volr la 
Part~e Expenmentale dMBmes condmons que dans’, sauf un vol total de 25 flI 

La fraction actwe de la Eclthme de soya a CtC purlfiee par chromatographle sur 
colonne d’aclde slhclque avec le melange de solvants chloroforme-methanol-eau 
(Tableau V) Les fractions Ies plus actlves ont et6 concentrees sous wde pws rechro- 

matographlees sur aclde slhclque par le melange de solvants acetate d’kthyle-chloro- 
forme-methanoI Une seule region actwe a CtC observee Cette fraction concentric 
sous vrde a Cte analysie et IdentlfiCe a la phosphatldyl-ethanolamme, comme 11 est 
dCcrIt dans la Partle Evptrlmentale D’autres echantlllons de PE’, provenant du bIC, 

TABLEAU V 

ACTIVITE D’ACYLATION DE SG DES FR ZCTIO’CS LIPlDIQUES DE LA LEClTHlhE BRUTE DE SOJAO 

Tabis no Con~posrrron de Ia fracnon Rad~oactmte mcorporee 
dam ASC’ 

Acetone-heptane 5a8 
(1 3. v/v) 14a25 
Chloroforme-methanol-eau 149 a 1.51 
(14 5 3 0 7 v/v) 152a154 

157 a 160 
Chloroforme-methanol-eau 197 a 204 
(1.5 30,9 3,1, V/L) 
Methanokau 221 a227 
(22 3, v/v) 233 a 237 

Aucun hplde 87 
Lectthme brute totale (500 J& 3340 
LIpIdes neutres, pigments sterols 780 
ASG Non mesure 
SG fmconnu 680 
SG+PE+DGDG” 1310 
PE+DGDG3 2700 
Phosphohptdes non analyses 560 

Id 685 
Id 490 

“Condmons d’mcubatron decrrtes dans le Tableau IV B, volume total de 40 111, SG-(glucos~ I-lJC) 
6000 desmtegratIons/mm, SG (soya) 4pg, Ia fraction hpldtque est essayee un ahquot correspondant 
a 7,5 mg de leclt,une brute deposte au sommet de la colonne “Fractlonnement sur coIonne d’aclde 
sdtclque CDesmtegratIons/mm dPE, phosphatldyl-ethanolamme, DGDG, d~galactosyld~gIyc&de 
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de I’kpmard ou de E coIz, restaurent I’actwlte de transacylatlon Le dlpalmltoyl-cr- 

glydrophosphate d’Cthanolamme de synthese est peu actif (Tableau VI) Jl est bon de 
rappeler que les PE naturelles contlennent toutes une proportion Importante d’acldes 

gras msaturk qul semblent nkessalres ii I’actiwtb De plus, la composltlon en acldes 

TABLEAU VI 

ACllWl’E DE TRAhSACYLATION DE DIVERSES PHOSPHATIDYL-ETHANOLAMlNES 

Sabstrat Actmte de transacylatton” 

WI 

PE (soja) 
PE (blk) 
PE (E colt) 
Dlpalmltoyl-GPEb 

100 
80 
39 

9 

“Mesuree dans les condltlons decrltes dans le Tableau IV A et exprlmee en % de l’actwte obtenue 
avec la PE de soya *GPE, glycero-l-phosphate d’ethanolamme 

gras de ASG est tres volsme de celle de PE (Tableau VII) On pouvalt alors supposer, 

solt que PE etait un actwateur de l’acylatlon en C-6 du groupe D-glucosyle de SG, 

solt que PE Ctalt reellement le donneur d’acyle de la reactlon de transacylatlon Pour Ie 

savolr, nous avons prepare de la phosphatldyl-Cthanolamme marquee par 13C dans 

TABLEAU VII 

CO\lPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA PHOSPHATIDYL-ElHAhOLAMINE ET DU STERYL-ACIL-D- 

