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D-GLUCOSYLATION DES PHYTOSTEROLS
ET ACYLATION DES STERYL-b-GLUCOSIDES
EN PRESENCE D’ENZYMES DE PLANTES*t

C Peaup-Lenoir et M Axerost
Laboratore de Phorosynthese, C N R S, 91-Gif-sur-Yvette (France)
(Regu le 12 decembre 1971 accepte le 25 janvier 1972)

ABSTRACT

Starting from wheat root homogenates, particles catalyzing the transfer of
D-glucosyl residues from UDPGIc to phytosterols and the acylation of steryl D-gluco-
sides were purified by sucrose gradient centrifugation The enzymes responsible for
these reactions seem to be localized on a specific species of membranous organelle

After acetone extraction of the endogenous lipid material from the particles, the
insoluble fraction retained its enzymic activities The UDPGiIc sterol glucosyltrans-
ferase could then be solubilized with Triton X-100 By mixing the Triton X-100
supernatant with the substrates UDPGIc and sterol, the transglucosylation system
was reconstituted After addition of the acetone powder to the sterylglucoside and
phosphatidyl ethanolamine, which has been identified as an acyl donor, the formation
of steryl acyl-D-glucoside was observed

SOMMAIRE

A partir d’homogenats de racines de ble, les particules qui catalysent le trans-
fert de residus D-glucosyles de ’'UDPGIc aux phytosterols et 1 acylation des stéryl-p-
glucosides ont éte purifiees par centrifugation sur gradient de concentration de saccha-
rose Les enzymes responsables de ces reactions semblent localisées sur une categorie
specifique d’organites membranaires

Apres extraction du materiel ipidique endogene des particules par l’acétone,
la fraction insoluble conserve ses activités enzymatiques La glucosyltransferase peut
ensutte &tre solubilisée par le Triton X-100 En mélangeant cette fraction soluble avec
les substrats UDPGIc et sterol, le systéme de transglucosylation a ete reconstitue
Par addition de steryl-p-glucoside a la phosphatidyl-éthanolamine, identifiec comme
donneur d’acyle, on observe en présence de la poudre acétonique, ia synthese de
stéryl-acyl-p-glucoside

*Dedie au Professeur Jean-Emile Courtois a Poccaston de son 65eme anniversaire

TCertains des resultats exposes dans ce memotre ont fait I'objet de publications prehminaires! 2
fAdresse actuelle Laboratoire de Biochimie Fonctionnelle des Plantes Departement de Brologie,
C U Marseille-Luminy, 13-Marseiile (France)
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248 C PEAUD-LENQEL, M AXELOS
INTRODUCTICN

Les giycosides de stérols entrent dans la composition chimique de nombreuses
plantes, peut-étre de toutes, et sont représentés par une grande varieté de substan-
ces’> On constate souvent une analogie remarquable entre la structure de 1’oligo-
saccharide constituant la copule glucidique®*® et celle des umités répétitives des poly-
saccharides des parois cellulaires
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En géneral, une haison glycosidique attache I’ose ou ’oligosaccharide au C-3
du stérol, mais on connait d’autres points d’attache sur des stérols polyhydioxylés® 7
Il nous a paru intéressant de preciser le mécanisme biochimique de la glycosylation
des sterols dans le cas le plus simple, celur des mono-fg-pD-glucosides de phytostérols
(stéryl-p-glucosides) (1) Dans les plantes, les stérylglucosides sont accompagnes®
par leurs dérivés 6’-O-acyl-B-D-glucosyles (2) La glucosylation biologique des stérols
a deja fait I’objet de plusieurs etudes Il a eté montré® d’abord qu’une partie de la
radioactivité de 1’unidine 5'-(a-p-glucopyranosyl-U-!*C pyrophosphate) (UDP[U-
14C]Glc) mnfiltrée dans des feuilles de laitue etait retrouvée dans SG” et ASG Le
transfert de résidus D-glucosyle de I"UDPGIc sur des phytostérols endogénes et
P’acylation de SG par un donneur d’acyle inconnu ont été observés ensuite avec des
homogenats d’organes végetaux, bruts ou fractionnes par centnifugation!?-13
Cec1 a conduit Eichenberger et Grob a proposer deux mecanismes de réaction
possibles’*

sterol acyl-R
UDPGIc N sSG ASG (A)
acyl-R sterot acides gras
UDPG Ic [Ocyl-b-giucosyl]- N\ ASG SG e

*Abréviations SG, steryl-p-glucoside Iibre, ASG, steryl-acyl-D-glucoside
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D-GLUCOSYLATION DES PHYTOSTEROLS 249

Nous decrirons dans cette communication P’identification des réactions de la
chaine (A4) et la biosynthése de SG et ASG par des enzymes partiellement purifiées
a partir du blé en germination
RESULTATS ET DISCUSSION

