NO d'ordre : 724

50 33¢ 0376
A Q?X UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE '1378
157 157

MEMOIRE

L'UNIVERSITE DE LILLE 1

pour {‘obtention du titre de

DOCTEUR DE 3e CYCLE EN BIOCHIMIE

par

Pierre SIX

RECHERCHES SUR LES GLYCOSYL - NUCLEOTIDES.

1 - DEGRADATION CHIMIQUE ET ENZYMATIQUE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES.

2 - INCIDENCE SUR LA MESURE DES ACTIVITES DES GLYCOSYLTRANSFERASES
SERIQUES

3 - ETUDE PARTICULIERE DES GLYCOSYL-NUCLEQTIDES PYROPHOSPHATASES
DU SERUM DE RAT.

Présenté le 10 octul;re 1978, devant la Commission d’Examen
Président : J. MONTREUIL

Rapporteur : SPIK

KREMBEL

G.

Examinateurs : S. BOUQUELET
J.
A. VERBERT






Ce travail a &té r&alisé dans le Laboratoire de Chimie
Biologique de 1'Université des Sciences et Techniques de Lille I

(Laboratoire associé au C.N.R.S. n°

217 "Biologie physico-chimique
et moléculaire des glucides libres et conjugués"), sous la
responsabilité de Monsieur le Professeur MONTREUIL et sous la

direction de Mademoiselle SPIK, Maltre de Conférences.



A Monsieur le Professeur J. MONTREUIL

Professeur de Chimie Biologique

d 1'Université des Sciences et Techniques de Lille I

Vous m'avez fait 1'honneur de m'accepter dans votre Laboratoire
pour préparer cette thé&se et vous m'avez prodigué de nombreux conseils.

Je vous exprime ma profonde gratitude.

A Mademoiselle G. SPIK

Maitre de Conférences de Chimie Biologique

4 1'Université des Sciences et Techniques de Lille I

Pour réaliser ce travail, vous m'avez guidé inlassablement.

Je tiens 3 vous exprimer toute ma reconnaissance.

J'exprime mes plus vifs remerciements & Messieurs les
Docteurs. Stéphane BOUQUELET, René CACAN, Bernard FOURNET et André& VERBERT
pour leur précieuse collaboration, ainsi qu'd 1'ensemble du personnel du
Laboratoire et plus particuli&rement pour la réalisation technique de ce
travail, 3 Madame Myriam CONIEZ, Monsieur Yves LEROY, Momsieur Jean-Pierre
DECOTTIGNIES, Mademoiselle Brigitte MAHIEU, Madame Joselyne CLERSON et
Madame Jocelyne CELEN.



AMP, ADP, ATP
AMPc

Ci, mCi, uCi
CMP, CDP, CTP
CMPc

CoA
DEAE-cellulose
EDTA

FAD

fig

g, mg, U8

GMP, GDP, GTP

h

++
Ca

_ Co++

++
- Cu

++4+
- Eu

++
..Mg

+4
- Mn

L
- Ni

++
- Pr *

++
- Zn

ions : -

IMP, IDP, ITP
M, mM, uM

mn

N

NAD

ABREVIATIONS UTILISEES

: adénosine mono, di et triphosphate

.

..

.

.

£XY

..

)

adénosine monophosphate cyclique

curie, 10 3 curie, 10 curie
cytidine mono, di et triphosphate
cytidine momnophosphate cyclique
coenzyme A

diéthylaminoéthyl cellulose

acide éthyléne diamine tétra-acétique
flavine adénine dinucléotide

figure

gramme; 10 gramme, 10 gramme
guanosine mono, di et triphosphate
heure

calcium

colbalt

: cuivre

Y

e

europium
magnésium

manganése

nickel -

praseodyme

zine

inosine mono, di et tripHosphate

molaire, 10_3 molaire, ]O—6 molaire

minute

: normal

nicotinamide adénine dinucléotide



P ou Pi phosphate

p-NPP, bis p-NPP : para-nitrophényl phosphate, bis para-nitrophényl phosphate

PPi : pyrophosphate inorganique

SDS : dodecyl sulfate de sodium

t/mn : tours par minute

TDP : thymidine diphosphate

Tris : 2 amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol
uMP, UDP, UTP : uridine mono, di et triphosphate

XDP : nucléoside diphosphate

XDPY dinucléotide



TABLE DES MATIERES



INTRODUCTION

GENERALITES

DEFINITIONS

. NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES

LOCALISATION DES GLYCOSYL-

1 - ETUDE DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASES

A - LES

GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES SOLUBLES

Dans le sérum humain

Dans_les_autres milieux biologiques

GLYCOSYL—-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES MEMBRANAIRES

3 -

a - Mise en é&vidence des activité@s nucléotide pyrophosphatasiques des membranes

— . - i 4 S T e T e A e e

plasmiques

b — Répartition des glycosyl-nucléotide pyrophosphatases des membranes

plasmiques

¢ - Origine des glycosyl-nucléotide pyrophosphatases présentes au niveau

des membranes

plasmiques

—— e S e e e e e e e ———— e R s e B e e i o s o e S e i e e P e e e

—— 2ot A e et o et g e e e e e e e e

I1 - ETUDE DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASES

A ~ LA GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASE SOLUBLE

11

11

13

13
13

14

14
15
15

i5



B - LA GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASE MEMBRANAIRE

IIl - CONCLUSIONS

SPECIFICITE DE SUBSTRAT
DE LA
~....NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE

I - DEGRADATION DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES

11 - DEGRADATION D’AUTRES SUBSTRATS

17

17

20

111 - RELATIONS ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE 20

PYROPHOSPHATASIQUES, GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLA-

SIQUES) PHOSPHODIESTERASIQUES ET PHOSPHATASIQUES

A - RELATIONS ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL-NUCLEQSIDE-DIPHOSPHATE
PYROPHOSPHATASIQUES, PHOSPHODIESTERASIQUES ET PHOSPHATASIQUES

1 - Dans_les_liquides_biologiques

4 -~ Au niveau'dgg_cultures de cellules

B - RELATIONS ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE—MONOPHOSPHATE

HYDROLASIQUES, GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASIQUES ET PHOSPHO-
DIESTERASIQUES

C - CONCLUSIONS

PURIFICATION DE LA
..... NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE

I - PURIFICATION DE LA NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE DES LIQUIDES

BIOLOGIQUES

20

21

22

22
23

23

26

27

27



I1 - PURIFICATION DE LA NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE”DES“MEMBRANES 27

PLASMIQUES

II1 - PURIFICATION DE LA NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE DES MICROSOMES 29

v - PURIFICATION DE LA NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE DES NOYAUX 30
YV - CONCLUSIONS 30
ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES ENZYMATIQUES 31

. DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES

I - ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES ENZYMATIQUES DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE

DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASES 31
A - VALEURS DU pH OPTIMUM D'ACTIVITE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHA-

TASES 31
B -~ VALEURS DES Km DES GLYCOSYL~-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES 33

