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INTR9DUCTION 

Les nucléotides cycliques (principalement 1'AMPc et le GMPc) ont pris 

une importance considérable durant ces dernières années. Ils régulent de nombreux 

métabolismes cellulaires ainsi que la morphologie et la croissance des cellules 

saines et-transformées par virus ou par agent chimique. Ces nucléotides sembleraient 

aussi intervenir, en régulant l'activité des glycosyltransférases (SUDO et ONODERA) 

( l ) ,  dans la biosynthèse des glycoconjugués membranaires (ROBERTS et al.) (2, 3). 

De plus, GOLBERG (4) suggère qu'il existe dans la cellule un équilibre entre l ' M c  

et le GMPc qui, en outre, semblent être antagonistes. 

Notre travail a été orienté vers l'étude des effets i n  v a 0  des 

nucléotides cycliques (AMPc et GMPc) sur les activités galactosyl- et sialyltrans- 

férasiques des microsomes de foie de Rat, l'étude de l'action du GMPc revêtant un 

caractère original. ' 

Avant de décrire nos travaux personnels, nous rappelerons dans les 

généralités les connaissances acqùises sur les nucléotides cycliques et sur les 

mécanismes de la biosynthèse des glycoconjugués. 



Les résultats que nous avons obtenus ont fait l'objet des comnica- 

tions et mémoires suivants : 

COmICATION 

- G. SPIK, P. SIX, Ph. DEBEIRE, R. CACAN, A. VERBERT et J. MONTREUIL - 
Dégradation enzymatique et chimique des glycosyl-nucléotides au cours de la détermina- 

tion des activités glycosyl-transférasiques (1976) L'Actualité Chimique, Suppl. - 7, 7. 

PUBLICATIONS 

- A. VERBERT, R. CACAN, Ph. DEBEIRE et J; MONTREUIL - Peculiar 
behavior of ectosialyltransferase toward exogenous acceptors (1977) FEBS-Letters, 

74, 234-238 - 

- Ph. DEBEIRE, B. HOFLACK, R. CACAN, A. VERBERT et J. MONTREUIL - 
Effect of cyclic nucleotides in in v h h o  assays of rat liver galactosyltransférase 

(1977) BIOCHIMIE, 59, 473-477 



GENERALITES. 

1 - LES EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES 

A - HISTORIQUE 
C'est en 1956 que 1'AMP cyclique (adénosine-3',5'-monophosphate cyclique) 

fut découvert par le groupe de SUTHERLAND, lors de leurs recherches sur les 

mécanismes de la glycogénolyse hépatique (RALL et al.) (5). 

- WOSILAIT et SUTHERLAND ( 6) remarquèrent en premier lieu que l'inactiva- 

tion de la phosphorylase hépatique s'accompagne de la perte de deux molécules de 

phosphate par molécule d'enzyme. Ils notèrent également que l'activation de la 

phosphorylase se fait par l'incorporation de phosphate dans la molécule, cette 

++ 
réaction nécessitant la présence dlATP et d'ions Mg . D'autre part, l'adrénaline 
et le glucagon augmentent cette incorporation (RALL et al.) (7). Enfin, le groupe 

de SUTHERLAND découvrit le facteur responsable de l'activation de cette phosphorylase 

llAMPc, le second messager hormonal. En effet, le point d'impact des hormones 

comme l'adrénaline et le glucagon est l'adénylcyclase, enzyme assurant la synthèse 

++ 
de 1'AMPc à partir dlATP et en présence d'ions Mg (SUTHERLAND et al.) ( 8). 

L'AMPc ainsi synthétisé va activer la phosphorylase, par l'intermédiaire d'une 

phosphorylase kinase (RILEY) (9). Par la suite, MARINETTI et al. (10) montrèrent 

que cette enzyme .se trouve dans la membrane plasmique de-la cellule hépatique et 

que sa stimulation par des agents extracellulaires corne le glucagon et l'adrénaline 

entraine une augmentation du taux d'AMPc intracellulaire. Le taux d'AMPc intracellu- 

laire est également régi par la phosphodiestérase cyclique, enzyme dégradant 1'AMPc 

++ 
en 5'-AMP, en présence d'ions Mg (SUTHERLAND et RALL) (11). 

L ' M c  a pris une importance considérable durant ces dernières années. 

A partir d'un rôle relativement restreint dans la glycogénolyse hépatique, il 

apparait maintenant ê.tre un agent clef de nombreux métabo1.ismes dans le règne 

animal et même dans les microorganismes. 



D'autres nucléotides cycliques ont été par la suite découverts dans les 

organismes :le GMP cyclique (guanosine-3',S1-monophosphate cyclique) (ASHMAN 

et al. (12) ; PRICE et al. (13))~ 1'UMP cyclique (uracile-3',5'-monophosphate 

cyclique) et 1'IMP cyclique (inosine-3'5'-monophosphate cyclique) (STEINER et al.) 

(14). Ces nucléotides cycliques.sont présents dans les organismes à des taux très 

nettement inférieurs à ceux de l'Mc. C'est surtout sur le GMPc que les recherches 

se sont orientées ces dernières années. Comme pour llAMPc, le GMPc a été détecté 

dans de nombreux tissus d'origines différentes (ISHIKAWA et al. (15) ; GOLDBERG 

et al. (16)).  enzyme responsable de la synthèse du GMPc est la guanyl cyclase 
++ 

qui utilise le GTP comme substrat et qui ne fonctionne qu'en présence de Mn . 
Le GMPc est hydrolysé par une phosphodiestérase cyclique qui semble être analogue 

à la phosphodiestérase hydrolysant 1'AMPc (MARKS) (17). 

Il apparaitrait que dans de nombreux phénomènes de régulation, les 

taux-dlAMPc et de GMPc intracellulaires sont inversement proportionnels. Cet 

antagonisme serait à l'origine de nombreuses régulations métaboliques (GOLDBERG 

et al.) (18) .  

Dans la suite de notre introduction, nous passerons en revue les princi- 

paux effets de ~'AMPc, et nous mentionnerons également ceux du GMPc, bien que les 

travaux entrepris dans cette voie soient assez fragmentaires. 

B - L E S  NUCLEOTIDES CYCLIQUES : SECONDS MESSAGERS HORMONAUX 

1 - LE CONCEPT DE SECOND MESSAGER HORMONAL 
De nombreuses hormones n'agissent pas directement sur les mécanismes 

cellulaires, mais par l'intermédiaire de 1'AMPc (Tableau 1, p. 5 ) . C'est le 
système adényl cyclasique membranaire qui est la clef de ce mécanisme. En.effet, 

ces hormones ne pénètrent pas à l'intérieur de la cellule cible, mais agissent sur 

l'adényl cyclase membranaire. Il s'en suit une modification du taux dlAMPc 



TABLEAU 1 

HORMONES UTILISANT L'AMPC COMME SECOND MESSAGER. D'APRES ROBISON et al. ( 19) 

HORMONE TISSU 

Catécholamines Différents tissus 

Glucagon Foie, ilots pancréatiques, tissu 
adipeux 

ACTH (corticostimuline) Tissu adipeux et cortex 

LH ou ICSH (gonado-stimuline) Tissus ovarien et testiculaire 

Hormone de la parathyroïde ' Rein et tissu osseux 

TRF (facteur libérateur de la thyréo- Hypophyse antérieure 
trophine) 

' TSH (thyréotrophine) Tissu thyroïdien 

MSH (hormone stimulant les mélanocytes) Peau de grenouille 

Hi s tamine Cerveau 

Sérotonine Fasciola hepatica 



intracellulaire, qui selon le tissu concerné, conduit à une modification du 

développement ou du fonctionnement de la cellule. Ce sont les travaux de POHL 

èt al. (20), de BIRBAUMER et al. (2 1, 22 ) et de RODBELL et al. (23, 24 , 25 ) , qui 

ont permis de préciser la nature du système adényl cyclasique notamment dans les 

hépatocytes et dans les cellules adipeuses. 

Ce n'est qu'en 1970 que GOLDBERG (26) réussit à mettre en évidence dans 

le coeur de Rat, une augmentation de la concentration en GMPc intracellulaire suite 

à une perfusion d'acétylcholine, la concentration en AMPc intracellulaire diminuant 

légèrement dans ces conditions. D'autre part l'adjonction d'isoprotérénol (un 

analogue de la noradrénaline) provoque une diminution de la concentrationdeGMPc . 

intracellulaire et une augmentation de la concentration dlAMPc intracellulaire. 

Des essais identiques, mais in V&O, n'ont pas été couronnés du même succés. 

- En effet, il semblerait que le système guanyl cyclasique soit détruit en grande 

partie durant l'homogénéisation du tissu et pendant l'incubation enzymatique 

(MARKS) (27). 

Il semble donc que différentes hormones controlent les taux dlAMPc et 

de GMPc intracellulaires de telle façon que lorsque le taux d'AMPc augmente, le 

taux de GMPc diminue ou inversement. Il faut néanmoins remarquer que les résultats 

restent trop fragmentaires pour pouvoir généraliser ce concept. 

2 - EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR LES ENZYMES 
L'AMPc régule l'activité de très nombreuses enzymes, par l'intermédiaire 

de systèmes phospho-déphospho (pour revue générale, voir ROBISON et al. (28)). 

Les points d'impact de 1'AMPc sont des protéines kinases. Ces protéines kinases ont 

pour rôles de phosphoryler d'autres enzymes qui de ce fait deviennent actives et 

peuvent réguler de nombreux métabolismes. 

L'existence de protéines kinases dépendantes du GMPc a été récemment mis 

.en évidence (KU0 et GREENGARD (29) ; HOFMANN et SOLD (30)). KU0 et al.(31) remarquent 



un fait important : une protéine kinase dépendante du GMPc, isolée du poumon foetal 

. de Cobaye, n'est active qu'en présence d'un "modulateur", dont on ne connait pas 

la nature, extrait à partir du même tissu ou du foie de Rat. Ce modulateur inhibe 

la protéine kinase dépendantede 1'AMPc isolée du même tissu. 