Isolement de fractions particulaires synthétisant des glucolipides -— Lorsqu’un
homogenat de racines de blé est mis en incubation en présence d’UDP[U-'*C]Glc, une
partie de la radioactivité est retrouvée'® dans la fraction insoluble dans ’hydroxyde
de sodium 0,5M a 100° La majeure partie de ’activite d’incorporation se trouve dans
une fraction particuliére de I’homogenat Cette fraction de densité voisine de 1,13
a été 1solée par centrifugation sur un gradient linéaire de saccharose (Fig 1) Les
particules ains: séparees ont eté identifiées a des microsomes! '€ Elles ne contiennent
m mtochondries, m structures plastidiales
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Fig 1 Incorporation des résidus D-glucosyle de P'UDPGIc dans la fraction mnsoluble dans I’hy-
droxyde de sodium des microsomes de ble Sedimentation des microsomes sur gradient linéaire de
saccharose Incubation des microsomes, 10 mun a 25° en présence A’UDP{U-1*C]Glc 10 u™ (194
Ci/mole) etde MgCl-> 20 mivt La radioactivite insoluble dans I’hydroxyde de sodium 0,5vt a 100°a ete
mesuree suivant la REf 15 Turbidite a 600 nm O-—--0O, radioactivite mmcorporee en impulsions/min
—&——@—, concentration de saccharose en % (p V)

Dans les experiences de routine, les microsomes ont été isoles par centrifuga-
tion entre deux couches de saccharose de densite 1,095 au sommet et 1,169 au fond du
tube Les microsomes se retrouvent a 'interface

Carbohyd Res, 24 (1972) 247262
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Fig 2 Enregistrement de la radioactivite sur un chromatogramme en couche mince de silice

Chromatographie dans le solvant A, durée 1 h 45 min (A) Glucolipides radioactifs obtenus apres
incubation ’UDP[U-!*C]Glc avec les microsomes (B) Méme experience, apres saponification du
melange radioactif de I et II Radioactivité en umtes arbitraires

Isolement et 1dentification des glucolipides — Aprés mcubation des microsomes
en présence d’UDP[U-!*C]Glc, les substances radioactives insolubles dans 1’eau
bouillante peuvent €tre fractionnées en deux groupes I'un est constitué par des
B-D-glucannes!®, 'autre par des composés solubles dans le mélange chloroforme—
méthanol Cette fraction lipidique a été extraite par la méthode de Lennarz et
Talamo'” Le matériel lipidique, concentré sous vide, a été ensuite fractionné par
chromatographie sur couche munce de silice (Fig 2) Deux pics distincts de radio-
activité (I) et (II), ont été €lués et rechromatographiés séparément sur couche mince
en deux dimensions en présence de SG et d’ASG prépares par la méthode de Lepage®
Les radiogrammes montrent quune des taches radioactives (I) cochromatographie
avec SG et 1’autre (II), avec ASG Par saponification dans le méthanol alcaln, 1I
donne une seule tache radioactive identique a I et a SG (Fig 2 et Tableau I)

Par hydrolyse acide de I, une seule tache radioactive est observée par chromato-
graphie sur papier, de Ry identique a celle du D-glucose témormn (Solvant F) Enfin
la cocristallisation de I avec du stéryl-D-glucoside authentique montre que I est effec-
tivement un stéryl-D-glucoside et IT le dérivé acylé décrit par Lepage Des résultats
paralléles ont été obtenus par d’autres auteurs® '®2 1* En raison de la faible quan-
tit€ des substances radioactives obtenues en presence des microsomes, il n’a pas été
possible d’identifier les divers phytostérols endogénes qui sont hes au D-glucose
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Il n’y a pas de raison de penser qu’ils soient difiérents des stérols 1dentifiés par extrac-
tion des plantes entieres ou des homogénats!3:*8-20 Comme 1l sera montré plus loin,
la reconstitution du systéme de biosynthése mn vifro en présence de stérols exogénes
permet de confirmer les structures proposées pour les stéryl-glucosides synthétises par
les microsomes

TABLEAU I

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

Cochromatographie en couche nunce Rg
de stlice

I°*+SG I°+ ASG
Solvant A 0,70 0,86
Solvant B 0,62 0,70
Solvant C 0,09 0,31
Cocnistallisation de (I) avec les Rendemenfde Radicactivite
steryl-D-glucosides du soja® cristallisation (%) specifique®
Melange avant cristallisation 4440
lere Cnstalhsation 85 4810
2eme Cristallisation 84 4430
3eme Cristallisation 81 4780

“Substances marquees enzymatiquement sur le p-glucosyle-U-1-C *Cristallisation dans le mélange
ether—chloroforme-methanol (6 2 1, v/v) “Désintegrations/min/mg

Fractionnement des nmuciosomes et séparation des accepteurs stéroliques endo-
génes — Lorsque les microsomes sont traités par le Triton X-100, leur capacité
de biosynthése de D-glucannes est perdue mais ils conservent la propriété de synthe-
tiser des stéryl-D-glucosides (Tableaux II et III) Dans ces conditions, Pactivité est
retrouvee dans le surnageant aprés centrifugation pendant 2h 4 130000 g

TABLEAU 1I

SOLUBILISATION PAR LE TRITON X-100 DE L’ACTIVITE DE TRANSFERT DU RESIDU D-GLUCOSYLE DE
L"UDPGIc AUX STEROLS

Enzyme Residus D-glucosy le transferés® (nmoles{mg)®
Aux f-p-glitcannes Aux sterols endogenes

Microsomes 0,92 3,68

Lysat total par le Triton X-100 0 2,94

Surnageant 130 000 g du lysat 1] 355

Culot 130 000 g du lysat 0 0,16

“Dans les conditions d incubation decrites a la Fig 1 “mg de proteine des microsomes employes pour
chaque preparation
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Par traitement acétonique des microsomes, apres dialyse, on obtient une poudre
acétono-mnsoluble et un extrait lipidique soluble La poudie acétomique, remise en
suspension aqueuse, ne forme plus SG ou ASG en présence d’UDPGIc seul L’addi-
tion de stérols au systeme restaure 1’activité transglucosylase (Tableau III), mais e
dérivé acylé n’est pas formé dans un tel systéme

TABLEAU III .
TRANSFERT DU RESIDU D-GLUCOSYLE DE L’UDPGIc Aux STEROLS?