C - TEMPERATURE 33

D - STABILITE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES 33

E - EFFECTEURS DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES 35

| - Effecteurs des glycosyl-nucléotide pyrophosphatases_des 35

2 - Effecteurs de la nucléotide pyrophosphatase_des _membranes 35

plasmiques du foie_de_ Rat

3 - Effecteurs de la nucléotide pyrophosphatase_des membranes 36

plasmiques et du réticulum endoplasmique du_foie de_ Rat

4 - Effecteurs de la nucléotide pyrophosphatase_au_niveau_des 36

microsomes du foie de Rat




6 - Effecteurs de la nucléotide pyrophosphatase des noyaux

du foie de Rat

7 - Effecteurs _de_la nucléotide pyrophosphatase du cerveau

de mouton

I1 - ETUDE DE QUELQUES PROPRIETES ENZYMATIQUES DES GLYCOSYL-

NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASES

A = VALEURS DU pH OPTIMUM D'ACTIVITE DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-
MONOPHOSPHATE HYDROLASES

B - VALEURS DES Km DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASES
C - TEMPERATURE

D - STABILITE

E -

EFFECTEURS DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASES

ELEMENTS DE STRUCTURE DES

REGULATION ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL-
NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASIQUES ET
GLYCOSYLTRANSFERASIQUES

I - REGULATION ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL~NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE

PYROPHOSPHATASIQUES ET GLYCOSYLTRANSFERASIQUES

A - AU NIVEAU DES LIQUIDES BICLOGIQUES

B - AU NIVEAU DES CULTURES DE CELLULES

C ~ AU NIVEAU D'ORGANES

37

39

41

41

41

41

41

41

42

49

51

51

52



D -

E -

F -

AU NIVEAU D'HOMOGENATS CELLULAIRES 53

AU NIVEAU DES MEMBRANES 54

AU NIVEAU DES MICROSOMES ' 57

I1 - REGULATION ENTRE LES ACTIVITES NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASIQUES 58

ET GLYCOSYLTRANSFERASIQUES

111 - REGULATION DE L'ACTIVITE GLYCOSYL-NUCLEOTIDE-MONOPHOSPHATASE 60

HYDROLAS IQUE

ROLE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE 62

~ PYROPHOSPHATASES
- TRAVAUX PERSONNELS 65
MATERIEL ET METHODES 66
1 - MATERIEL 66
A - LES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES 66
B - LES SERUMS 66
C - LES ACCEPTEURS DES GLYCOSYLTRANSFERASES SERIQUES ' 66
I1 - METHODES 67
A - MISE EN EVIDENCE DE LA DEGRADATION DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES 67

1 - Conditions de la réaction de dégradétion'chimigue des_glycosyl-

nucléotides 67

—— e e e e

2 - Conditions de la réaction de dégradation enzymatique des




a - Identification des glycosyl-nucléotides 68
b - Identification des monosaccharides-1 phosphates 68
¢ - Identification des monosaccharides libres 69
d - Identification des monosaccharides—1-2 phosphates cycliques 69
a) comporntement chromatographique et électrophonétique 69
B) neévélations 69
v) hydrnolyse et identification des produits de La réaction 70
8) dosage des differnents constituants 71
5 - Dosage des produits de dégradation 71
B - ACTION DES CATIONS (Mn & et Mg'') SUR LA DEGRADATION CHIMIQUE 71

ET ENZYMATIQUE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES
| I - La_dégradation chimique 71
2 - La_dégradation_enzymatique ' 72

C - ACTION DES INHIBITEURS DE LA DEGRADATION CHIMIQUE ET ENZYMATIQUE 72
DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES

1 - Cinétique_de_la_dégradtion chimique_et_enzymatique de 72

1'UDP-Gal en_présence d'UMP

2 - Effet de _différentes_concentrations en UMP sur la dégradation 72

D - MESURE DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES SUR LES ACCEPTEURS 72
GLYCOPROTEIQUES

1 - Mesure_des_activités_glycosidasiques du sérum humain_et du 73

sérum de Rat_sur_les _accepteurs glycoprotéiques_ avant la

réaction de transfert

2 ~ Mesure _des_activités_glycosidasiques sur des accepteurs 73

‘E - MESURE DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE DES SERUMS 73
F - VARIATIONS DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE DES SERUMS 74

EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN IONS Mn**

G - VARTATIONS DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE DES SERUMS 74
EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN UDP-Gal

H - VARIATIONS DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE DES SERUMS 74
EN PRESENCE D'INHIBITEURS DES ACTIVITES PYROPHOSPHATASIQUES




111 - SEPARATION PAR ELECTROFOCALISATION DES ACTIVITES NUCLEOTIDE

PYROPHOSPHATASIQUES DU SERUM DE RAT

- Dosage_des _protéines

- Activité phosphodiestérasique.

Activité phosphatasique

1
2
3
4

I
g
(¢}
o
[
<
e
-+
[0

o
<
=
(e}
ro
ju g
o
]
o
jand
45
(3
o4
/3]
e
1
o
[©]

RESULTATS

DEGRADATION CHIMIQUE
DES ﬁ
- GLYCOSYL-NUCLEOTIDES

"

I -~ IDENTIFICATION CHROMATOGRAPHIQUE DES COMPOSES "X

A - COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE
B - REVELATIONS
C - CONCLUSIONS

I1 - IDENTIFICATION ET DOSAGE DES CONSTITUANTS DES COMPOSES “X"

A - IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER ET DOSAGE
B - IDENTIFICATION PAR CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE
C - CONCLUSIONS

I1T - VARIATIONS DU TAUX DE DEGRADATION CHIMIQUE DES GLYCOSYL-

NUCLEOTIDES

A - EN PRESENCE D'TONS Mn™*
B - EN PRESENCE D'IONS Mg @
C - CONCLUSIONS

IV - DISCUSSION

V - CONCLUSIONS

74

75
75
76
76

77

78

78

78
78
81

81

81
81
81

82

82
85
85

85

97



DEGRADATION ENZYMATIQUE
DES
...... GLYCOSYL-NUCLEOTIDES

I - IDENTIFICATION DES PRODUITS DE DEGRADATION

LES MONOSACCHARTDES-1 PHOSPHATES
LES MONOSACCHARTDES

- L'UMP

~ CONCLUSIONS

O o = >
|

I1 - POURCENTAGE DE DEGRADATION ENZYMATIQUE EN FONCTION DE LA

CONCENTRATION EN IONS Mntt

A - SERUM HUMAIN
B - SERUM DE RAT
C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

111 - POURCENTAGE DE DEGRADATION ENZYMATIQUE EN' FONCTION DE LA

CONCENTRATION EN I10Ns Mett

A - SERUM HUMAIN
B - SERUM DE RAT
C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

IV - POURCENTAGE DE DEGRADATION ENZYMATIQUE DE L'UDP-GAL EN

FONCTION DU TEMPS

A - SERUM HUMAIN
B - SERUM DE RAT
C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

V - VARIATIONS DE LA DEGRADATION ENZYMATIQUE DE L'UDP-GAL SUIVANT

LA CONCENTRATION EN SUBSTRAT

A - SERUM HUMAIN
B - SERUM DE RAT
C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