C - LES NUCLEOTIDES CYCLIQUES : REGULATEURS D E  L A  V I E  S O C I A L E  

D E  L A  C E L L U L E  

1 - ROLE DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES DANS LA CROISSANCE CELLULAIRE 
U - L'AMPc. ABELL et MONAHAN (32) ont analysé dans leur revue 

générale les résultats obtenus par différents auteurs concernant les corrélations 

existantes entre 1'AME'c et la division cellulaire. Ils en déduisent principalement 

trois conclusions : 

- L'addition d'AMPc à une culture de cellules n'induit pas de divisions 

cellulaires. 

- L'addition d'AMPc à une culture de lymphocytes stimulés par des agents 

mitogènes, entraine une inhibition de la division cellulaire. 

- ~nfin., le taux intracellulaire d'AMPc et le taux de la synthèse de 
DNA sont inversement reliés. 

Nous allons voir dans les chapitres suivants, que dans le cas de cellules 

. transformées, on retrouve les mêmes phénomènes. 

b - Le GMPc. Le GMPc fait partie des médiateurs controlant la 

.croissance de la cellule (HADDEN et al.) (33). Dans le cas de fibroblastes et de 

lymphocytes en culture, une augmentation de GMPc intracellulaire est en corrélation 

avec la prolifération de ces cellules (HADDEN et al. (34) ; SEIFERT et RUDLAND 

(35)). D'autre part, pour les lymphocytes, différentes lectines mitogènes induisent 

une augmentation du taux de GMPc intracellulaire (SCHUMM eJ al.) (36). L'addition 

exogène de GMPc ou de ses dérivés induit une synthèse accrue de DNA et favorise 

la croissance cellulaire (WHITFIELD et al.' (37) ; SEIFERT et RUDLAND (38)). 



Enfin, JOHNSON et HADDEN ( 3 9 ) ,  se fondant sur le fait que le GMPc stimule l'activité 

RNA polyrnérasique 1 et diminue l'activité RNA polymérasique II dans les noyaux 

de lymphocytes stimulés ou non par des phytohémagglutinines, suggèrent que le 

GMPc peut être assimilé à un messager portant de la membrane plasmique au 

noyau "le signal de la mitose1'. 

L'AMPc et le GMPc semblent donc réguler la croissance cellulaire de 

façon antagoniste, selon l'hypothèse de GOLDBERG. Le mécanisme de cette régulation, 

par l'intermédiaire des cyclases et des diestérases, n'est pas encore connu. 

2 - ROLE DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES DANS LA MORPHOLOGIE CELLULAIRE 
PUCK et al. (40) montrent que l'incubation de cellules ovariennes 

d'hamster chinois (CHO) avec du db AMPc provoque une transformation morphologique 

de ces cellules, qui acquièrent une allure fibroblastique. Cette conversion serait 

due à une réorganisation du système microtubulaire. 

D'autre part, lorsque l'on incube des fibroblastes en culture avec de 

l'AMPc, le,fibroblaste voit sa morphologie changer, sa taille et son adhésivité 
i 

avec le substratum augmenter (JOHNSON et PASTAN (41) ; JOHNSON et al. (42)). 

La morphologie cellulaire étant en relation étroite avec les constituants 

de la membrane plasmique, 1'AMPc joue probablement un rôle dans la biosynthèse de 

ces constituants et influe donc indirectement sur la morphologie cellulaire. Nous 

verrons dans le chapitre suivant, que 1'AMPc modifie de la même façon de nombreux 

caractères morphologiquesde la cellule transformée. 

3 - LES NUCLEOTIDES CYCLIQUES ET LA TRANSFORMATION CELLULAIRE 
a - M&%boLbme de t1An4Pc dam LU c u a  itrLan,560tunéa. Un certain 

nombre de travaux récents ont montré que dans 'les cellules tumorales ou dans les 

cellules transformées par des virus in v&o;.le taux dlAMPc intracellulaire est 

inférieur à celui des cellules non transformées (GRANNER et al. (43) ; HEIDRPCK 

e t  RYAN (44) ; OTTEN et ai. (45) ; SHEPPARD ( 4 6 ) ) .  



D'autre part l'activité adényl cyclasique ou la réponse de l'adényl 

cyclase à différents stimuli sont modifiées dans les cellules transformées 

(SCHIMMER (47) ; PEERY et al. (48) ; BURK (49)). Enfin, CLARK et al. (50) notent 

que l'activité phosphodiestérasique cyclique est considérablement diminuée dans 

les cellules transformées. 

Le métabolisme de 1'AMPc est modifié dans les cellules transformées, 

mais le processus par lequel s'opère cette modification n'est pas encore connu 

à ce jour. 

6 1 Rôle de L'AMPc dam Le caAâLe de lu crtohaance Itumode. Différents 

auteurs ont montré que l'addition de db AMPc au milieu de culture de cellules 

tumorales provoque une inhibition de croissance de celles-ci, inhibition variant 

selon le type de la tumeur (CHO-CHUNG (51) ; JOHNSON et al. (52) ; SHEPPARD (53)). 

Ces auteurs montrent que l'addition d'AMPc ou de ses dérivés au milieu de culture 

entraîne une "réversion" vers le phénotype de certaines propriétés morphologiques 

de la cellule transformée. D'une autre façon, l'élévation des taux intracellulaires 

dlAMPc, par la stimulation de l'adényl cyclase ou par l'inhibition de la phospho- 

diestérase,inhibë la croissance de ces cellules transformées. 

c - R W O ~ A  e&e L'AMPc et L a  antigèna de amdace de. kk c U e  

4a.i.n~ & hlm&~/un&?. La surface cellulaire se modifie lorsque 1 'on transforme 

.des cellules par des virus. Notamment, sur la surface de la cellule transformée, 

il existe des récepteurs de la phytohémagglutinine de germe de blé, tandis que 

ces récepteurs sont masqués dans le cas de la cellule saine (BURGER) (54). 

SHEPPARD (55) montre que des fibroblastes de souris 3T3, transformés par le 

virus du polyome, deviennent moins agglutinables par la phytohémagglutinine de 

germe de blé si l'on ajoute au milieu de culture du db AMPc et de la théophylline 

(inhibiteur de la phosphodies térase cyclique) . Cette agglutinabilité réaugmente 
si ces facteurs sont retirés du milieu de culture. Par cette approche, cet auteur 

en déduit que 1'AMPc influence l'architectwre de la surface cellulaire. 



KURTH et BAUER (56, 57) utilisent des cellules tumorales de souris, 

obtenues à partir d'une tumeur induite par le virus de ROUS. Ces cellules tumorales 

possèdent des antigènes de surface spécifiques. Après traitement par le db AMPc, 

ces cellules deviennent moins agglutinables par la concanavaline A et leurs 

antigènes de surface sont quantitativement modifiés. 

d - M ~ b o ~ m e  du GMPc dam C U  c U U  ahznh 4 0 t u r t E ~ .  NESBITT et al. 

(58) ont montré que le taux de GMPc intracellulaire ainsi que l'activité guanyl 

cyclasique diminuent lors de la transformation de fibroblastes par des virus. 

Dans ces conditions expérimentales, le GMPc n'a donc pas un comportement opposé 

à celui de 1'AMPc. Il semble donc que l'on ne puisse généraliser le concept 

de GOLDBERG, basé sur l'antagonisme existant entre 1'AMPc et le GMPc. 

Remarque : il faut noter que certains auteurs se sont attachés à étudier le 

devenir des nucléotide; cycliques ajoutés au milieu de culture. L'AMPc ne peut 

.pénétrer dans la cellule, que lorsqu'il est présent à de fortes concentrations 

 IO-^ M) dans le milieu de culture. En effet, il est rapidement dégradé à la 

surface externe des cellules par une phosphodiestérase cyclique (GORIN et 

BRENNER) (59). KAUKEL et HILZ (60) montrent que l'efficacité supérieure du . 

db AMPc sur l ' M c  est due à deux faits. 

- le db AMPc est plus'résistant aux phosphodiestérases extra- et 
intracellulaires. 

- le db AMPc, après qu'il ait pénétré dans la cellule, est dégradé 
par une estérase en monobutyryl AMPc (mb W C ) ,  qui présente les mêmes affinités 

que 1'AMPc pour les protéines kinases. 

Il est donc très important, lorsque l'on étudie les effets des 

nucléotides cycliques, de connaître leurs devenirs et les produits de leurs 

métabolismes. 



II - GENERALITES SUR LA SYNTHESE DES GLYCOCONJUGUES 

A - DEF 1 N I T  ION DES GLYCOSYLTRANSFERASES (pour références, voir 

ia revue générale de LOUISOT et al. (61 )). 

Les glycosyltransférases sont des enzymes chargées detransférer des oses 

sur des accepteurs très variés. La réaction générale peut s'écrire de la façon 

suivante : 

glycosyl-nucléotides + accepteur-accepteur glycosylé + nucléoside 

(di) phosphate. 

1 - PRECURSEURS NUCLEOTIDIQUES 
La liste des principaux glycosyl-nucléotides est donnée dans le 

tableau II (p. 1 1  ) . 

2 - ACCEPTEURS 
Quand aux accepteurs, ils sont de natures très diverses. Ils peuvent 

être de natures protéinique, lipidique, glycoprotéinique, glycolipidique, osidique 

ou mucopolysaccharidique. 

Dans la suite de notre mémoire nous nous limiterons aux glycosyltrans- 

férases responsables de la synthèse des glycoprotéines en excluant toutefois les 

glycosyltransférases des liquides biologiques. 

3 - PROPRIETES CATALYTIQUES DES GLYCOSYLTRANSFERASES 

a - ln@uence du pff. La plupart des glycosyltransférases 

fonctionnent dans une zone de pH assez large. Les maximums d'activités des 

glycosyltransférases se situent à des pH variables selon les tissus et les 

espèces animales étudiées. La galactosyltransférase microsomale pancréatique de 

Rat montre une activité maximale pour un pH entre 7 et 8 (RONZIO) (62). La 

mannosyltransférase mitochondriale de foie de Souris a un pH optimal de 7,4 

(MORELIS et LOUISOT) (63). La fucosyltransférase solubilisée à partir de la 

muqueuse intestinale de Rat, a un pH optimal de 5,5 (LOUISOT et al.) (64). 