FEnzyme® Accepteurs hpidiques Residus D-glucoszle transferes
exogenes (nmoles par mg de proteine)
Dans SG Dans ASG
A Microsomes 0 218 1,26
Microsomes bouillis 0 0 0
Lysat par le Triton X-100 0 1,46 0,32
B Poudre acetonque des 0 0 0
mICrosomes EL° 4,21 0,21
Cholesterol 1,33 (4]
C Fraction de poudre acetonique 0 0 0
soluble dans le Triton X-100 B-Sitosterol 3,76 0
Stigmastérol 2,86 0
Cholesterol 2,36 0

2Pour les conditions d incubation et de mesure, voir Partie Experimentale ®Quantite de proteme
Exp A 58 ug,Exp B 43 ug, Exp C 20 ug “EL extrait ipidigue de microsomes 0,9 mg

L’activité de transglucosylation peut étre solubilisée a partir de la poudre aceto-
mque par le Triton X-100 (Tableau III) Le surnageant 130 000 g de cette préparation
contient 90% de ’activité qui cependant est labile et ne peut €tre conservée plus de
quelques heures, méme & —25° Le Tableau III montre que plusieurs stérols, y compris
le cholestérol, sont des accepteurs du residu D-glucosyle de I’'UDPGIc en présence de
la préparation enzymatique La spécificite des accepteurs steroliques n’a pas encore

été étudiée complétement
Ces expériences suggérent que la biosynthése de SG et ASG a lieu suivant le

schéma réactionnel (A4) plutdt que smvant le schéma (B) Ce fait est confirmé par
I’étude de la cinétique d’incorporation d’UDP[U-*C]Glc dans SG et ASG avec les
préparations microsomales! et par Ies experiences d<crites dans le paragraphe suivant

Acylation de SG en présence de poudre acétomque de microsomes — Lorsque
SG est mis en mcubation en presence de poudre acétonique, aucune réaction ne se
produrt en Pabsence d’un donneur d’acyle exogéne L’activité d’acylation est restauree
en presence de I’extrait hipidique de microsomes ou de lécithine brute de soja (Ta-

bleau IV)
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TABLEAU IV
ACYLATION ENZYMATIQUE DES STERYL-D-GLUCOSIDES
Enzyme Proteine Substrats et cofacteurs® RadioactiLire incorporee
(ug) dans ASG®
A<c Microsomes 58 SG (21 000)® 6 450
Poudre acetonique
des microsomes 70 SG (16 800)° 150
id 70 SG (18 520)°+EL (880 ug) 9 960
id 70 SG (17 860)*+ PE (400 ug) 3160
BY id 67 SG (17 200)*+ PE (135 ug) 4 800
1d 67 SG (17 100)*+PE (135 pg) +Mg2+ 2 700
id 67 SG (16 900)*+PE (135 ug)+ATP 5 650

°EL extrait hpidique de microsomes, PE phosphatdyl-éthanolamine de soja, Mg2* 2mm, ATP
1mv  ®Desintegrations/mmun, SG steryl-D-[U-**C]glucoside prepare enzymatiguement par
transglucosylation <Volume total de 50 ul, pour les conditions d incubation et de mesure, voIr 1a
Partie Expenimentale “Mémes conditions que dans<, sauf un vol total de 25 ul

La fraction active de la lécithine de soja a été purifiée par chromatographie sur
colonne d’acide silicique avec le melange de solvants chloroforme-méthanol-eau
(Tableau V) Les fractions les plus actives ont eté concentrees sous vide puis rechro-
matographiées sur acide silicique par le melange de solvants acetate d’éthyle—chloro-
forme-methanol Une seule region active a été observee Cette fraction concentrée
sous vide a éte analysée et identifiée a la phosphatidyl-ethanolamine, comme 1l est
décrit dans la Partie Expérimentale D’autres echantillons de PE™, provenant du blé,

TABLEAU V

ACTIVITE D’ACYLATION DE SG DES FRACTIONS LIPIDIQUES DE LA LECITHINE BRUTE DE SOJA®

Solvant d elution® Tubcesno  Compostrion de la fraction Radwactivite tncorporee
dans ASG*©

Aucun ipide 87
Lecithine brute totale (500 ug) 3340

Acetone-heptane 5a8 Lipides neutres, pigments sterols 780

(13, v/v) 14a25 ASG Non mesure

Chloroforme—methanol-eau 149 a 151 SG-+inconnu 680

(1453307 v/v) 152a154 SG+PE+DGDGH 1310

157a160 PE+DGDG* 2700

Chloroforme-methanol-eau 197 2204 Phospholipides non analyses 860

(15 30,9 4,1, v/+)