99

99

99
100
100
100

100

100
101
111

111

117
117
117

124

124
126
126

126

126

128
128



VI - POURCENTAGE DE DEGRADATION ENZYMATIQUE DE L’'UDP-GAL EN FONCTION 128

DU TEMPS ET EN PRESENCE D'UN INHIBITEUR

A - SERUM HUMAIN 128

B - _SERUM DE RAT 128

C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS 129
| ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES 134
| DES SERUMS

I - MESURE DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES DES SERUMS SUR DES ACCEPTEURS

GLYCOPROTEIQUES AVANT LA REACTION DE TRANSFERT 134

11 - MESURE DES ACTIVITES GLYCOSIDASIQUES DES SERUMS SUR DES 134

ACCEPTEURS GLYCOPROTEIQUES APRES LA REACTION DE TRANSFERT

II1 - DISCUSSION ET CONCLUSIONS . 134
ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASIQUE 136
ET NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASIQUE
DES SERUMS
I - VARIATIONS DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE EN PRESENCE 136

DE CONCENTRATIONS VARIABLES EN IONS Myt

A - SERUM HUMAIN - 136
B — SERUM DE RAT : 137
C - DISCUSSION 137
D - CONCLUSION 137



I1 - VARIATIONS DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE EN FONCTION

DU TEMPS

SERUM HUMAIN
SERUM DE RAT
DISCUSSION

CONCLUSIONS

g O w >
1

i e . .
I11 - VARIATIONS DE L'ACTIVITE GALACTOSYLTRANSFERASIQUE DES SERUMS

EN FONCTION DE LA CONCENTRATION EN UDP-GAL

A - SERUM HUMAIN
B - SERUM DE RAT
C - DISCUSSION ET CONCLUSIONS

IV - VARIATIONS DES ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASIQUES EN

PRESENCE D' INHIBITEURS

A — VARTATIONS DES ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASTQUES EN PRESENCE
DE CONCENTRATIONS VARIABLES EN UMP

1 = Sérum humain

- —— e e et i e

- e e e i e

B — VARIATIONS DES ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASIQUES EN PRESENCE

DE CONCENTRATIONS VARIABLES EN PPi

1 = Sérum humain

C - VARIATIONS DES ACTIVITES GALACTOSYLTRANSFERASIQUES EN FONCTION
DU TEMPS ‘

- Sérum humain

~ Sérum de Rat

1
2
3 - Discussion
4

- Conclusions

. 7 . G o e e

140

140
140
141
141

144

148

148

149
149

149

149
154
154

157

157
157
157
160



ELECTROFOCALISATION
DU
- SERUM DE RAT

I - HYDROLYSE DU BIS=PNPP PAR LES ENZYMES”PRESENTS”DANS'LE'SERUM

DE RAT

I1 - HYDROLYSE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES PAR LES ENZYMES PRESENTS

DANS LE SERUM DE RAT

A ~ GLYCOSYL-NUCLEOSIDES-DIPHOSPHATES

B - GLYCOSYL—NUCLEOSIDES—MONOPHOSPHATES
C - DISCUSSION

D - CONCLUSIONS

CONCLUSIONS GENERALES

BIBLIOGRAPHIE

161

161

161

162

162

164

165

168



INTRODUCTION

Lajmise en évidence par LELCIR (1) des glycosyl-nucléotides a consti-
tué une découverte fondamentale en ce qui concerne le métabolisme intermédiaire des
glycoconjugués. En particulier, l'utilisation des glycosyl-nucléotides radioactifs
a permis & de nombreux auteurs d'effectuer sur différents substrats des réactions
de transfert de monosaccharides marqués et de déterminer ainsi 1l'activité des gly-

cosyltransférases.

Au cours des travaux entrepris au Laboratoire qui ont porté sur la
détermination des glycosyltransférases du sérum humain et du sérum de Rat, PIETTE
(2) a mis en évidence un systéme enzymatique capable d'hydrolyser les glycosyl-

nucléotides en monosaccharides libres.

Notre travail a consisté i reprendre cette &tude et, en particulier,
a4 caractériser et a doser les activités des enzymes impliqués dans cette dégrada-
tion. Les résultats que nous avons obtenus grace & 1l'utilisation d'une méthodolo-
gie simple et stre permettent, d'une part, de dire que tous les glycosyl-nucléosi-
des diphosphates sont d'abord dégradés en monosaccharides—I1-phosphates par une
glycosyl-nucléotide pyrophosphétase (EC 3.6.1.9) puis en monosaccharides libres
sous l'action de la phosphatase alcaline (EC 3.1.3.1.) et, d'autré part, de défi-

nir les intérac¢tions de ces enzymes avec l'activité des glycosyltransférases.
y y

Cette glycosjl-nucléotide pyrophosphatase introduit dans la mesure
des activités glycosyltransférasiques une cause d'erreur dont beaucoup d'auteurs
ne tiennent pas compte. Nous avons recherché, par la suite, l'existence d'autres
causes d'erreur, en particulier, nous avons étudié, d'une part, l'influence du
milieu d'incubation sur la réaction de transfert et, d'autre part, la stabilité

des précurseurs et des produits néoformés.

En amont de la réaction de transfert, les glycosyl-nucléotides peu-i
vent subir une hydrolyse par la glycosyl-nucléotide pyrophosphatase ou €tre trans-—
formés par des isomdrases ou des épimérases, les accepteurs de nature glycopepti-

dique ou glycoprotéique peuvent &tre progressivement dégradés par des glycosidases



et dévoiler de nouveaux sites sur lesquels ne pourront plus se greffer les mono-

saccharides 3 transférer.

De plus, certains glycosyl-nucléotides sont instables dans les
conditions d'incubation, ils peuvent subir une dégradation chimique plus ou

moins importante.

En aval de la réaction de transfert, des glycosidases peuvent élimine
tout ou en parFie les monosaccharides au fur et & mesure de leur transfert sur

1'accepteur.

- I1 s'ensuit que la réaction de transfert, schématisée par de
nombreux auteurs sous la forme :

: Transférase
XDP - ose + Accepteur _~___:¢___1..XDP + ose - Accepteur

est comme le montre la fig. ! p. 4 beaucoup plus complexe.

Aprés avoir &valué 1'importance de ces différentes causes d'erreur,
nous avons essayé de les réduire, voire de les &liminer. Les résultats obtenus
nous permettent de montrer d'une part 1'existence d'une régulation entre la
galactosyltransférase et la nucléotide pyrophosphatase au niveau du s&rum humain

et du sérum de Rat et d'autre part, 1'importance de la dégradation chimique.

Enfin des essais de purification par électrofocalisation des
nucléotide pyrophosphatases du sérum de Rat ont &té entrepris et ont permis de

conclure & 1'existence d'iseoenzymes.

Avant d'exposer nos travaux, nous rappellerons quelques géndralités

concernant les glycosyl-nucléotide pyrophosphatases.

Les résultats que nous avons obtenus ont fait 1'objet des communi-

cations et des publications suivantes :

I ~ COMMUNICATIONS -
G. SPIK, P. SIX, P. DEBEIRE, R. CACAN, A. VERBERT et J. MONTREUIL

Dégradation enzymatique et chimique des glycosyl-nucléotides au cours de la
détermination des activités.glycosyltransférasiques.
- Journées biochimiques Franco-Balges & Lille (24-26 juin 1976)
- VI Journées sur la Chimie et la Biochimie des Glucides & Grenoble (23-
25 septembre 1976).
= VII Journées sur la Chimie et la Biochimie des Glucides 3 Pont-3-Mousson

(24-27 octobre 1877).°



P. SIX, S. BOUQUELET, T. SAWICKA, G. SPIK et J. MONTREUIL
Etude de quelques propriétés des nucléotide pyrophosphatases du sérum de
Rat normal.