TABLEAU I I  

LISTE DES PRINCIPAUX NUCLEOSIDES DIPHOSPHO- OSES (ou dérivés d'oses) 

IMPLIQUES DANS LA BIOSYNTHESE DES HOLOSIDES, HETEROSIDES, POLYOSIDES 

ET GLYCOCONJUGUES DES BACTERIES, VEGETAUX ET ANIMAUX. D'APRES LOUISOT 

et a l .  (65). 

I GLUCIDES 
TRXYSPORTÉS 

APPELLATIONS USUELLES 

I 
- - 

Pentoses UDP-L-arabinose uridine-diphosphate-L-arabinose 
UDP-D-xylose uridine-diphosphate-D-xylose - 

6-déso'ry-oses GDP-L-fucose 
dTDP-L-rhamnose 
GDP-6-déçoxy-D-talose 

Hexoses UDP-D-glucose 
ADP-D-glucose 
CDP-D-glucose 
GDP-D-glucose 
dTDP-D-glucose 

uridine-diphosphate-D-glucose 
adénosine-diphosphate-D-glucose 
cytidine-diphospliate-n-glucose 
guanosine-diphosphate-D-glucose 
dhxythjmidine-diphspliate-D-glucose 

UDP-acide-D-glucuronique 
UDP-acide-D-galacturonique 
UDP-acide-L-iduronique 
GDP- acide;^-mannuronique 

CDP-glycérol 
CDP-ribitol 

CJLP-acide sialique 

uridine-diphosphatc-D-glucosamine 
undine-dipliosphate-N-acétyl-~-g11icosamine 
uridine-diphosplinte-X-acétyl-D-galactosamine 
désoxy-thymidine-diphosphate-N-acétyl-D- 

glucosamine 

uridine-diphosphate-acide-D-glucuronique 
uridine-diphosphate-acicle-D-galactiironique 
uridine-diphosphate-acide-L-iduroniqiie ' 
guanosine-diphosphate-acide-D-mannuronique 

cytidine-dphosphate-glycérol 
cytidine-diphosphate-ribitol 

cytidine-monophosphate-acide sialique 



b - ln~hence 'den iom. La présence d'ions divalents est souvent 

nécessaire pour le fonctionnement des ,glycosyltransférases. Ces ions divalent's sont 

++ ++ ++ 
principalement le Mn , le Mg ou le Ca (SCHACHTER et al. (66) ; SPIRO (67) ; 

BERNACKI et BOSMANN (68)). Le rôle de ces cations à l'échelon moléculaire n'a pas 

encore été élucidé. Il est possible qu'ils forment des complexes stables avec les 

glycosyl-nucléotides. 

c - ln~hence de h Xe.mpéhdue. Beaucoup de glycosyltransférases 
ont un maximum d'activité à 30"~. On note cependant quelques exceptions comme 

la fucosyltransférase de la muqueuse intestinale qui a une activité optimale pour 

une température de 23°C (LOUISOT et al.) (69). 

d - 1 n E b i . t ~  at activdtw nudéoLidiquen den glyco~yLfmn~- 
l 

d h 7 . h ~ .  Plusieurs auteurs ont étudié 1' in£ luence de divers dérivés nucléotidiques 

sur les activités glycosyltransférasiques, mais ils n'ont guère trouvé de loi 

générale. Se fondant sur les travaux de KEPLER et al. (70), qui ont mesuré les 

i taux des nucléotides pyrimidiques dans le foie de rat, BERNACKI (71) montre que 

I 
la sialyltransférase microsomale de foie de Rat est in v a 0  activée par 1'UDP 

(à une concentration existantein vivo). Il montre également que le CMP est un 

inhibiteur compétitif de cette sialyltransférase (figure 1, p. 14). MOOKERJEA 

et YUNG (72) montrent que la stimulation de l'activité galactosyltransférasique 

microsomale par des nucléotides peut être également due à une inhibition de 
1 

1'UDP-galactose pyrophosphatase par ces nucléotides : ~'UDP galactose serait donc 

protégé, et l'activité galactosyltransférasique accrue. Ces auteurs essaient de 

discriminer les effets de ces nucléotides mais n'y parviennent que partiellement. 

Ces résultats ont été confirmé au laboratoire à propos de l'ectogalactosyltransférase 

(VERBERT et al.) (73). Enfin LOUISOT et al. (74) montrent que l'emploi 
- .  

de GDP en système acellulaire in v&o permet d'inhiber complètement les activités 

mannosyltransférasiques. 





e - 1ndhenc.e d a  d é - t m g e h .  C'est un fait général que les 

enzymes membranaires sont activées par les détergents. Ces détergents altèrent 

l'organisation protéine-lipide de la membrane et de ce fait "solubilisent" ces 

enzymes en augmentant leur activité. Les glycosyltransférases microsomales sont 

activées par des détergents comqe le Triton X 100 (SCHACHTER et a1.)(76). D'autres 

auteurs comme MOOKERJEA et YUNG (77) utilisentla lysolecithine afin de stimuler 

la galactosyltransférase microsomale de foie de Rat. D'une autre façon, ils 

préincubent les membranes microsomales avec de la phospholipase A, ce qui a 

pour effet de générer la lysolécithine dans les membranes et d'activer la galac- 

tosyltransférase. Ces auteurs en déduisent que le rôle de fa lysolécithine dans 

1 
l'activation de l'enzyme est probablement lié à la solubilisation de la membrane, 

, qui de ce fait conduirait à une meilleure interaction enzyme-substrat. La 

lysolécithine pourrait avoir un rôle de régulation dans les systèmes glycosyltrans- 

férasiques. 
1 

B - L O C A L I S A T I O N  C E L L U L A I R E  DES GLYCOSYLTRANSFERASES, 

1 - LES GLYCOSYLTRANSFERASES INTRACELLULAIRES 
Il est tout d'abord nécessaire de rappeler les dernières acquisitions 

concernant la structure des g1ycoprotéines.MONTREUIL (78) propose que les glycannes 

liés à la protéine par des liaisons de type N-glycosidique possèdent un noyau 

pentasaccharidique commun : 

Man 
a-1 $ 3  

\ Man 'LS~CNAC '$G~CNAC -Asn fi- 1 

Man . 



Trois grands problèmes persistent à ce jour : 

- On ne peut pas discriminer la synthèse des glycoprotéines solubles 

de celle des glycoprotéines membranaires. 

- On ne connait pas de structure glycannique de glycoprotéine 
membranaire de type N-glycosidique. 

- Enfin, comme nous le verrons dans le chapitre suivant, on ne 
sait pas dans quelles proportions les glycoprotéines de type N-glycosidique sont 

synthétisées par l'intermédiaire des dolichols. 

N O ~  allons passer en revue la localisation cellulaire des glycosyltrans- 

férases responsables de la biosynthèse de ces glycoprotéines.' 

a - Mimobomda. SCHACHTER et al. ( 7 9 )  montrent que dans le 

foie, le branchement du trisaccharide suivant : NANA+Gal+GlcNAc, sur le 

noyau pentasaccharidique précédant (p. 15) se fait d'une manière séquencée par 

l'intermédiaire de trois glycosyltransférases, la sialyl-, la galactosyl- et la 
C 

N acétyl glucosaminyltransférase. Ces trois enzymes sont localisées dans 

i l'appareil de Golgi. 11s en déduisent un mécanisme de biosynthèse des glycoprotéines 

solubles secrétéès par le foie (figure 2,p. 17). KIM et al. (80) précisent que 

dans le cas de la synthèse des mucines intestinales, les glycosyltransférases 

sont présentes dans la fraction microsomale lisse. La glycoprotéine ainsi synthétisée 

est accumulée dans l'appareil de Golgi et ensuite excrétée. 

b - M.iitochondrUaea. Les travaux de MORELIS et al. (81) sur le 

foie et de BROQUET et al. (82) sur le cerveau permettent d'affirmer l'existence 

d'une mannosyltransférase propre à la mitochondrie. Dans le cas d'hépatocytes, 

la mannosyltransférase est localisée sur la membrane interne mitochondriale. 

C - hdé~L&~. Les travaux de RICHARD et al. (83) permettent 

d'affirmer la présence de glycosyltransférases, dans le noyau. Leur rôle n'est pas 



R E R  R E  L 

- 
- e  

FIGURE 2 

Mécanisme hypothétique de la biosynthèse et de la sécrétion de glycoprotéines par 

le foie. Abréviations : RER : réticulum endoplasmique rugueux ; REL : réticulum 

endoplasmique lisse ; MP : membrane plasmique ; AG : appareil de Golgi ; R : ribosome ; 

1 
: sialyltransférase ; . T2 : galactosyltransférase ; Tg : N-acétyl glucosaminyltrans- 

férase ; T et T : glycosyltransférases branchant les sucres internes du glycanne. 4 5 
D'après SCHACHTER et al. (84) .  



encore connu à ce jour. 
1 

Les ectoglycosyltransférases sont des enzymes membranaires dont les sites 

actifs sont en contact avec le milieu extracellulaire (DE PIERRE et KARNOVSKY (85)). 

Ces enzymes posséderaient des rôles biologiques très importants, notamment dans 

l'adhésion et la reconaissance cellulaire (ROSEMAN (86) ; ROTH et al. (87) ; 

McLEAN et BOSMANN (88)), dans la reconaissance de glycoprotéines (JAMIESON et a1.)(8S 

et dans la réparation ou la synthèse de glycoconjugués membranaires (BERNACKI (go), 

VERBERT et al. (91, 92)). Récemment au laboratoire, CACAN et al. (93) ont mis en 

évidence un inhibiteur intracellulaire des sialyltransférases~ qui leurs ont permis 

I d'émettre une hypothèse sur la régulation de cette enzyme : inhibée à l'intérieur 

des cisternes, l'ectosialyltransférase ne deviendrait active qu'à la surface 

cellulaire sur laquelle elle parviendrait par le processus de "membrane flow". 

C - LES INTERMEDIAIRES LIPIDIQUES DANS LA GLYCOSYLATION DES 

PROTEINES, 

La glycosylation des protéines peut se faire par un transfert direct du 

monosaccharide sur la protéine à partir du nucléotide-sucre ou bien par l'intermé- 

diaire d'un lipide. D'après PARODI et LELOIR (94), l'intermédiaire lipidique 

serait nécessaire pour brancher des glycannes de type N-glycosidique sur une 

protéine. 

