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INTRODUCTION 



Le cerveau  des Néreidae s é c r è t e  une subs tance  

hormonale e t  depuis  les t r avaux  de DURCHON en 1948, aucune 

donnée expér imenta le  n ' a pu prouver  1 ' e x i s t e n c e  d ' une 

seconde a c t i v i t é  endocr ine .  L 'hormone c é r é b r a l e  des Néreidae 

c o n t r a l e  p l u s i e u r s  p rocessus  l i é s  à l a  c ro i s sance  e t  à l a  

matura t ion  g é n i t a l e .  E l l e  e s t  i n h i b i t r i c e  des t r ans fo rma t ions  

hé t é roné re id i ennes  (DURCHON : 1948, 1956 a ; BOILLY-MARER : 

1962) ,  i n h i b i t r i c e  de l a  c ro i s sance  germinale (DHAINAUT e t  

PORCHET : 1967) e t  s t i m u l a t r i c e  de l a  r égéné ra t ion  (DURCHON : 

1956 b)  . L ' a c t i v i t é  endocr ine  c é r é b r a l e  n ' e s t  pas  c o n s t a n t e ,  

e l l e  diminue t o u t  a u  long du développement de l ' a n i m a l  c o n t r ô l a n t  

a i n s i  l e  développement harmonieux de chaque i n d i v i d u .  

(DURCHON : 1960, 1962 ; HAUENSCHILD : 1964 a ,  b )  . 

. Les moda l i t é s  du c o n t r a l e  hormonal de l a  d i f f é r e n -  

c i a t i o n  c e l l u l a i r e  chez les Néreidae o n t  s u r t o u t  é t é  é t u d i é s  

a u  n iveau  du cytoplasme notamment au c o u r s  de 1 'ovogénèse. 

L '  appare i  1 de Golgi  p a r t i c i p e  à des syn thèses  p ro t é iques  

d e s t i n é e s  a u  v i t e L L u ~  sous un taux  hormonal é l e v é  (DHAINAUT : 

1967 ; DHAINAUT e t  PORCHET : 1977) .  L a  b a i s s e  de ce taux 

hormonal s ' accompagne d ' un changement dans l a  n a t u r e  des 

composés s y n t h é t i s é s  p a r  les dictyosomes. En e f f e t ,  ceux-ci 



s ' o r i e n t e n t  v e r s  1 ' é l a b o r a t i o n  des  a l v é o l e s  c o r t i c a u x  r i c h e s  

e n  glycocon jugués (DHAINAUT : 1970 a ; DHAINAUT e t  PORCHET : 

1977 ; PORCHET e;t a4. : 1977 ; PORCHET e t  SPIK : 1978 )  . 

L'ensemble de c e s  r é s u l t a t s  suggère que 1 'hormone 

c é r é b r a l e  c o n t r a l e  d i rec tement  ou p a r  1 ' i n t e r m é d i a i r e  de  

messagers,  les syn thèses  cytoplasmiques en modulant l e s  

a c t i v i t é s  enzymatiques de 1 ' a p p a r e i l  de Golgi .  C e t t e  b a i s s e  

du taux  hormonal s 'accompagne en  e f f e t  d 'une syn thèse  accrue 

des glycocon jugués dans l e s  ovocytes des Néreidae . 

D'abord cons idé ré s  comme des  composés mineurs l e s  

glycocon jugués e t  p r inc ipa l emen t  les g lycopro té ines ,  s u s c i t e n t  

depuis  quelques  années ,  un i n t é r ê t  s ans  c e s s e  c r o i s s a n t .  Des 

r ô l e s  très v a r i é s  o n t  é t é  a t t r i b u é s  aux g lycopro té ines ,  

importance q u i  e s t  due à l a  copule g luc id ique .  Molécules 

s o l u b l e s ,  les g lycopro té ines  s o n t  d e s  t r a n s p o r t e u r s ,  de s  

hormones. I n t é g r é e s  aux membranes plasmiques e t  exposant  l e u r  

p a r t i e  glycannique ve r s  le mi l i eu  e x t r a c e l l u l a i r e ,  e l l e s  

p a r t i c i p e n t  aux phénomènes de reconnaissance c e l l u l a i r e .  

L e s  grandes  l i g n e s  des  mécanismes généraux de 



biosynthèse  des  glycoconjugués e t  pr inc ipa lement  des  glyco- 

p r o t é i n e s  commencent à ê t r e  d é f i n i e s .  

Les t ravaux  de LELOIR, HASSID e t  ROSEMAN dans les années 1950- 

1960, o n t  permis de montrer  1 ' importance cons idé rab le  des  

g lycosy l -nuc léo t ides  comme donneurs d '  u n i t é s  monosaccharidiques 

l o r s  de  l a  syn thèse  de l a  p a r t i e  glycannique des  glycoconjuqués.  

C e s  composés s o n t  les formes a c t i v é e s  d e s  monosaccharides 

t r a n s f é r é s  p a r  l e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s ,  les enzymes responsables  

de 1 ' é d i f i c a t i o n  de l a  copule g luc id ique  des  glycoconjugués.  

L a  c r o i s s a n c e  ovocy ta i r e  s'accompagne d ' une  augmentation de l a  

syn thèse  des  glycocon jugués dans  l e s  c e l l u l e s  germinales  f eme l l e s  

soumises à un taux  hormonal f a i b l e .  Cec i  l a i s s e  supposer  que 

l e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  s u b i s s e n t  l ' i n f l u e n c e  de l 'hormone 

c é r é b r a l e .  Nous avons l o r s  d '  é tudes  p r é a l a b l e s ,  déterminé 

l ' e x i s t e n c e  d ' a c t i v i t é s  g a l a c t o s y l ,  g lucuronyl ,  s i a l y l ,  x y l o s y l ,  
& 

fucosy l  e t  mannosyltransf é r a s e s  . Au cour s  de c e s  é tudes ,  un 

phénomène p a r t i c u l i e r  r e l a t i f  aux mannosyl t ransfé rases  e s t  

apparu. 

L e  p r é s e n t  t r a v a i l  concerne les  r é s u l t a t s  que 

nous avons acqu i s  s u r  c e t t e  a c t i v i t é  enzymatique e t  s u r  l e  
< 

phénomène de  t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose en GDP-fucose, 

c ' e s t  à d i r e  l a  fo rmat ion  du s u b s t r a t  d e s  f u c o s y l t r a n s f é r a s e s  

au dé t r imen t  de  c e l u i  des  mannosyl t ransfé rases .  

;Ic BULET P. , 
Mesure des  a c t i v i t é s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s i q u e s  chez les 
c e l l u l e s  coelomiques de  Pekinekeia culXnideha (Anné1i.de 
Polychète)  . 
Diplôme d tE tudes  Approfondies d e  Bio log ie  e t  Phys io log ie  
Animales, (1981).  



GENERAL ITES 



LES NEREIDIENS 

1 - ACTIVITE ENDOCRINE CEREBRALE ............................ 

Chez l e s  Néreidiens,  l e  développement somatique 

e t  l a  gamétogénèse son t  con t rô lés  par un f a c t e u r  hormonal, 

provenant des c e l l u l e s  neuroséc ré t r i ces  du cerveau (DURCHON : 

1948 ; DURCHON : 1967 ; HAUENSCHILD : 1956 ; HAUENSCHILD : 

1965 ; CLARK e t  RUSTON : 1963 a  ; DHAINAUT - COURTOIS : 1968). 

Chez Pehineheia cuRXnidena, l a  ma tu r i t é  g é n i t a l e  e s t  

c o r r é l a t i v e  à de profondes t ransformations somatiques : c ' e s t  

1 'ép i toquie .  La Penineheia cuLAni6 eha a i n s i  transformée por te  

l e  nom d 'hé té ronéré i s .  Une décérébrat ion provoque, chez des 

indiv idus  non matures,  une épi toquie  précoce (DURCHON : 1948 ; 

DURCHON : 1956 a  ; BOILLY - MARER : 1962).  



P a r  a i l l e u r s ,  l 'hormone c é r é b r a l e  c o n t r a l e  également 

l a  r égéné ra t ion  (DURCHON : 1956 b ; CLARK e t  RUSTON : 1963 b ) .  

1 

C e t t e  a c t i v i t é  endocr ine  c é r é b r a l e  n ' e s t  pas c o n s t a n t e  

m a i s  au  c o n t r a i r e  d é c r o î t  t o u t  au long du développement de  

l ' a n i m a l  pour s ' a n n u l e r  à l ' approche  de l a  m a t u r i t é  s e x u e l l e  

(DURCHON : 1960 ; DURCHON : 1962 ; HAUENSCHILD : 1964 a e t  b ; 

DURCHON e t  PORCHET : 1970 ; DURCHON e t  PORCHET : 1971) .  

C e t t e  a c t i v i t é  hormonale, dont  1 ' i n f l u e n c e  s ' e x e r c e  

t o u t  au long de la  v i e  de l ' a n i m a l ,  es t  c l a s s é e  su ivan t  l a  

nomenclature t r a d i t i o n n e l l e  (CSABA : 1977 ; TATA : 1980) comme 

une hormone morphogénétique. 

L ' i so lement  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  de l a  neurohormone 

d ' o r i g i n e  c é r é b r a l e  des  Nére id iens  o n t  é t é  r é a l i s é s  à p a r t i r  

de cerveaux p r é l e v é s  s u r  d e s  Méheia divenaicoloh immatures 

(CARDON ex aL. : 1981 ) . Sa n a t u r e  chimique semble déterminée.  

L e  tes t  b io log ique  u t i l i s é  pour r e p é r e r  l a  subs tance  hormonale 

l o r s  du f rac t ionnement ,  est  fondé s u r  l ' é v o l u t i o n  e n  c u l t u r e  

organotypique des  spermatogonies (DURCHON e t  SCHALLER : 19.63 ; 

DURCHON e t  SCHALLER : 1964) .  La neurohormone c é r é b r a l e  i n h i b e  



l a  t ransformation des spermatogonies en spermatozoïdes. La 

gamétogénèse c o n s t i t u e  d ' a i l l e u r s  un e x c e l l e n t  modèle pour 

é t u d i e r  l e s  modal i tés  de l ' a c t i o n  hormonale, modal i tés  qui  

sont  pourtant  t r è s  d i f f é r e n t e s  e n t r e  l a  sperrnatogénsse et 

1 'ovogénèse . 