GLUCOSIDE* 

Acldes gas PE (ble) PE (scqa) ASG (so~a)~ ASG (soda)’ 

c 16-O 21,7 32,s 33,7 33,9 
c 16-I 0 0 099 0 
c IS-0 0 231 7,O 62 
c IS-1 0 5,5 S,S 931 
c 18-2 45,2 52,s 47,4 43,2 
c IS-3 33,0 5,2 2,2 796 

“Valeurs exprlmees en % d’acldes totaux bD’apres Lepage* =D’apres Smgh et Pnvettz’ 

les acldes gras, par mcubatlon d’E colz avec de I’acetate-2-‘“C Par mcubatlon de 
SG et de pE-(ac~ I-‘“C) en prisence de la poudre adtowque, on constate que la radio- 

actwtC est mcorporie dans ASG (Fig 3) PE est effectwement le donneur d’acyle de 

cette reaction 
Les resultats du Tableau TV n’expnment pas les actwltes absolues des prkpara- 

tlons enzymatlques En effet la radloactwtC spklfique du substrat sttryl-D-[‘4C]- 
glucoslde prepare enzymatlquement n’est pas connue parce que les mlcrosomes qul 

ont permls de le p&parer contlennent d&J& des steryl-D-giucosldes hbres et acylh 
Dans quelques expc%ences 11 a ktC possible cependant d’estlmer I’actwlte de transfert 
d’acyle par dllutlon lsotoplque du substrat radio-actif avec du SG exog?ne En prC- 

sence de SG O,jmhi, l’actlvlte de transacylatron des =crosomes IysCs par le Trrton, 

Carbohyd Res , 24 (1972) 247-262 



D-GLUCOSYLATION DES PHYTOSTiROLS 255 

cm 

ASG 

SC 

Fig 3 Idermficatlon d ASG obtenu par mcubatron de SG et de PE-(nc~k”C), en presence depoudre 
acetontque Cochromatographte sur couche nllnce de s~hce du melange de lkclthlne brute de SOJ~ et dcs 

products de la reactton en.z>mattque (soixant C) La twhe radloactlre ASG a ete partxllement 
purlfise par unc premlsre chromatographx dans Ie sohant D .& gauche revelatIon au reactrf de 
Llebermann A drolte autoradtographle 

mew&e par la methode decrlte dans la Partle Experimentale est 12,5 nmoles par mg 
de proteme en 5 mm La mtme mesure d’actwte effectuee avec la poudre acetomque 

dehpldee et addltlonnee de PE d’E colt est $8 nmoles par mg de proteme en 5 mm 

Recoitsfuuftoiz drt systeme couplet - Le Tableau VIII montre la reconstltutlon 

du systeme compIet de transglucosyiatlon et d’acylatlon en presence d’UDPGlc, de 
choIest&oI et de PE, mls en mcubatlon avec une poudre acetomque de mlcrosomes 

TABLEAU VIII 

RECO\STITLTIOU DU SYSTEVE EYZ’I V4TIQUE DE S\ NTHESE DE CHOLESTERX L-D-GLUCOSIDE 

LIBRE ET AC\ LE 

Dam SC Dam ASG 

S~steme cornpI& 11300 58.50 
PE omlse 21450 160 
CholesteroI onus 0 0 
PE et cholesterol omis 0 0 

“DCsmt&grations~mm bVow Partle Expkrnnentale 
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II faut en conclure qu’ll exlste blen deux enzymes dans ces fractions particu- 
lalres, l’une capable de transfker le r&du D-glucosyle de I’UDPGlc aux stCrols, la 
deuxleme capable d’acyler les stkyl-D-glucosldes suwant les deux schCmas reac- 
tlonnels 

UDPGlc sterol glucosyltransferase 

UDPGlcC Sterol --f UDP-F 3-St&yl-D-glucosIde 

Phosphatxdyl-ethanolammestkyl-D-glucoslde acyltransfkase 

SG+ PE * 3-Steryl-(6acyl-D-glucosIde)+Jyso PE 

(0 

(D) 

Les constantes de MIchaelIs des substrats sont mdlquees dans le Tableau IX 
Aucun cofacteur dlalysable n’a ete trouve pour la premlkre reactlon La deux+me 
reaction est fortement mhlbee par Mg’* et actwee 1Cgkement par I’ATP (Tableau IV) 