1 - LES DOLICHOLS 
Le lipide responsable de ce mécanisme dans les cellules eucaryotiques est 

le dolichol. Le dolichol est un long polyprénol (n = 17-21). Ce composé peut se 

trouver tel quel ou en parti estérifié par des acides gras. Le dolichol est 

largement répandu dans les tissus animaux, dans toutes les fractions cellulaires, 

spécialement au niveau du noyau (DALLNER et al; (95)). Le tableau 111 (P. 19) résume 

les différentes fonctions des dolichols'. ' 



TABLEAU 111 

, 

Role des  d o l i c h o l  phosphates dans l a  synthèse  des g lycopro té ines .  D'après 

PARODI e t  LELOIR ( 9 6 ) .  

1 - Synthèse de do l i cho l  monophospho-sucres 

1 . 1 .  UDP-GIC + D O ~ - P + D O ~ - P - G ~ ~  + UDP 

1 .2. GDP-Man + Do 1-P -01-P-Man + UDP 

1.3. UDP-xylose + Dol-P-Dol-P-xylose + UDP 

2 - Synthèse de do l i cho l  pyrophospho-sucres 

2 . 1 .  UDP-GlcNAc + Dol-P-Dol-P-P-GlcNAc + UMP 

3 - Transformation de l a  p a r t i e  o s id ique  
l 

3.1 .  Dol-P-P-GlcNAc-Dol-P-P-N-acetylmannosamine 

4  - T r a n s f e r t  d i r e c t  de nuc léo t ides-sucres  à des d o l i c h o l s  pyrophospho-sucres 

4 . 1  . UDP-GlcNAc + Dol-P-P-GlcNAc -tDol-P-PL (GlcNAc) + UDP 

4 . 2 .  GDP-Man + Dol-P-P-(GLcNAc)2-+Dol-P-P-(GlcNAc) 2 - Man 

5 - T r a n s f e r t  du monosaccharide des d o l i c h o l  monophospho-monosaccharides à des  

d o l i c h o l s  pyrophospho-oligosaccharides 

5.1.  Dol-P-Man + ~ o l - ~ - ~ - o l i ~ o s a c c h a r i d e + ~ o l - ~ - ~ - o l i ~ o s a c c h a r i d e - ~ n  + Dol-P 

5.2.  Dol-P-Glc + Dol-P-P-ol igosaccharide~Dol-P-P-ol igosaccharide-Glc + Dol-P 

6  - T r a n s f e r t  d ' o l igosaccha r ides  provenant de d o l i c h o l  pyrophospho-oligosaccharides 

à des p r o t é i n e s  

6 . 1 .  Dol-P-P-oligosaccharide + protéine-Dol-P-P + g lycopro té ine .  



2 - ROLE DES DOLICHOLS DANS LA SYNTHESE DES GLYCOPROTEINES 
Les glycoprotéines synthétisées via les dolichols-pyrophospho-oligosaccha- 

rides semblent être du type N-glycosidique (PARODI et LELOIR (97)). Mais il n'est 

pas certain que la totalité de ces glycoprotéines sont synthétisées de cette manière. 

En effet LUCAS et al. (98) constatent que seulement 10 p. 100 de l'ovalbumine 

synthétisée par les microsomes d'oviducte de poule l'est par l'intermédiaire des 

dolichols. 

L'oligosaccharide (Man) -GlcNAc -GlcNAc ayant été greffé sur la Pro- 3 

téine, on pense que les sucres "terminaux", c'est à dire le galactose et l'acide 

sialique sont transférés directement sur la glycoprotéine à partir des nucléotides- 

oses. En effet, jusqulà présent les dérivés dolichols du galactose et de l'acide . 
I 

sialique n'ont pu être mis en évidence. 

- II 1 .- EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR LA B I  OSYNTHESE DES GLYCO- 

CONJUGUES, 

1 Dans les chapitres précédents nous avons vu que les nucléotides cycliques 
l 

ont différents effets sur de nombreux paramètres de la croissance cellulaire, des 

métabolismes des cellules animales, aussi bien in Vivo qu'in V&O. 

D'un autre coté, il est actuellement bien établi que les glycoprotéines 

de surface jouent un rôle primordial dans la vie de la cellule (ROTH et al. (99)). 

Dans cette optique, différents auteurs utilisant des cultures de cellules 

saines et transformées, se sont employés à montrer quelles relations existent 
1 

entre les nucléotides cycliques et les glycoconjugués de surface, ou entre les 

nucléotides cycliques et les glycosyltransférases cellulaires. Il n'est actuellement 

pas possible de discriminer les glycosyltransférases responsables de la biosynthèse 

des glycoconjugués membranaires de celles qui sont responsables de la biosynthèse 

de glycoprotéines solubles excrétées par la cellule. Différents auteurs se sont 

attachés à suivre les modifications des glycoconjugués membranaires induites par 



les nucléotides cyliques. D'un autre coté d'autres auteurs se sont efforcés 
l 

d'analyser l'impact des nucleotides cycliques sur les glycosyltransférases elles- 

mêmes. Ces expérimentations sont peu nombreuses et fragmentaires. 

A - EXPERI ENCES Th' V 7 V O  

BAIG et ROBERTS ( 100) traitent des cellules ovariennes d'Hamster chinois 

par le db AMPc et étudient la composition en glycoprotéines de la membrane plasmique. 

Ils notent que le db AMPccause de profondes altérations dans la composition en 

glucides de -la membrane plasmique. Mais ils ne peuvent pas dire si dans la cellule 

normale et dans la cellule traitée par le db &Tc, les glycoprotéines sont les 

&mes mais en quantités différentes ou bien si llaction.du db AMPc a induit des 

modifications au niveau des oligosaccharides des glycoprotéines ou des glycolipides. 

SHEININ et al. (1Ol)ajoutent du db AMPc dans le milieu de culture de 

fibroblastes 3T3 sains et transformés par des virus. Comme nous l'avons vu dans 

les chapitres précédents, l'addition de db AMPc provoque une réversion des 

propriétés des fibroblastes transformées vers .le phénotype et modifie de nombreuses 

propriétés de la'cellule saine. Ces auteurs montrent que le db AMPc ne modifie 

pas l'incorporation de glucosamine dans les glycoprotéines membranaires mais ils 

notent une modification profonde dans les glycosphingolipides. 

HAKAMOKI et al.(102) étudient les changements de morphologie et de 

croissance induits par 1'AMPc sur des fibroblastes transformés. Ils montrent 

que 1'AMPc entraine une profonde modification dans l'organisation membranaire 

(ou dans la synthèse) des s ia ly l -galac tosyl -g lycoproté ines .  

Comme nous l'avons vu précédemment, l'addition d'AMPc à une culture de 

ce1 lules ovariennes d'hamster chinois (CHO) , provoque une transformation korpholo- 

gique de ces cellules, qui acquièrent une allure fibroblastique. ROBERTS et al. 

(103)montrent que des modifications des glycoconjugués de surface accompagnent 



cette modification morphologique induite par 1'AMPc : les glycopeptides à fucose 

1 

de surface de la cellule non traitée contiennent plus d'acide sialique que ceux 

de la cellule traitée par 1'AWc. 

On peut conclure de toutes ces expériences que le taux d'AVc intracellu- 

laire régit soit la composition en glucides des glycoconjugués membranaires, ou 

(et) le taux de synthèse de ces glycoconjugués. Il fallait donc, par des expériences 

0 étudier l'impact des nucléotides cycliques sur les enzymes responsables 

de la synthèse de la partie glycannique des glycoprotéines. 

B - EXPERIENCES IN VITRO 

Se fondant sur le fait que les taux de glycosyltransférases sont 

modifiés dans des cellules transformées par des virus (GRIMES (104) ; BOSMANN (105) ; 

CUMAR et al. (106)), et sur le fait que les glycoprotéines de surface sont modifiés 

. dans les cellules transformées, SUD0 et ONODERA (107) ont étudié dans des cellules 

saines et transformées par des virus, les réponses des glycosyltransférases au 

Ces auteurs mesurent les activités des glycosyltransférases, sur la 

cellule entière, sur les membranes plasmiques ou sur la fraction microsomale. 

Ils montrent que le db AMPc inhibe la galactosyl- et la sialyltransférase de 

surface des cellules transformées : 

- leurs expérimentations sur la cellule entière montre que le db AMPc 
a 

inhibe la galactosyl et la sialyltransférase de surface des cellules transformées, 
1 

mais n'a pas d'activité sur les glycosyltransférases de surface des cellules saines. 

- ils préparent des membranes plasmiques de cellules saines et transfor- 
mées. Dans la cellule transformée, la.galactosy1transférase est stimulée par le 

db AMPc, tandis que dans la cellule saine elle est légèrement inhibée. Ces 

résultats sont donc contradictoires, et ces auteurs attribuent cela à des 

artefacts de préparation des membranes plasmiques. 



- Enfin, le db AMPc stimule la galactosyltransférase microsomale des 
deux types de cellules, mais n'a aucun effet sur la sialyltransférase microsomale. 

SUD0 et ONODERA ( 1 0 8 )  suggèrent que 1'AMPc pourrait avoir un effet direct sur les 

glycosyltransférases microsomales, et que cet effet pourrait être à l'origine des 

modifications des glycoconjugués de surface et de l'augmentation de synthèse des 

mucopolysaccharides induits par 1'AMPc (ROBERTS et al. ( 1 0 9 )  ; GOGGINS et al. ( 1 1 0 ) ) .  



TRAVAUX PERSONNELS 



PÎATERI EL ET METHODES 

1 - FRACTIONNEMENT CELLULAIRE 

1 '- PRINCIPE 

La f r a c t i o n  microsomale b r u t e  e s t  p réparée  à p a r t i r  d 'un homogénat de f o i e  

de Rat.  Après une première c e n t r i f u g a t i o n  d i f f é r e n t i e l l e  à 20 000 g  v i s a n t  à é l i m i n e r  

l e s  c e l l u l e s  i n t a c t e s ,  l e s  noyaux e t  l e s  mitochondries ,  une seconde c e n t r i f u g a t i o n  

d i f f é r e n t i e l l e  à hau te  v i t e s s e  (150 000 g) nous f o u r n i t  l a  f r a c t i o n  microsomale 

b r u t e .  
i 

1 

Toutes l e s  opé ra t ions  sont  e f f e c t u é e s  à + 4 ' ~ .  

