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du foie de congre (Conger vulgaris)” 

MARIE-B~N&XTE MARTEL-PRADAL, G&LE BERTHILLIER ET RE& GOT 

Luborarorre de Bzochzmre, U E R Lyon-Sud, B P 12, 69-OulIzns (France) 
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Les serums de porsson sont generalement tres nches en glycoprotemes pmsqu’rls 
ne possedent que peu ou pas d’albumme On y retrouve d’arheurs des glycoprotemes 
presentant de grandes analogres avec les glycoprotCmes de mamnnf’ere, par leur 
fonctron et par leur constrtution r-’ C’est amsr que les protemes stnques d’un 
tClCostCen apode, le congre, contrennent environ 5 fors plus d’hexoses ou d’hexo- 
sammes que les protemes du s&urn humam, Ies monosaccharides correspondants 
etant les memes dans les deux cas, essentrehement D-galactose, D-mannose et N-acCtyl- 
D-glucosamme 

Chez les mamrmferes, les glycoprotemes senques sont synthetrsees dans le foie, 
la fractron peptrdrque au mveau de I’ergastoplasme, la fractron polysacchandrque 
par des glycosyltransferases membranan-es qm catalysent Ie transfer% de chaque 
resrdu glucrdrque A partrr de leur forme coenzymatrque actrve Des systemes acellu- 
lanes permettent d’Ctudxer zn uztz-o les caract&nstrques de ces enzymes 

Le but de ce travsul est de rechercher SI de telles transfgrases, fonctionnant & 
partrr d’UDP-D-galactose, de GDP-D-mannose et d’UDP-N-acetyl-D-glucosamme, 
existent dans le fore de congre et d’aborder l’etude de leur locahsation dans des frac- 
trons submrcrosomrques La methodologre couramment utrhde consrste A mcuber des 
fractions microsomiques en prCsence de donneurs radroactrfs pms de rechercher la 
radroactrvrte dans des accepteurs endogenes glycoproterques, c’est-a-dare dans des 
substances msolubles dans I’acrde tnchIoracCtrque et les solvants des hprdes 

PARTIE EXPkIMENTALsE 

Mat&zeZ - Les congres, captures en Jum dans la bare de Concameau, pbent 
3 B 5 kg Ils sont assomm& et les fores sont pr&levks unmCdratement, la&s et drlacCr6s 
dans le tampon de broyage glacC 

*D&he au Professeur Jean-Em.iIe Courters & I’occas~on de son 65Bme annrversarre 
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M&hodes - Fractzonnernent cellularre d@rentzel en saccharose 0,25 ~~ Les 
morceaux de fole IavCs sont broy6 dans un broyeur Sorvall << Omnnmxer )) 5 hChce, 
par deux passages de 30 set B vltesse maxlmale, en prCsence de trols fols leur polds de 
tampon Trls-HCI [Ichlorhydrate de tr~s(hydroxymCthyl)ammom~thane] 0,02~, pH7,5, 
0,25M en saccharose L’homogCnar amsi obtenu est fractlonni par centrlfugatlon 
pendant 5 mm B 600 xg en noyaux ou cellules non broyees et sumageant Les 4/S 
supCneurs du surnageant post-nucl&ure sont centrifuges pendant 20 mm B 18 000 xg 
Le culot mltochondnal est sCparC et les 4/5 suptneurs du sumageant post-nuto- 
chondna1 sont centrifuges pendant 1 h & 105 000 xg pour .&parer les rmcrosomes de 
la phase cytoplasmlque non partlculare Toutes les opCratlons sent effectuees & +4” 
Chaque fraction obtenue est muse en suspension dans le tampon de broyage et 
resCdlmentte dew fols 