Methanol-eau 2212227 1d 635

(22 3, v/v) 233a237 id 490

2Conditions d’incubation decrites dans le Tableau IV B, volume total de 40 ul, SG-(glucosyl-1*C)
6000 desintegrations/min, SG (soja) 4ug, la fraction hipidique est essayee un aliquot correspondant
a 7,5 mg de lecit:une brute déposée au sommet de la colonne *Fractionnement sur colonne d’acide
silicique “Desintegrations/min 9PE, phosphatidyl-ethanolamimne, DGDG, digalactosyldiglycéride

Carbohyd Res, 24 (1972) 247-262
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de I’épmnard ou de E coli, restaurent ’activite de transacylation Le dipalmitoyl-a-
glycérophosphate d’éthanolamine de synthése est peu actif (Tableau VI) Il est bon de
rappeler que les PE naturelles contiennent toutes une proportion importante d’acides
gras msaturés qui semblent nécessaires a I’activité De plus, la composition en acides

TABLEAU VI
ACTIVITE DE TRANSACYLATION DE DIVERSES PHOSPHATID YL-ETHANOLAMINES
Substrat Activite de transacylation®
(%)
PE (s0ja) 100
PE (blé) 80
PE (E coli) 39
Dipalmitoyl-GPE? 9

“Mesuree dans les conditions decrites dans le Tableau IV A et exprimee en % de ’activité obtenue
avec la PE de soja ®GPE, giycero-1-phosphate d’ethanolamine

gras de ASG est tres voisine de celle de PE (Tableau VII) On pouvait alors supposer,
soit que PE etait un activateur de 1’acylation en C-6 du groupe D-glucosyle de SG,
soit que PE était reellement le donneur d’acyle de la reaction de transacylation Pourle
savoir, nous avons preparé de la phosphatidyl-éthanolamine marquée par '*C dans

TABLEAU VII

COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA PHOSPHATIDYL-ETHANOLAMINE ET DU STERYL-AC YL-D-
GLUCOSIDE®

Acides gras PE (ble) PE (soja) ASG (soja)® ASG (soja)¢
C 16-0 21,7 32,8 33,7 33,9

C 16-1 0 0 0,9 0

C 18-0 0 2,1 7,0 6,2

C 18-1 0 3,5 8,8 9,1

C 18-2 45,2 52,5 47,4 43,2

C 18-3 33,0 5,2 2,2 7,6

2Valeurs exprimees en % d’acides totaux ®D’apres Lepage® °D’apres Singh et Privett2!

les acides gras, par mcubation d’E colt avec de Pacetate-2-'*C Par mcubation de
SG et de PE-(ac) I-1*C) en présence de la poudre acéton:que, on constate que la radio-
activité est incorporée dans ASG (Fig 3) PE est effectivement le donneur d’acyle de
cette reaction

Les resultats du Tableau I'V n’expriment pas les activites absolues des prépara-
tions enzymatiques En effet la radioactivité spécifique du substrat stéryl-p-[**C]-
glucoside prepare enzymatiquement n’est pas connue parce que les microsomes qui
ont permus de le préparer contiennent déja des steryl-D-glucosides hibres et acylés
Dans quelques expériences 1l a été possible cependant d’estimer "activité de transfert
d’acyle par dilution isotopique du substrat radio-actif avec du SG exogéne En pré-
sence de SG 0,5mM, I’activite de transacylation des microsomes lysés par le Triton,

Carbohyd Res , 24 (1972) 247-262
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Fig 3 Idenufication d ASG obtenu par incubation de SG et de PE-(acy [-*~C), en présence de poudre
acetonique Cochromatographie sur couche mince de silice du melange de lécithine brute de soja et des
produits de Ia reaction enzymatique (solvant C) La tiche radioactive ASG a ete partiellement
purifiee par unc premiere chromatographie dans le sohvant D A gauche revelation au reacuf de
Liebermann A droite autoradiographie

mesurée par la methode decrite dans la Partie Experimentale est 12,5 nmoles par mg
de proteme en 5 min La méme mesure d’activite effectuee avec la poudre acetonique
delipidee et additionnee de PE d’E col: est 3,8 nmoles par mg de proteine en 5 min

Reconstitution du systeme complet — l.e Tableau VIII montre la reconstitution
du systéme complet de transglucosylation et d’acylation en presence d’UDPGlc, de
cholestérol et de PE, mis en incubation avec une poudre acétonique de nmucrosomes

TABLEAU VIHI

RECONSTITUTION DU SYSTEME ENZYMATIQUE DE SYNTHESE DE CHOLESTERY L-D-GLUCOSIDE
LIBRE ET ACXYLE

Velange nus en incubation Radoacrivite wcorporee®
Dans SG Dans ASG

Systeme complet? 11300 5850

PE omise 21450 160

Cholestero! omis 0 0

PE et cholesterol omus 0 0

aDésintégrations/min YVoir Partie Expérimentale

Carbohyd Res, 24 (1972) 247-262
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11 faut en conclure qu’il existe bien deux enzymes dans ces fractions particu-
laires, 1’'une capable de transférer le résidu Dp-glucosyle de I’'UDPGIc aux stérols, la
deuxieme capable d’acyler les stéryl-p-glucosides swmvant les deux schémas reac-
tionnels

UDPGIc sterol glucosyltransferase (%)
UDPGIc+Sterol ——> UDP-+3-Stéryl-p-glucoside

Phosphatidyl-ethanolamine stéryl-p-glucoside acyltransférase (D)
SG+PE —— 3-Steryl-(6-acyl-p-glucoside) +lyso PE