- Forum des Jeunes & Lyon (5-9 juillet 1977).

G. SPIK, P. SIX, S. BOUQUELET, T. SAWICKA et J. MONTREUIL
Degradation of nucleoside diphosphate sugars by human and rat serum. Properties
of the serum nucleotide pyrophosphatase. »

- Congrés de Biochimie de Woods Hole (septembre 1977)

-

II - PUBLICATIONS

1 - Degradation of nucleoside diphosphate sugars by human and rat serum. Pro-
perties of the serum nucleotide pyrophosphatases
G. SPIX, P, SIX, S. BOUQUELET, T. SAWICKA and J. MONTREUIL
Fourth International Symposium on Glycoconjugates at Woods Hole (USA), 27 septembre-

ler octobre 1977

Proc. Int. Colloq. Glycoconjugates, 1977 (in press)

2 - Chemical and enzymic degradations of nucleoside mono and diphosphate sugars
Determination of the degradation rate during the glycosyltransferase assays
G. SPIK, P. SIX and J. MONTREUIL

Biochim. Biophys. Acta (soumis i publication)

3 - Enzymic degradation of nucleoside mono and diphosphate sugars. Isoelectric °
focusing separation of 8 glycosyl-nucleotide pyrophosphatase isoenzymes from rat
serum.

P. SIX, S. BOUQUELET, T. SAWICKA, G. SPIK and J. MONTREUIL

Biochim. Biophys. Acta (soumis & publication)
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GENERALITES



DEFINITIONS

Nous rappelerons la définition des enzymes utilisés dans ce mémoire.

I - LES GLYCOSYLTRANSFERASES (EC 2.4. .)

Les glycosyltransférases sont des enzymes qui catalysent d'une

maniére générale la réaction suivante :
/ .

XDP - ose + Accepteur

XDP + Ose - accepteur

II - LES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASES OU DINCUCLEOTIDES NUCLEQTI-
DOHYDROLASES (EC 3.6.1.9)

Les glycosyl-nucléoside-diphosphate. pyrophosphatases, encore appelées

glycosyl-nucl&otide pyrophosphatases et les dinucléotides nucléotidohydrolases sont
responsables de la dégradation des glycosyl-nucléoside diphosphates et des
dinucléotides. La coupure s'effectue au niveau de la liaison pyrophosphate

(Voir Fig. 2 p. 8).

XDP - ose ————» XMP + Ose~] P

XDPY — XMP + YMP

III - LES GLYCOSYL-NUCLEQOSIDE~MONOPHOSPHATE HYDROLASES

Les glycosyl-nucléoside-monophosphate hydrolases ou CMP-ANAN
hydrolases coupent le CMP-ANAN et libérent de 1'acide sialique et du CMP. La

coupure est différente de la précédente, car il n'y a pas de liaison pyrophosphate.

CMP-ANAN CMP + ANAN

IV - LA PYROPHOSPHATASE INORGANIQUE OU PYROPHOSPHATE PHOSPHOHYDROLASE (EC 3.6.1.1).

La ﬁyrophosphatase inorganique est un enzyme qui coupe le pyrophos-

phate inorganique et lib&re 2 molécules d'orthophosphate (Fig. 2 p. 8).

V - L'ATP-ase ou ATP phosphohydrolase (EC 3.6.1.3)

L'ATP-ase libé&re 3d partir d'ATP, une molécule d'ADP et une molécule

d'orthophosphate (Fig. 2 p. 8),

VI - LA NUCLEOSIDE—TRIPHOSPHATE“PYROPHOSPHOHYDROLASE

Certains nucléosides triphosphates comme 1'ATP, 1'UTP, le GTP,
1'ITP et le CTP peuvent &tre dégradés en XMP et PPi par une nuclécside triphosphatea
g P

pyrophosphohydrolase (Fig. 2 p. 8).



VII - LA NUCLEOSIDE DIPHOSPHATASE OU NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE PHOSPHOHYDROLASE
(EC 3.6.1.6)

La nucléoside diphosphatase coupe les nucléosides diphosphates et

lib&re de l'orthophosphate (Fig. 2 p. 8).

XDP ————— XMP + Pi

VIII - LA 5'NUCLEOTIDASE ou 5'RIBONUCLEOTIDE PHOSPHOHYDROLASE (EC 3.1.3.5)
La 5'nucléotidase ou 5'ribonucléotide phosphohydrolase libére de

1'orthophosphate & partir de 5'ribonucléotides (Fig. 2 p. 8).

IX - LA PHOSPHODIESTERASE OU DIESTER ORTHOPHOSPHORIQUE PHOSPHOHYDROLASE (EC 3.1.4.1)

La phosphodiestérase I coupe la liaison phosphate du c8té 3'OH du

monosaccharide alors que la phosphodiestérase II coupe celle du c6té 5'0H ,

X - LES PHOSPHATASES OU MONOESTER PHOSPHORIQUE PHOSPHOHYROLASE
A - La_phosphatase_alcaline (EC 3.1.3.1)

XMP - X + Pi

B - La_phosphatase_acide (EC 3.1.3.2)

YMP ———» Y + Pi
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Hydrolyse des composés mono et polyphesphorylés par différents eunzymes



LOCALISATION DES GLYCOSYL-
-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES

Les glycosyl-nucl@otide pyrophosphatases sont des enzymes qui ont &té mis
en évidence dans le régne animal, végétal et chez les bactéries. En ce qui nous
concerne, nous nous limiterons & décrire celles présentes chez les animaux et

chez 1'homme.

Les pyrophosphatases poss&dent un spectre d'action trés large, néanmoins,
il a &té possible de différencier celles qui hydrolysent des substrats inorgani-
ques comme le pyrophosphate et qui ne nous intéressent pas particuliérement dans
le cadre de notre travail, de celles qui poss&dent une activité sur les glycosyl-—

nucléosides-mono ou diphosphates et les dinucléotides.

Les glycosyl-nucléotide pyfophosphatases existent sous forme soluble
dans de nombreux milieux biologiques ou sous forme incorporée 3 différentes mem~
branes cellulaires. Jusqu'ad présent, ces derniéres ont été de beaucoup les plus
étudiées. Nous nous proposons de décrire rapidement leurs principales caractéris-

tiques.

I - ETUDE DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-DIPHOSPHATE PYROPHOSPHATASES

A - LES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES SOLUBLES

1 - Dans_le sérum humain

Une nuclédotide pyrophosphatase dégradant 1'UDP-Gal a été @tudiée au
niveau du sérum humain par MOOKERJEA (3 ). Son activité est nettement plus faible
que celle présente dans le sé&rum de Rat. La présence de cette activité dans le
sérum humain est confirmée par HAUGEN et SKREDE (4 ) qui utilisent comme substrat

de 1'UDP-Glc.