II - L A  SPERMATOGENESE ----------------- 

A - SPERMATOGENE SE EXPERIMENTALE -- - - -  ---- -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= -= 

Dans l a  l ignée  mâle, l a  p r o l i f é r a t i o n  spermatogoniale 

s ' e f f e c t u e  en présence d 'un taux hormonal re la t ivement  élevé.  

La chute b r u t a l e  du taux hormonal déclenche l ' e n t r é e  en méiose 

(DURCHON : 1952 ; DHAINAUT : 1964 ; DURCHON ex al= : 1965 ; 

BERTOUT : 1976) q u i  s u r v i e n t  peu avant  l a  reproduct ion.  En 

f a i t ,  c ' e s t  i n  viltno, q u ' i l  e s t  l e  p lus  f a c i l e  d ' e t u à i e r  l a  

spermatogénèse (DURCHON e z  al- : 1965) . En e f f e t ,  l a  p o s s i b i l i t é  

de provoquer expérimentalement l a  méiose au cours  de l a  spermato- 

génèse,  a  permis de  procéder à l ' é t u d e  d é t a i l l é e  de l ' é v o l u t i o n  

des cons t i tUants  n u c l é a i r e s .  

B - L ' EVOLUT ION NUCLEAIRE 
-------=-=-=-=-=--=-= - - -  

L'étude de l a  synthèse des  ac ides  nucléiques,  



l a  cytochimie e t  les obse rva t ions  morphologiques o n t  permis 

d e  montrer  que l a  majeure p a r t i e  des  RNA e s t  é l a b o r é e  pendant 

l ' i n t e r p h a s e  préméiot ique,  que l a  syn thèse  des  RNA d ' o r i g i n e  

n u c l é a i r e  ce s se  d è s  l a  f i n  de  l ' i n t e r p h a s e  e t  s u r t o u t  que l a  

syn thèse  des RNA es t  beaucoup p lus  i n t e n s e  pendant l ' i n t e r p h a s e  

préméiot ique que pendant l a  m u l t i p l i c a t i o n  m i t o t i q u e  (BERTOUT : 

1976 ; CANER: 1981) .  

Le r a l e n t i s s e m e n t  de  l a  syn thèse  des  RNA e n t r a î n e  un 

r e t a r d  dans  l e  déroulement de l a  méiose ; ce q u i  l a i s s e  supposer  

que l a  syn thèse  préméiot ique d e s  RNA est  impliquée dans  l e  

processus  de d i f f é r e n c i a t i o n  de l a  méiose (BERTOUT : 1981 t h è s e ) .  

A - OVOGENESE - NATURELLE 
-=-=-=-= -=-= -= -=-= - 

L'ovogénèse de Penineheia cul2hhdeha peu t  ê t r e  subdi -  

v i s é e  en  q u a t r e  g randes  é t a p e s  fondées s u r  l e s  m o d i f i c a t i o n s  

du métabolisme cytoplasmique (DHAINAUT : 1970 a ; PORCHET : 1974) 

(Figure  1 - page 14 1. 



1 - Stade de p rév i t e l logénèse  ......................... ......................... 

C ' e s t  le  début de l a  phase de grand accroissement,  

c a r a c t é r i s é e  par  une augmentation du volume c e l l u l a i r e  e t  par 

l a  p r o l i f é r a t i o n  e t  l e  développement des o rgan i t e s  cy toplas-  

miques. Ce t t e  phase e s t  cont rô lée  par  un taux hormonal é levé.  

2 - Stade de v i t e l l o g é n è s e  ...................... ...................... 

Les granules  de v i t e l l u s  e t  l e s  g lobules  l i p i d i q u e s  

appara issent  dans l e s  ovocytes d 'un diamètre de 30 à 4 0  p. 

Les granules  v i t e l l i n s  s ' a c c r o i s s e n t  par incorpora t ion  

de v é s i c u l e s  i s s u e s  de l ' a p p a r e i l  de Golgi ,  (DHAINAUT : 1 9 6 7  ; 

DHAINAUT : 1970 b ) .  Chez Penineneha cukXnidena jusqu'à 60 P m ,  

on ne t rouve que des g lobules  l i p i d i q u e s .  A p a r t i r  de 60 p, 

l e  v i t e l l u s  se met en place.  La concentrat ion en neurohormone 

r e s t e  importante. 

3  - Stade d ' é l abora t iqn  des  granules  cor t icaux .......................................... .......................................... 

A p a r t i r  de 1 2 0  à 130 P m ,  l e s  synthèses ovocyta i res  

s ' o r i e n t e n t  grâce  à l ' a p p a r e i l  de Golgi v e r s  l a  production de 
1 



composés r i c h e s  en glycoconjugués (DHAINAUT e t  PORCHET : 1977 

a e t  b ; PORCHET e t  SPIK : 1978) q u i  s 'accumulent dans l e s  

a lvéo les  cor t icaux.  Ces d e r n i e r s  ne se rven t  pas  de r é se rves  

pour l 'ovocyte.  Au moment de l a  fécondat ion,  il y aura  expulsion 

du contenu de c e s  granules  pour former l a  ge lée  p r o t e c t r i c e  

des oeufs ,  phénomène observé chez tous  l e s  Néreidiens 

(COSTELLO : 1949).  La production endocrine du cerveau b a i s s e  

fortement. 

4 - Stade de ma tu r i t é  ----------------- ----------------- 

Les ovocytes,  a r r i v é s  à un diamètre de 180 - 200 p, 
ne s y n t h é t i s e n t  p l u s  de m a t é r i e l  cytoplasmique, l ' a p p a r e i l  

de Golgi involue.  Ce s tade  se c a r a c t é r i s e  par un remaniement 

des inc lus ions  cytoplasmiques qui  se d isposent  en couches 

concentriques autour  du noyau. I l  y a donc une p o l a r i t é  dans 

l 'ovocyte .  Du noyau v e r s  l e  co r t ex ,  on d i s t ingue  : 

- l e  cytoplasme r i c h e  en ribosomes, 

- l e s  g lobules  l i p i d i q u e s ,  

- l e s  g ranu les  v i t e l l i n s ,  

- l e s  a l v é o l e s  cor t icaux.  

L ' animal v i t  a l o r s  dans des  condi t ions  anhormonales. 



B - L ' EVOLUT ION NUCLEAIRE 
-----= -----=-=-=-= -= - - - - - 

Dans les jeunes ovocytes ,  c ' e s t  à d i r e  au s t a d e  

de l a  p r é v i t e l l o g é n è s e ,  l a  syn thèse  d e s  RNA e x t r a n u c l é o l a i r e s  

(tRNA, rRNA 5 s )  est  beaucoup p lus  importante  que c e l l e  des 

RNA n u c l é a i r e s  (rRNA 18 e t  28 s)  . C e t t e  prédominance va  

s ' i n v e r s e r  au c o u r s  de  l a  v i t e l l o g é n è s e .  Dès l e  début  de  

l a  format ion d e s  a l v é o l e s  c o r t i c a u x ,  le  taux  de syn thèse  

des  RNA e x t r a n u c l é o l a i r e s  e t  n u c l é o l a i r e s  ne cesse de 

d é c r o î t r e  jusqu 'à  l a  m a t u r i t é  (BERTOUT e x  UR. : 1981) .  

CONCLUS I O N  

L'ensemble de c e s  o b s e r v a t i o n s  montre l a  s e n s i -  

b i l i t é  des  c o n s t i t u a n t s  n u c l é a i r e s  e t  cytoplasmiques aux 

v a r i a t i o n s  de l ' a c t i v i t é  endocr ine  c é r é b r a l e .  Ces v a r i a t i o n s  

n a t u r e l l e s  ( e t  que l ' o n  peut  r ep rodu i r e  e-érimentalement) , 
s e  t r a d u i s e n t  p r inc ipa l emen t ,  au n iveau  n u c l é a i r e  par  d e s  

mod i f i ca t ions  d e s  syn thèses  d e s  RNA, au  niveau cytoplasmique 

par d e s  changements dans  l a  n a t u r e  d e s  molécules  s y n t h é t i s é e s .  



l 

Dans l e s  ovocytes soumis à un taux hormonal 

é l evé ,  1 ' a p p a r e i l  de Golgi p a r t i c i p e  à 1' é l abora t ions  des 

p ro té ines  du v i t e l l u s  (DHAINAUT : 1967 ; DHAINAUT : 1970 a ; 

DHAINAUT e t  PORCHET : 1977 a ) .  L e  taux d'hormone diminuant, 

l e s  dictyosomes s ' o r i e n t e n t  v e r s  l a  production des o r g a n i t e s  

co r t i caux  r i c h e s  en glycoconjugués (DHAINAUT : 1968 ; DHAINAUT : 

1970 a ; DHAINAUT e t  PORCHET : 1977 b ; PORCHET e t  al- : 1977).  

A - EVOLUTION PHYSIOLOGIQUE DE L 'APPAREIL DE G O L G I  
.............................................. - 

Un des phénomènes biologiques l e  p lus  remarquable 

de l a  c ro issance  ovocytaire  e s t  r ep résen té  par l ' é v o l u t i o n  

de 1' appare i l  de Golgi. Nous avons vu que pour des  ovocytes 

jeunes,  l ' a p p a r e i l  de Golgi e s t  u t i l i s é  pour l ' é l a b o r a t i o n  

du v i t e l l u s  pro té ique  jusqu'au s t a d e  de 170 à 180 )m. l 

Au s t a d e  de 1 2 0  p, l 'ensemble des dictyosomes 

s y n t h é t i s e  en p lus ,  les g lycoproté ines  s u l f a t é e s  des granules  

cor t icaux (PORCHET e t  SPIK : 1978) . Dans l e s  ovocytes de 



180 P m ,  les dictyosomes syn thé t i sen t  uniquement l e  ma té r i e l  

d e s t i n é  aux granules  cor t icaux (DHAINAUT e t  PORCHET : 1977 

a e t  b ) .  

B - LES GLYCOCONJUGUES DES ALVEOLES CORTICAUX 
-=-=-= -=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

A p a r t i r  des  ovocytes de 120 p, l e s  dictyosomes 

deviennent capables d ' incorpore r  du glucose,  du ga lac tose ,  

du mannose, du fucose e t  des s u l f a t e s  (DHAINAUT e t  PORCHET : 

1977 a ) .  