TABLEAU IX 

CONSTANTESD AFFIhITEAPPARENTESDESSUBSTRATS DE LAGLUCOSYL-TRANSFERASEETDE 

L'ACYL-TRANSFERASE 

Enzyme Sabstrat Constatrtes d’afinrte (mxl) 

Glucosyl-transferase" 

Acyl-transferase" 

UDPGlc 0,028 
&%tosterol 0.30 
SG (soJa) 0,16 

PE (SOJa) -9 

"Pourles condltlons de mesure voirla Partie Evpenmentale bValeur approxlmatwe 

Nous avons mentlonk prkedemment que les mlcrosomes semblent Ctre de 
beaucoup la fraction cellulalre la plus actwe dans la blosynthkse des D-glucosides 
de phytosterols En partlcuher les mltochondrles ne contlennent que tr&, peu ou pas 
cette activitC16 Les mCmes fractions mxcrosomales catalysent aussl la blosynthke des 
/3-D-glucannes mals aucune evidence ne permet de reher, de faGon prkclse, la synthcse 
des polysacchandes et celle des D-glucosides de sterols D’aprk Ies r&ultats antCrleurs 
de Kauss ‘I, les n8tres15 et ceux de la prisente etude, on constate qu I! est possible de 
separer les actwtes de blosynthese des fl-D-glucannes et des D-glucos1des de stCrols 
par les fractions mlcrosomales Le Tableau X r&me ces resultats 

11 est neanmoms remarquabIe de constater que les steryl-D-glucosldes sont des 
constltuants ubrqultalres des plantes et qu’IIs semblent Jouer un r81e important dans 
la structure hpldlque des membranes cellulalres 11s ne devralent done pas Ctre consl- 
d&k comme des prodmts secondawes du metabollsme Dans le cas ou la copule 
glucldique est un ohgosacchande, 11 seralt mdressant de prkser les rkactlons de 
blosynthke qul donnent nalssance B la structure spkfique de la chaine L’mter2t 
pharmacodynamlque et les effets physlologlques d’un certain nombre d’entre eux 
apportent un mteret supplementalre B l’ktude de leur blosynthbe22 

A notre connalssance, le transfert enzymatlque d’un aclde gras d’un phosphoh- 
plde condmsant B l’esterlficatlon d’un ose n’avat Jamals CtC decrlt Mentionnons que 
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Condttrons e~permentales 

Szrbstrar Deterrent Cofactear 

Syntltese obseroee” 

D- Glucannes 

8-U-31 BU-4 

Stem l-mglacosrdes 

Llbres A cvles 

UDPGlcb 0 

UDPGl&’ 0 
UDPGlcb Trlton X-100 
UDPGlcb Trlton X-100 
UDPGlcb Dlgltonme 
UDPGlcb Dlgnonme 
SG 0 
SG 0 

Mg=* 
0 
Mgz+ 
0 
MS’+ 
0 
MS’+ 
0 

+ 
+ 
0 
0 
+ 
+ 
0 

0 

+ 
0 
0 
0 
+ 

0 

0 

0 

++ i- 
+ +-f- 
++ + 
+ ++ 
0 0 
0 0 

+ 

-i--t 

‘Pour les condltlons experxmentales et valeurs numerlques, VOIT Ref 15 et Tableaux III et IV 
bConcentratlon 10 phf 

dans les mlcrosomes mtacts, la maJeure partie des stkyl-D-glucosldes se trouve sous 
forme acylee L’actwte d’acylatlon mesuree III mtro et la proportlon de phosphatr- 
dyi-Cthanolamme des hpldes des mlcrosomes permettent de penser que la rgactlon 
d’acylatlon dCcnte s’opere III IIILJO 

