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Fig. 2. Optical scan of acrylamide gels. Stained acrylamide gels ' 
(see Figure 1 for details) were scanned at 555 nm in a Gilford 
Spectrohpotometer Gel Scanner and superimposed for this com- 
parison. - - - - ,  0.3M NaC1 soluble rat liver chromatin proteins; 
. . . .  , rat liver cytoplasmic soluble protein; . . . .  , rat liver ehro- 
matin 0.3 M NaC1 soluble proteins after exposure to the cytoplas- 
mic protein. 
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however ,  t h a t  c h r o m a t i n  p repa red  f rom whole cells 1 is no t  
c o n t a m i n a t e d  by  non-nuc lear  mater ia l ,  since membranes ,  
d iva len t  cations,  etc.,  could effect  non-specif ic  adsorp-  
t ion 12. 

12 Supported by grant No. CA-07746 from the United States Public 
Health Service and grant No. G-138 from the Robert A. Welch 
Foundation. 

la Current address: Departlnent of Animal Biology, The University, 
154 Rt. de Malagnou, 1224 Geneva (Switzerland). 

14 To whom reprint requests should' be sent. 

Rdsumd. Des mesures  q u an t i t a t i v e s  et  des mod61es sur 
gels d ' ac r i l amide  on t  pe rmi  de conc lure  que les prot6ines  
cy top lasmiques  pr6par6es de ce t te  mani6re ne p rodu i sen t  
pas  de co n t ami n a t i o n  appr6ciable.  
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Localisation des glycosyl-transf6rases dans les membranes  endoplasmiques  des spl6nocytes de rat 

Des t r a v a u x  ant6r ieurs  1, 2 on t  mont r6  que les glycosyl-  
t ransf6rases  spl6niques,  et  sp6cialement  la mannosy l -  
transf6rase,  son t  loca!is6es au niveau des s t ruc tu res  
microsomiques .  Dans  le cadre  de ces organi tes  subcellu- 
la i res ,  les m e m b r a n e s  endop lasmiques  occupen t  une 
place p r6pond6ran te  sous l 'angle  des act ivi t6s  de t ransg ly-  
cosylat iona,  4. I1 est  possible grace k une a d a p t a t i o n  de 
la t echn ique  de f r a c t i o n n e m e n t  cellulaire de GLAUMANN 
et DALLNER 5, de r6par t i r  le long d ' u n  grad ien t  de densit6,  
les act ivi t6s glycosyl- t ransf6rases  locaHs6es dans  les 
m e m b r a n e s  endop lasmiques  pr6a lab lement  ind iv idua-  

�9 lis6es. 
Les rates,  ob tenues  par  l apa ro tomie  de ra t s  males  

(souche Wistar)  de 250 g, sont  broy6es, k l ' a ide  d ' u n  
homog6n6iseur  de Po t t e r ,  en saccharose 0,25M, t a m p o n  
Tris-HC1 0,05M, p H  7 (2 g/10 ml). Le su rnagean t  d ' u n e  
premiere  cen t r i fuga t ion  de 20 min  ~ 10,000 g est  ramen6 

au vo lume initial  pa r  add i t ion  de saccharose 0,25M. La 
suspension ob tenue  est  amen6e ~t 15 m M  de CsC1. On en 
d6pose 24 ml  sur 12 ml  de saccharose  1,31M, CsC1 15 m M  
et on centr i fuge 7 h ~ 105 000 g. On recueille l e s m e m b r a n e s  
du re t icu lum endop lasmique  ( , smooth  microsomes~>) 

l ' i n t e r f a c e ,  et  on les r ep rend  en suspension dans  20 ml  
d 'eau  distill6e ; 20 ml  de ce t te  suspens ion  sont  d6pos6s sur 

1 M. RICHARD, P. BROQUET, R. GOT et P. LOUISOT, Biochimie 53, 107 
(1971). 

2 M..RICHARD, P. BROQUET e t  P.  LOUISOT, E x p e r i e n t i a  27, 1029 
(1971). 

8 p. LOUISOT et R. GOT, Bull. Soc. Chim. biol. 52, 455 (1970). 
4 p. LoolsoT, Lyon M6d. 226, 33 (1971). 

H. GLAUMANN et G. DALLNER,- J. Cell Biol. ,f7, 34 (1970), 
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10 ml  de saccharose 1,6 M e t  centrifug6s pendan t  30 rain 
& 75000 g, une bu t t e  de 2 ml  de saccharose 1 M  s e r v a n t  
d ' in term~diai re  entre  les deux couches, p e r m e t t a n t  ainsi 
une meil leur r6cup6ration de la f ract ion darts une concen- 
t ra t ion  de saccharose connue. Les membranes  endoplas-  
miques,  recueillies darts le saccharose :t M ,  sont  amen~es & 
une concent ra t ion  en saccharose 0,24M. Cet te  derni~re 
suspension est centrifug~e pendan t  75 min, ~ 20000 t /m ,  
contre  un gradient  lin~aire de saccharose O,2921f-O,73M 
(en t a m p o n  Tris-HC1 0,05M, p H  7), dans le ro tor  SW 
25-1 d 'une  ul t racentr i fugeuse  Spinco. On recueille des 
fract ions al iquotes,  dont  on appr6cie l ' ac t iv i t6  glycosyl- 
transf6rase en syst~me acellulaire in vi tro.  Pour  chaque 
fract ion 6tudi6e, les syst~mes acellulaires de biosynthbse 
comprennen t :  400 [xl de la suspension de membranes  
endoplasmiques  con tenan t  de 40 & 120 ~g/ml de prot6ines. 
10 [~1 de MnCI~ (concentrat ion finale 5.10-~M). 10 F1 d 'une  
solution de pr6curseur radioact i f  contenant ,  selon l 'act i -  
vi t6 glycosyl-transf6rase 6tudi6e: soft 2,5 ~Ci d ' U D P -  
galactose~H (NEN Corporat ion) ;  soft 2 FCi de GDP-  
mannose  ~*C (NEN Corporat ion) ;  soft 1 ~xCi d ' U D P - N -  
ac6tyl-glucosamine ~C (NEN Corporation).  