Fractzonnenrent cellularre par me m&hode adapt&e de celle de Dallner’ Leg 
nucrosomes prepares comme cl-dessus sont remls en suspension dans le meme tampon 
Tns-HCI 0,25~ en saccharose et 15m~ en chlorure de c&urn; 6 ml de la suspension 
sont dr?pos& sur 4 ml du meme tampon, mals 1,3~ en saccharose Une centnfugation 
de 4 h Q 144 000 xg dans le rotor 40-l de l’ultracentnfugeuse Spmco (mod&le L) 
permet de &parer un culot de membranes granulalres (<< rough mlcrosomes B) d’une 
zone sltuee B l’mterface des deux solutions de saccharose, contenant les membranes 
agranulalres (<< smooth mlcrosomes >>) Cette zone, asplrte 5 l’alde d’une senngue, 
est drluCe 10 fols par le tampon sans saccharose, tandls que les membranes granulalres 
sont rem2ses en suspension dans le mCme tampon Une dermgre centnfugatlon de 2 h 
B 144 000 x g permet de sedlmenter ces deux fractions 

Dosages enzynzatrqzzes - Les fractions subcellulares sont renuses en suspen- 
sion dans le tampon de broyage, & une concentration de 10 mg de prot&nes par ml 
pour les mlcrosomes totaux, 20 mg par ml pour les mltochondnes et la phase cyto- 
plasmrque soluble et 3 mg par ml pour les deux fractions membranalres Les acwl& 
enzymatlques smvantes sont dosCes _ cytochrome oxydase4 (E C l-9.3.1) avec une 
unite d&fime selon de Duve et al 6, succmate cytochrome c oxydorCductase’ (E C 
1 3 99-l), phosphatase aclde’ (E C 3 I 2 9), @-D-galactondase (E C 3 2 1 23), a-~- 
mannosldase (E C 3 2 1 24) et N-acCtyl-B-D-glucosammidaseg (E C 3 2 1 30), NADH: 
cytochrome c oxydoreductase lo (E C. I 6 2 1 ), D-glucose-6-phosphatase (E C 3 I 2 9) 
et .5’-nuclCohdase (E C 3 1 3 5), le phosphate hbtrt &ant dose par la mCthode de 
Fiske et Subbarow ’ I, ATPases (E C 3 6 1.3) actw6es par Naf, Kf et Mg2+, I’ADP 
form& Ctant do& par la mCthode de Avigand et Englandi 

Pour dCtermmer les activltCs de transfert, les monosaccharides radloactifs sent 
mcorpotCs dans des macromolCcules glycoprotCrques & partlr, respectlvement, 
d’UDP-D-galactose-I-3H (N E N lot No 489.096, 1 540 C/mol), de GDP-D-mannose- 
I-14C (N E N lot No 483 706, 154 C/mol) ou d’UDP-N-ac&yl-D-gIucosamme-1-14C 
(N E N lot No 483 156, 42 C/mol) Apr& 30 mm d’mcubatlon B 37” (les miheux 
d’mcubation sent p&&s dans le Tableau I), les prot&nes sent preclpltdes par l’aclde 
tnchloracCtlque B 10 % sur titre de fibre de verre (Glass fibre paper Whatman GF/B) 
Les fltres sont iav& par un melange chloroforme-m&ban01 (2-l), s&h& et Ieur 
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ra&oactlvltC est ddtermmCe dans un compteur & scmtJlatlon hqurde Packard Trx- 
Carb Le llqmde scrntrllateur est constltud de toluene (Merck) contenant 5 g/l de 
2,5-dlphenyloxazole (PPO) et 0,3 g/I de 1,4-b~s-2-(4-mCthyl-5-ph~nyloxazolyl~- 
bendne (Drmethyl-POPOP) La radloactwt6 spCclfique est exprImCe en c p m /mg 
de protemes Tous les essars sent effect&s en double exemplalre par rapport B des 
t&moms ne contenant pas de suspension partlculalre et des temps d’mcubatlon nuls 

Les prot&nes sont dosees par la methode du bmret 

RMJLTATS 

Le surnageant post-mltochondnal possede les trols actwIt& de transfert 
recherchtes Quelques caractenstlques de fonctlonnement des enzymes correspon- 
dantes sont donnCes dans le Tableau I 

TABLEAU I 

CARACTERISTIQUES DE FOUC-TIONNEhlENT DtS GLYCOSYLTRANSFERASES 

Mdleu d’mcubatron” C p m jmg de protemes 

Galactose-1-‘H Ikfannose-I-‘JC 2-Acetanmfo-2-desoxy- 
D-&ICOS~-~-‘~C 

_ 

CompIet 250 1000 550 
-MMnZC 8 300 10 
-Mn’+, +Mg+’ 90 1100 60 
-TrIton X-f 00 100 350 
+Tnton X-100 350 