PARTIE EXPiRIXlEhTALE 

Techmqrres chromatog~ aphrqrres - Les lIpIdes ont ete chromatographles sur 
couche mmce de skce sur films plastlques (Schlelcher et Schull F 1500) dans les 
systcmes de solsants suwants (A) chloroforme-mCthanoI-eau (65 25 4, v/v), 
(B) 2,6-dnnethyl-L-heptanone-aclde acetlque-eau (20 15 2, v/v), (C) acitone- 
heptane (1 I), (D) chloroforme-methanol (43 7, v/v) (E) chloroforme-acetate 
d’ethyle-methanol (2 5 3, v/v) Les steroIdes ont ete reveles par pulvtksatlon du 
reactlf modlfie de Llebermann” ou d’aclde perchlorrque a 20 %, puts chauffage a I i 0”, 
pendant 3 a 4 mm Les reactlfs unhses pour Ies phosphohpzdes ammes etalent 

la nmhydrme (2 g/l) dans 1 alcool butyhque sature d eau et le r&ctrf de Dlttnlerz3 
Le D-gIucose obtenu par hydrolyse de SG dans I’aclde chlorhydrique en solu- 

tlon aqueuse saturee a 0” (30 mm ii 20”) a &te chromarographle sur papler Whatman 
no 1 dans Ie solvant F alcool butyhque-aclde acetlque-eau (4 1 2, v/v) et revele par 
la benzrdme tnchloracetlque 

La radIoactwtC sur les chromatogrammes a ete dktectee au moyen d’un 
compteur enreglstreur Tracerlab 4 K Scanner et dans certames experiences par auto- 
radlographle 

Tampon I - Ii contlent du chlorhydrate de 2-ammo-2-hydroxymethyl-l,3- 
propanedlol (Trls) O,ls~ et du 2-hydroxy-I-ethanethlol (2-mercaptoethanol) 5mhr, 

PH 795 
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Substrats - Les st&yl-D-glucosldes hbres et acyles ont Ctk obtenus ii partw 
de 22 g de ICclthme brute de soJa (Touzart et Matlgnon, France), par chromatographle 

sur colonne d’aclde slhclque selon la mithode de Lepage’ SG a Cte purlfie par crlstal- 

hsatlons successwes dans l’ether (quantlte obtenue 80 mg) ASG a CtC rechromato- 
graph16 sur une colonne (3 x 17 cm) d’aclde slhclque Malhnckrodt (100 mesh) Un gra- 
dlent ImCalre de chloroforme-methanol de composltlon 100 0 B 22 3 (v/v) et de volume 

total 700 ml a etC utlhse pour l’elutlon ASG a CtC elue par le melange 19 1 (v/v) 
(quantlte obtenue 180 mg sous forme d’hulle) 

La PE du soya a etC obtenue B partlr de I,8 g de 1Cclthme brute commerclale, 
la PE d’E colr a partlr d’un extralt hpldlque de bactCrres (43 mg de hpldes pour 7,5 g 
de cellules centnfugees), prepare suwant la mCthode de Kanfer et Kennedyz4 et la 
PE de blt extralte des raclres par la m&me rrethode (300 mg de hpldes pour 75 g de 
materlel frals) Dans les trols cas les techmques de purlficatlon de PE Ctalent sembla- 

bles Un premier fractlonnement des hpldes a ete effectue sur colonne d’aclde slhclque 
Malhnckrodt (100 mesh) avec les sqstemes de solvants acetone-heptane (1 3, v/v, 
2 5 vol de colonne), chloroforme (1 vol ), chloroforme-methanol-eau (93 6,75 0,25 & 
30 61,8 8,2, v/v, 5,3 vol ) et mCthanol-eau (22 3, v/v, 1 vol ) Les fractions contenant 