C e s  d i v e r s  monosaccharides c o n s t i t u e r o n t  l e s  

glycannes des  glycoprotéines des  a lvéo les  cor t icaux.  Ces 

glycoconjugués sont  r i c h e s  en ac ide  glucuronique, en xylose,  

en fucose e t  en rhamnose. En o u t r e ,  on observe une t r è s  

n e t t e  évolut ion de l ' i n c o r p o r a t i o n  r e l a t i v e  de ces  d i f f é r e n t s  

monosaccharides au cours  de la maturat ion ovocyta i re  (PORCHET : 

1974 ; PORCHET e t  ad-  : 1977) - (Figure 2 - page 14 ) . Le 

f a i t  que des dictyosomes puissent  p a r t i c i p e r  successivement 

à l ' é l a b o r a t i o n  de deux p rodu i t s  d i f f é r e n t s ,  e s t  peu f réquent  

(?ZILLIPS e t  SWIFT : 1965 ; BAINTON e t  FARQUHAR : 1966 ; 

ANDERSON : 1968 ; SANDOZ : 1970).  La ques t ion  q u i  s e  pose e s t  



Pér iode  de vie ( m o i s )  
F igune  1 : ~ v o L u i i o n  c y t o L o g i q u e  des ovocy tes  de Pen inene is  . . . . . . . . 

c u L t n i 6 e n a  en , $ o n c t i o n  de Leun counbe de c n o i s s a n c c .  

La phase de gnand accno is4ement  o v o c y t a i n e  d t b u t e  

d L a  6 i n  de  L a  pnemi tne  a n n t e  e t  dune dcux  a n n t e s .  

P n t v i X e l l o g  Enfise PV , v i t e L L o g t n f i s e  V , - - -  

E L a b o n a t i o n  des a t u t o t e s  c o n t i c a u x  AC, 

M a t u n i t t  M 

F igune  2 : Repnts e n t a t i o n  s c h t m a t i q u e  des v a n i a f i o n s  q u a n t i -  . . . . . . . . 
t a t i v e s  des monosacchanides de4 g . t y ~ O ~ O n j ~ g ~ $ d  

des o v o c y t e s  de P e n i n e n e i s  c u t t n i d e n a .  Les ntsuLta.24 

d o n t  expn imtb  en pouncentage de L a  t o t a L i 2 t  des 

monosacchanides s u i v a n t  Les qua tne  s t a d e s  canac-  

t t n i s t i q u ~ s  de L ' t v o L u t i o n  o v o c y t a i n e .  

Ga1 : Rha : Man : a XyL : Fuc : 

GlcUA :a G l c  NAc : 8 GaL NAc : 



de savo i r  comment peut  s ' e f f e c t u e r  l a  r égu la t ion  de ces  

deux types de  synthèses  ? Quel est l e  r ô l e  de l a  neurohormone 

cé rébra le  ? On peut  penser que l'hormone cé rébra le  a g i t  en 

modulant l e s  informations nuc léa i res  (BERTOUT : 1 9 7 2 )  qui 

con t rô len t  l e  fonctionnement enzymatique de 1 ' a p p a r e i l  de 

Golgi,  conduisant a i n s i  ce d e r n i e r  à des synthèses spéc i f iques  

su ivan t  l e  s tade  de ma tu r i t é  de 1 'animal. 

CONCLU SION 

Du s tade  de prévi te l logénèse  au s tade  de submatu- 

r i t é ,  l e  taux des g luc ides  augmente considérablement e t  

ces  d e r n i e r s  s e  r é p a r t i s s e n t  dans deux grandes f r a c t i o n s  

macromoléculaires : 

- des composés r i c h e s  en N-acétylhexosamines qui  

augmentent légèrement au cours  de l a  maturation 

ovocytaire  ; 

- des glycoconjugués dont  l a  concentrat ion augmente 

fortement à p a r t i r  de  l a  submaturité g é n i t a l e  e t  

qu i  son t  t r è s  r i c h e s ,  en xylose ,  en fucose,  en 

rhamnose, en acide glucuronique e t  en groupements 



s u l f a t e  S. 

Il  semble, qu 'à  p a r t i r  d 'une t a i l l e  ovocytaire  

de 180 )un, l e s  glycocon jugués s y n t h é t i s é s ,  ne p a r t i c i p e n t  

qu ' à  l a  c o n s t i t u t i o n  des a l v é o l e s  cor t icaux.  

Après a v o i r  p r é c i s é  quelques données biologiques 

concernant l e  mode d ' a c t i o n  de 1 'hormone des Néreidiens,  

principalement au cours  du processus de l 'ovogénèse,  nous 

ferons  brièvement l e  po in t  s u r  l e s  connaissances concernant 

l a  s t r u c t u r e  e t  l a  biosynthèse des glycoconjugués. Ces molé- 

cu les  semblent ê t r e  des  éléments c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  

maturat ion ovocytaire .  



LES GLYCOCONJUGUES 

Les g lycoproté ines  forment avec l e s  g l y c o l i p i d e s ,  

l a  c l a s s e  des glycoconjugués. Ces c o n s t i t u a n t s  r é s u l t e n t  de 

l ' a s s o c i a t i o n  d'une copule g luc id ique  ou glycanne avec une 

p ro té ine  ou un l i p i d e .  Les glycocon jugués s o n t  largement 

répandus dans le  monde v ivan t .  On les re t rouve  a u s s i  b ien  

chez l e s  v i r u s ,  l e s  b a c t é r i e s ,  l e s  champignons a i n s i  que 

dans l e  monde v é g é t a l  e t  animal. Solubles  ou i n t é g r é s  aux 

membranes plasmiques ou i n t r a c e l l u l a i r e s ,  (enveloppe nuc léa i re ,  

ré t iculum endoplasmique, a p p a r e i l  de  Golg i ) ,  i l s  assu ren t  

des r ô l e s  biologiques v a r i é s .  

Dans c e  c h a p i t r e  nous résumerons l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

s t r u c t u r a l e s  de  ces composés, puis  nous passerons brièvement 

en revue l e s  p r i n c i p a l e s  vo ies  de l e u r s  biosynthèses .  

1 - STRUCTURE D E S  GLYCOCONJUGUES ............................ 



A - LES GLYCOLIPIDES 
-=i=-=-= -=-=-=-= 

L e s  g lyco l ip ides  s o n t  principalement l o c a l i s é s  

à l a  sur face  de  l a  membrane plasmique. D e  tous  l e s  glyco- 

l i p i d e s ,  l e s  sphingol ipides ( g l y c o l i p i d e s  à sphingosine) 

r ep résen ten t  l a  c l a s s e  l a  plus  importante.  I l  sont  cons t i -  

t u é s  d 'un l i p i d e ,  le  céramide, dont l a  chaîne d ' a c i d e  g r a s  

est v a r i a b l e  ( v o i r  f i g u r e  3 - page25 ) . Sur l e  céramide 

e s t  f i x é  une p a r t i e  glycannique dont l e  motif de base  e s t  

généralement le groupement Ga1 ( e l - 4 )  -Glc (pl - ) . 

A p a r t i r  de ce noyau lactosyl-céramide commun, il 

y a  formation de g lyco l ip ides  p lus  ou moins complexes par 

add i t ion  de ré s idus  glycosyl .  L e  lactosyl-céramide e s t  l e  

précurseur d 'une s é r i e  de molécules p lus  complexes pouvant 

avo i r  jusqu 'à  une cinquantaine de  ré s idus  g lycosyl ,  pour l e s  

plus grands ( v o i r  une revue ggnerale a l ~ A K O i l O R I  : 1973) (Tableau I 

- page 20 1 

On d i s t ingue  : 

1 - Les g lyco l ip ides  neu t res  ----_-_----------------- --------_---------------- 



Ils s o n t  c a r a c t é r i s é s  par add i t ion  de ré s idus  

N-acétylglucosaminyl (HAKOMORI ex a l .  1971 ) , 

N-acétylgalactosaminyl (AND0 e x  a l .  : 197 6) , g a l a c t o s y l  

e t  fucosyl  (HAKOMORI e t  JEANLOZ : 1961 ; HAKOMORI e t  

STRYCHARD : 1968).  De p lus  dans l e s  g lyco l ip ides  n e u t r e s ,  

on t rouve  l e s  glycosphingo l i p i d e s  d é c r i t s  pa r  HORI  e t  

s e s  co l l abora teur s .  Ce nouveau type de g lyco l ip ides  c o n t i e n t  

du mannose, du fucose,  du xylose e t  des  r é s idus  de 

O-méthylxylose e t  de O-méthyl-N-acétylgalactosamine (HORI  

e ; t d .  : 1977 a b ;  HORIeXaX. : 1981).  

2 - L e s  gangl ios ides  ---------------- ---------------- 

Les g lyco l ip ides  qu i  possèdent de l ' a c i d e  s i a l i q u e  

forment l a  c l a s s e  des gangl ios ides .  Les gangl ios ides  possèdent 

o u t r e  de l ' a c i d e  s i a l i q u e ,  des N-acétylosamines. Ils s o n t  

désignés su ivant  l a  nomenclature de SVENNERHOLM Dar le nombre 

de r é s i d u s  s i a l y l  présents  dans l a  molécule (Tableau 1 ) .  Ces 

gangl iosides  s o n t  abondants dans l e s  t i s s u s  nerveux. 

B - LES GLYCOPROTEINES 
-----=-=-=-=-=-=-= - - 



, 

T A B L E A U  7 : SZhuctune  d e  q u e l q u e s  g L y c o L i p i d e s  

L a o l E h  de4 m c ~  bhaned p e a d m i q u e ~  

d e  c d l u t ~  d e  mammiiéheh 

Ger -> Glc ( e l -  )Ger -> Ga1 (pl -4  )Glc  (el- )Ger 

GLl GL2 

LIPIDES NEUTRES i 

\ 
Ga1 (01-4) 

Paraglobosides 
XY) 

Ga1 Fuc GalNAc 

Groupes sanguins ABH 

kd2-1) 

NeuNAc 



Les glycoprotéines peuvent ê t r e  d é f i n i e s  comme 

é t a n t  composées d'une p a r t i e  protéique à l a q u e l l e  e s t  

a t t a c h é e ,  par  une l i a i s o n  N- ou O-glycosyl, une copule 

glucidique p l u s  ou moins complexe. Sur l a  base de  l a  

na ture  de  l a  l i a i s o n  e n t r e  les glycannes e t  l a  p ro té ine ,  

on d i s t ingue  deux grands groupes ( v o i r  l e s  revues généra les  

de KORNFELD e t  KORNFELD : 1980 ; MONTREUIL : 1982) : 

- les N-glycosyl p ro té ines  dans l e s q u e l l e s  l e  

glycanne e s t  a t t a c h é  par  l ' e x t r é m i t é  N- 

acétylglucosaminyl r é d u c t r i c e  à un rés idu  

asparaginyl  de  l a  pro té ine  en formant une l i a i s o n  

glycosylaminiqua . L'ac ide  aminé est 

t0u j ours i n c l u s  dans l e  "sequon" Asn-x-Thr 

(GOTTSCHALK : 1972 ; BEELEY : 1977 ; RONIN 

- les O-glycosylprotéines,  où l a  p a r t i e  glycan- 

nique s e  conjugue par  une l i a i s o n  O-glycosidique 

à un hydroxyaminoacide (Ser  , Thr) . L a  l i a i s o n  

a i n s i  formée e s t  de  type osidique . 