2 - REACTIFS 

S o l u t i o n  A (mi l i eu  d'homogén6isation) : tampon Tris-HC1 10 mM ; pH 7,4 

L 
Saccharose 0,25 M 

MgC 1 0,5 mM 

3  - MODE OPERATOIRE 

Tro i s  r a t s  de r ace  SPRAGUE-DAWLEY, agés de t r o i s  mois, sont  t u é s  pa r  

d é c a p i t a t i o n  e t  l e u r s , f o i e s  s o n t  rapidement p ré l evés  e t  l avés  dans l e  m i l i e u  A. 

Les f o i e s  s o n t  e n s u i t e  broyésdans un a p p a r e i l  de FISCHER e t  l e  b roya t  

a i n s i  obtenu,  ( 3  f o i e s  correspondant à 20 g  de b r o y a t ) ,  e s t  homogénéisé dans 100 m l  

de m i l i e u  A. L'homogénéisation e s t  r é a l i s é e  à l ' a i d e  d'un a p p a r e i l  de POTTER-' 

ELVEJEHM (10 courses  du p i s t o n ,  500 tou r s fmin j .  L'homogénat e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  

à 20 000 g 'pendan t  10 min ( cen t r i fugeuse  BECKMAN 521 ; r o t o r  JA-20 ; 1 1  000  tours/min)  

Le surnageant  post-mitochondrial  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  à 150 000 g  pendant 90 min 

( c e n t r i f u g e u s e  BECKMAN L2 65B ; r o t o r  SW50'1 ; 45 000 tou r s fmin ) .  Les c u l o t s  a i n s i  



obtenus sont lavés dans la solution A et recentrifugés à 150 000 g pendant 90 min. 

Ces culots constituent la fraction microsomale brute, utilisée comme source de 

glycosyl-transférases. Les culots sont conservés dans l'azote liquide et utilisés 

dans le mois qui suit leur préparation. Ces différentes préparations sont résumées 

dans la figure 3 (P 27) . 

B - PREPARATION DE FRACTIONS SUB-MICROSOMALES 
3K 

1 - PRINCIPE 

La fraction post-mitochondriale est d'abord dépouillée de la contamination 

en membranes plasmiques par une centrifugation à 105 000 g à travers une couche de 

saccharose 1 M. Puis on separe le réticulum endoplasmique rugueux du réticulum 

endoplasmique lisse à l'aide d'un gradient discontinu de saccharose. 

Toutes les opérations sont effectuées à h°C. 

2 - REACTIFS 
Solution B : Tris-HC1 10 mM ; pH 7 , 4  

Saccharose 1 M 

Solution C : (formant le' gradient discontinu de saccharose) 

MgCl2 0,5 mM. 

Saccharose , 1 M .  

ii 
Nous remercions   es sieurs C. DISSOUS et J. KREMBEL pour les conseils qu'ils nous 

ont prodigués pour la préparation de ces fractions microsomales. 



Foie de Rat 

Appareil de FISCHER 

Homogénéisation , 

Appareil de POTTER-ELVEJEHM (5 courses du piston ; 500 tours/min) 

Centrifugation dans le rotor JA-20 (centrifugeuse BECKMAN 521) 

1 1 000 tours/uiin - 10 min 

Culot Surnageant post-mitochondrial 

1 
Centrifugation dans le rotor Sw50-1 (centrifugeuse BECKMAN L265B) 

45 000 tours/min - 90 min 

Surnageant Culot : fraction microsomale brute 

FIGURE 3 

Préparation de la fraction microsomale brute 



l 3 - MODE OPERATOIRE 

Le surnageant  post-mitochondrial  e s t  déposé s u r  10 m l  de s o l u t i o n  B e t  

e s t  c e n t r i f u g é  à 105 000 g  pendant 1 heure  ( cen t r i fugeuse  BECKMAN L265B ; r o t o r  

SW-27 ; 26 000 tours lmin) .  Le c u l o t  a i n s i  obtenu e s t  resuspendu dans l a  s o l u t i o n  C 

(1 ,6  M e n  saccharose) .  La formation du g rad ien t  e s t  d é c r i t e  dans l a  f i g u r e  4  

(p. 2 9 ) .  Les tubes s o n t . c e n t r i f u g é s  pendant 3 heures  à 140 000 g ( c e n t r i f u g e u s e  

BECKMAN L265B ; r o t o r  60 T i  ; 45 000/min). La f r a c t i o n  e n r i c h i e  en r é t i cu lum 

endoplasmique l i s s e  e s t  u t i l i s é e  immédiatement comme source  de galactosyl-transférases.  

I I  - MESURE DES ACTIVITES ENZYFATIQUES 

1 - PRINCIPE 

 activité ga lac tosy l t r ans fé ras ique  e s t  mesurée pa r  l l i n c o r ? o r a t i o n  de 

1 4 ~ - g a l a c t o s e ,  provenant du p récu r seu r  nuc léo t id ique ,  l 'UDP-14~-galactose,  s u r  

des  accep teu r s  endogènes ou exogènes. ~ ' ovomuco ïde  e s t  c h o i s i  comme accep teu r  

exogène, c a r  il possède s u r  s a  p a r t i e  glycannique,  5  N-acétyl glucosamines e n  

p o s i t i o n s  te rmina les  non r é d u c t r i c e s  (BAYARD e t  MONTREUIL) (111). 

D'autre  p a r t ,  on mesurera l a  dégrada t ion  du p récu r seu r  n u c l é o t i d i q u e  pour 

chaque e s s a i  enzymatique. 

2 - REACTIFS 

a - U e u  d'incubation enzymatique. 

Tampon cacodyla te  de sodium 0 , l  M ; pH 7,4 

MnC 1 

UDP- 1 4 ~ - g a l a c t o s e  



4- 7 ml de la solution C (saccharose 1 M) 

- 14 ml de la solution C (saccharose 1,4 M) 
- .  7 ml de la solution C (saccharose 1,6 M) 

- 7 ml de la solution C (saccharose 1,8 M) 
Centrifugation dans le rotor 60 Ti 45 000 tours/min - 3 heures 

1 

4-' Membranes plasmiques vésiculées 

- Fraction enrichie en réticulum endoplasmique 
lisse - Fraction enrichie en réticulum endoplasmique 
rugueux 

- Polysomes 

FIGURE 4 . 

Prgparation de fraction sub-rnic~osomales 



Après addition dlUDP-galactose non radioactif, la radioactivité spécifique 

est de 40 mCi/mM. Une incubat-ion enzymatique se fait dans un volume final de 100 p l .  

Les culots de microsomes sont resuspendus dans le tampon suivant, 

Tampon cacodylate de sodium O,] M ; pH 7,4 

afin d'avoir une concentration de l'ordre de 12 mg de protéines par ml. Le dosage 

des protéines est réalisé selon la méthode de LOWRY (112). 

Dans le cas où l'on utilise un accepteur exogène, on ajoute 1,s mg 

d'ovomuco~de dans les 100 pl de l'incubat enzymatique. 

4 b - k u d é o f i d ~  & d ~ u C ? A .  La concentration en nucléosides, 

nucléotides et nucléotides cycliques sera précisée pour chaque expérimentation. 
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l Elle variera généralement de 10 à IO-~M. 

3 - MODE OPERATOIRE 
i 
i Les tempgratures et les durées des incubations enzymatiques seront préci- 

sées pour-chaque expérimentations. 

a - Mume de k' a ~ u ~ é  gdactoay&ann détrahique. Après incubat i o ~ .  

la réaction enzymatique est arrêtée par refroidissement à O'C et par addition de 

2 ml d'acide phosphotungstique à 5 p. 100 dans 1'HCl 2N. Le matériel acido- 

précipitable est recueilli sur filtre 6e fibre de verre WKATMAN GF-83. Le filtre 

1 est ensuite lavé abondamment par de l'acide trichloroacétique et ensuite par de 

l'éthanol absolu à U'C. Après séchage, la radioactivité retenue sur filtre est 

mesurée par comptage dans le milieu scintillant suivant : 

Toluène 1 1  

PPO 5 g 



b - Mesute de la d é g d a t i o n  de C1UVP-'4~-g&ctose. Après chaque 

incubat ion ,  10 p l  de l l i n c u b a t  s o n t  p ré l evés  e t  soumis à une chromatographie p a p i e r  

pendant 18 heures  dans l e  système so lvan t  su ivan t  : a c é t a t e  d 'é thyl -pyr id ine-  

ac ide  acé t ique  g l ac i a l - eau  (5 /5 /1 /3 ) ,  méthode d é c r i t e p a r  SPIK e t  a l .  (113).  Après 

séchage, le  chromatogramme e s t  découpé en bandes de 1 x 5  cm e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  

de chaque f r a c t i o n  e s t  mesurée p a r  comptage en s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  dans l e  

même m i l i e u  s c i n t i l l a n t  que précédemment. Dans c e r t a i n s  ca s ,  pour  mieux l o c a l i s e r  

l ' ~ ~ ~ - ~ ~ ~ - ~ a l a c t o s e ,  on dépose s u r  l e  dépot de l ' i n c u b a t  de l ' L J ~ ~ - ~ ~ - ~ a l a c t o s e .  

B - MESURE DE L'ACTIVITÉ SIALYLTRANSFERASIQUE 

1 - PRINCIPE 

L ' a c t i v i t é  s i a l y l t r a n s f é r a s i q u e  e s t  mesurée p a r  l ' i n c o r p o r a t i o n  de I4c- 

a c i d e  N-acétyl neuraminique (NANA) provenant du p récu r seu r  nuc léo t id ique ,  l e  

C M P - 1 4 ~ - ~ ~ ~ ~ ,  s u r  des  accepteurs  endogènes ou exogènes. ~ ' o r o s o m u c o ~ d e  d é s i a l y l é  

e s t  c h o i s i  comme accepteur  exogène. 

D'autre  p a r t  on mesurera éga lement . la  dégrada t ion  du p récu r seu r  nucléo- 

t i d i q u e  pour chaque1 e s s a i  enzymatique. 