‘Les m111eux d’mcubatlon sont constmh de 150 pl de tampon plperazme-glycylglycme 0,0&r, pH 6,5, 
100 ~1 de la supenslon de mxrosomes totaux, 5 fill d’une solwon de chlorure de magnesmm (con- 
centratlon finale 4mhl), 10 ~1 de Tnton X-100 a 10% (sauf pour la D-mannosyltransferase) et 10 ,uI de 
la solwon de nucleotldes radloacnfs (solt 0,l pC pour 1 UDP-D-ga1actose-l-3H et 0,OI .nC pour le 
GDP-D-mannose-l-14C ou 1’UDP-N-achtyl-D-glucosamme-l-‘vC) 

La D-galactosyltransferase et !a N-a&y&D-glucosamrnyltransf~rase requlerent 
la pr&ence du cation Mn2’ et sont achvCes par le TrltoE X-100 11 faut prkxer que 

cette activation est h6e de faGon tr& etrolte au rapport Trltonlproteme, un optrmum 
etant attemt pour une concentration de O,S% en Trlton par mg de prottmes 

Au contralre, la D-mannosyltransferase est inhlbee par le Trlton X-100, cette 
mhlbrtion s’accentue lorsque la concentration en Trlton augmente, elle est totale pour 
des concentrations de I’ordre de 2 % Cette transf6rase ne semble pas avolr un besom 
absolu en MD’+, toutefols, elle est achvCe lorsqu’on aJoute ce catIon au nuheu, le 
cation Mg’ + Jouant un r6le equwalent 

Le Tableau II donne la rr?partltIon de dlverses actwIt& enzymatlques entre les 
3 fractions subcellularres obtenues par la mCthode de frachonnement utlhsee qul 
semble s’apphquer correctement au fole de congre AI~SI, la fraction i< Mltochon- 
dnes D, qm n’est en l’occurrence qu’un cuiot obtenu a 18 000 xg, contlent effectwe- 
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ment la quasi totalit& de la cytochrome oxydase et de la succmate cytochrome c 
rkductase, enzymes caracterlstiques des mltochondnes Toutefols, une part non 
nCghgeable des lysosomes et des nucrosomes (25-30%) sC&mentent Cgalement avec 
cette fraction 

TABLEAU II 
R&PARIITI~NDEDIVFX~ESACX-NIT& ENzyhwnQuEs DANSLESFRA~~O~SSIJBCELL~JW~DU FOE 
DECONGti 

Eruymes Fractions subcellulaues 

M1tochondr~e.s Mrcrosomes Phase cyto- 
plasmlque soluble 

Cytochrome oxydase 
Succmate cytochrome c rkductase 
Phosphatase aclde 
fl-D-Galactosldase 
a-D-Mannosldase 
N-Acttyl-fl-D-glucosammldase 
NADH cytochrome c reductase 
D-Glucose-6-phosphatase 
Na’ K+ ATPase 
Mg2+ ATPase 
5’-Nucleotldase 
D-Galactosylrransferase 
D-Mannosyltransf&ase 
N-AcCtyl-D-glucosammyltransft?rase 
D-Glucose-b-phosphate dbhydrogenase 

99 (2,6 x lo- 3, 1 
98,s (34 x lo-=, I,5 
25 (299) 42 (497) 
26 (16 x 10-2) 28 (17 X lo-=) 
21 (9 x 10-Z) 39,s (17 x 10-Z) 
7 22 (3 x 10-Z) 

28 (0,9 x lo- ‘) 66 (2 x lo- ‘) 
31 (0,s x lo-‘) 67 (1,s x lo-3 
25 (0,6x lo-‘) 32 (7,s x lO-2) 
16 77 (0,63) 
25 (0,6 x 10-2) 46 (1,2x IO-3 