1 - L e s  N-glycosyl p ro té ines  
------------_-----_*----- ------------__--_-_--_-- 



Dans t o u s  l e s  cas é t u d i é s ,  l a  s t r u c t u r e  de base  

commune à t o u t e s  ces molécules ,  c o n s i s t e  en un pen tasacchar ide  

de s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 

Man 

Les d i f f é r e n t e s  s t r u c t u r e s  glycanniques  s o n t  formées 

p a r  a d d i t i o n ,  s u r  ce  noyau pen tasacchar id ique  commun, de 

mo t i f s  o l i gosaccha r id iques  v a r i é s .  On d i s t i n g u e  s u i v a n t  l a  

n a t u r e  des monosaccharides add i t i onnés  s u r  les mannoses externes 

( v o i r  s t r u c t u r e  c i -dessus)  : 

- l e  type  oligomannosi d ique,  

- le  type  N-acé ty l l ac tosamin ique  , 

- l e  type  mixte. 

a )  - Les glycannes de type oliqomannosidique 
....................................... 



I ls  s o n t  formés p a r  branchement, s u r  les mannoses 

ex te rnes ,de  r é s i d u s  mannosyl pouvant a l l e r  de deux à neuf 

dans les c e l l u l e s  animales e t  à un nombre b i en  s u p é r i e u r  

che z l e s  l e v u r e s  . 

M a n  

 an (dl- j] Man (pl-4) - ~ l c N A c  ((31-4) - ~ l c N A c  (p l -  ) -Asn 
Z 

Man 

Dans c e  type de g lycopro té ines ,  on ne r encon t r e  

o u t r e  l e  d i -N-acétylchi tobiose  du p o i n t  d ' a t t a c h e ,  que des 

r é s i d u s  de mannose. 

b )  - Les glycannes de type N-acé ty l l ac tosamin ique  
............................................ 

Des groupements N-acé ty l l ac tosamin iques  

Ga1 (Gl -4 )  -~ lcNAc (91- ) - s o n t  branchés  s u r  l e s  mannoses e x t e r n e s  

pour donner des composés polyantennés.  Un exemple de ce  type 

de glycanne e s t  donné p a r  les s t r u c t u r e s  du glycanne de l a  

l a c t o t r a n s f e r r i n e .  



humaine (SPIK e x  al. : 1 9 8 2 )  - (Figure 4 - page25 ) 

De p l u s ,  les rés idus  N-acétylglucosaminyl des  

groupements lactosaminyl  a i n s i  que ceux du po in t  d '  a t t ache ,  

peuvent ê t r e  fucosylés ,  e t  l e s  ga lac toses  s i a l y l é s .  

c )  - Les glycannes mixtes  
.................... 

Des s t r u c t u r e s  hybrides e n t r e  le type oligomanno- 

s id ique  e t  N-acétyllactosaminique ont  é t é  m i s  en évidence 

dans 1' ovalbumine ( T A I  e 2  a l .  : 1977  ; YAMASHITA e t  a l .  : 

1 9 7 8 )  - (Figure 5 - page 30 ) .  

2  - Les O-glycosylprotéines ....................... ....................... 

Dans c e s  g lycoproté ines ,  dont f o n t  p a r t i e  les 

mucines, l e  col lagène e t  l e s  mucopolysaccharides a c i d e s ,  l a  

chaîne o l igosacchar id ique  e s t  a t t achée  par  une l i a i s o n  O- 

g lycosidique.  Les monosaccharides impliqués dans ce  type de 

l i a i s o n ,  peuvent ê t r e  l a  N-acétylgalactosamine, i e  ga lac tose ,  

le-mannose e t  l e  xylose.  Pour l ' a c i d e  aminé, on rencontre  l a  

s é r i n e  , l a  thréonine , 1 ' hydroxylysine ou 1 ' hydroxyproline . 
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humaine. - 



Suivant  l a  na tu re  des  c o n s t i t u a n t s  de l a  l i a i s o n ,  

on d i s t ingue  : 

a )  - Les g lycoproté ines  de type col lagène 
.................................... 

L e  col lagène e t  l a  membrane basa le  cont iennent  des 

glycoconjugués dans l e s q u e l s  l a  l i a i s o n  glycanne-protéine 

s e  f a i t  par le  ga lac tose  ou par l e  d isacchar ide  G l c  ( @ l - 2 )  - G a 1  

s u r  1 'ac ide  aminé hydroxylysine (BUTLER e t  CUNNINGHAM : 1966) . 
L ' hydroxylysine a p p a r a î t  t ou jours  dans la  séquence d ' acides  

aminés : l 

~ l y  - x - Hyl - Y - Arg (ISEMURA e t  al. : 1973).  

b) - Les g lycoproté ines  de type rnucines 
................................. 

L a  l i a i s o n  glycanne p ro té ine  de type GalNAc(d1- ) S e r  

(ou Thr) e s t  l a  p lus  fréquente e t  c ' e s t  e l l e  que l ' o n  trouve 
1 

dans l e s  rnucines (GOTTSCHALK e x  UR. : 1972). 

Sur ce r é s idu  N-'acé tylgalactosaminique s e  g r e f f e  



du ga lac tose .  On a a l o r s  l a  s t r u c t u r e  su ivante  : 

Ga1 (pl  -3 ) -GalNAc (dl - )Thr qu i  se re t rouve  dans 

l e s  g lycoproté ines  " a n t i g e l "  des poissons an ta rc t iques  (DE VRIES 

e t  al. : 1971 ; SHIER e t  aR. : 1975 ; DE VRIES : 1980 ; 

O'GRADY e t  UR. : 1982).  

Ce d isacchar ide  s e r t  de noyau commun à un grand 

nombre de g lycoproté ines  à chaînes o l igosacchar id iques  p lus  

complexes, contenant du fucose ou des  ac ides  s i a l i q u e s  

notamment de l ' a c i d e  N-acétylneuraminique e t  de l ' a c i d e  

N-glycolylneuraminique. 

c )  - L e s  glycoprotéines dont  l e  p o i n t  d ' a t t a c h e  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+= 

s u r  l a  s é r i n e  ou l a  thréonine  est a u t r e  que 
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

- Le sucre  du poin t  d ' a t t a c h e  e s t  l e  mannose. 

Dans les levures  e t  l e s  champignons, l 'o l igosaceha-  

r i d e  peut  ê t r e  l i é  à l a  s é r i n e  ou à l a  thréonine ,  par  du 

mannose (NAKAJIMA e t  BALLOU : 1 9 7 4 )  . Du glucose (ROSENTHAL 



e t  NORDIN : 1975),  du ga lac tose  (PAZUR eR a l .  : 1971) ,  du 

xylose (RAIZADA e t  al. : 1975) peuvent ê t r e  addi t ionnés s u r  

cet oligosaccharide à l i a i s o n  mannosidique. 

Dans le  col lagène de l a  c u t i c u l e  de Néreis ,  

on a t rouvé de l ' a c i d e  glucuronique l i é  au mannose par  une 

l i a i s o n d l - 6  (SPIRO e t  BHOYROO : 1971).  

- Le sucre  du p o i n t  d ' a t t a c h e  e s t  l e  ga lac tose .  

Le col lagène de l a  c u t i c u l e  de L u m b ~ i c u a  

Xetteaitn.Lapossède des  glycopept ides  de type Ga1 (dl -2)  -Gal- 

S e r  (ou Thr) (MUIR e t  LEE : 1970) a i n s i  que l a  c u t i c u l e  de 

Néreis(SPIR0 e t  BHOYROO : 1971).  

- L e  sucre  du po in t  d ' a t t a c h e  e s t  l e  xylose.  

C 'est l a  c l a s s e  p a r t i c u l i è r e  des protéoglycannes 

ou mucopolysaccharides ac ides .  I c i ,  l a  séquence du poin t  

d ' a t t a c h e  est  l a  su ivante  : 



3 - Les mucopolysaccharides a c i d e s  
.............................. 

A p a r t i r  de l a  séquence du p o i n t  d ' a t t a c h e  précé- 

demment d é c r i t e ,  on a format ion des d i v e r s  t ypes  de mucopo- 

l y saccha r ides  a c i d e s  p a r  a d d i t i o n  r é p é t i t i v e  d ' u n i t é s  d i saccha -  

r i d i q u e s  comprenant un a c i d e  uronique e t  une N-acétylosamine. 

Largement répandus chez les v e r t é b r é s  e t  les i n v e r t é b r é s ,  

c e s  composés s o n t  c l a s s é s  en deux grands groupes dépendant 

de l e u r  p o i n t  d '  a t t a c h e  s u r  l a  p r o t é i n e .  L ' ac ide  hyaluronigue,  

pour l e q u e l  aucune copule p ro t é ique  n ' a  é t é  d é c r i t e ,  ne f a i t  

pas p a r t i e  de c e s  deux c l a s s e s .  L e  t a b l e a u  II page 30 repré- 

sen te les deux grandes c l a s s e s  de mucopolysaccharides ac ides  

avec l e s  p r i n c i p a l e s  s t r u c t u r e s  t rouvées  chez l e s  ve r t éb ré s .  

Sur  l a  f i g u r e  6 page 31,se t rouve  schémat isé  l a  

c l a s s i f i c a t i o n  des g lycopro té ines .  

II - BIOSYNTHESE DE L A  P A R T I E  GLYCANNIQUE DES GLYCOPROTEINES ....................................................... 

A - LES GLYCOSYLTRANSFERASES 
-=-=-=- =-=-=-=-=-=- =-=-= 

Les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  s o n t  l e s  enzymes respon- 

s a b l e s  de l a  b iosynthèse  de l a  p a r t i e  qlycannique des ~ l y c o -  

conjugués (N-  e t  O-glycosylproté ines  , g l y c o l i p i d e s )  ( v o i r  l e s  



-- -- - - -- -- 
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F i g u h e  5 : S t h u c t u a e  d ' u n  g l y c o p e p t i d e  d e  L ' o v a l b u m i n e .  
1.1111.. 