2 - REACTIFS . 

a - W e u  dlincub&on enzyrn&que. Le m i l i e u  dl incubat i .on 

e s t  i den t ique  à c e l u i  employé pour l e s  mesures des a c t i v i t é s  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s i -  

1 A 
ques. S e u l s  l e  p récu r seu r  nuc léo t id ique  e t  l ' a c c e p t e u r  exogène d i f f e r e n t .  

L'orosomuco~de a  é t é  d é s i a l y l é  p a r  une hydro lyse  a c i d e  (H2S04 0,Ol N ,  10oOc, 30 min). 

La d é s i a l y l a t i o n  e f f e c t i v e  a  é t é  v é r i f i é e  par  ana lyse  chromatographique e n  phase 

* 
gazeuse . Le C ~ - ' ~ C - N A N A  u t i l i s é  possède une a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  de 2  14 mCi/mM. 

On a j o u t e  0,02 p C i  de C M P - l 4 c - ~ ~ ~ A  pour un volume f i n a l  de 100 ~ 1 .  

iç 
Nous remercions-Monsieur B. FOURNET pour l'orosomuco?de q u ' i l  nous a  f o u r n i  e t  

pour l e s  ana lyses  chromatographiques en phase.gazeuse q u ' i l  a  b i e n  voulu e f f e c t u e r  

s u r  nos accep teu r s .  



b - Nucléo.Cldu & d W v & .  La concentration en nucléosides, 

nucléotides et nucléotides cy.cliques sera précisée pour chaque expérimentation. 

Elle variera généralement de 1 0 - ~  à  IO-^ M. 

3 - MODE OPERATOIRE 
a - Menme de L ' d v L t é  ~ X q W k d e t r a i s i q u e .  On récupère le 

matériel acido-précipitable et l'on mesure la radioactivité retenue sur filtre de 

la même façon que pour la mesure de l'activité ga lac tosy l t r ans fé ras ique .  

7 4 b - M u m e  de La d é g r n u o n  du CMP- C-NANA. Après chaque 

incubation, 10 pl de l'incubat sont prélevés et soumis à une chromatographie papier 

dans le système solvant'suivant : acétate d'éthyl-pyridine-acide acétique glacial- 

eau (5/5/ 1/3) .  Après séchage, le chromatogramme est découpé en bandes de 1 x 5 cm 

et la radioactivité de chaque fraction est mesurée par comptage en scintillation 

liquide dans le même milieu que précédemment (p. 30). Nous avons choisi ce système 

l parce qu'il permet de bien séparer le CMP-NANA du NANA, bien qu'il existe un fond 

de radioactivité élevé entre ces deux composés. 

c - MESURE DE LA DEGRADATION EVENTUELLE DE L'AMPC AU COURS 

DES INCUBATIONS 

La non dégradation de 1'AMPc ajouté aux milieux d'incubations a été 

controlée par électrophorèse selon la méthode décrite par VERBERT et CACAN (1149 .  

Afin de vérifier si les nucléotides cycliques pouvaient réguler les 

activités galactosyltransférasiques par l'intermédiaire d'un système phospho- 

déphospho, nous avons procédé à une préincubation de la fraction rnicroçornale 

-3 
pendant 30 min à 3 7 O ~  en présence d' ATP ( ~o-~M) et d'~&c ( 10 M) . Nous avons 

- .  



u t i l i s é  un système r égéné ra t eu r  dlATP (phosphocréat ine 20 mM e t  phosphocr&atine 

k inase  1 mg/ml) a f i n  de compenser l a  dégrada t ion  de 1'ATP a j o u t é  a u  m i l i e u  

d ' incubat ion .  Le bon fonctionnement de ce système a é t é  c o n t r o l é  e n  a j o u t a n t  

3 à l ' i n c u b a t  de 1' H-ATP, dont l ' i n t é g r i t é  à l a  f i n  de l a  p ré incuba t ion  a  é t é  

v é r i f i é  p a r  é lec t rophorèse  s e l o n  l a  méthode . d é c r i t e  p a r  VERBERT e t  CACAN (115). 

Après c e t t e  pré incubat ion ,  l ' a c t i v i t é  ga lac tosyl t ransféras ique  a é t é  

déterminée s e l o n  l e  p ro toco le  d é c r i t  précédemment, pendant 4 min, à 2 0 ' ~ .  



RESULTATS ET DISCUSSION 

D i f f é r e n t e s  é tudes  on t  montré que 1'AMPc e t  l e  db AMPc modif ien t  in U i V 0  

l a  b iosynthèse  des glycoconj ugués (GOGGINS e t  a l .  (1 16)  ; ROBERT e t  a l .  (1 17) ; 

SUD0 e t  a l .  (118)) .  Nous avons pour n o t r e  p a r t  é t u d i é  l e s  e f f e t s  i n  Ui.0~0 des 

nuc léo t ides  cyc l iques  (AMPc, GMPc, db AMPc) s u r  l e s  a c t i v i t é s  g a l a c t o s y l -  e t  

s i a l y l t r a n s f é r a s i q u e s  microsomales de f o i e  de Ra t ,  en  t enan t  compte que d i v e r s  

nuc léo t ides  phosphates peuvent a f f e c t e r  ces  a c t i v i t é s  enzymatiques (RICHARD e t  a l .  

(119) ; KO e t  a l .  (120) ; MOOKERJEA e t  YUNG (121)) .  

1 - EFFETS DES NUCLEOTI DES CYCLIQUES SUR L' ACTIVITE GALACTOSYLTRANS- 

FERAS 1 QUE M I  CROSOMALE 

A - E F F E T S  DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR LA GALACTOSYLTRANS- 

1 FERASE DE LA FRACTION MICROSOMALE BRUTE 

1 - CINETIQUE DE LA REACTION DE TRANSFERT A 3 7 O ~  

La f i g u r e  5  (p.  35) montre que l e  maximum d ' i nco rpora t ion  de 1 4 ~ - g a l a c t o s e  

s u r  l e s  accepteurs  endogènes e t  exogènes e s t .  d é j à  a t t e i n t  au  b o u t  de 5 min 

d ' i ncuba t ion .  On remarque que,  dans nos cond i t i ons  expér imenta les ,  l 'ovomucoïde 

incorpore  t r o i s  f o i s  p lus  de 1 4 ~ - g a l a c t o s e  que l e s  accepteurs  endogènes. 

L 'é tude  de l a  dégrada t ion  du p récu r seu r  nuc léo t id ique  ( f i g u r e  5 , p. 35)  

montre que t o u t  I'UDP-galactose p r é s e n t  au début de l a  r é a c t i o n  e s t  t o t a l emen t  

dégradé en moins de 5 min d ' i ncuba t ion  e n  üMP e t  galactose-1-P. Le galactose-1-P 

e s t  e n s u i t e  lui-même hydrolysé-  en ga l ac tose  e t  phosphate.  



FIGURE 5 

14 
a - Etude cinétique de l'incorporation de C-galactose sur des accepteurs endogènes 

(&A) et sur 1 ' ovomuco~de (00) . 

b - Etude cinétique de ladégradation de1'U~P-galactose ( ),de la formation degalactos~. 

I-P (-) et de galactose (H). 



L'UDP-galactose é t a n t  to ta lement  hydro lysé  a u  bout de  5 min 'd' i ncuba t ion ,  

l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  ne peu t  p l u s  fonc t ionner .  Des r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  o n t  

é t é  r appor t é s  p a r  MOOKERJEA'et WNG (122).  Ces a u t e u r s  c o n s t a t e n t  également que 

l a  r é a c t i o n  de t r a n s f e r t  a t t e i n t  un p l a t e a u  au  bout  d'un temps t r è s  c o u r t  (10 min).  

Pour r a l e n t i r  l a  dégrada t ion  du précurseur ,  c e r t a i n s  au t eu r s  u t i l i s e n t  des  

nuc léos ides  monophosphates comme i n h i b i t e u r s d e  p y r o ~ h o s p h a t a s e s  (PATT e t  GRIMES 

(123) ; BISCHOFF e t  a l .  (124) ; VERBERT e t  a l .  (125) ) .  Le bu t  de n o t r e  t r a v a i l  

é t a n t  de déterminer  l e s  e f f e t s  des nuc léo t ides  cyc l iques  s u r  l ' a c t i v i t é  ga l ac to -  

s y l t r a n s f é r a s i q u e ,  nous ne pouvions i n t r o d u i r e  un nuc léos ide  monophosphate dans 

le m i l i e u  r éac t ionne l .  

2 - EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANS- 

FERASIQUE A 37OC 

On procède à des incuba t ions  enzymatiques à 3 7 O ~  pendant  10 min, avec  

- 6 
' d e s  doses c r o i s s a n t e s  de n u c l é o t i d e s  cyc l iques  (AMPc, GMPc e t  db AMPc) d e  10 M ' 

à 1 0 - ~  M. 

La f i g u r e  6 (p.  37)  montre que l ' a d d i t i o n  de doses c r o i s s a n t e s  dlAMPc 

ou de GMPc au m i l i e u  d ' i ncuba t ion  provoque une augmentation de  l ' a c t i v i t é  

galactosyl t ransféras ique.  P a r  con t r e  l ' a d d i t i o n  de db AMPc ne modif ie  p a s  

l ' a c t i v i t é  enzymatique. 