6 90 (500 c m /mg) p 
6 82 (2100 c m /mg) p 

18 78 (1100 c p m /mg) 
0 17 

0 

3: (3,7) 
46 (28 x 10-2) 
39,5 (17 x 10-Z) 
71(1 x10-1) 

6 
2 

43 (1 x 10-l) 
7 

29 (0,75x 10-Z) 
4 
12 
4 
83 (3,5x 1O-2) 

“La repartltlon esst expnmee en % de l’actw& r&up&&e, les chlffres entre parentheses donnent les 
achvltes spklEques des fractions les plus nches (en pmole/mm/mg de protkme) 

Les mlcrosomes, blen que contammk par les lysosomes, possedent cependant 
pr& de 70 % de la D-glucose-6-ptosphatase et de la NADH cytochrome c reductase 
C’est dans cette fraction que l’on trouve l’essentiel des glycosyltransfkrases dont la 
locallsatlon rmcrosomlque parait amsl dtmontke Par rapport 2 1’homogCnat total, 
on y r&cup&e 80 % de la D-galactosyltransfkrase, 70 % de la D-mannosyltransfkase 
et 7.5 % de la N-acetyl-D-glucosammyltransferase La D-glucose-6-phosphate-dCshy- 
drogenase est presque en totahtC dans la phase cytoplasmlque non partlculalre 

SeuIe, la phosphatase aclde, enzyme marqueuse des lysosomes, se rkpartit dans 
les trols fractions. Mals on salt que les lysosomes reprksentent un groupe d’orgamtes 
cellulalres tr& hCtCrog&e allant des prkfysosomes, peut-hre d’ongme golgenne, 
5 des lysosomes spkfiques de certames actwtCs enzymatxques ou B lvers phago- 
lysosomes 

Enfin, la classique mkthode de Dallner, qul permet de &parer deux fractions 

mlcrosomlques dlstmctes, s’avhe parlxuhi3rement fructueuse pour la iocallsatlon des 
activltis de transfert (Tableau III) En effet, SI la 5’-nuclkotidase, enzyme marqueuse 

des membranes plasmiques, la Mg *+-ATPase, la NADH cytocbrome c rCductase et 
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surtout la glucose-6-phosphatase se rdpartlssent de faeon senslblement tgale entre ces 
2 fractions, amsl qu’on pouvalt s’y attendre14, la D-mannosyltransf&ase se retrouve 
en totahtk dans les membranes granulares, la D-galactosyltransfkase dans les mem- 
branes hsses et la IV-acCtyl-D-glucosammyltransfkrase se rCparUt pour l/3 dans les 
membranes granul~res et pour 2/3 dans les membranes agranulaues 

TABLEAU III 

REPARTITION DE DIVERSES ACTK’lIES ENZYhWl-IQUFS DANS LES FRACTIONS hfICROSOhfIQUES 

OKI-ENUFLS PAR LA &ODE DE DALLNER’ ’ 

Enzymes Membranes granulawes Membranes agranuhwes 
(,, rough nncrosomes “1 (“smooth nncrosomes”) 

NADH cytochrome c rkductase 56 (4x 10-3) 
D-Glucose-6-phosphatase 57 (2,7 x lo- 3, 
Nat K+ ATPase 72 (24 x lo- ‘) 
Mg2+ ATPase 44 (0912) 
5’-NuclCotldase 47 (1,25X 10-2) 
D-Galactosyltransf&se 0 
D-MaMosyltransf&Se 100 (280 c p m /mg) 
N-AcCtyl-D-glucosammyltransferase 38 (185 c m p /mg) 

44 (3,3 x 10-3) 
43 (2 x 10-S) 
28 (9,5 x 10-3) 
56 (0315) 
53 (1,42x 1O-2) 

100 (460 c p m /mg) 
0 

62 (304 c p m /mg) 

“La repartlhon est exprlmee en “/o de l’actwltb r&up&e, les chlffres entre parenthbes donnent les 
actwtt% specdiques (en pmole/rmn/mg de protCme) 

DISCUSSION 

Amw, les prmclpales glycosyltransfkases hCpatlques prkentent des caractkls- 
tlques sensrblement identlques chez le congre et chez les mamrmfkes, en partlcuher 
l’actlon du manganese, qm semble assez g&kale chez ces enzymes, et l’effet actlvateur 
du Tnton X-100 sur deux d’entre elles 