T a b L e a u  I I  : S t h u c t u h e  de  quelque^ m u c o p o ~ y s a c c h a n i d e ~  
m . . .  1119.9 

a c i d e d  t k o u u t s  c h e z  L e s  v e a t t b n t s  . 
- - - - 
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revues géné ra l e s  de SCHACHTER e t  ROSEMAN : 1980 ; BERGER 

al. : 1982 ; MONTREUIL : 1982) .  L ' add i t ion  s é q u e n t i e l l e  d e s  

monosaccharides se f a i t  pa r  t r a n s f e r t  d 'un  r é s i d u  g lycosy l  

à p a r t i r  d 'un  s u b s t r a t  donneur,  s u r  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  accepteur  

en formation (SCHACHTER e t  ROSEMAN : 1980) .  C e  donneur p e u t  

ê t r e  s o i t  un g lycosyl -nuc léo t ide ,  s o i t  un in t e rméd ia i r e  l i p i -  

dique.  En géné ra l ,  l e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  c e l l u l a i r e s  s o n t  

é t ro i t emen t  a s s o c i é e s  aux membranes e t  n é c e s s i t e n t  pour l e u r  

s o l u b i l i s a t i o n ,  l a  présence d 'un d é t e r g e n t  non ion ique  ( l e  

Tr i ton  XlOO es t  l e  p lus  u t i l i s é ) .  

Les p r o p r i é t é s  c a t a l y t i q u e s  des  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  

son t  c a r a c t é r i s é e s  p a r  l e u r  besoin g é n é r a l  en c a t i o n s  b i v a l e n t s  

(manganèse e t  magnésium). L e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  p résen ten t  

invar iablement  un haut  degré  de s p é c i f i c i t é  v i s  à v i s  du 

donneur, de l ' a c c e p t e u r  m a i s  également du type  de l i a i s o n  

é d i f i é  e n t r e  l e  monosaccharide t r a n s f é r é  e t  l ' a c c e p t e u r .  

C ' e s t  en  se fondant  s u r  c e t t e  haute  s p é c i f i c i t é ,  

à la f o i s  v i s  à v i s  du donneur e t  v i s  à v i s  du type  de l a  

l i a i s o n  formée, que l ' o n  a  c l a s s é  les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  



On peut  d i r e  que pour une g l y c o s y l t r a n s f é r a s e  s p é c i f i q u e  

d ' u n  s u c r e ,  il y a  format ion d ' un  s e u l  t y p e  de l i a i s o n  

s u r  un accep teùr  s p é c i f i q u e .  

B - LOCALISATION SUBCELLULAIRE DE LA SYNTHESE 
......................................... 

La syn thèse  des  N- e t  O-glycosylproté ines  e s t  

un évènement pos t - t r aduc t ionne l  q u i  se f a i t  dans le r é t i cu lum 

endoplasmique e t  dans 1 ' a p p a r e i l  de  Golgi  p r inc ipa lement  

(HUBBARD e t  IVATT : 1 9 8 1 ) .  

L e s  r e l a t i o n s  e n t r e  les d i v e r s  o r g a n i t e s  i n t r a -  

c e l l u l a i r e s  q u i  e n t r e n t  en jeu dans l ' é d i f i c a t i o n  des  

g l y c o p r o t é i n e s ,  s o n t  résumées s u r  l a  f i g u r e  7 - page 34 . 
La f i g u r e  8 - page 34 r a p p e l l e ,  le  "cheminement" de  l a  

g lycopro té ine  au c o u r s  de  l a  b iosynthèse  des  N-glycosylproté ines .  

L a  p a r t i e  p r o t é i q u e  des  g lycopro té ines  es t  synthé- 

t i s é e  p a r  les polysomes du r é t i cu lum endoplasmique granuleux.  

Durant  l a  b iosyn thèse ,  l a  p a r t i e  p r o t é i q u e  t r a v e r s e  l a  membrane 

du r é t i cu lum endoplasmique granuleux e t  c ' e s t  dans l a  lumière  , 
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du ré t icu lum endoplasmique granuleux ,  q u ' e l l e  s u b i t  une 

g lycosy la t ion  i n i t i a l e  (NUBBARD e t  IVATT : 1981 ) . Ensui te ,  

il y a t r a n s p o r t  de l a  g lycopro té ine  pa r  un système de 

v é s i c u l e s  jusque dans l ' a p p a r e i l  de Golgi (ROTHMAN e t  

FINE : 1980) .  C ' e s t  au  niveau des  dictyosomes que s e  

terminera  l a  synthèse des  g lycopro té ines  (ROTHMAN : 1 9 8 1 )  . 

C - BIOSYNTHESE DE L'OLIGOSACCHARIDE DES 
-=-=-=-=-=-=-=-=-- --=-=-=-=-=-- --=-=-= 

O-GLYCOSYLPROTEINES 
-=-= -=-=-=-=-=-- - -= - 

La synthèse des  O-glycosylprotéines se f a i t  p a r  

branchement s é q u e n t i e l  d 'un  s e u l  monosaccharide à l a  f o i s ,  

dans un o r d r e  b ien  é t a b l i  d i c t é  par  des  r è g l e s  s t r i c t e s ,  

e t  p a r  l a  s p é c i f i c i t é  é t r o i t e  des g lycosy l t r ans fé rases .  

L ' i n t e r v e n t i o n  d ' i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i q u e s  dans l a  synthèse 

de l a  p a r t i e  glycannique,  n ' a  jamais é t é  c la i rement  démontrée 

(HANOVER e t  a l .  : 1980) .  La f i g u r e  9 - page 37 résume les 

d i f f é r e n t e s  é t apes  de l a  synthèse  des  glycannes majeurs  de 

l a  mucine de glandes submax i l l a i r e s  de porc  (BEYER ex  : 

1979) .  

D - SYNTHESE DES OLIGOSACCHARIDES LIES PAR UNE 
-=-=-=-=-=-=-=-- --=-=-=-=-=-=-=---=-=-- - --=-= 

LIAISON N-GLYCOSYL A L'ASPARAGINE 
-=-=- =- - --=-=-=-=-=-=-=-=---- - --E-=- 



Contrai rement  au mécanisme d e  syn thèse  des  

O-glycosylproté ines  e t  t e n a n t  compte d e s  obse rva t ions  de 

PARODI ex al. e n  1972, le  r ô l e  majeur d e s  i n t e r m é d i a i r e s  

l i p i d i q u e s  dans l a  b iosynthèse  des  N-glycosylproté ines  es t  

connu ( v o i r  l e s  revues  g é n é r a l e s  de WAECHTER e t  LENNARZ : 

1976 ; PARODI e t  LELOIR : 1979 ; STRUCK e t  LENNARZ : 1980 ; 

HUBBARD e t  IVATT : 1981) .  

En e f f e t ,  on a montré (PARODI ex  al, : 1972) 

qu'un o l i g o s a c c h a r i d e  g lucosy lé  l i é  à un l i p i d e ,  é t a i t  

t r a n s f é r é  en b l o c  s u r  l a  p r o t é i n e  n a t i v e .  

1 - Biosynthèse  de  1 ' i n t e r m é d i a i r e  l i p i d i q u e  ........................................ ........................................ 

L 'o l igosaccha r ide  p récu r seu r  l i é  au l i p i d e ,  e s t  

s y n t h é t i s é  p a r  a d d i t i o n  s é q u e n t i e l l e  de  r é s i d u s  monosaccha- 

r i d i q u e s  s u r  la p a r t i e  l i p i d i q u e  ( l e  d ~ l i c h o l - ~ ~ ~ ~ ~ h ~ ~ ~ h ~ t ~  : 

Dol-P-P). Le schéma de c e t t e  synthèse  q u i  p o r t e  l e  nom de 

cyc l e  d e s  d o l i c h o l s  e s t  d é t a i l l é  f i g u r e  10 - page 37 . 
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P a n t i e  A  : s t n u c t u n e  d i n a l e  d u  p e n t a s a c c h a h i d e  

des m u c i n e s  des g l a n d e s  s u b r n a x i L L a i h e s  d e  p o n c .  

P a k t h  8 : n e p n l s e n t a t i o n  p a n  byrnboLes d e  L a  

b i o 4  y n t h l s e  des d i 6 6 l n e n t e s  s t h u c t u n e s  g l y c a n n i q u e b  

q u e  L ' o n  p e u t  t n o u u e n  dans  Les  muc ines  de4 gLandeb  

s u b r n a x i e e a i h e d  d e  ponc  . 
I 
1 

R t a c t i o n  p o s s i b e e  . - ; R E a c t i o n  i r n p o b s i b e e  -i+ 
I 

0: GaLNAc ; : Ga1  ; O : NeuAc ; v: F u c .  ' 

Polypeptide 

-- - 
T i g u k e  f 0  : C y c L e  des d o t i c h o L a  p h u s p h a t e s  : b y n t h Z s e  des . . . . . . . . . 

N- g l y c o s  y L p n o t l i n e s  . 
G l c  NAc • M a n 0  GLc 4 



Après a d d i t i o n  d e s  t r o i s  r é s i d u s  de g lucose ,  

1 ' o l igosaccha r ide  p récu r seu r  l i é  au do l ich01  pyrophosphate 

es t  t r a n s f é r é  en  b l o c  s u r  l a  p r o t é i n e  a c c e p t r i c e .  

2 - T r a n s f e r t  s u r  l a  p r o t é i n e  ......................... ......................... 

Le t r a n s f e r t  s u r  l ' a s p a r a g i n e  par  l a  do l i cho ld i -  

phosphoryloligosaccharide : po lypep t ide  o l i q o s a c c h a r i d y l t r a n s -  

f é r a s e ,  ne peut  se f a i r e  que lo rsque  l ' a c i d e  aminé se t r o u v e  

dans l a  séquence Asn-X-Thr/Ser où X p e u t  ê t r e  n ' impor te  q u e l  

a u t r e  a c i d e  aminé sauf l a  p r o l i n e  ( v o i r  l a  revue g é n é r a l e  

de MONTREUIL : 1982) .  I l  f a u t  également que c e t t e  séquence 

se t r o u v e  dans une con£ i g u r a t i o n  d i t e  coudep  ou Q t u r n  (AUBERT 

e x  aR. : 1976 ; BEELEY : 1977) .  