PE (Tableau V) ont tte rechromatographltes sur colonne d’aclde slhclque prealable- 

ment CqulhbrGe avec le solvant d’elutlon chloroforme-acetate d’ethyle-methanol 
(2 5 3, v/v) Le SG a ete retrouvC dans le volume mort, sulw lmmedlatement par Ie 
dlgalactosyldlglycerIde, la PE a ete eluee apres passage de 3 vol de solvant Ce 
fractlonnement a Cte rCahse sur une colonne de 3 x 23 cm dans Ie cas du soya (182 mg 
de hpldes deposes, 98 mg de PE obtenue), sur une colonne de I,2 x 19 cm dans le cas 
d’E co11 (25 mg de lrpldes deposes, 26 mg de PE obtenue). enfin, dans le cas du ble, 

sur une colonne de 1 x 15 cm (27 mg de hpldes deposes, 23 mg de PE obtenue) 
L’UDPGlc, I’ATP, le choIestCro1 et le dlpalmltoyl-glydro-I-phosphate 

d’Cthanolamme Ctalent des products commerclaux de Calblochem (La Jolla, 
C&forma) Un echantlllon de PE d’Cpmard nous a et6 almablement fourm par Ie D’ 
R Deuce (Umverslte de Parls VI, France), Ie D’ R Goutarel (C N R S , Glf-sur- 
Yvette, France) nous a fait don de /I-sltosterol et de stlgmasterol et le D’ A Plcaud 

(C N R S , Glf-sur-Yvette, France), de dlgalactosyldlglycerrde L’UDP[U-14C]Glc 
(194 Cl/mole) a ete prepart? enzymatlquement par mcubatlon de sc-D-glucopyranosyle- 
U-lsC phosphate et d’UTP, en presence d’UDPGlc-pyrophosphorylase de blC2’ 
I1 a ete purlfie par chromatographle bldlmenslonnelle sur paplerZ6 

Les steryl-[U-‘sC]glucosldes ont etC synthetlses enzymatlquement avec un rende- 
ment de 25 % par mcubatlon pendant 1 h 5 30” du melange suwant UDP[U-‘4C]Glc 
20 nmoles (3,V ~.tCl), extralt hpldlque de mlcrosomes 2,5 mg, Trlton X-100 13 mg, 
poudre acetornque de mlcrosomes (I ,I mg de proteme) dans Ie Tampon I, volume 
total 280 irl Le melange d’mcubatlon inactive B 100” a ete sapomfie par l’hydroxyde 
de sodium 0,5&r, pendant 5 mm & IOO”, pour desacyler I’ASG form6 Aprcs extraction 

des hpldes par la methode de Lennarz et Talamo l7 SG radloactlf a &e purlfie par , 
trols chromatographles successives sur couche mince de slhce dans les solvants 
D,AetE 
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La PE-(acyZ- ‘“C) a et6 obtenue suwant Ja mCthode de Kanfer et Kennedyz4 
avec les modlficatIons suwantes gJycCro1 0,2 % dans Je mlheu de culture, mcubatlon 
de 1 ml de suspension cellulalre d’E cub K 12 HFr H (0,3 mg de matlere seche) avec 
1 pmole d’ac&ate-2-‘SC (50 Cl/mole) pendant 3 h a 37” Apres preclprtz tlon des 
cellules par I’aclde trrchloracCtlque 2 10 % et centnfugatlon, Je culot back5 len a CtC 
iave par I’eau et s&h& par l’ethanol et Je benzene, avec Cvaporatlon sous vlde Au 

matrkel set on a aJoutC 0,J ml de mtthanol B 55”, pms 0,2 ml de chlorofor;ne, et la 
suspension obtenue a Cte deposte sur une plaque de slhce Deux chromatographles 
successwes real&es en atmosphere d’azote dans Jes systemes de solvants A et E ont 
permls d’IsoJer la PE (quantlte obtenue 2 ,&I) Sa radloactwte speclfique Ctalt 
volsme de 30 Cl/mole 

hfertt$catlotz du domew d'acj/e Isole dt SO/a - Cette ldentlficatlon est basee 
sur Jes expkences suwantes 

L’hydroJyse alcahne de la substance, selon Dawsonz7, a fourm un ester phospho- 
rlque hydrosoluble qul a Cte Ident& par cochromatographle sur plaque de cellulose 
(Eastman no 6064, solvant de Paladmlz6, pH 3,s) avec le GPE provenant de dIpal- 
mltoyJ-GPE de synthese, traltC d’une mamere parallele La tache (RF 0,43) a etC 
detectee par Ja nmhydrme et Ie reactIf phosphomolybdlque” 