Les constantes de Michaelis des substrats sont indiquees dans le Tableau IX
Aucun cofacteur dialysable n’a ete trouve pour la premicre reaction La deuxiéme
réaction est fortement inhibee par Mg?* et activee légérement par I’ATP (Tableau IV)

TABLEAU IX

CONSTANTES D AFFINITE APPARENTES DES SUBSTRATS DE LA GLUCOSYL-TRANSFERASE ET DE
L’ACYL-TRANSFERASE

Enzyme Substrat Constantes d’affinite (mnm)
Glucosyl-transférase® UDPGlc 0,028

B-Siiosterol 0,30
Acyl-transferase® SG (soja) 0,16

PE (soja) ~5°

“Pour les conditions de mesure vorr la Partie Expernimentale *Valeur approximative

Nous avons mentionné précédemment que les microsomes semblent étre de
beaucoup ia fraction ceilulaire la plus active dans la biosynthése des D-glucosides
de phytosterols En particulier les mitochondries ne contiennent que trés peu ou pas
cette activité'® Les mémes fractions microsomales catalysent aussi la biosynthése des
B-D-glucannes mais aucune evidence ne permet de relier, de fagon précise, la synthése
des polysaccharides et celle des p-glucosides de sterols D’aprés les résultats antérieurs
de Kauss'!, les notres!® et ceux de la présente étude, on constate gqu 1l est possible de
separer les activites de biosynthese des f-D-glucannes et des D-glucosides de stérols
par les fractions microsomales Le Tableau X résume ces resultats

11 est neanmoins remarquable de constater que les stéryl-p-glucosides sont des
consiituants ubiquitaires des plantes et qu’ils semblent jouer un réle important dans
la structure hpidique des membranes cellulaires 1Ils ne devratent donc pas étre consi-
dérés comme des produits secondaires du metabolisme Dans le cas ou la copule
glucidique est un oligosaccharide, 1l serait intéressant de préciser les réactions de
biosynthése qui donnent naissance a la structure spécifique de la chaine L’interét
pharmacodynamique et les effets physiologiques d’un certain nombre d’entre eux
apportent un nterét supplementaire a 1’étude de leur biosynthése??

A notre connaissance, le transfert enzymatique d’un acide gras d’un phosphoh-
pide conduisant a I’esterification d’un ose n’avait jamais €té decrit Mentionnons que
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TABLEAU X

SYNTHESE DE D-GLUCANNES ET DE STERYL-D-GLUCOSIDES PAR LES MICROSOMES DE BLE

Conditions experunentales Synthese observee®

Substrar Detergent Caofacteur D-Glucannes Srery [-D-glucosides

B-(I—3) p-(I—4) Libres Acyles

UDPGIc? o Mg+ + + =+ 4 +
UDPGIc” 0 0 + 0 + +
UDPGIcP Triton X-100 Mg2t 0 0 + -+ +
UDPGIc? Triton X-100 0 0 0 + +
UDPGIc? Digitonine Mg2+ + + 4] 0
UDPGIc? Digitonine V] + 0 0 0
SG 0 Mg2+ 0 0 +
SG 0 0 0 0 + +

“Pour les conditions expérimentales et valeurs numerniques, voir Ref 15 et Tableaux III et IV
?Concentration 10 um

dans les microsomes intacts, la majeure partie des stéryl-D-glucosides se trouve sous
forme acylee L’activite d’acylation mesuree i vifro et la proportion de phosphati-
dyl-éthanolamine des hipides des microsomes permettent de penser que la réaction
d’acylation décrite s’opere m vivo

PARTIE EXPERIMENTALE

Techiuques chromarograpliques — Les hipides ont ete chromatographies sur
couche mince de stlice sur films plastiques (Schleicher et Schull F 1500) dans les
systemes de solvants survants (A) chloroforme-méthanol-eau (65254, v/v),
(B) 2,6-dimethyl-4-heptanone-acide acetique-eau (20152, v/v), (C) acétone-
heptane (1 1), (D) chloroforme-methanol (437, v/v} (E) chloroforme-acctate
d’ethyle-methanol (253, v/v) Les steroides ont cte reveles par pulvérisation du
reactif modifie de Liebermann® ou d’acide perchlorique a 20 %, puis chauffage a 110°,
pendant 3 a 4 min Les reactifs utilises pour les phospholipides amines etaient
la minhydrnine (2 g/1) dans 1 alcool butylique sature d ¢au et le réactif de Dittmer>?>

Le D-glucose obtenu par hvdrolyse de SG dans ’acide chlorhydrique en solu-
tion aqueuse saturee a 0° (30 mun a 20°) a éte chromatographie sur papier Whatman
n° 1 dans Ie solvant F alcool butylique-acide acetique-eau (4 1 2, v/v) et revele par
la benzidine trichloracetique

La radioactivité sur les chromatogrammes a cte détectee au moyen d’un
compteur enregistreur Tracerlab 4 = Scanner et dans certaines experiences par auto-
radiographie

Tampon I — 1i contient du chlorhydrate de 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-
propanediol (Tris) 0,1M et du 2-hydroxy-l-ethanethiol (2-mercaptoethanol) Smw,
pH 7,5

