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d’un tMost6en, le labre (Labrus bergyka) 
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(ReGu le 14 mai 1973; accept6 aprb modification le 4 septembre 1973) 

Dans un precedent travail’, nous avions montre que les microsomes des 
hepatocytes d’un tClCostCen apode, Ie congre (Conger uulgaris) contenaient des 
glycosyltransferases fonctionnant avec des accepteurs endogknes, ce qui permettait de 
supposer que, comme chez les mammiferes, le foie Ctait le siege de la biosynthese des 
glycoproteines seriques. Nous avons poursuivi cette etude en Ctendant nos investiga- 

tions a un autre tClCost6en, le labre (Labrus bergylta). 

PARTLE EXPERIMENTALE 

Mat&%. - Les animaux ont Cte ptches dans la baie de Concarneau (Sud 
Finist&re). Us sont assommes et les foies sont prClevCs immediatement, laves et 
dilaceres dans le tampon de broyage. 

M&odes. - LAX prottines ont CtC dosees par la methode du biuret sur un 
precipid par l’acide trichloracetique a 10% (concentration finale), lave par un 
melange chloroforme-methanol (2:l) et redissous dans une solution hr d’hydroxyde 

de sodium2. 
Les fractionnements cellulaires par la methode differentielle en saccharose 

0.25~ et par celle selon DalIner3 ont Cte decrits dans un precedent travailI. 

La glucose 6-phosphatase (D-glucose 6-phosphate phosphohydrolase, 
E.C.3.1.3.9) a CtC dosee par la methode de Schachter et ak4 L’electrophorese a haut 
voltage permet de &parer le D-glucose lib&C du sub&rat phosphoryle [CB 43 (F) 
C.E.A. 52 Ci/mole]. La 5’-nucleotidase (5’~ribonucltotide phosphohydrolase, 
E.C.3.1.3.5) a egalement CtC do&e par la m&ode de Schachter et a14. Le substrat 
utilisC est I’AMP 14C (C.E.A. no 3776, 240 Ci/mole) qui est, comme preddemment, 
&pare de l’adenosine lib&e par Clectrophorbe a haut voltage. Les modalit& de 
dosage des glycosyltransferases sur accepteur endogene ont CtC d&rites precedem- 
ment’. Les dosages de la cytochrome c oxydase (ferrocytochrome c:oxygene-oxydo- 
Gductase, E.C.1.9.3.1), de la succinate:cytochrome c oxydoreductase (E.C.1.3.99.1) 
et de la phosphatase acide monoester (orthophosphorique phosphohydrolase, 
E.C.3.1.3.2) ont et6 dckrits dans un p&&dent article’. 
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La NADPH-cytochrome c reductase4 (E.C.l.6.99.1) a CtQ dosee par addition 
de 10 a 100 ~1 de la preparation a doser & 3 ml du milieu rCactionne1 constitue de 
tampon phosphate 85m~ (39 % de KH2P04 et 61% de Na,HP04) pH 7, de NADPH 
O,lSrn~, de cytochrome c 20~~ et de cyanure de potassium 0,5mM; on suit l’augmen- 
tation d’absorption B 550 mm La NADH-cytochrome c r&ductase4 (E.C. 1.6.99.3) est 
dosee dans le mCme milieu reactionnel, NADPH 0,15mM Ctant remplace par NADH 
0,15mM. Dans le but de veriher si l’enzyme est sensible a la rot&one, le mSme dosage 
est effectual en incubant pendant 5 min 2 30” en presence de 2 ,~l d’une sohrtion 
alcoolique de rodnone B 25 %. 

La glucose 6-phosphate dCshydrogkase5 (D-ghCOSe 6-phosphate:NADP 
oxydoreductase, E.C.l.l.l.49) est dosee par addition de 20 a 100 ~1 de la preparation 
a doser B 3 ml du milieu rktionriel constitue de tampon Tris [tris(hydroxymCthyl)- 
aminomethane] 5Om~ pH 7,5, de NADP 0,55m~ et de glucose 6-phosphate 65,~~. La 
transformation du NADP en NADPH est enregistrte B 340 nm. 