La fraction heptane-solubIe des products de saponlficatlon de la substance par 
I’hydroxyde de potassmm O,%r en sol&on dans le methanol a fourm des acldes 
gras qul ont ktk mkthyles par le dlazomCthane en solution etheree et analyses par 
chromatographle en phase gazeuse (colonne de 2 m, entrainexnent ii I’azote, phase 
statlonnalre, poJyethyI~negJyco1 adlpate a IO o/o sur (< Chromosorb)> temperature, 
188”, detecteur a rcnrsatlon de fJamme) Les dlverses durees de retention ont ete 

comparCes a cells d’esters methyhques authentlques Le pourcentage des divers 
acldes a CtC mesurC par mtegrdtlon du contour des plcs enreglstres 

La substance a cochromatographle avec Je dlpalmltoyl-GPE dans Jes solvants 
A et E (R, 0,45 et 0,12, respectwement) et a rkagl posltl\ement g la nmh>drme et au 

reactlf speclfique des phosphollpldes23 
L’ethanolamme a CtC ldentlfiee comme seule substance azotee contenue dans 

Jes prodwts d hydrolyse acrde” par chromatographle sur colonne de resme echan- 
geuse d Ions (( Chromobeads )) a I’alde d’un auto-analjseur Techmcon et comparalson 
du temps de rCtentlon atec ceux d’echantllions authentlques 

Le dosage d’azote et de phosphore, apres mmerahsatlon, et le dosage de la 
fonctlon ester acyJe3’ ont don& Ies resuitats sulvants Calc pour la phosphatldyl- 
kthanolamme N P acyl ester 1 1 2, trouve N P acyl ester 0,98 0,99 I,82 

Pr$paratzort des nmrosomes de racmes de blP - Des grams de ble (T~ztrcrrnr 

samrrm L , c v Molsson-VlJmorm) Iavis et hydrates pendant 24 h dans J’eau courante, 

ont ete mis en germmatlon en atmosphere saturante ti 22-24” sur des plaques perforees 
Aprtk 36 h enwron, Jes racmes des plantules ont ete coupCes au rasolr et WIllsees, 

sort & 1 etat frais, soxt apres conservation Q -25” 
La prkparatlon des mlcrosomes a ete adaptee de celle decrlte par Ray et al 31 

Le dttalI en a Cti expose antineurement’ ‘Toutes Jes preparations ont ete condwtes 
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en Tampon I La fraction de I’homogenat des racmes qul sCdlmente entre 2500g et 
130 000 g (20 mm) dans le Tampon I-saccharose (18 %, p v) a Cte placee au sommet 
d’un gradient lmealre de saccharose dans le meme tampon (FIN 1) Apres centnfuga- 
tlon pendant 2 h B 25 000 t p m dans le rotor SW 27 d’une centrifugeuse Spmco 
(Beckman Inst ), la turbidltt des dlverses fractions a 600 nm a Ctt mesur&e photo- 
mCtrlquement et les actlwtes enzymatlques ont et6 dosees La methode pr&Cdente a 
6th StmpllfiCe pour ies prCparations enzymatiques qui suivent par sidlmentatlon des 
mlcrosomes a l’mterface de deux couches de Tampon I-saccharose (25 % et 45 %, p v), 
pendant 2 h ti 25 000 t p m dans le rotor SW 27 Les mlcrosomes amsl obtenus ont ete 
conserv& pendant plusieurs Jours a - 35O sans perte de leurs actwit& de synth$se de 
st&yl-D-glucosldes En partant d’une masse fraiche de racmes de 75 g, on a obtenu une 
fraction actwe de volume 2 ml enwon contenant 1,5 mg de protCme par ml La quan- 
tote de protCme des prCparatlons a ete mesuree par la technique de Itzhakl et 
Gll132 