3 - Maturat ion des  o l igosaccha r ides  d e s  ................................... --------------_-------------------- 

Après t r a n s f e r t  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  s u r  l a  p r o t é i n e ,  

de s  g lycos idases  s p é c i f i q u e s  commencent à dégrader  l ' o l i g o -  

s accha r ide  en une s t r u c t u r e  de  t a i l l e  p lu s  r é d u i t e  (TABAS ef 



al. : 1978). L 'o l igosacchar ide  d e s t i n é  à deveni r  un glycanne 

de type N-acétyllactosaminique va  d'abord perdre  l e s  t r o i s  

r é s i d u s  g lucosyl  e t  s i x  des  neuf r é s idus  mannosyl. La f i g u r e  

11 - page @ montre quelques d é t a i l s  du processus de matu- 
\ 

r a t i o n  d'une N-glycosylprotéine. L e s  r e l a t i o n s  e n t r e  l a  

s t r u c t u r e  de l ' o l igosacchar ide  t r a n s f é r é  à p a r t i r  de l ' i n t e r -  

médiaire  l i p i d i q u e  e t  l a  s t r u c t u r e  des  N-glycosylprotéines 

de type oligomannosidique e t  de type N-acé tyl lactosaminique 

son t  résumées s u r  l a  f i g u r e  12 - page L6 . 

E - SYNTHESE DES MUCOPOLYSACCHARIDES ACIDES 
-=---=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- - 

L e  mécanisme généra l  de l a  biosynthèse des muco- 

polysaccharides  ac ides  est l e  m ê m e  que c e l u i  d é c r i t  pour 

l e s  N- e t  l e s  O-glycosylprotéines. 

Mais une s é r i e  de modif icat ions spéc i f iques  i n t e r -  

viennent  l o r s  de  l a  synthèse des mucopolysaccharides ac ides  : 

- i n t roduc t ion  de groupements s u l f a t e s  en pos i t ion  

4 ou 6 s u r  l a  N-acétylgalactosamine e t  en p o s i t i o n  

2 s u r  l a  N-acétylglucosamine ( v o i r  tab leau  II - 
page30 ; 



Figune I I  : Matunat ion  e t  gLycob y l a t i o n  d i n a l e  deb 
m . .  m . = . . .  

N-gLycob yLphotEineb. 

O ' G L c N A c j O  Man ; G&c 

@ Gal  j FuC ; NeuAc . 
A : Type oligomannosidique 

8 : Type oligomannosido - N-acétyllactosaminique 

C : Type N-acétyllactosaminique 

D : Type phosphooligmannosidisue 



- épimérisat ion du rés idu  glucuronyl en r é s i d u  

i d u r o n ~ l  après  l a  s u l f a t a t i o n  e t  l a  désacéty- 

l a t i o n  du canposé ( v o i r  tab leau  II - page 30 ) . 

Bien qu 'un do l i cho l  monophosphate xylose  a i t  é t é  

t rouvé dans l ' ép iphyse  d'embryon de poule t ,  il semble que 

c e l u i - c i  n ' in t e rv ienne  pas dans l ' é d i f i c a t i o n  de l a  l i a i s o n  

xylose-protéine des  protéoglycannes (FALTYNEK e t  al. : 1 9 8 2 )  . 

CONCLU S I O N  

Nous avons vu brièvement dans ce c h a p i t r e  que l e s  

g lycosy l t r ans fé rases  s o n t  responsables  de l a  synthèse de  l a  

p a r t i e  glycannique de t o u s  les glycoconjugués. La synthèse 

de l ' o l i g o s a c c h a r i d e  s e  f a i t  par  branchement d 'un r é s i d u  

monosaccharidique à p a r t i r  d 'un s u b s t r a t  donneur a c t i v é .  

Les donneurs de monosaccharides son t  de deux types  : 

- l e s  dé r ivés  glycosyl-nucléot idiques 

- l e s  g lyco l ip ides  ou in te rmédia i res  l i p i d i q u e s ,  

c 'est l e  cas  des Dol-P-Man, Dol-P-Glc, J O ~ - P - P - G ~ ~ N A C ~  



Dol-P-P-GlcNAc Man G l c  . 
2 9 3  

Nous a l l o n s  e n v i s a g e r  dans l e s  pages s u i v a n t e s ,  

l a  b iosynthèse  des p r inc ipaux  g lycosy l -nuc l éo t ides  don t  

l ' i n t e r v e n t i o n  dans l a  b iosyn thèse  des glycoconjugués 

r e p r é s e n t e  une é t a p e  p o s s i b l e  de r é g u l a t i o n  "en amont" 

de l a  g lycosy la t ion .  



Dans le c h a p i t r e  p récéden t ,  nous avons résumé 

les grandes  voies  de b iosynthèse  des qlycocon j uqués . 
Comment peut-on s u i v r e  expérimentalement c e t t e  b iosyn thèse  

des o l igosaccha r ides  des g lycopro té ines  e t  des g l y c o l i p i d e s  ? 

I l  e x i s t e  p l u s i e u r s  p o s s i b i l i t é s .  Nous envisagerons  

dans ce c h a p i t r e  deux vo ies  fondées t o u t e s  l e s  deux s u r  

1 ' u t i l i s a t i o n  de monosaccharides r a d i o a c t i f s .  

1 - La première  n é c e s s i t e  l ' emp lo i  de monosaccharides 

r a d i o a c t i f s  l i b r e s .  On mesure, i n  v i v o ,  l ' i n c o r p o r a t i o n  

de ces monosaccharides p a r  les c e l l u l e s  e t  l e u r  r é p a r t i t i o n  

a u  n iveau  des glycoconjugués.  Mais les suc re s  l i b r e s  ne s o n t  

pas  l e s  s u b s t r a t s  pour  les g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  En e f f e t ,  un 

monosaccharide ne p e u t  ê t r e  t r a n s f é r é  s u r  une g lycopro té ine  

ou un g l y c o l i p i d e  que p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e ,  nous l ' avons  vu, 

d 'un g lycosy l -nuc léo t ide .  Nous envisagerons  dans l e s  pages 

s u i v a n t e s ,  l e  mode de syn thèse  des d i f f é r e n t s  q lycosy l -  

n u c l é o t i d e s  e t  les convers ions  que p e u t  s u b i r  un monosaccharide 

avant  son a c t i v a t i o n  sous forme de q lycosy l -nuc léo t ide .  



2 - La seconde méthode cons i s t e  à u t i l i s e r ,  i n  

v ~ a 2 0 ,  l e s  formes a c t i v e s  des suc res  pour une réac t ion  de 

g lycosy la t ion  : l e s  glycosyl-nucléot ides  . 

I c i  a u s s i  de nombreuses modif ica t ions  quant à l a  

s t r u c t u r e  e t  à l a  conf igura t ion  du monosaccharide peuvent 

s u r v e n i r  avant  l e  t r a n s f e r t .  C ' e s t  une de c e s  modif icat ions 

qu i  a f a i t  l ' o b j e t  de nos t ravaux personnels ,  exposés 

u l té r ieurement .  

1  I I  - LES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES ........................ 

L e  terme glycosyl-nucléot ide c a r a c t é r i s e  une c l a s s e  

de dé r ivés  monosaccharides, dans l a q u e l l e  le  rés idu  g lycosyl  

e s t  l i é  à l ' a c i d e  phosphorique d 'un nucléot ide  par une l i a i s o n  

e s t e r .  

L e  premier de ces  composés q u i  a  é t é  i s o l é  f u t  

1'UDP-D-glucose (PALADINI e t  LELOIR : 1 9 5 2 )  . La s t r u c t u r e  de 



ce composé donneur de g lucose ,  e s t  représentée  s u r l a  f i g u r e  

13 - page . Le r ô l e  de ces  glycosyl-nucléot ides ,  comme 

donneurs de r é s i d u s  g lycosyl  l o r s  de l a  synthèse des glyco- 

conjugués, a é t é  démontré par  l e s  équipes de LELOIR, HASSID 

e t  ROSEMAN dans les années 60. 

Leurs observat ions  ont  permis de mieux comprendre 

l e s  mécanismes d ' é l a b o r a t i o n  des glycoconjugués ( v o i r  c h a p i t r e  

précédent) . 

A - STRUCTURE ET VARIETE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES 
............................................. 

Après l a  découverte de 1 'UDP-D-glucose, de nombreux 

glycosyl-nucléot ides  ont  é t é  i s o l é s  à p a r t i r  des  microorga- 

nismes des c e l l u l e s  végé ta les  e t  d e s  c e l l u l e s  animales ( v o i r  

l e s  revues généra les  de FEINGOLD e t  NEUFELD : 1963).  L a  

d i v e r s i t é  t r è s  grande (environ 9 0  glycosyl-nucléot ides  o n t  

é t é  t rouvés  à l ' h e u r e  a c t u e l l e )  de c e s  composés e s t  due au i 

1 - Type de nucléot ide  c o n s t i t u a n t  l e  donneur ......................................... ......................................... 
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F i g u h e  1 2  : R e l a t i o n d  e n t h e  L i i n t e f i m t d i a i h e  l i p i d i q u e  e t  
m . . .  . .... 

L e b  N - g l y c o b  y L p h o t t i n e s .  

-. - - OH OH 
Uridine 5'-diphospho -D-glucose 



l 
L e s  bases  c o n s t i t u a n t  l e  nuc léo t ide  s o n t  généralement , 

l ' u r a c i l e ,  l a  guanine (CABIB e t  LELOIR : 1954 ; HEATH : 1960) 

e t  l a  cy tos ine  (STROMINGER eR al. : 1954 ; STROMINGER : 1959 ; 

1 
I BADDILEL ex al. : 1956 ; COMB eR al. : 1959) ,  m a i s  e l les 

peuvent ê t r e  a u s s i  l a  thymine (OKAZAKI eR al. : 1960) e t  

l 1 'adénine (PAZUR e t  SHADAKSHARASWAMY : 1 9 6 1 )  . 

2 - Nombre de phosphates e n t r e  l e  nucléoside ........................................ ........................................ 

e t  le monosaccharide .................... .................... 

Dans le  c a s  du donneur d ' a c i d e  s i a l i q u e ,  l e  nucléo- 

s i d e  ( l a  CYtosine) est l i é  à l ' a c i d e  N-acétylneuraminique par  

un phosphate (CMP - NeuAC) (COMB al : 1959 ; WARREN e t  

BLACKLOW : 1 9 6 2 )  t a n d i s  que pour les a u t r e s  g lycosyl -  

nuc léo t ides ,  l a  l i a i s o n  e n t r e  l a  base e t  l e  monosaccharide 

se f a i t  p a r  une l i a i s o n  pyrophosphate. 