Pour le dosage des ATPases (ATP phosphohydrolase, E.C.3.6.1.3.), on dose 
I’ADP form& par la methode de Avigad et Englard6 : B 3 ml du milieu reactionnel 
constitue de tampon Tris 20mM pH 8, contenant du phosphoenolpyruvate 3mM, de la 
pyruvate kinase (0,6 unite), du NADH 0,15mw de la deshydrogenase lactique 
(5 unites), du chlorure de magnesium 0,5mM et du chlorure de sodium 50mM, on 
ajoute 20 St 100 ,~l de la preparation B doser. On enregistre la diminution d’absorption 
a 340 nm qui correspond a l’activite ATPasique dependante du magnesium. Le meme 
essai en presence de chlorure de potassium 5mM donne l’activite ATPasique depen- 
dante du magnesium et activee par le sodium et le potassium. Ces deux series de 
cinetiques, effect&es en prksence d’ouabaihe (G-strophanthine) 0,4m~ permettent de 
determiner l’action du l’ouabaihe sur ces ATPases. 

&ULTATSET DISCUSSION 

Lcs rCsultats des dosages enzymatiques concemant les fractions subcellulaires 
obtenues selon la methode difhkentielle en saccharose 0,25&r (voir Tableau I) sont 
exprimes en pourcentage de l’activite recuperke dans les trois fractions. Nous n’avons 
pu exprimer les r&hats en pourcentage de l’activite trouvee dans l’homogenat car 
cette recuperation est variable suivant l’enzyme consideree : elle s’6tend de 60% B 
200% et plus, un chiffre intermediaire Ctant obtenu pour les transferases. Ces 
variations importantes sur le plan de la recuperation enzymatique sont certainement 
l&s au t&s grand degre d’impurett de l’homogenat, qui entrake de grosses difficult& 
de dosage a ce niveau. De toute facon, pour toutes les enzymes do&es, le plus fort 
pourcentage de repartition s’accompagne d’un facteur de purification superieur B 1. 

Ce tableau montre que la fraction << mitochondries >) (culot obtenu a 18 000 g) 
contient la quasi totalite de la cytochrome oxydase et de la succinate*ytochrome c 
reductase, enzymes caractkistiques des mitochondries. Toutefois, une part non 
negligeable des microsomes (culot 105 000 g) sedimente egalement avec cette fraction 
(30 a 40 % si on en juge par la rkpartition de la NADPH-cytochrome c reductase et de 
la glucose 6-phosphatase). 



418 NOTE 

TABLEAU I 

R&ARlT’l-ION DE DWJXSES ACl-MThS ENZYhiATIQUES DANS LES FRACI-IONS SUBCELJL- DU 

FOIE DE LAB& 

Enzymes Fractions subcelIuhires 

Culot (I8 000 g) cuzot (IO5 000 g) Surnageant (IO5 000 g) 

Cytochrome oxydase 97 (69) 3 (838) 0 
Succinate-cytochrome c reductase 78 (0,48) 22 (036) 0 
NADPH-cytochrome c rbductase 30 (1,04) 58 (828) 12 (0,261 
Glucose 6-phosphatase 40 (17) 52 (760) 8 (17) 
NADH-cytochrome c reductase 58 (16) 40 (44) 2 (0326) 
ATPase-Mg++ 63 (12) 7 (3,4) 30 (498) 
5’-Nucleotidase 13,4 (1,43* 10-3) 13,6 (4,8* 10-3) 73 (4,2-lo-‘) 
Phosphatase acide 44 (2-103) 17 (2,5- 103) 33 (0,99.103) 
Glucose 6-phosphate 

deshydrogenase 0 1 (434) 99 (636) 
GalactosyItransf&ase 68 (4,55) 32 (7325) 0 
N-AcbtylglucosaminyItransf&ase 0 100 (12,3) 0 
Mannosyltransfkase 70 (9,L) 30 (l&7) 0 

“Les r&ultats reprksentent la repartition des activites en pourcentage de l’activite totale r&xtp&e. 
Les chiEres entre parentheses expriment les activitb specifiques en c.p.m. min-’ mg-’ pour Ies 
transferases et en flmoles min- I mg- r pour toutes les autres enzymes. 