2 - Dans_les autres milieux biologiques

BROWNLEE et WHEAT (5) mettent en évidence en 1960, une glycosyl-nucléotide
pyrophosphatase dans le plasma séminal bovin, capable de dégrader 1'UDP-Glec.
Récemment, en 1977, HAUGEN et SKREDE (6 ) 8tudient cette activité sur le méme
substrat : 1'UDP-Glc, dans différents milieux biologiques humains. Les résultats

donnés dans le tableau I p. 10 montrent que 1l'enzyme est présent dans le plasma



TABLEAU

Activité de la nucléotide pyrophosphatase, de la phosphodiestérase I et de la phosphatése alcaline dans différents liquides biologi~

ques humains selon HAUGEN et SKREDE ( 6). (Unit& : pmoles/1l/mn ; durée d'incubation : 1 h).

Liquides biologiques Nucléotide pyrophosphatase Phosphodiestérase 1 Phosphatase alcaline
humains (UDP~Gle) (Thymidine-5"monophospho~- (p—nitrophényl phosphate)
p-nitrophénylester)

S&rum 5,4 20 10,5
. Liquide cérébro-spinal 0,6 7 _ 1
Urine 0,01 ' 0,3 | 1,6
Bile 0,6 : 12,5 | 19,4
_ Plasma séminal 80 273 . 293
Lait 0 - 2 72
‘ |
§5§\ o
]
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séminal oli 1'activité est trés élevée et dans le sérum, 1'activité est trés
faible dans le liquide céré&bro-spinal, la bile et l'urine et n'existe pas dans

le lait.

B - LES GLYCOSYL-NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASES MEMBRANATIRES

De nombreux auteurs ont étudié les activités glycosyl-nucléoctide pyro-
phosphatasiques au niveau de cellules entiéres, broyées et de différentes

fractions obtenues 3 partir de celles—ci.

1 - Les glycosyl-nucléotide pyrophosphatases des cultures de cellules

a - Celiules intactes

En 1974, DEPPERT et al. (7 ) mettent en &vidence 3 la surface des cellules
de rein de Hamster une glycosyl-nucléotide pyrophosphatase qui dégrade 1'UDP-Gal
et le GDP-Fuc mais qui est sans action sur le CMP-ANAN. Cet enzyme est présent a
a la surface des cellules car les glycosyl-nucléotides ne peuvent pas franchir la

barriére membranaire qui est en outre imperméable aux monosaccharides—1 phosphates.

b - Cellules broyées

SELA et al. (8) en 1972, travaillent sur des cultures de cellules
d'embryons d'Hamster doré. Ils montrent que ces milieux contiennent un enzyme
responsable de la dégradation de 1'UDP-GlcNAc et de 1'UDP-GalNAc en monosaccharides
1 phosphafes. Ils étendent par la suite leur démonstration a4 d'autres nucléotides

le GDP-Man, le GDP-Fuc et 1'UDP-Gle ( 9 ).

Au niveau des cellules broyées du sang humain : &rythrocytes,
thrombocytes et lymphocytes, HAUGEN et SKREDE ( 6) mesurent les activités
glycosyl-nucléotide pyrophosphatasique (UDP-Glc), phosphodiestrasique et
phosphatasique. Les résultats donnés dans le tableau 2 p.12 montrent que
1'activité UDP-Glc pyrophosphatasique est faible par rapport & 1l'activité
phosphodiestérasique. A taux &gal de protéines, 1'activité UDP-Glc pyrophosphata-
sique des érythrocytes et des thrombocytes est environ 2 fcis plus &levée que
celle du sérum mais ne représente que 1,5 p. 100 de l'activité présente au niveau
du tissu hépatique.

| Dans les milieux ascitiques de Souris Balb/c les précurseurs nucléo~
tidiques ne sont que faiblement hydrolysés, par contre, les surnageants de

-~

lymphocytes normaux broyés poss&dent la propriété d'hydrolyser 1'UDP-Gal i un



TABLEAU 2

Activité de la nucléotide pyrophosphatase, de la phosphodiestérase I et de la phosphafase alcaline au niveau des cellules

du sang humain selon HAUGEN et SKREDE ( 6). (Unité : nmoles/g de protéines/mn ; durée d'incubation : ! h).

Cellule Nucléotide pyrophosphatase Phosphodiestérase I Phosphatase alcaline
eliules (UDP-Glc) (Thymidine-5"'~-monophospho- (p—nitrophenyl phosphate)
p-nitrophénylester) '
Erythrocytes 14 542 | 158
Thrombocytes . 60 ' 647 915
Lymphocytes . - 2.176 : 1.676

._Zl._
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taux assez élevé (43 p. 100). L'hydrolyse s'arréte au stade de 1'ose-1 phosphate,
en effet, la présence de galactose est pratiquement nulle dans les surnageants des
cellules tumorales YC 8 et dans les surnageants des lymphocytes de Souris porteuses
de la tumeur YC 8 tandis qu'elle représente 9 p. 100 de la radioactivité damns les

surnageants de lymphocytes normaux (10).

3 - Les_glycosyl-nucléotide pyrophosphatases des membranes plasmiques

a - Mise en évidence des activités nucléotide pyrophosphatasiques des membranes

plasmiques. _ _

En 1964, EMMELOT et al. (11) mettent en &vidence une nucléotide pyrophos-
phatase active sur le NAD, au niveau des membranes plasmiques du foie de Rat.
LANSING et al. (12) confirment sa présence et tendent de la différencier de celle
présente au niveau du réticulum endoplasmique. Quelques années plus tard, SKIDMORE
et TRAMS (13) montrent qu'elle est active sur.le NAD, sur le palmityl Co-A et
sur 1'UDP-Glc, sa répartition est a4 peu prés identique 3 celle de la 5'nucléotidase,
enzyme marqueur des membranes plasmiques. Cette nucléotide pyrophosphatase n'est
pas un enzyme soluble adsorbé au niveau des membranes plasmiques, en effet, les
fractions préparées en milieu isotonique possédent une forte activité spécifigue
qui n'est pas modifiée lorsque 1l'on passe d'un milieu hypotonique 3 un milieu

isotonique.

b - Répartition des glycosyl-nucléotide pyrophosphatases des membranes plasmiques

EVANS (14), BISCHOFF et al. (15) au niveau des hépatocytes de Rat,
SELA et al. (8 ), DEPPERT et al. (7) dans les cultures de cellules, ABNEY et al.
(16) au niveau des lymphocytes de rate de Souris, montrent que la nucléotide -

pyrophosphatase est un enzyme présent au niveau des membranes plasmiques.

Pour effectuer leur démonstration, ABNEY et al. (16) utilisent des
lymphocytes de rate de Souris. La membrane plasmique de ces lymphocytes est
imperméable aux glycosyl-nucléotides cependant, ajoutés dans le milieu d'incubation,
ils sont rapidement hydrolysés, il faut donc admettre qu'il existe une nucléotide
pyrophosphatase & l'extérieur de cette membrane plasmique. DEPPERT et al. (7 )
sont arrivés aux mémes conclusions en utilisant des cellules de rein de Hamster.
Enfin, grdce 3 la technique de marquage des prot€ines membranaires & 1'iode 1251,

BISCHOFF et al. (15) confirment que cette nucléotide pyrophosphatase se trouve

bien & la surface des cellules (14-17-18 - 19),
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c — Origine des glycosyl-nucléotide pyrophosphatases présentes au niveau des

membranes plasmiques.