Carbohyd Res, 24 (1972) 247-262



258 C PEAUD-LENOEL, M AXELQOS

Substrats — Les stéryl-D-glucosides hibres et acyles ont €té obtenus a partir
de 22 g de lécithine brute de soja (Touzart et Matignon, France), par chromatographie
sur colonne d’acide silicique selon la méthode de Lepage® SG a éte purifie par cristal-
hisations successives dans 1’ether (quantite obtenue 80 mg) ASG a été rechromato-
graphié sur une colonne (3 x 17 cm) d’acide silicique Mallinckrodt (100 mesh) Un gra-
dient Iinéaire de chloroforme—-methanol de composition 100 0 a 22 3 (v/v) et de volume
total 700 ml a eté utilise pour ’elution ASG a été elue par le mélange 19 1 (v/v)
(quantite obtenue 180 mg sous forme d’huile)

La PE du soja a eté obtenue & partir de 1,8 g de lécithine brute commerciale,
la PE d’E coli a partir d’un extrait ipidique de bactéries (43 mg de lipides pour 7,5 g
de cellules centrifugees), preparé smivant la méthode de Kanfer et Kennedy®* et la
PE de blé extraite des racires par la méme methode (300 mg de lipides pour 75 g de
materiel frais) Dans les trois cas les techniques de purification de PE étaient sembla-
bles Un premuer fractionnement des fipides a ete effectue sur colonne d’acide silicique
Mallinckrodt (100 mesh) avec les systemes de solvants acetone-heptane (1 3, v/v,
2 5 vol de colonne), chloroforme (1 vol ), chloroforme-methanol-eau (93 6,75 0,25 a
30 61,8 8,2, v/v, 5,3 vol ) et méthanol-eau (22 3, v/v, 1 vol ) Les fractions contenant
PE (Tableau V) ont €te rechromatographiées sur colonne d’acide silicique prealable-
ment équihibrée avec le solvant d’elution chloroforme-acétate d’éthyle-méthanol
(253, v/v) Le SG a ete retrouvé dans le volume mort, sutvi immediatement par le
digalactosyldiglyceride, la PE a ete cluee apres passage de 3 vol de solvant Ce
fractionnement a éte réalise sur une colonne de 3 x23 cm dans le cas du soja (182 mg
de lipides deposes, 98 mg de PE obtenue), sur une colonne de 1,2 x 19 cm dans le cas
d’E coli (28 mg de hipides déposes, 26 mg de PE obtenue). enfin, dans le cas du blé,
sur une colonne de 1x15cm (27 mg de lipides déposes, 23 mg de PE obtenue)

L’UDPGIlc, I’ATP, le cholestérol et le dipalmitoyl-glycéro-1-phosphate
d’éthanolamine étaient des produits commerciaux de Calbiochem (La Jolla,
California) Un échantillon de PE d’épinard nous a été aimablement fourni par le D*
R Douce (Universite de Paris VI, France), le D* R Goutarel (CN R S, Gif-sur-
Yvette, France) nous a fait don de f8-sitosterol et de stigmasterol et le D" A Picaud
(CN RS, Gif-sur-Yvette, France), de digalactosyldiglycerirde L’UDP[U-!'*C]Glc
(194 Ci/mole) a ete préparé enzymatiquement par mcubation de «-D-glucopyranosyle-
U-'*C phosphate et d’UTP, en presence d’UDPGlc-pyrophosphorylase de blé?®
Il a ete purifie par chromatographie bidimensionnelle sur papier>S

Les steryl-[U-'*C]glucosides ont eté synthetises enzymatiquement avec un rende-
ment de 25 % par mncubation pendant 1 h 4 30° du melange smivant UDP[U-!4C]Glc
20 nmoles (3,9 uCi), extrait hpidique de microsomes 2,5 mg, Triton X-100 13 mg,
poudre acetonique de microsomes (1,I mg de proteine) dans le Tampon I, volume
total 280 ul Le melange d’incubation nactive 4 100° a ete saponifie par I’hydroayde
de sodium 0,5M, pendant 5 mun a 100°, pour desacyler I’ASG formé Aprés extraction
des lipides par la methode de Lennarz et Talamo!?, SG radioactif a éte purifie par
trois chromatographies successives sur couche miunce de silice dans les solvants
D,AetE
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La PE-(acyl-'*C) a été obtenue survant la méthode de Kanfer et Kennedy?*
avec les modifications swivantes glycérol 0,2 % dans le milieu de culture, incubation
de 1 ml de suspension cellulaire d’E colt K12 HFr H (0,3 mg de matiere seche) avec
1 umole d’acétate-2-'4C (50 Ci/mole) pendant 3 h a 37° Apres precip:t: tion des
cellules par I’acide trichloracétique a 10% et centrifugation, le culot bactérien a été
lave par I’eau et séché par I’ethanol et le benzene, avec évaporation sous vide Au
matériel sec on a ajouté 0,1 ml de méthanol a 55°, puis 0,2 ml de chloroforme, et la
suspension obtenue a éte deposée sur une plaque de silice Deux chromatographies
successives réalisées en atmosphere d’azote dans les systemes de solvants A et E ont
permis d’isoler la PE (quantite obtenue 2 uCi) Sa radioactivite spectfique était
voisine de 30 Ci/mole

Identification du donneur d’acyle isole du soja -— Cette 1dentification est basée
sur les expériences suivantes