L'étude de l a  dégrada t ion  du précurseur  nuc léo t id ique  ind ique  q u ' i l  

. n 'y  a  p l u s  d'UDP-galactose p r é s e n t  dans l e  mi l i eu  d ' i ncuba t ion  à l a  f i n  de l a  

r é a c t i o n ,  a u s s i  b i e n  dans l e s  i ncuba t s  enzymatiques témoins que dans l e s  i ncuba t s  

contenant  l e s  nuc léo t ides  cyc l iques .  
-. - 

On peu t  déduire  t r o i s  conclus ions  de c e t t e  s é r i e  de  manipula t ions .  

a  - L ' e f f e t  de s t i m u l a t i o n  observée peut donc ê t r e  du s o i t  à 

un e f f e t  d i r e c t  des  nuc léo t ides  cyc l iques  (AWc e t  GMPc) s u r  l a  g a l a c t o s y l t r a n s -  

f é r a s e ,  s o i t  à un e ' f fe t  i n d i r e c t  v i a  une p r o t e c t i o n  de l ' hyd ro lyse  du p r é c u r s e u r  



n u c l é o t i d e s  cycl iques 

FIGURE 6 

14 
E f f e t s  des nuc léo t ides  cyc l iques  s u r  1' inco rpora t ion  en C-galactose s u r  1 'ovomucoïde 

(W) AMPc, (&A) GMPc, (CU) db AMPc. Les concen t r a t ions  des  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  

s o n t  r ep ré sen tées se lon  une é c h e l l e  logari thmique.  Les incuba t ions  s e  f o n t  à 3 7 O ~  

pendant 10. min. 



par les nucléotides cycliques. Ce dernier effet conduirait donc à une durée de vie 

plus longue du précurseur dans le milieu d'incubation et de ce fait la galactosyl- 

transférase fonctionnerait pendant un temps plus long et l'activité galactosyltrans- 

férasique serait accrue. 

b - On remarque que le db AMPc n'a pas d'effet sur l'activité 
ga lac tosy l t r ans fé ras ique .  Des dérivés de llAMPc, tels que le dibutyryl AME'c 

(db AMPc) sont employés parce qu'ils pénètrent mieux dans la cellule et que 

d'autre part, ils sont moins hydrolysés par la phosphodiestérase cyclique 

(POSTERNAK et al. (126) ; FALBRIARD et al. (127)). Ces dérivés possèdent des 

propriétés identiques à llAMPc, mais sont moins actifs que ~'AMPc dans des extraits 

tissulaires et plus actifs dans le tissu intact (HENION et al.) (128). Dans 

notre cas, le db AMPc ne stimule pas l'activité galactosyltransférasique contraire- 

ment à 1 'AMPc. 

c - Comme nous l'avons vu dans les généralités, 1'AMPc et le 
GMPc se comportent souvent de manière antagoniste. Dans notre cas, ces nucléotides 

cycliques stimulent de la même façon l'activité galactosyl t ransféras ique .  

Dans la suite de notre expérimentation, il devenait essentiel de pouvoir 

localiser l'impact des nucléotides cycliques. Pour cela, il fallait que 1'UDP- 

, galactose ne soit plus le facteur limitant de la réaction, c'est-à-dire qu'à la 

fin de l'incubation enzymatique il soit présent en quantité suffisante pour que 

la cinétique de réaction de la galactosyltransférase soit encore linéaire. Nous 

ne pouvions employer d'inhibiteur de la dégradation du précurseur nucléotidique 

(UMP ou autres nucléosides monophosphates) de peur de fausser les effets des 

nucléotides cycliques. En abaissant la température de réaction à 20°c, nous allons 

voir que la réaction de transfert est linéaire jusqu'à 6 min. 



3  - CINETIQUE DE LA REACTION DE TRANSFERT A 20°C 

La f i g u r e  7 (p. 40) montre qu 'à  20°c,  l a  r é a c t i o n  de  t r a n s f e r t  possède 

une c i n e t i q u e  l i n é a i r e  jusqu 'à  6 m i n .  A 6 min, il r e s t e  25 p .  100 de 1'UDP- 

g a l a c t o s e  i n i t i a l  dans l e  m i l i e u  d ' i ncuba t ion .  En dessous de c e  taux,  l a  r é a c t i o n  

de t r a n s f e r t  ne  semble p l u s  évo lue r ,  t a n d i s  que l e  t a u x  d'UDP-galactose con t inue  

de diminuer.  

En a b a i s s a n t  l a  t empéra ture  à 20°C, l a  r é a c t i o n  de t r a n s f e r t  e t  l a  

r é a c t i o n  d 'hydro lyse  du p récu r seu r  o n t  diminuées.  A 5 min, il r e s t e  e n v i r o n  

25 p. 100 du p récu r seu r  n u c l é o t i d i q u e ,  a l o r s  qu 'à  3 7 " ~ ,  t o u t  l e  p r é c u r s e u r  

n u c l é o t i d i q u e  é t a i t  hydro lysé  à ce  temps. Dans l a  s u i t e  de nos  expé r i ences ,  nous 

t r a v a i l l e r o n s  à 2 0 ' ~  e t  les incuba t ions  du re ron t  4  min, c a r  de  c e t t e  manière  

1'UDP-galactose ne s e r a  p l u s  le  f a c t e u r  l i m i t a n t  de l a  r é a c t i o n  de t r a n s f e r t .  

Il s e r a  a l o r s  p o s s i b l e  de comparer valablement  l e s  a c t i v i t é s  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a -  

s i ques .  

4 - EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANS- 

Nous avons procédé à des i ncuba t ions  enzymatiques à 2 0 ' ~  pendant  4 min, 

e n  u t i l i s a n t  des doses  c r o i s s a n t e s  de n u c l é o t i d e s  cyc l iques  (AMPc e t  GMPc) de 
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10 M à l ~ - ~  M. La f i g u r e  8 (p.  41) montre que l e s  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  ne 

s t i m u l e n t  p l u s  l ' a c t i v i t é  t r a n s f é r a s i q u e ,  cont ra i rement  aux o b s e r v a t i o n s  précédentes  

(à 3 7 ' ~  pendant 10 min). P a r  c o n t r e ,  on observe  une p r o t e c t i o n  de l ' h y d r o l y s e  du 

p récu r seu r  a u s s i  b i e n  pa r  1'AMPc que p a r  l e  GMPc. Le taux  du p r é c u r s e u r  n ' é t a n t  

p l u s  un f a c t e u r  l i m i t a n t  ( s u p é r i e u r  à 25 p. 100),  c e t t e  p r o t e c t i o n  de  l'UDF- 

g a l a c t o s e  ne  s e  t r a d u i t  pas  p a r  une augmentation du t r a n s f e r t .  

 orsq que l ' o n  é t u d i e  l a  c i n é t i q u e  d ' i nco rpo ra t i on  de 1 4 ~ - g a l a = t o s e  s u r  

l 'ovomucoïde à 20°c, on remarque q u ' à  3 min, l ' i n c o r p o r a t i o n  est l a  même en 

présence  ou  en  absence de n u c l é o t i d e s  cycl iq 'ues  ( f i g u r e  9 a ,  p .  42) .  A 3  min, 



2 4 6 8 10 

Durée  de l a i n c u b a t i o n  ( m i n )  

FIGURE 7 

Etude cinétique à 20'~ de 1 ' incorporation de 14~-galactose sur 1 'ovomucoide 
(0-0) et de la dégradation de 1'UDP-galactose (0-8). 



nucléot ides c y c l i q u e s  

- FIGURE 8 

Effets de 1'AMPc (a) et du GMPc ( 6 )  sur 1' incorporation en 14~-galactose 

sur l'ovomucoïde (&.-O) et sur la dégradation de lfUDP-galactose (u). 
Les concentrations des nucléotides cycliques sont représentées selon une 

échelle logarithmiqui. Les incubations se font à 20°c pendant 4.rni.n. 



Durée de lmincubat ion ( m i n )  

FIGURE 9 

Etudes cinétiques à 20°c de l'incorporation de 14~-galactose sur l'ovomucoïde 

(a) et de la dégradation de 1'UDP-galactose (b) en présence de nucléotides 

cycliques ( IO-~M) 

a - Témoin ([3Cl) , AMPc (0-0) , GMPc (m' 
b - Témoin (H) , AMPc (0-0) , GMPc (n) 



le taux dlUDP-galactose présent dans le milieu d'incubation, supérieur à 25 p. 100, 

n'est pas un facteur limitant des activités ga lac tosy l t r ans fé ras iques  (figure 9 b, 

p. 42). A 6 min et à 9 min, les activités galactosyl t ransféras iques  en présence 

de nucléotides cycliques sont superieures à celle du témoin, car les nucléotides 

cycliques protègent 1'UDP-galactose. 

Certains nucléosides ou nucléotides étant des inhibiteurs de pyrophospha- 

tases (MOOKERJEA et YUNG) (129), il était intéressant de savoir si l'effet protec- 

teur du au nucléotides cycliques était spécifique. 

D'autre part il est important de noter que les nucléotides cycliques 
1 

1 

ne sont que très peu dégradés durant l'incubation. Ce sont donc bien les nucléotides 

cycliques et non leurs produits de dégradation qui inhibent I'UDP-galactose pyrophos- 

phatase. 

La figure 10 (p. 44) montre que les nucléosides 5'-monophosphates ont 

des effets.identiques à ceux des nucléotides tycliques. Par contre les bases et 

les nucléosides n'augmentent pas l'activité galactosyl t ransféras ique.  

Dans la figure 1 1  (p. 45), nous voyons que ce sont le GMP et 1'AMP qui 

protègent le plus 1'UDP-galactose. Puis viennent ensuite les nucléotides cycliques. 

Les autres dérivés n'inhibent pas ou peu la pyrophosphatase. Ce sont donc bien les 

effets protecteurs de 1'UDP-galactose qui entrainent une augmentation de l'activité 

galactosy 1 trans f érasique. On peut déduire plusieurs conclusions de ces expériences : 

Premièrement, l'effet de protection de 1'UDP-galactose n'est pas spécifique 

des nucléotides. cycliques. 

' . Deuxièmement; le GMPc et l'A-c ont des effets comparables. 

Troisièmement, le db AMPc n'a d'action ni sur l'activité galactosyltrans- 

férasique ni sur la pyrophosphatase (figure-lOa, p. 44; figure Ila, p. 45). Il 
. . 



D u r é e  de  l ' incubat ion  ( r n  i n )  

FIGURE 10 

Etudes c i n é t i q u e s  à 20°c de 1' inco rpora t ion  de  1 4 ~ - g a l a c t o s e  s u r  1 'ovomuco~de 

en  présence  de d i v e r s  d é r i v é s  n ~ c 1 é o t i d i ~ u e . s  ( 1 0 - ~ )  

a - Témoin (H), AMPc (M), dbAMPc (MI,, M P  (n), Adénosine (M), 

Adénine (M'. 69 \ L \  t 
L-' 

b - Témoin (.-O), GMPc (0-O), GMP (PI),' ~ u a n o s i n e  (U) , 'Guanine  (m). 