Les incubat ions  sont  r6alis6es & 30~ pendan t  30 min. 
Au te rme  du temps  de biosynth~se, les macromol6cules  
glycoprot6iniques sont  pr6cipit6es sur filtres W a t m a n  et la 
radioact iv i t6  est 6valu6e en scint i l lat ion liquide, dans des 
condit ions pr4c6demment  d6crites ~, ~. 

La  figure rend compte  des r6sultats  obtenus.  El le  me t  
en 6vidence une h6t6rog6n6it6 de r6par t i t ion  des act ivi t6s 
glycosyl-transf6rases,  ~ par t i r  des tormes coenzymat iques  

act ives  des oses ou osamines,  sur des accepteurs  prot6i- 
niques endoggnes : galactosyl-transf6rase,  mannosyl-  
transf6rase et N-ac6tyl-glucosaminyl- t ransf6rase.  On 
localise dans la f ract ion lourde des membranes  endoplas- 
miques  (fond de gradient)  une double act ivi t6  de t ransfer t :  
mannosyl- t ransf6rase  et N-ac6tyl-glucosaminyl- t ransf6-  
rase. Dans la f ract ion de densit6 moyenne,  on re t rouve  
pr inc ipa lement  les act ivi t6s  de t ransfer t  du mannose  et 
du galactose. Dans  la zone des s t ructures  membranai res  
16g~res, on re t rouve  ~galement  la mannosyl- t ransf6rase 
et la galactosyl-transf6rase,  mais pas d 'ac t iv i t6  N-ac6tyl-  
glucosaminyl-transf6rase.  

I1 appara i t  ainsi que  les diff~rents syst~mes enzyma-  
t iques  membranai res  de t ransfer t  des oses ou d6riv6s 
d'oses oceupent  des z6nes variables  dans la s t ruc ture  des 
membranes  endoplasmiques.  Ceci pourra i t  6ventue l lement  
~tre utilis6 comme un a rgument  favorable  ~ l 'organisat ion 
s6quentielle des enzymes  dans les membranes  propos6e par  
SPIRO 80U SCHACHTER ~. E n  fait, la m6thode  utilis6e ne 
pe rmet  de s6parer, sur le crit~re de densit6, que des 
s t ructures  pr6f6rentielles de localisation. Ces r6sultats 
sont  p lu t6 t  en faveur  d 'une  dispersion de groupes de 
glycosyl-transf6rases dans l ' ensemble  du re t icu lum endo- 
p lasmique  et de ce fait,  peuven t  s ' int6ger dans le cadre 
de la th6orie <(de l 'espace vitab> 6raise par  l 'un  d 'en t re  
nous ~, selon laquelle l 'organisa t ion t r idimensionnel le  de 
la prot4ine condi t ionne & elle seule, grace aux espaces 
disponibles qu 'e l le  tol~re entre les r6sidus amino-acyls,  la 
f ixat ion secondaire des 616ments glucidiques,  gr&ce k des 
syst~mes enzymat iques  & r6par t i t ion ubiqui taire .  
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R6partition des activit6s glyeosyl-transf6rases dans les membranes 
du retieulum endoplasmique, sur des aeeepteurs prot6iniques endo- 
genes h partir des formes coenzymatiques aetives des oses ou osamine. 
M, mannosyl-transferase; G, galaetosyl-transferase; N, N-aeetyl- 
glueosaminyl-transferase. Gradient de saceharose O,29M-O,73M. 

Summary .  In  smooth  endoplasmic membranes  of ra t  
splenic cells, glycosyl- t ransferase act ivi t ies  are located in 
var ious  structures.  These s t ructures  are separated by  
sucrose densi ty  gradient  centr i fugat ion.  At  the  bo t tom 
are mannosyl-  and N-acetyl -glucosaminyl- t ransferases ;  
in the  med ium are mannosyl -  and galactosyl- transferases;  
a t  the  top  are also mannosyl-  and galactosyl- t ransfe-  
rases, bu t  no N-acetyl-glueosaminyl- t ransferase .  
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We have  repor ted  prev ious ly  tha t  N-ace ty l -3-hydroxy-  
4 -me thoxyphene thy l amine  ( i so -N-ace ty lmethoxytyrami-  
ne, referred to as i -NAMT in this  report)  can be conver ted  
to N-acetyl-3,  4 -d ime thoxyphene thy lamine  (NADMPEA)  
by  m a m m a l i a n  tissues 3. The  methy l  donor for this reac- 
t ion was shown to be S-adenosyl-methionine.  The  p roduc t  

of the  reaction,  N A D M P E A ,  is biologically act ive 3 and 
the  substrate ,  i -NAMT, has been shown to be a dopamine  
metabol i te  ~. In  this  repor t  evidence is presented t h a t  this 
react ion is ca ta lyzed  by  a previous ly  undescribed methyl -  
t ransferase which is ac t ive  against  various guaiacol  deri- 
vat ives ,  pr incipal ly  3-hydroxy,  4 -methoxy  subst i tu ted 