3 - Type ae monosaccnariae l i e  au nuc léos iae  
........................................ ........................................ 

phosphate --------- --------- 

En ce q u i  concerne l e  monosaccharide q u i  s e r a  



t r a n s f é r é  à p a r t i r  du donneur, on a t rouvé  : 

- des a l d o s e s  (hexoses,  pentoses ,  desoxyhexoses , 

a c i d e s  uroniques , 2 desoxyhexoses) ; 

- d e s  cé toses  (D-fructose,  a c i d e  N-acétylneuraminique) . 

L'anomérie de l a  l i a i s o n  e n t r e  l e  monosaccharide 

e t  l e  phosphate es t  de type d dans l a  p l u p a r t  d e s  c a s  à 

l ' e x c e p t i o n  de c e l l e  du NeuAc dans l e  CMP-NeuAc e t  du Fuc 

dans l e  GDP-Fuc qui e s t  de type p. 

B - LA BIOSYNTHESE DES GLYCOSYL-NUCLEOTIDES : 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=---=-=-=- - 

"LES DEUX GRANDES POSSIBILITES" 
-=-=-=-=-= -=-=-=-=-=-=-=-= -= -=- 

1 - Synthèse à p a r t i r  de  monosaccharides s imples  ............................................ ............................................ 

A p a r t i r  de  monosaccharides s imples ,  te ls  que l e  
1 

glucose ,  l e  mannose e t  l e  f r u c t o s e ,  tais les g lycosyl -nuc léo t ides  

peuvent ê t r e  s y n t h é t i s é s .  Le c a r r e f o u r  métabolique de ces  

d i f f é r e n t e s  synthèses  e s t  l e  f r u c t o s e  -6-phosphate. A p a r t i r  



de ce composé, il e x i s t e  en e f f e t ,  t r o i s  voies  r é v e r s i b l e s  

qui  permettent une in terconvers ion  des  monosaccharides non . 
l i é s  à un nucléot ide(Figure l4  - pageSI ) .  

La première vo ie  conduit  à l a  formation de 

1'UDP-D-glucose p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du glucose -6-phosphate 

puis  du glucose -1 -phosphate. 

Puis à p a r t i r  de 1'UDP-D-glucose, on a formation 

de nombreux a u t r e s  glycosyl-nucléot ides  (UDP-D-xylose, 

UDP-L-arabinose , UDP-IdUA, UDP-GlcUA) . 

La deuxième voie  conduit  aux osamines e t  aux 

glycosyl-nucléot ides  dont l e  suc re  e s t  une osamine (N- 

acétylglucosamine , N-acétylgalactosamine , acide neuraminique ) . 

La t ro i s i ème  vo ie ,  va permettre l a  synthèse du 

mannose-1-phosphate q u i  va lui-même ê t r e  l e  po in t  de dépar t  

de l a  synthèse du GDP-D-mannose e t  des  d ive r s  glycosyl-  

nucléot ides  qui  en  dé r iven t .  



Toutes  c e s  v o i e s  métabol iques  s o n t  résumées s u r  

l a  f i g u r e  1 4  - page51 

2 - Biosynthèse  d e s  g lycosy l -nuc l éo t ides  à p a r t i r  -----------_----_-_-------------------------- ---------_----__----------------------------- 

d ' a u t r e s  g lycosy l -nuc l éo t ides  _------___----_-_-_---------- ............................. 

a)  - Biosynthèse du n u c l é o t i d e  
......................... 

L e s  organismes v i v a n t s  p rodu i sen t  à p a r t i r  d e s  

nuc l éos ides  des  d é r i v é s  phosphorylés : l e s  nuc l éo t ides .  

C e s  composés phosphorylés p a r t i c i p e n t  à de nombreux 

processus  enzymatiques ( c o f a c t e u r s ,  a c i d e s  nuc l é iques ,  

g lycosy l -nuc l éo t ides )  . 

b) - Biosynthèse  du g lycosy l -nuc l éo t ide  
.................................. 

- mécanisme g é n é r a l  : 

L e  mécanisme g é n é r a l  de  l a  r é a c t i o n  de  syn thèse  

des  g lycosy l -nuc l éo t ides  es t  i l l u s t r é  p a r  l a  f i g u r e  15 - 
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Figune 1 5  : R e p h t d e n t a t i o n  d e  l a  n e a c t i o n  de n on mat ion 
m........ 

d e  L'UDP-D-gLacodc. 



page 52 p a r  1 'exemple de  1 'UDP-D-glucose (NEUFELD e t  al . : 
1957 ; TURNER e t  TURNER : 1958 ; GINSBURG : 1958 ; VILLAR- 

PALASI e t  LARNER : 1960 ; OLIVER : 1961) .  

- I n t e r c o n v e r s i o n s  

La p a r t i e  monosaccharidique des  g lycosy l -  

n u c l é o t i d e s  p e u t  s u b i r  de  nombreuses t r ans fo rma t ions .  Sur 
1 

l a  f i g u r e  1 4  - page51 , on a r é c a p i t u l é  les types  majeurs 

de  convers ions  des  r é s i d u s  g l y c o s y l  q u i  o n t  été d é c r i t s  j u s q u 8 à  

p ré sen t  . 

. Epimér i sa t ion  I 

L e s  enzymes de type  "épimérase" (MAXWELL 

e t  DEROBICHON-SZULMAJSTER : 1960) s o n t  responsables  d e s  

changements de n a t u r e  d e s  monosaccharides appa r t enan t  aux 

g lycosy l -nuc l éo t ides  . Le changement de n a t u r e  a f f e c t e  les 

q u a t r e  groupes  hydroxyl du g a l a c t o s e ,  du glucose ou du , 

x y lo se  l i é s  à 1' u r i d i n e  5 ' -diphosphate: D e s  exemples d ' ép i -  

mér i sa t i ons  s o n t  donnés s u r  l a  f i g u r e  1 6  - page 54 - 

. Epimér i sa t ion  e t  hydrogénation de 

1 ' a l  coo 1 pr ima i r e  



1 
Ii 

UDP-D-Glucuronique a c i d e  

O-UDP 

UDP-D-galacturonique a c i d e  

O-UDP 

, - 
Figuhe 16 : Tnand 6oemation de l '  U D P -  D -  g l u c o d e .  
. m .  = .1.1.  



Ce type de t ransformation a é t é  d é c r i t  

dans l e  c a s  de l a  conversion du GDP-D-mannose en GDP-L-fucose . 
(GINSBURG : 1958) e t  du TDP-D-glucose en TDP-L-rhamnose 

(PAZUR e t  SHADAKSHARASWANY : 1961 ; PAZUR e t  SHUEY : 1961 ; 

GLASER e t  KORNFELD : 1961 ; OKAZAKI e t  al. : 1 9 6 2 )  . C e t t e  

r éac t ion  e s t  la  p l u s  courante pour l a  formation des méthyl- 

pentoses.  Le mécanisme de t ransformation du GDP-D-mannose en 

GDP-L-fucose sera envisagé p l u s  spécialement dans l e  paragraphe 

page 58 . 

. Oxydation e t  décarboxylation du carbone 

6 des hexoses. 

Le D-glucose l i é  à l ' u r i d i n e  uiphospnate 

peut ê t r e  oxydé (avec l a  p a r t i c i p a t i o n  de cofac teurs)  en 

ac ide  glucuronique (STROMINGER e t  MAPSON : 1957). L ' ac t ion  

d'une décarboxylase spéc i f ique  peut  e n s u i t e  conduire à l a  

formation de D-xylose (FEINGOLD e;t al. : 1960) . Sur l a  f i g u r e  

1 6  - page 54 , on a r ep résen té  avec l ' é p i m é r i s a t i o n ,  ce  type 

de modif icat ion.  



. Echanges de suc res  à p a r t i r  de 

sucres-1-phosphate 

Ce type de conversion e s t  t r è s  important 

pour l ' e n t r é e  du D-galactose dans l e  métabolisme. Sur l a  

f i g u r e  17 - page 59 , on v o i t  l e s  deux chemins poss ib les  pour 

l ' i n t e r c o n v e r s i o n  du D-galactose dans l e  métabolisme (vo ies  I 

e t  I I ) .  L e  galactose-1-phosphate e s t  un élément commun à c e s  

deux voies .  Chez l'homme, l a  voie  II q u i  e s t  mineure, r ep résen te  

un chemin de remplacement en cas  de dé f i c i ence  dans l a  s é r i e  

de r éac t ions  de l a  voie 1. 

c )  - Etude p a r t i c u l i è r e  de l a  conversion du 
...................................... 

L'étude de l a  g lycosyla t ion  des  p ro té ines ,  q u i  a  

débuté peu de temps après  l a  découverte des glycosyl-nucléot ides ,  

a  montré l e  r a l e  important de GDP-D-mannose dans l a  biosynthèse 

des glycoprotéines.  L e  GDP-D-mannose n ' e s t  pas seulement un 

donneur de r é s idus  mannosyl, il e s t  l e  poin t  de dépar t  ap rès  

p l u s i e u r s  modif icat ions d 'un c e r t a i n  nombre de monosaccharides. 

- Conversion du GDP-D-mannose en GDP-D-mannuronate 



Le surnageant  d 'un homoqénat de c e l l u l e s  

d'AkZhh0ban;tek e s t  capable  de t r ans fo rmer  p a r  une 

déshydrogénase, l e  GDP-D-mannose en GDP-D-mann urona t e .  

L 'oxydat ion du GDP-D-mannose n é c e s s i  te l a  p résence  du 

c o f a c t e u r  NAD+ (PREISS e t  WOOD : 1 9 6 4 ) .  La r é a c t i o n  e s t  

l a  s u i v a n t e  : 

H2 
déa hydkog Enab e 

- Formation du GDP-D-rhamnose e t  du GDP-D- 

ta lométhylose  à p a r t i r  de GDP-D-mannose 

Une p r é p a r a t i o n  enzymatique qui c a t a l y s e  l a  

syn thèse  de GDP-D-rhamnose e t  de GDP-D- talomé thy lose  à p a r t i r  



de GDP-D-mannose a é t é  i s o l é e  dl  une b a c t é r i e  du s o l  

(MARKOVITZ : 1 9 6 4 ) .  .La f igure  18 - page59  , met en 

évidence que l a  conversion du GDP-D-mannose en GDP- 

D-rhamnose e t  en GDP-D-talométhylose s e  f a i t  pa r  l a  

formation d ' un in te rmédia i re  le GDP-4-cé to-D-rhamnose 

qui s e r a  e n s u i t e  r é d u i t  s o i t  p a r  l e  NADH,H+,  s o i t  

p a r  l e  NADPH,H+. 