Durée d e  1 '  incubation (min) 

FIGURE 1 1 

Etudes cinétiques de la dégradation de 1'UDP-galactose en présence de divers 
i 
i dérivés nucléot idiques ( ~ o - ~ M )  

a - Témoin (u), AMPc (M), db AMPc (0.171, AMP (a), Adénosine (-), 

Adénine (A A! . 
b - Témoin (O-O), GMPc (0-O), GMP (a, Suanosine (H), ~uanin e  (m). 



semblerait donc que seuls des dérivés phosphorylés et non substitués comme le 

db AMPc puissent inhiber 1'UDP-galactose pyrophosphatase. 

B - EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES ET DE LEURS DERIVES SUR 

Nous venons de voir, dans le cas d''une fraction microsomale brute, que 

les effets des nucléotides cycliques sur l'activité galactosyl t ransféras ique ne sont 

dus uniquement qu'à une protection du précurseur. Afin de démontrer clairement que 

les nucléotides cycliques n'ont pas d'effets directs sur la galactosyltransférase, 

nous avons procédé aux mêmes expériences mais sur une préparation membranaire enri- 

chie en réticulum endoplasmique lisse. 

1 - CINETIQUE DE LA REACTION 
La figure 12 (p. 47 ) montre que la réaction à 37'c'est dans ce cas linéaire 

jusqu'au moins 45 min. L'UDP-galactose pyrophosphatase est beaucoup moins active dans 

ce cas. Après 45 min d'incubation, 40 p. 100 de 1'UDP-galactose initial est encore 

présent dans l'incubat. Ceci est du au fait que nous avons éliminé 1'UDP-galactose 

pyrophosphatase provenant des membranes plasmiques (EVANS et al.) (130). 

2 - EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES ET DE LEURS DERIVES 
On procède à des incubations enzymatiques à 37OC pendant 45 min. Dans ces 

conditions, 1'UDP-galactose n'est plus le facteur limitant de la réaction de 

transfert. La figure 13 (p. 47) montre que les nucléotides cycliques (AMPc, Gwc) 

et leurs dérivés 5'-monophosphates (AMI', GMP) n'ont pas d'effets sur l'activité 

galactosyltransférasique. 



P+ 

(O* 

Durée de l - incubation (min) 

FIGURE 1 2 

Etudes cinétiques de l'incorporation de.14~-galactose sur l'ovomucoïde ( - ) 
et de la dégradation de 1'UDP-galactose (w  ) avec une préparation membranaire 
enrichie en réticulum endoplasmique lisse. 

FIGURE 13 
- 

Effets des nucléotides cycliques et des nucléoside 5'-monophosphates (10 3 ~ )  en 

14~-galactose sur l'ovomucoïde. La durée des .incubations est de 45 min. 



L E S  NUCLEOTIDES CYCLIQUES,  V I A  UN SYSTEME PHOSPHO-DEPHOSPHO 

1 - ETUDE DU SYSTEME 
Nous ne pouvions ajouter au milieu d'incubation une concentration d'ATP 

supérieure à  IO-^ M. En effet, au dessus de cette concentration, 1'ATP inhibe 
l'activité galactosyl t ransféras ique (figure 1.4, p. 49). Ceci peut être du au fait 

que 1'ATP complexant le manganèse (KAT0 et al. (131))~ la galactosyltransférase ne 

peut plus fonctionner. Nous nous sommes donc placés à une concentration en ATP de 

-3  
10 My en utilisant un système régénérateur d'ATP. 

2 - RESULTATS 
Dans ces conditions, aucune stimulation à 4 min à 20°c, n'a été observée. 

1 1 - EFFETS DES NUCLEOTIDES CYCLIQUES SUR L ' A C T I V I T E  SIALYLTRANSFER.4- 

S I Q U E  M I C R O S O M L E  

A - ETUDE C I N E T I Q U E  D E  L A  REACTION DE TRANSFERT 

La figure 15a(p. 50) montre que le maximum d' incorporation de 1 4 ~ - ~ ~ ~ ~  

sur les accepteurs endogènes et exogènes est atteint au bout de 20 minutes d'incu- 

bation. Dans nos conditions expérimentales, l'orosomuco~de incorpore trois fois 

plus de 1 4 ~ - ~ ~ ~ ~  que les accepteurs endogènes. 

L'étude de la dégradation du CMP-NANA montre qu'à 20 min, il ne reste 

environ que 15 p. 100 du précurseur nucléotidique, (figure 15b, p. 50). A ce temps, 

la réaction de transfert est maximale. 



FIGURE 14 

Effet de 1'ATP sur 1 ' incorporation en * 4~-galactose sur 1 ' ovomucoïde (0-0) 
et sur la dégradation de 1'UDP-galactose (W. Les concentrations d'ATP 

sont représentées selon une échelle logarithmique. Les incubations se font 

à 20°C pendant 4 min. 



Durée de l ' incubat ion (min) 

FIGURE 15 

a - Etudes cinétiques de l'incorporation du 14c-NANA sur des accepteurs 
endogènes (M) et sur l'orosomuco~de (0-0). 

b - Etudes cinétiques de la dégradation du CMP-NANA (+O) et de la formation 

de NANA (u) . 
Les incubations se sont à 3 7 ' ~ .  



SIALYLTRANSFERASIQUE 

Lorsqu'on étudie la cinétique d' incorporation de I4c-~~ITA sur 

l'orosomuco~de désialylé à 3 7 " ~ ~  on remarque qu'à 15 min, l'incorporation est la 

même en présence ou en absence de nucléotides ou de nucléotides cycliques 

(figurel6aY p. 52). Le CMP-NANA est encore présent en quantité suffisante pour 

qu'il ne soit pas le facteur limitant de la réaction (supérieur à 15 p. 100) 

(figurel6b, p. 52). 

On remarque cependant que le CMP semble être un inhibiteur de la 

sialyltransférase. En effet, le fait d'ajouter du CMP au milieu d'incubation 

diminue 1' incorporation de 1 4 ~ - ~ ~ ~ ~ ,  alors que le CMP-NANA est encore présent 

en quantité suffisante. Ceci confirme les résultats obtenus par BERNACKI (132) 

qui considère le CMP comme un inhibiteur compétitif de la réaction. 

Enfin au bout d'une heure d'incubation, on remarque que les différents 

taux d'incorporation du 14c-~ANA pour chaque nucléotide, sont en relation avec 

leurs différents effets de protection du CMP-NANA (figure 16a, 16b, p. 52). 

Il'apparait donc que, comme dans le cas de la galactosyltransférase, 

la stimulation observée après addition de nucléotides cycliques n'est due qu'à 

une protection du précurseur, l'incorporation maximale étant limitée par la 

dégradation du précurseur. 

Parmi tous les nucléotides monophosphates le CMP joue un rôle 

d'inhibiteur comme il a été décrit par BERNACKI. A cet égard, nous avons voulu 

vérifier si le CMP cyclique avait un effet particulier. La figure 17p. 53 montre 

que le CMPc ne permettait pas une stimulation comparable aux autres nucléotides 

cycliques ( M c j  GMPc, UMPc), due vraisemblablement à un effet inhibiteur 

provenant du CMP formé par la dégradationgartielle de CFPc au cours de la réactioz. 



Durée de leincubation (min )  

FIGURE 16 

Etudes cinétiques de 1' incorporation de I ~ c - N A N A  sur 1' orosomucoïde (a) et 

de la dégradation du CMP-NANA (b) en présence.de divers dérivés nucléotidiques 
- 3 (10 M ) .  Les incubations se font à 3 7 ' ~ .  



FIGURE 17 

Effets de divers dérivés nucléotidiques ( ~ o - ~ M )  sur 1' incorporation de ' 4 ~ - ~ ~ ~ ~  

sur l'orosomuco~de. 

Les incubations se font à 3 7 O ~  et durent 1 heure. 



CONCLUS IONS 

Des études que nous avons réalisées sur les effets des nucléotides 

cycliques sur les activités glycosyl t ransféras iques ,  les conclusions suivantes 

peuvent être tirées. 

1 - L'AMPc et le GMPc stimulent l'activité galactosyltransférasique, 
non pas en agissant directement sur la galact~s~ltran~férase, mais en prolongeant 

la durée de vie du précurseur nucléotidique, via une inhibition de 1'UDP-galactose 

pyrophosphatase. 

2 - Cependant cet effet n'est pas spécifique des nucléotides 

cycliques, mais il est observé également avec les nucléoside 5'monophosphates. 

Il est intéressant de nater que le db W C ,  utilisé souvent à la place de llAMPc, 

n'a pas d'effet de protection du précurseur nucléotidique et ne stimule pas 

l'activité galactosyltransférasique. En outre l ' M c  et le GMPc ont des effets 

comparables et ne sont donc pas, dans notre cas, antagonistes selon l'hypothèse 

i 
de GOLDBERG. 

f 

3 - A£in de démontrer clairement que les nucléotides cycliques n'ont ' 

pas d'effets directs sur la galactosyltransférase, nous avons étudié leurs effets 

sur une fraction cellulaire enrichie en réticulum endoplasmique rugueux et ne 

montrant qu'une très faible activité pyrophosphatasique. Dans ces conditions, où 

à nouveau le précurseur n'est plus le facteur limitant, les nucléotides cycliques 

n'ont pas d'effets sur l'activité galactosyltransférasique. 

4 - En outre, les nucléotides cycliques ne semblent pas réguler 

l'activité galactosyltransférasique, via un système phospho-déphospho. 

5 - Comme pour la galactosyltransférase, les nucléotides cycliques 
stimulent l'activité sialyltransférasique en prolongeant la durée de vie du 

précurseur nucléotidique. 



De nombreux auteurs étudiant les glycosyltransférases intracellulaires, 

.utilisent des fraction microsorniales possédant des activités glycosyl-nucléotides 

pyrophosphatasiques. Ce fait doit être pris en considération lorsque l'on mesure 

des activités glycosyltransférasiques car d'une part une faible activité transféra- 

sique peut être due à une dégradation importante du précurseur nucléotidique et 

d'autre part lorsque l'on compare des activités glycosyltransférasiques, il 

faut prendre en considération le fait que le précurseur nucléotidique peut être 

le facteur limitant de la réaction. 
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