L hydrolyse alcaline de la substance, sclon Dawson®’, a fourn: un ester phospho-
rique hydrosoluble qui a éte 1dentifié par cochromatographie sur plaque de cellulose
(Eastman n° 6064, solvant de Paladini*®, pH 3,8) avec le GPE provenant de dipal-
mitoyl-GPE de synthese, traité d’une mamére parallele La tache (R 0,43) a eté
detectee par Ia ninhydrine et le réactif phosphomolybdique?®

La fraction heptane-soluble des produits de saponification de la substance par
I’hydroxyde de potassium 0,5M en solution dans le methanol a fourni des acides
gras qui ont été méthyles par le diazométhane en solution etheree et analyses par
chromatographie en phase gazeuse (colonne de 2 m. entrainement a 'azote, phase
stationnarre, polyethyléneglycol adipate a 10% sur « Chromosorb» temperature,
188°, detecteur a icaisation de flamme) Les diverses durees de retention ont ete
compaiées a celles d’esters methyliques authentiques Le pourcentage des divers
acides a été mesuré par intégration du contour des pics enregistres

La substance a cochromatographie avec le dipalmitoyl-GPE dans les solvants
A et E (Rp 0,45 et 0,12, respectivement) et a réag: positivement a la ninhydrine et au
reactif specifique des phospholipides®?

L’ethanolamne a été 1dentifiee comme seule substance azotee contenue dans
les produits d hydrolyse acide?? par chromatographie sur colonne de resine echan-
geuse d 10ns « Chromobeads » a I’aide d’un auto-analyseur Technicon et comparaison
du temps de rétention avec ceux d’echantillons authentiques

Le dosage d’azote et de phosphore, apres mineralisation, et le dosage de la
fonction ester acyle?? ont donné les resultats swivants Calc pour la phosphatidyl-
éthanolamine N P acyl ester 1 12, trouve N P acyl ester 0,98 0,99 1,82

Préparation des nucrosomes de racines de blé — Des gramns de ble (Ti1ticun
satreum L , ¢ v Moisson-Vilmorin) lavés et hydrates pendant 24 h dans ’eau courante,
ont ete mis en germination en atmosphére saturante a 22-24° sur des plaques perforees
Aprés 36 h environ, les racines des plantules ont ete coupées au rasoir et utilisees,
sort 4 | etat frais, soit apres conservation a —25°

La préparation des microsomes a ete adaptee de celle decrite par Ray er af 3*
Le détail en a €té exposé antérieurement’ Toutes les preparations ont ete conduites
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en Tampon I La fraction de I’homogenat des racines qui sédimente entre 2500 g et
130 000 g (20 min) dans le Tampon I-saccharose (18 %, p v) a éte placee au sommet
d’un gradient ineaire de saccharose dans le méme tampon (Fig 1) Apres centrifuga-
tion pendant 2h & 25000t pm dans le rotor SW 27 d’une centrifugeuse Spinco
(Beckman Inst), Ia turbidité des diverses fractions a 600 nm a été mesurée photo-
métriquement et les activites enzymatiques ont eté dosées La methode précédente a
été stmplifiée pour les préparations enzymatigues qui suivent par sédimentation des
microsomes a I'interface de deux couches de Tampon I-saccharose (25% et 45%, p V),
pendant 2 h 325000t p m dans le rotor SW 27 Les microsomes ainst obtenus ont ete
conservés pendant plusieurs jours a — 25° sans perte de leurs activités de synthése de
stéryl-p-glucosides En partant d’une masse fraiche de racines de 75 g, on a obtenu une
fraction active de volume 2 ml environ contenant 1,5 mg de protéine par ml La quan-
tite de protéine des préparations a ete mesuree par la technique de Itzhak: et
Gili®?

FPiéparation de la poudre acetonique des microsomes — Les microsomes ont
eté dialysés pendant 6 h 4 0° contre du Tampon I puis agites avec 6 vol d’acetone
a —15° Le culot résultant d’une centrifugation pendant 2 mimn & 12000 g a ete lavé
a l’acétone et seche sous vide pendant 12 h a 0° 1l peut étre conserve a I’etat sec a
—25° pendant quelques jours Le suinageant acétonique a étc concentré et séche
sous vide a la temperature de <<40° L’extrait ipidique contenait 2,3 mg de lipides par
mg de proteme des microsomes

Solubilisation des preparations enzymatiques par le Triton X-100 — Apres
séparation par centrifugation, les microsomes, en suspension dans le Tampon I-
saccharose, ont ete additionnes d’une solution de Triton X-100 (octylphenoxypoly-
éthoxyéthanol, Rohm et Haas Co , Philadelphia, Pennsylvania) dans le méme tampon,
jusqu’ad une concentration de 0,28 % dans le melange La perte de turbidite a 600 nm
etait d’environ 60% La suspension a ecte ensuite centrifugée pendant lh a
36 000t p m dans le rotor Spinco n° 40 L activité de biosynthese des glucohpides
a eté mesurée dans le surnageant et dans le culot de centrifugation remis en suspension
dans le méme volume de Tampon I-saccharose

L’activite UDPGlc sterol glucosyltransferase a ete solubilisee a partir des
poudres acétoniques preparees comme decrit dans les paragraphes precédents Dans
une preparation type, 2,6 mg de poudre acetonique ont éte mis en suspension dans
0,65 mi de Tampon I contenant du Triton X-100 (0,5%) La suspension a ete centrifu-
gee pendant 20 min 4 36 000 t p m dans le rotor SW 65 Le surnageant et le culot remus
en suspension dans le méme volume de tampon ont ete employes pour mesurer les
activités enzymatiques L’addition de Tr.ton X-100 & la poudre acetonique conduit &
la solubilisation de 40 a 50% des proteines totales