TRAN-THI et al. (20) pensent que la nucléotide pyrophosphatase du
réticulum endoplasmique peut atteindre la suface de 1'hépatocyte. Dans cette
8ventualité, il est possible d'envisager une relation entre l'enzyme situé dans
le réticulum et celui de la membrane plasmique. Afin de vérifier cette hypothése,
des cinétiques de synthése de ces 2 enzymes ont &té réalisées au niveau du foie
de Rat perfusé, en présence de leucine tritiée. Au départ, la radioactivité de
1'enzyme purifié & partir du réticulum endoplasmique est beaucoup plus &levée
que celle présente au niveau de la membrane plaémique, puis elle diminue rapi-
dement, alors que celle de la membrane plasmique continue & augmenter. Le
transfert du marquage de l'enzyme du réticulum endoplasmique & celui de la
membrane plasmique peut étre complétement arrété par 1'addition de vinblastine
au milieu de perfusion. Ces résultats suggérent donc qu'il existe une relaticn

entre 1'enzyme du réticulum endoplasmique et celui de la membrame plasmique.

4 - Les_glycosyl-nucléotide pyrophosphatases microsomales

Les glycosyl-nucléotide pyrophosphatases ne sont pas seulement
présentes au niveau des membranes plasmiques, elles le sont aussi au niveau

d'autres systémes membranaires, tels que les microsomes.

En particulier, la NADH pyrophosphatase, solubilisée & partir de
la fraction microsomale du foie de Rat & 1'aide du Triton X 100 par BACHORIK
et DIETRICH (21) posséde environ 60 p. 100 de l'activité nucléotide—-pyrophospha-
tasique de la cellule totale. Cette activitéd, localisée essentiellement au niveau
du réticulum rugueux ne peut provenir comme le démontrent BISCHOFF et al. (22)
d'une contamination par les membranes plasmiques. Une localisation identique
est obtenue par PUHAKAINEN et HKNNINEN (23) en 1976, pour 1'UDP-GlcAU pyrophos-
phatase du foie de Rat. Puis, la méme année, ISHIBASHI et al. (24) démontrent
qu'au niveau des microsomes de cobbayes, il existe des quantités variables de
nucléotide pyrophosphatase, capable d'hydrolyser les nucléotide-sucres, méme dans
les conditions de synth&se des glycolipides (25 = 26) ou des glycoprotéines

(3-7).
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5 - Les_glycosyl-nucléotide pyrophosphatases des_noyaux

Une localisation des glycosyl~nucléotide pyrophosphatases au niveau
des noyaux des cellules ne peut pas étre exclue. En effet, JACOBSON et KAPLAN
(27) mettent en évidence une NAD pyrophosphatase, en 1957, au niveau des
noyaux et des microsomes du foie de différents animaux. Dans ces mémes fractions,
lors de leurs études sur le métabolisme des nucléotides, SCHLIESELFELD et al.
(28) découvrent en 1965, une UDP-Glc pyrophosphatase. Pour ces auteurs, la
pyrophosphatase des noyaux pourrait &étre le précurseur de la pyrophosphatase
des microsomes. Cependant, en 1966, OGAWA et al. (29) prétendent que 1'enzyme
microsomal et 1'enzyme nucléaire sont différents car leurs besoins respectifs
en ions métalliques ainsi que leur spécificité de substrat sont différents.
Enfin, les &tudes cinétiques et les &tudes d'inhibition de LAU et WONG, r8alisées
sur 1'UDP-GlcAU pyrophosphatase partiellement purifiée permettent de conclure
qu'il s'agit vraisemblablement du méme enzyme, probablement en provenance des

membranes plasmiques (30).

—— e e ot e

Les mitochondries sont des organites cellulaires dans lesquels le
métabolisme est particuliérement important. Dans le foie de Rat, il a &été
démontré que 1'activité relative spécifique de la nucléotide pyrophosphatase

est trd&s élevée dans la fraction mitochondriale légére (31).

I1 - ETUDE DES GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASES

La localisation de 1'enzyme responsable de la dégradation du CMP-ANAN
a été étudiée plus tardivement que celle de 1l'enzyme responsable de la dégradation
des autres glycosyl-nucléotides. Aussi, 3 présent, nous ne savons pas si l'enzyme
qui dégrade le CMP-ANAN est le méme que celui qui dégrade les autres glycosyl-
nucléotides, cependant, comme ce dernier, il existe sous une forme soluble

et sous une forme membranaire.

A - LA GLYCOSYL—NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASE SOLUBLE

La CMP~ANAN hydrolase a été& mise en évidence récemment dans le sérum
humain par CHATTERJEE et al. (32). Ces derniers auteurs signalent une augmentation
d'activité de cet enzyme dans le sérum lorsque les sujets sont affectés par le
cancer de 1'ovaire. Cette augmentation d'activité est sans doute dle au passage

de 1'enzyme des cellules malignes de 1'ovaire dans le systéme circulatoire.
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B - LA GLYCOSYL-NUCLEOSIDE-MONOPHOSPHATE HYDROLASE MEMBRANAIRE

La CMP-ANAN hydrolase a été& localisée & la fois dans les fractions
nucléaires et mitochondriales des foies de Rat et de Mouton par SHOYAB et
BACHHAWAT (33), au niveau des membranes plasmiques du foie de Rat par KEAN et
BIGHOUSE (34) et au niveau des membranes plasmiques du rein de Hamster par
VAN DIJK et al. (35). Cet enzyme est localisé a la surface des hépatocytes
(36) et son sitg actif est dirigé vers 1'extérieur de la cellule. Son activité
spécifique augménte en fonction de la purification qui a été suivie par la
mesure des activités des enzymes marqueurs. Les rendements obtenus lors de
1'isolement de ces membranes sont faibles et par conséquent ne permettent

pas d'affirmer que l'enzyme se trouve exclusivement au niveau de ces membranes.

Dans les cas de tumeurs de l'ovaire, l'activité spécifique de la
CMP-ANAN hydrolase des homogénats cellulaires diminue fortement par rapport
aux témoins correspondants alors que celle du sérum augmente. Lorsqu'il y a
régression de la tumeur, cette activité diminue dans le sérum mais reste plus

€levée que celle mesurée chez des sujets sains (32).