La phosphatase acide, enzyme caractkistique des lysosomes, se rkpartit dans 
les trois fractions : mitochondriaie, microsomique et soluble, comme dans le cas du 
congre ’ _ 

L’activite ATPasique se retrouve essentiellement dans le culot obtenu B 
18 000 g. Cependant, l’activation de cette enzyme (de l’ordre de 67 %) par le sodium et 
le potassium, n’existe que dans le culot obtenu a 105 OOOg. D’autre part, cette 
derniere fraction contient une grande partie de la glucose 6-phosphatase et de la 
NADPH-cytochrome c reductase, avec un facteur de purification important. De plus, 
elle presente une activite NADH-cytochrome c rcductase non sensible a la rot&one, 
ce qui est caractkristique des microsomes, alors que la fraction sedimentant & 18 000 g 
contient une activite de ce type inhibee a 50% par la rot&one. Enfm, les enzymes 
mitochondriales citees plus haut apparaissent en faible quantite dans les microsomes 
totaux, qui ne sont pratiquement pas contaminCs par la glucose 6-phosphate 
dQhydro&nase, enzyme soluble. 

La IV-acCtyl@ucosaminyltransf&-ase semble exclusivement microsomique. La 
methode de Dallner3 (Tableau II), qui pet-met de &parer les membranes granulaires 
des membranes lisses, montre que l’essentiel de c&e activite de transfer-t (qui re- 
presente 80% de l’activite microsomique initiale) se retrouve dans les membranes 
agranulaires. Dans le cas du congre’, cette enzyme est &aIement microsomique, mais 
se r&par& entre les deux types de membranes. La signification de cette difF&ence 
n’apparait pas clairement, mais il est certain qu’une meilleure connaissance du type 
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de liaison glucide-peptide existant dans les glycoprotkines consid&& permettrait de 
progresser dans la comprChension d’un tel ph6nomke. 

TABLEAU II 

&PARTITION DE DNEBSES ACTMTk ENZYhfAl-IQti DAN.5 LFS FRACTIONS MICROSOMIQUES 

OBTENUES PAR LA h&THODE DE DALLNER3 

Enzymes Membranes gramdaires Membranes agrandaires 
(rough microsomes) (smooth microsomes) 

NADPH-cytochrome c reductase 47 (38) 53 (3,3) 
Glucose dphosphatase 82 (4,s) 18 (191) 
N-Ac&ylglucosaminyltransf&ase 10 (0,67) 90 (4s) 

“Les resultats sont exprimk en pourcentage de I’activitk totale r&cup&&. Les dhifks entre paren- 
theses donnent Ies activites sptkifiques en c.p.m. min- ’ mg- 1 pour la transfkase et en holes 
min-’ mg- ’ pour Ies deux autres enzymes. 

Quant aux activitts mannosyltransf&ase et galactosyltransfkrase, elles se 
repartissent entre les fractions obtenues & 18 0009 et B 105 000 g. Or, bien qu’in- 
suffisamment purifiCe, la fraction dite mitochondriale est contamike par, au plus, 
40% des microsomes, si l’on tient compte des activitCs glucose 6-phosphatase et 
NADPH+ytochrome c rCductase. Ce taux est trk inffkieur B celui des activitCs de 
transfert du D-mannose et du D-galactose qu’on retrouve au mSme niveau, qui est de 
70 %. 11 est done plausible d’Cmettre l’hypoth&se d’une localisation B la fois micro- 
somique et mitochondriale de ces enzymes. D’ailleurs, certains travaux ont montrC 
que, dans le foie de rat , , ’ ’ le cortex c&Cbral de rat9 et dans les cellules en culture1 ‘, 
il existe des activitk de transfert des sucres spkifiques aux mitochondries, con- 
firmant ainsi l’autonomie de ces organites cellulaires. 

En dCfXtive, c’est dans cette repartition de la mannosyltransfkase et de la 
galactosyltransf&ase qu’apparaissent des divergences avec les rkultats obtenus chez 
le congre’, oti les trois glycosyltransf&rases se localisaient dans les microsomes. 
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