Essais enzymatiques -— Transfert de residus p-glucosyle de P'UDPGlc aux
stérols Le systéme complet de volume total 50 pul, etait constitue d’UDP[U-'*C]Glc
(2,5 nmoles, 0,1 uCr), de stérol (50 nmoles) et d’enzyme, tamponnés par le Tampon I
Les substrats hpidiques ont éte ajoutés en solution dans 5yl de Triton X-100 a
25% Lorsque la poudre acetomque de microsomes était la source d’enzyme, elle a
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été mise en suspension dans le tampon d’incubation, au moment de I’emploi Aprts
incubation pendant 5 mun A 30°, on a arrété la réaction par chauffage & 100°, pendant
3 mmn

La constante d’affimité apparente du S-sitostérol a été mesurée dans les mémes
conditions en modifiant de 11 & 540um la concentration du substrat, en présence de
poudre acetonique (42 ug de prot€ine par essar)

Pour la mesure de la constante de Michaelis de I'UDPGIc, on a utilisé comme
source d’enzyme des microsomes lysés par le Triton (120 ug de protéine par essar), en
présence de substrat Sum 4 1mMm, sans addition de stérol exogéne

Acylation des stéryl-p-glucosides Les conditions standard d’incubation étaient
les suivantes . les stéryl-p~-[U-'*Clglucosides et les donneurs d’acyle dissous dans 5 gl
de Triton X-100 & 25%, ont été ajoutés a la suspension de poudre acétomque dans
le Tampon I (volume total de 50 pl) Dans le cas de I’essa1 avec les microsomes, SG,
dans 5 pl de methanol, a été ajouté 4 la préparation de particules en suspensiton dans
le Tampon I-saccharose sans donneur d’acyle exogene Aprés incubation a 30° pen-
dant 30 min, on a inactivé les mélanges pendant 3 min a 100°,

La mesure de la constante de Michaelis de SG a été faite dans les conditions
standard, en présence de substrat 0,01 & imm et de 400 ug de PE pour chaque essa1
La durée d’incubation a €té réduite 4 5 mun

Pour le cas particulier du transfert d’acyl-'*C de la PE d’E coli aux stéryl-p-
glucosides de soja non radioactifs (Fig 4), I’incubation a été réalisée comme suit: 5 ul
d’une solution dans le Triton X-100 & 25% contenant SG (14 mg), PE (200 ug,
1 #C1) et ATP (25 nmoles) ont eté ajoutés & la suspension de poudre acétomque dans
le Tampon I (volume total 25 gl) Aprés 1 h 4 30°, une nouvelle addition de la méme
quantité d’enzyme daas 15 ul de Tampon I a été faite et I'incubation poursuivie pen-
dant 1 h encore (quantité totale de protéine : 140 ug).

Reconstitution du systéme de transglucosylaiion et de transacylarion Le mélange
mis en incubation pendant 30 min i 30° contenait UDP[**C]Glc 2,5 nmoles (0,1 uCi),
PE (soja) 340 nmoles, cholestérol 25 nmoles, ATP 25 nmoles, poudre acétomique de
microsomes (41 ug de protéine) dans un volume total de 25x1 de Triton X-100 2,5%
dans le Tampon I

Le systéme précédent a été employé pour la mesure de la constante d’affimité
apparente de PE pour la transacylase, en faisant varier la concentration de substrat
de 0 4 40mM Cette méthode ne fourmt qu’une valeur approchée de la constante
d’affinité et a été utilisée faute de disposer d’une quantité suffisante de substrats lipidi-
ques radioactifs

Mesures des actités de biosynthése de SG et ASG — Les produmts lipidiques
des réactions enzymatiques ont &té 1solés par chromatographie du melange réactionnel
machivé, déposé directement sur couche mince de silice, sutvant une bande de largeur
2 cm Pour les essais effectués en présence de mucrosomes, les ipides ont été préala-
blement extraits par du chloroforme-méthancl (2-1,v/v) selon la méthode de Lennarz
et Talamo*”. Le solvant D a été employé pour le développement des chromatogram-
mes suivant une premiére dimension Dans quelques expériences (voir le texte) les
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aires radioactives ont été éluées par le chloroforme-méthanol et rechromatographices

dans le solvant ¢

La radioactivité incorporée dans SG et ASG a ét€ mesurée & 1’aide d’un comp-
teur a scintillation liguide Packard Tri-Carb (Packard Instrument Co , Inc , Downers
Grove, lllinois), par deux méthodes La premiére consistait & détacher ’aire radioacti-
ve de la plaque de silice et 2 placer directement la substance en poudre dans le mélange
scintillant Les rendements obtenus par cette technique étaient constants mais non
directement calculables Dans la seconde méthode, les produits ont été elués de la
silice par le chloroforme-méthanol (2 1, v/v), concentrés sous vide, repris par le chloro-
forme et comptés Dans les deux cas, les comptages etaient effectues avec 13 ml de
Iiquide scintillant comprenant du 2,5-diphényloxazole (0,4 %) et du 1,4-bis-(4-méthyl-
5-phényloxazol-2-yl)-benzéne (0,025 %), en solution dans du toluéne
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