L’essentiel des actwtts de transfert de I’homogenat se retrouve dans la fraction 
rmcrosomlque, ce qm confirme une locahsatlon qm est celle de presque toutes les 
enzymes de ce type etu&Ces & ce Jour 

Les actlvltes specxfiques de ces glycosyltransferases mlcrosomxques du fole de 
congre sont relatwement Importantes Ce fait est sans doute en rapport avec la teneur 
ClevCe du &rum de congre en glycoprot&nes; rappelons que le &rum de congre con- 
tlent environ deux fols plus d’hexoses et quatre fols plus d’hexosammes par ml que le 
s&rum humam’ 

Quant & la rCpartltlon submlcrosomlque, elle s’akre beaucoup plus nette dans 
le fole de congre que chez les mamrmf&es En effet, la D-mannosyltransferase du 
congre se retrouve mtegralement dans les membranes granulalres, alors que chez le 
lapm, par exemple, enwon 4.0 % de celle-ci est locahde dans les membranes hsses’ 5 

De mCme, la D-galactosyltransfkase est sltuCe en totalIt& dans les membranes 
hsses des hCpatocytes de congre, alors qu’on i’a trouvCe en quantltk non neghgeable 
dans les membranes granulawes du fole de lapm’ ’ ou de rat, le reste Ctant 1ocahsC dans 
l’apparell de Golgi” I6 
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La repartlhon de la iV-acetyl-D-glucosaminyltransferase est volsme de celle 
muse en Cvrdence chez les mammrferes pursqu’on en retrouve dans les membranes 
granulaues et dans les membranes hsses, en partrcuher l’appared de GolgtlO ” 

Toutefors, 11 est bon de rappeler que tous les resultats rapport& ICI ont CtC 
obtenus sur accepteurs endogenes I1 est done possible que Ia repartrtron subnucroso- 
mrque des actlvrtes de transfert sort Ide non seulement a I’enzyme correspondante 
mais Cgalement & la presence de l’accepteur endogene dans la mCme fraction Cepen- 
dant, les accepteurs endogknes sont 1115s aux membranes comme les transferases oti 
se trouve I’enzyme devratt se trouver le substrat SI les accepteurs endogenes peuvent 
effectwement rep&enter un facteur Imutant dans l’actrvne de transfert, 11 sembIe peu 
vrarsemblable que leur locahsatron membranane drffere totalement de celle des 
transferases Nous preparons actuellement des glycoprotemes de serum de selaclen 
qm pourralent Etre utrhsees comme accepteur exogene et qm permettralent amsl de 
Iever ce doute 

Dans le fore, les accepteurs endogenes sont, en grande partle, des glycoprotemes 
senques en tours de synthese Bien qu’on ne connatsse pas avec precrslon Ia constr- 
tutton de ces glycoprotemes, les analogies de compostnon qu’elles presentent avec 
celles des mammrferes permettent de supposer que leurs structures dowent etre 
voisines 

AUSSI peut-on penser que la locahsatron submrcrosonuque des glycosyltrans- 
ferases est en rapport dnect avec la posmon des sucres dans les chaines polysac- 
charrdrques des glycoprotemes La N-acetyl-o-glucosammyltransferase mise en 
Cadence dans les membranes granulalres est sans doute responsable du transfert de 
la prenuere N-acetyl-D-glucosamme, sttuee B I’extrCmltC reductnce des chaines. Cette 
D-glucosamme serart smvre d’un enchainement de D-mannoses transfer& par la 
D-mannosyltransferase ergastoplasnuque D’autres restdus N-acetyl-D-glucosamme 
se trouverarent en positton plus externe, par exemple dans des N-acCtyllactosammes 
termmales du c6te non reducteur, d’ou la presence dans les membranes hsses de 
IV-acetyl-D-glucosammyltransferase et de n-gaiactosyltransferase, le D-galactose 
n’appararssant pas dans les parties mternes des chaines polysacchandrques 

Les auteurs trennent B exprlmer Ieurs remerclements a MM Nguyen van Thoai 
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