111 - CONCLUSIONS

La glycosyl-nucléotide pyrophosphatase et la CMP-~ANAN hydrolase sont
des enzymes solubles ou membranaires. Ils sont localisés en particulier au
niveau des membranes plasmiques, des mitochondries et des noyaux des cellules
de différents animaux. De plus la glycosyl-nucléotide pyrophosphatase a été
mise en évidence au niveau des microsomes. En raison de la difficulté de préparer
des fractioné'pureg, il est difficile de savoir si la faible activité mesurée

dans certaines fractions ne résulte pas d'une contamination par d'autres fractions.
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SPECIFICITE DE SUBSTRAT
DE LA
. NUCLEOTIDE PYROPHOSPHATASE

La spécificité de substrat de la nucléotide pyrophosphatase a &té
étudiée par de nombreux auteurs, chez différents animaux et au niveau de divers
organes. Les substrats utilisés sont tré&s souvent des glycosyl-nucléotides, mais
aussi des composé&s qui possédent un ou plusieurs résidus de phosphate dans leur

molécule,

I - DEGRADATION DES,GLYCOSYL-NUCLEOTIDES

Différents liquides biologiques comme le sérum et le plasma séminal,
les cultures de cellules et différentes fractions cellulaires du foie de Rat :
membranes plasmiques, microsomes et noyaux possédent une glycosyl-nucléotide
pyrophosphatase capable de dégrader différents glycosyl-nucléotides. Le Tableau
3 p.18 montre que cet enzyme est actif quelque soit la partie nucléotidique
ou monosaccharidique du glycosyl-nucléotide, il n'est cependant pas actif sur le
CMP-ANAN, dans le cas du rein de Hamster (7). Son activité est 2 fois plus
grande sur 1'UDP-GlcNAc que sur 1'UDP-Glc et 1'UDP-GlcAU dans le cas du cerveau
de mouton (37) et plus faible sur 1'UDP-GlcNAc que sur les 2 autres glycosyl-
nucléotides dans le cas de la fraction microsomale du foie de Rat, comme le
montre le tableau 4 p. 19. D'autre part, le tableau 5 p.19 montre qu'a
concentratiéﬁ presque identique de substrat, et pour des glycosyl-nucléotides
comportant une méme partie monosaccharidique, le composé le plus dégradé est

1'UDP-Glc, le moins dégradé est le TDP-Glc.

Nous pouvons donc conclure que bien que tous les glycosyl-nucléosides-
diphosphates soient dégradés par la glycosyl-nucléotide pyrophosphatase, les
activités spécifiques varient suivant leur partie monosaccharidique et suivant

leur partie nucléotidique.



Spécificité de substrat de la nucléotide pyrophosphatase chez différents animaux et au

TABLEAU 3

18 -

niveau de divers organes.

Animal Organe Localisation Référence Glycosyl-nucléotides Autres substrats Autres substra
hydrolysés hydrolysés non hydrolysé
Homme sérum MOOKERJEA (3) - UDP-Gal ~ Déphospho~CoA
HAUGEN et SKREDE (6) - UDP-Glc - Thymidine-5' (p~NFPP)
Taureau Plasma séminal BROWNLEE et,al. (5) - UDP-Gle - DPN, DPNH
- FAD
- CDbP-Choline
Mouton Cerveau PATTABIRAMAN et al. - UDP-GlcNAc
370 - UDP-Glc
- UDP-GlcAU
Hamster | Rein DEPPERT et al. (7) ~ UDP-Gal - CMP-ANAN
~ GDP-Fuc
Cultures de SELA et al. (8) - UDP-GlcNAc
cellules - UDP-GalNAc
SELA et al. (9) - UDP-Gle
- GDP-Man
~ GDP-Fuc
Souris Foie Membranes EVANS et al. (42) - UDP-Gal - NAD
plasmiques . - UDP-GlcNAc ~ ATP
- dThy@idine-S'(p-NPP)
Rat Foie Membranes SKIDMORE et al. (13) - UDP-Gle - NAD, NADH
plasmiques DECKER et al. (38) - UDP-Gle - CoA
) - ATP-UTP
Membranes BISCHOFF et al. (15) - UpP-Gle -~ Thymidine~5'(p-NPP) | -~ Thymidine-3'
plasmiques et . . (p-NPP)
réticulum - NAD, NADH - Nucléosides-
endoplasmique mono P
-~ UTP, ATP - Glycérol P
- Glc-6 P
Noyaﬁx SCHLIESELFELD et al. - UDP-Glc - p~NPP
(28) - GDP-Gle - bis-p-NPP
-~ TDP-Glec ~ ADP
- ADP-Gle -~ ATP-UTP
- UDP-GlcAU ~ NAD-NADP
‘= GDP-Man -
OGAWA et al. (29) -~ UDP-GlcAU - NAD, NADH, NADP
~ UDP-Gle - FAD
- UDP-GlcNAc - ATP, UTP
Noyaux et LAU et al, (30) - UDP-GlcAU ~ NAD, NADH, NADP
microsomes
Microsomes BACHORIK et al., (21) - UDP-GlcNAc - NAD, NADPH
~ UDP-Gle - p-NPP
-~ ADP-ribose - bis-p-NPP
- ATP
OGAWA et al. (29) - UDP-GlcAU - NAD, NADH
- UDP-Gle - NADP, NADPH
- UDP-GlcNAc
MOOKERJEA et al. (3) ~ UDP-Gal -
PUHAKAINEN et al. (3) - UDP-GlcAU ~ NAD, NADH
~ UDP-Glc - NADP, NADPH 1
- UDP-GlcNAc *
Sérum MOOKERJEA (3) - UDP-Gal




..Jg_

TABLEAU 4

Dégradation de différents substrats par la nucléotide pyrophosphatase de

la fraction microsomale du foie de Rat.

Substrat Activité spécifique - Activité spécifique
PUHAKAINEM et al. (23) OGAWA et al. (29)
UDP-G1lcAU 100 _ , 100
UDP-Gle 85 88
UDP-GleNAc 78 71
NAD 48 30
NADH 87 110
NADP 41 26
NADPH 82 -
TABLEAU 5

Dégradation de différents substrats par la nucléotide pyrophosphatase des

noyaux du foie de Rat, éelon SCHLIESELFELD et al. (28).

Substrat Concentration en Activité gpécifique
substrat (mM) A
UDP-Glc 0;20 , 100
GDP-Glc 0,20 70
TDP-Glc 0,21 46
ADP-Glc 0,21 . 93
UDP-G1cAU | 0,28 ' 89
GDP-Man 0,30 ; 43
p-NPP 1,93 7,6
bis-p NPP 1,33 0,76
NAD 0,51 75
NADP : 0,51 40
ADP 0,63 28
ATP 0,67 18,8
UTP 0,63 | 20,2

"NB : L%’valeur de 100 correspond 3 la formation de 96 umoles d'a~D-GlcAU-1 P/

mn/g.de protéines.
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11 - DEGRADATION D'AUTRES SUBSTRATS

De nombreux auteurs onf 8tudié simultanément l'activité de la nucléotide
pyrophosphatase sur les glycosyl-nucléotides, sur les dinucléotides et sur d'autres
composés mono ou polyphosphorylés, comme le montre le tableau 5 p. 19. En ce
qui concerne l'activité de cet enzyme sur les dinucléotides, nous pouvons dire
qu'elle est importante, bien qu'il existe des variations suivant que le substrat
choisi . est le NAD, le NADH, le NADP ou le NADPH, comme le montrent les tableaux
4 et 5 P- 19t Quant aux activités mesurées sur 1'ATP, 1'UTP, le bis-p-NPP
et le pNPP, elles sont faibles ; BACHORIK et al. (21), au niveau des microsomes
du foie de Rat estiment que 1'ATP, le bis-p-NPP et le p NPP sont hydrolysés
respectivement 3 3 ~ 0,31 et 0,04 p. 100 de la vitesse du NADH. L'activité sur les
nucléosides-3' P est pratiquement nulle, de méme que celle sur le p-nitrophényl-
thymidine-3'-P.