Pt &ffratron de Ia porrdte acetoiqrie des n21c1oson2e.v - Les mlcrosomes ont 
et& dlalyds pendant 6 h ii 0” contre du Tampon I puls agltes avec 6 vol d’acetone 
a - 15” Le culot rCsultant d’une centnfugatlon pendant 2 mm B 12 000 g a ete lav6 
B l’ac&one et seche sous wde pendant 12 h B 0” II peut Ctre conserve B I’etat set B 
-25” pendant quelques Jours Le smnageant acCtomque a ete concent& et &he 
sous wde Zi la temperature de 640” L’extralt hpldlque contenalt 2,3 mg de hpldes par 
mg de proteme des mlcrosomes 

Sohbrhsatron des preparatrom enqmatques pa, le Trrron X-100 - Apres 
sCparation par centnfugation, les microsomes, en suspension dans Ie Tampon I- 
saccharose, ont ete addmonnes d’une solution de Trlton X-100 (octylphenoxypoly- 
ithoxy&hanol, Rohm et Haas Co , Phlladelphla, Pennsylvama) dans le mtme tampon, 
Jusqu’ii une concentration de 0,28 % dans le melange La perte de turbldlte h 600 nm 
etalt d’enwron 60% La suspension a ete ensulte centnfugCe pendant 1 h a 
36 000 t p m dans le rotor Spmco n 0 40 L’actwtC de blosynthese des glucohpldes 
a et6 mesurte dans le surnageant et dans le culot de centrlfugatlon rerms en suspension 
dans le mCme volume de Tampon I-saccharose 

L’actwte UDPGlc sterol glucosyltransferase a ete solubIltsee a partlr des 
poudres adtomques preparees comme decrlt dans les paragraphes precedents Dans 

une preparation type, 2,6 mg de poudre acetonrque ont &e mls en suspensmn clans 
0,55 ml de Tampon I contenant du Trlton X-100 (0,5 %) La suspension a ete centnfu- 
gee pendant 20 mm B 36 000 t p m dans le rotor SW 65 Le surnageant et le culot remls 
en suspenston dans le msme volume de tampon ont ete employes pour mesurer les 
actwt&, enzymatlques L’addltlon de Tr,ton X-100 & la poudre acetomque conduit in 
la solublllsatlon de 40 2 50 % des protemes totales 

Essats enzJn2atques - Transfert de reshs v-glmosqle de I’lJDPGIc artx 

stkrols Le systeme complet de volume total 50 ~1, etaIt constltue d’UDP[U-‘“C]Glc 
(2,5 nmoles, 0,l !tCi), de stCro1 (50 nmoles) et d’enzyme, tampon& par le Tampon I 
Les substrats hpldlques ont &e aJout& en solutmn dans 5 ~1 de Trlton X-100 ii 
25% Lorsque la poudre acetomque de mlcrosomes italt la source d’enzyme, elle a 
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et6 rinse en suspension dans Ie tampon d’mcubatton, au moment de I’emploi Aptis 
mcubatron pendant 5 mm a 30”, on a arr&C la reaction par chauffage B 1OO”, pendant 
3 mm 

La constante d’afhmtC apparente du fi-sttostkol a et& mesuree dans Ies mt?mes 
condrtrons en modlfiant de 11 B 540~~ la concentratron du subs&at, en presence de 
poudre acetonique (42 pg de proteme par essar) 

Pour la mesure de la con&ante de Mrchaehs de I’UDPGlc, on a utihd comme 
source d’enzyme des rmcrosomes lyses par le Trrton (120 pg de proteme par essat), en 
presence de substrat ~PM B lmbr, sans addrtron de steal exog&e 

Acylatron des sttfryl-D-ghrcoszdes Les condrttons standard d’mcubatlon &talent 
les suwantes . les stCryI-D-lu;14C]glucosrdes et les donneurs d’acyle drssous dans 5 ~1 
de Trrton X-100 Q 25 %, ont et& aJout& & la suspenston de poudre acetomque dans 
le Tampon I (volume total de 50 ~1) Dans le cas de l’essat avec Ies microsomes, SC; 
darts 5 ~1 de methanol, a Ctk qoutt si la preparatron de partlcules en suspensron dans 
le Tampon I-saccharose sans donneur d’acyle exogene Apres mcubatton a 30” pen- 
dant 30 mm, on a inactive les melanges pendant 3 mm B 100”. 