La nucléotide pyrophosphatase qui dégrade les glycosyl-nucléotides
posséde donc une activité sur les dinucléotides. La dégradation des autres composés
mono ou poly-phosphorylés serait dle & d'autres activités enzymatiques, cependant,
sur ce point, tous les auteurs ne semblent pas partager le méme avis, en consé&quence,

nous allons développer leurs différentes argumentations.

111 - RELATIONS ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL*NUCLEOSIDE-DiPHOSPHATE

PYROPHOSPHATASIQUES, GLYCOSYL-NUCLEOSIDE‘MONOPHOSPHATE HYDROLA-

SIQUES, PHOSPHODIESTERASIQUES ET PHOSPHATASIQUES

Les relations entre les activités glycosyl-nucléotide pyrophosphatasiques
phosphodiestérasiﬁués et phosphatasiques ont &té é&tudiées par les auteurs plus
particuliérement dans certains liquides biologiques, au niveau des membranes
plasmiques du foie de Rat et au niveau de divers organes humains ou de Rat. En
ce qui concerne les relations de 1l'activité de la CMP-ANAN hydrolase avec les
autres activités, elles ont &té& plus spécialement abordées au niveau du rein de

veau et du foie de Rat.

A - RELATIONS ENTRE LES ACTIVITES GLYCOSYL~NUCLECSIDE-DIPHOSPHATE
PYROPHOSPHATASIQUES, PHOSPHODIESTERASIQUES ET PHOSPHATASIQUES




1 - Dans les liquides biologiques

L'UDP~Glc est dégradé enzymatiquement par le sé&rum humain normal, avec
formation de Glec-1 P, le déphospho~CoA est dégradé avec formation de 5'AMP (4 ).
L'enzyme responsable de cette dégradation posséde un certain nombre de propriétés
de la nucléotide pyrophosphatase isolée du foie de Rat par DECKER et BISCHOFF
(38).

Un autre substrat : la thymidine—-5'-monophospho-nitrophényl ester est
hydrolysé par ce méme sérum, 1'enzyme responsable de cette dégradation est une
phosphodiestérase. Il est remarquéble que ces 2 activités : nucléotide pyrophos-
phatasique et phosphodiestérasique possédent le méme pH optimum : 9,8 et une
inhibition identique par 1'EDTA. De plus, 1'UDP-Glc (I mM) inhibe fortement et
de maniére compétitive la phosphodiestérase I dont la présence est confirmée dans

le sérum humain par HYNIE et al. (39).

Ces 2 types d'activité ont &té mesurés dans d'autres milieux biologiques
humains (6). Les résultats donnés dans le tableau |1 p. 11 montrent que les
activités nucléotide pyrophosphatasique et phosphodiestérasique I du plasma
séminal sont environ 10 fois supérieures & celles du sérum et que l'activité
phosphodiestérasique est supérieure 3 l'activité nucléotide pyrophosphatasique

dans tous les liquides étudiés.

-

Ces 2 activités peuvent &étre diles @ 2 enzymes différents, mais @&tant
donné qu'ils partagent de nombreuses propriétés et surtout que leurs substrats
respectifs sont mutuellement compétitifs, il est tentant d'affirmer que les 2

activités puissent étre attribuées au méme enzyme (6 ).

Il esﬁ important de remarquer d'autre part, qu'il existe une relation
étroite entre la phosphodiestérase I et les phosphatases alcalines, en particulier
dans les cas de l&sion des os, la thymidine-5'-monophospho~nitrophényl ester
peut €tre dégradée par les phosphatases alcalines (4 ). De plus, dans les cas
de cirrhose hépatique, 1'activité de la phoéphodiestérase I suit parallélement
1'activité des phosphatases alcalines, bien que dans certains tissus animaux,

ces 2 activités aient pu etre séparées (40).
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Si nous considérons 1'effet d'un agent dénaturant comme 1'urée, nous
constatons qu'd la concentration de 3 M, il inhibe complétement les phosphatases
alcalines du sérum de patients atteints de maladie du foie ou de lésions osseuses,
alors qu'il inhibe seulement partiellement la phosphodiestérase, il inhibe a
50 p. 100 les phosphatases alcalines de l'intesﬁin de veau oli aucune activité
phosphodiestérasique n'a été décelde. La question posée reste donc la méme que

précédemment, nous ne savons pas s'il s'agit d'un ou de plusieurs enzymes.

Ehfin, dans le plasma séminal bovin, une nucléotide pyrophosphatase
est capable d'hydrolyser 1'UDP-Glc en Gle-1 P qui n'est pas hydrolysé en Glc.
I1 est donc possible dans certains cas de différencier les activités nucléotide

pyrophosphatasiques des activités phosphatasiques.

2 - Au_niveau des membranes plasmiques

La nucléotide pyrophosphatase a €té& isolée pour la premi&re fois par
DECKER et BISCHOFF (38), & partir des membranes plasmiques du foie de Rat. Elle
coupe la liaison pyrophosphate des glycosyl-nucléotides et du déphospho=~Co A

(41), elle posséde en outre une activité phosphodiestérasique (14 - 38). -

Afin de savoir si les activités glycosyl-nucléotide pyrophosphatasiques
et phosphodiestérasiques sont dies au méme enzyme, EVANS et al. (42) ont purifié
cette nucléotide pyrophosphatase en gel de polyacrylamide, ils n'ont obtenu qu'‘une
seule bande qui posséde les 2 activités, il s'agirait par conséquent du méme
enzyme. ABNEY et al. (16) apportent une conclusion identique, ils ajoutent
d'autre part, que si les 2 activités sont dlies 5 des enzymes différents, ces

enzymes doivent €tre vraisemblablement trés voisins.

3 - Au_niveau_de_différents organes

JATO-RODRIGUEZ et al. (43) montrent que 1'UDP-Gal pyrophosphatase de
1'endométre de Rat est inhib&e par 1'oestradiol. Ce composé inhibe aussi, mais
i un taux plus faible 1'hydrolyse du NADH. Le probléme posé par ces auteurs est

de savoir s'il s'agit ou non du méme enzyme.

D'autre part, les activités nucléotide pyrophosphatasique et phospho-
diestérasique I ont &té évaludes par HAUGEN et SKREDE ( 6) dans un certain nombre

d'organes humains. Les résultats donnés dans le tableau 6 p. .24 montrent
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que les 2 activités considérées sont élevées dans le foie et dans le rein. Le
rapport entre l'activité de la nucléotide pyrophosphatase et celle de la
phosphodiestérase varie suivant les organes étudiés. Cependant, ce rapport ne
varie pas de facon significative lorsque les mesures sont effectuées 3 partir
de différents organes du Rat, comme l'indique le tableau 7 p. 25. De plus,
1'activité phosphodiestérasique est plus é€levée dans les organes de Rat que
dans les organes humains correspondants. Enfin, la répartition de la nucléotide
pyrophosphatase et de la phosphodiestérase I est totalement différente de celle
de la phosphatase alcaline, au niveau des différents organes. La nucléotide

pyrophosphatase et la phosphodiestérase sont donc peut €tre des isoenzymes.

4 - Au niveau des cultures de cellules

Les travaux de SELA et