La mesure de la constante de Michaehs de SG a ete fatte dans les condttrons 
standard, en prksence de substrat 0,Ol B ImM et de 400 ,ug de PE pour chaque essar 
La durke d’mcubation a Cte redude B 5 mm 

Pour le cas partlculier du transfert d’acyl-14C de la PE d’E colz aux St&y&D- 
glucostdes de soya non radloactlfs (Ftg 4), I’mcubatron a Cte real&e comme sun : 5 ,ul 
d’une solutron dans Ie Trrton X-100 B 25 % contenant SG (14 mg), PE (200 pg, 
1 &I) et ATP (25 nmoles) ont et& ajoutCs a la suspension de poudre acetomque dans 
le Tampon 1 (volume total 25 ~1) Apres 1 h a 30*, une nouvelle add&on de la meme 
quanttte d’enzyme dans 15 ~1 de Tampon I a 6t6 fatte et I’mcubatron poursuwre pen- 
dant 1 h encore (quantltk totale de Prot&ne : 140 pg). 

Reconstrtzdron drr syst&ne de transghrcosylaz’~on et de transacylatxw Le m6Iange 
mrs en mcubatlon pendant 30 mm fi 30” contenalt UDP[f4C]Glc 2,5 nmoles (0,l ,&I), 
PE (soja) 340 nmoles, cholesterol 25 nmoles, ATP 25 nmoIes, poudre ac&ornque de 
microsomes (41 fig de proteme) dans un volume total de 25~1 de Trrton X-100 2,5% 
dans le Tampon 1 

Le systeme precedent a 6te employ6 pour la mesure de la constante d’affite 
apparente de PE pour la transacylase, en f?usant vaner Ia concentration de subs&at 
de 0 B 4On~ Cette m&hode ne fourmt qu’une valeur approchCe de la constante 
d’a5te et a BtC ut&sCe faute de disposer d’une quantite sufhsante de substrats hprch- 
ques radroactlfs 

Meswes des actwtt% de blosynthkse de SG et ASG - Les products hpldrques 
des r&ctrons enzymattques ont CtC ~soles par chromatograpke du melange reactronnel 
mactw&, depose drrectement SW couche mmce de srhce, smvant une bande de largeur 
2 cm Pour les essars effectues en pr&ence de mtcrosomes, Ies bprdes ont Ctb pr&la- 
blement exh-arts par du chloroforme-mBthanc1 (2-&v/v) selon la m6thode de Lennarz 
et Talamoi7. Le solvant D a et6 employ6 pour le developpement des chromatogram- 
mes s&ant une premere dunenslon Dans quelques experiences (volr le texte) les 
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anes radloactrves ont Ctt Cl&es par le chloroforme-methanol et rechromatog-raphrkes 

dans le solvant c 
La radloactivlt6 mcorporee dans SG et ASG a it6 mesurCe B l’alde d’un comp- 

teur & scintillation IiquIde Packard Tn-Carb (Packard Instrument Co , Inc , Downers 

Grove, Ilhnols), par deux mCthodes La premrkre conslstalt B dktacher l’aire radloactx- 
ve de la plaque de slhce et 5 placer dlrectement la substance en poudre dans le melange 
scmtlllant Les rendements obtenus par cette technique Ctalent constants mals non 

dlrectement calculables Dans la seconde mCthode, Ies products ont Ct6 elub de la 

slhce par le chloroforme-mCthanol(2 1, V/Y). concentrCs sous vide, repns par Ie chloro- 

forme et comptCs Dans les deux cas, les comptages etalent effectues avec 13 ml de 
hqurde scmtlllant comprenant du 2,5-dlph&yloxazole (0,4%) et du 1,4-bls-(4-m&thy& 
5-phCnyloxazoI-2-yl)-benzene (0,025 %), en solution dans du toluene 
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