- Formation de GDP-L-colitose à p a r t i r  de 

GDP-D-mannose 

Un e x t r a i t  enzymatique d'un mutant d lE~cher r i ch iu  

coLi d é f i c i a n t  en UDP-D-galactose 4 épimérase , p e u t  c o n v e r t i r  

le  GDP-D-mannose en GDP-L-coli tose .  Cet te  r éac t ion  e s t  

fortement s t imulée p a r  l e  NADPH,H+ (ELBEIN e t  HEATH : 1965) . 

GDP 

- Formation du GDP-L-fucose à p a r t i r  de 



ATP ADP 

II - D-galactose D-galactose-1-phosphate 
7 

O- GDP 
" 7 ~  H O-GDP 

;r:, 
H H \ c' t f 



Ce c a s  p a r t i c u l i e r  s e r a  envisagé avec p lus  de 

d é t a i l ,  c a r  il a f a i t  l ' o b j e t  de nos travaux personnels 

sur  les ovocytes de P e k i n e k e i ~  c u l t k i b  eha. 

Le L-fucose ( 6-desoxy-L-galactose) e s t  un 

monosaccharide que l ' o n  t rouve dans un grand nombre de 

glycoprotéines (GOTTSCHALK CR. : 1972) e t  de glyco- 

l i p i d e s  (KOSCIELAK ex a l -  : 1973 ; SLOMIANY e t  a l *  : 1974) . 
Le r é s i d u  fucosyl  e s t  t r a n s f é r é  s u r  ces  glycoconjugués par  

des f u c o s y l t r a n s f é r a s e s  à p a r t i r  du donneur, l e  GDP-L-fucose 

(BOSMAN e.t aL* : 1968 ; CHESTER e t  WATKINS : 1969 ; SHEN 

ex al= : 1968). 

Deux v o i e s  de biosynthèse du GDP-L-fucose sont  

connues à l ' h e u r e  a c t u e l l e  (GINSBURG : 1 9 6 6 )  : 

- formation à p a r t i r  de fucose-1-phosphate ; 

- t ransformation du GDP-D-mannose en GDP-L-fucose. 

. Formation de GDP-L-fucose à p a r t i r  

de fucose-1-phosphate 



SCHACHTER e t  ses c o l l a b o r a t e u r s  u t i l i s e n t  

un e x t r a i t  enzymatique de f o i e  de p o r c  pour s y n t h é t i s e r  du 

GDP-L-fucose à p a r t i r  de fucose-1-phosphate. Le rendement 

de l a  r é a c t i o n  e s t  d ' env i ron  2 4  % (SCHACHTER e t  a&. : 1972) .  
-. 

Dans l e s  glandes  submax i l l a i r e s  de p o r c ,  t i s s u  q u i  p r o d u i t  

' une grande q u a n t i t é  de g lycopro té ines  r i c h e s  en  fucose 

(CARLSON : 1968) , l a  syn ths se  du GDP-L-fucose se f a i t  p a r  

l a  voie  du fucose-1-phosphate (PROHASKA e t  SCHENKEL - 
BRUNNER : 1975) . 

GTP PPi 

Fucose ~ ~ ~ F ' u c o s e -  1-phosphate GDP-L- f ucose 

Dans un e x t r a i t  enzymatique de ces  

g landes ,  on a t rouvé  une hau te  a c t i v i t é  fucose  k inase  e t  

GDP-L-fucose pyrophosphorylase.  D e  p l u s ,  1 ' absence t o t a l e  

dans l e s  glandes  submax i l l a i r e s  de p o r c  d'enzymes q u i  peuvent  



métabol iser  l e  fucose,  l e  fucose-1-phosphate e t  le GDP-L- 

fucose,  expl ique pourquoi l e  rendement des r é a c t i o n s  de 

synthèse du GDP-L-fucose e s t  de 100 %. Souvent, c e t t e  voie 

de biosynthèse du GDP-L-fucose est  u t i l i s é e  comme v o i e  de 

sauvegarde en cas  de non fonctionnement du système enzyma- 

t i q u e  capable de c o n v e r t i r  l e  GDP-D-mannose en GDP-L-fucose . 
Ceci a é t é  démontré récemment dans l e s  l ignées  c e l l u l a i r e s  

de lymphomes de s o u r i s  r é s i s t a n t e s  à l a  l e c t i n e  de pois  

(REITMAN ex : 1980).  

. Transformation du GDP-D-mannose en 

GDP-L-f ucose 

Le mécanisme de conversion du GDP-D- 

mannose en GDP-L-fucose a é t é  examiné abondamment chez l e s  

b a c t é r i e s  (GINSBURG : 1960 ; GINSBURG : 1961).  C e t t e  voie  

métabolique a également é t é  montrée dans -d ive r s  t i s s u s  : 

- dans c e r t a i n s  t i s s u s  de l a p i n s  

(FOSTER e t  GINSBURG : 1961) ; 

- dans l e  l a i t  de b r e b i s  ; 



- dans des  c e l l u l e s  t rans formées  ( c e l l u l e s  

de  lymphomes de s o u r i s )  (REITMAN e-t aQ . 
1980).  

D e  p l u s  c e t t e  v o i e  semble ê t r e  p r é s e n t e  

dans t o u s  les t i s s u s  e t  l i g n é e s  c e l l u l a i r e s  q u i  i nco rpo ren t  

du fucose r a d i o a c t i f  a p r è s  i ncuba t ion  avec du mannose 

r a d i o a c t i f .  

L a  s é r i e  de r é a c t i o n s  présumées, pour 

l a  t r ans fo rma t ion  du GDP-D-mannose en GDP-L-fucose, a  été 

d é c r i t e  p a r  GINSBURG (GINSBURG : 1961) . C e s  r é a c t i o n s  s o n t  

r e p r é s e n t é e s  s u r  l a  f i g u r e  19 - page 64 . GINSBURG u t i l i s e  

un e x t r a i t  enzymatique dfAehobac- te , t  aetrogeneh pour c o n v e r t i r  

l e  GDP-D-mannose e n  GDP-L-fucose. Le t aux  de t ransformat ion  

ne dépasse pas  2 0  à 30 %. 

L 'ensemble de  ces r é a c t i o n s  e s t  dépendant 

de deux c o f a c t e u r s  : l e  NAD+ e t  l e  NADPH, H'. L e s  t r avaux  

r é a l i s é s  p a r  KGRNFELD, (KORNFELD e t  GINSBURG : 1366) s u r  d i v e r s  





t ypes  de b a c t é r i e s ,  montrent l e s  d i v e r s  p o i n t s  de con t rô le  

de l a  biosynthèse du GDP-D-mannose e t  du GDP-L-fucose : 

- chez l e s  b a c t é r i e s  dont l e s  polysaccha- 

r i d e s  cont iennent  du L-fucose mais pas 

de D-mannose, l e  GDP-L-fucose inhibe 

l a  GDP-D-mannose phosphorylase e t  l a  

GDP-D-mannose hydrolyase ; 

- chez l e s  b a c t é r i e s  q u i  on t  du D-mannose 

m a i s  pas de L-fucose dans l e u r s  poly- 

sacchar ides ,  l e  GDP-D-mannose inhibe  

l a  GDP-D-mannose pyrophosphory l a s e  ; 

- chez l e s  b a c t é r i e s  dont l e s  polysaccha- 

r i d e s  cont iennent  du D-mannose e t  

du L-fucose, l e  GDP-L-fucose inhibe  

l e  GDP-D-mannose hydrolyase e t  l e  

GDP-D-mannose inhibe  l e  GDP-D-mannose 

pyrophosphorylase . 

Ces v a r i a t i o n s  q u i  appara i s sen t  comme des 



c o n t r ô l e s  p a r  e f f e t  pe rme t t en t  aux d i v e r s  types  

de b a c t é r i e s  de r é g u l e r  l e  taux  de syn thèse  des q lycosy l -  

n u c l é o t i d e s  q u i  u t i l i s é s  comme donneurs de monosaccha- 
l 

I r i d e s  d u r a n t  l a  syn thèse  des po lysacchar ides .  
1 

1 

L e s  t r o i s  t ypes  de r é g u l a t i o n s  p a r  e f f e t  

"feedback" s o n t  schémat i sés  de l a  façon s u i v a n t e  : 

CONCLUSION 

A t r a v e r s  ce s  exemples, nous pouvons c o n s t a t e r  

que lorsque nous suivons une r é a c t i o n  de t r a n s f e r t  d 'un 



r é s i d u  g l y c o s y l  à p a r t i r  d ' un  g lycosy l -nuc l éo t ide ,  il f a u t  

t o u j o u r s  s ' a s s u r e r  d e  l a  n a t u r e  du s u c r e  qu i  e s t  t r a n s f é r é .  

C ' e s t  au cou r s  de l ' u n  de c e s  c o n t r ô l e s ,  que nous avons m i s  e n  

évidence l a  t r ans fo rma t ion  du GDP-D-mannose pa r  les  ovocytes  

de PehLneheLa culkhLbeha.Cette é tude  nous a p e r m i s  de montrer  

1 ' importance de ce système enzymatique dans le déclenchement 

du processus  de f u c o s y l a t i o n  observé l o r s  de l a  matura t ion  

ovocy ta i r e  . 



TRAVAUX PERSONNELS 



C H O I X  DU MODELE EXPERIMENTAL  

Nous avons vu que l e s  ovocytes  s u b i s s e n t ,  a u  cours 
l 

de l e u r  c r o i s s a n c e ,  de profondes mod i f i ca t ions .  C e s  mod i f i ca t ions  
l 

se t r a d u i s e n t  s u r t o u t  a u  niveau de l a  n a t u r e  des glycoconjugués 

s y n t h é t i s é s  e t  accumulés p a r  l e s  c e l l u l e s  r e p r o d u c t r i c e s  
l 

femel les  (PORCHET eR al. : 1977) . Sous une i n f l u e n c e  hormonale 
l 

f a i b l e  a i n s i  que dans des  c o n d i t i o n s  anhormonales, les qlyco- 

1 p r o t é i n e s  s ' e n r i c h i s s e n t  en   ann no se e t  s u r t o u t  en  fucose e t  

e n  xylose  (PORCHET e t  SPIK : 1977) .  L'ovocyte a p p a r a î t  donc 
l 

comme un e x c e l l e n t  modèle pour l ' é t u d e  des  a c t i v i t é s  qlyco- 

1 s y l t r a n s f é r a s i q u e s  e t  d u  c o n t r o l e  éven tue l  de ces  a c t i v i t é s  

enzymatiques p a r  1 'hormone c é r é b r a l e .  En e f f e t ,  l a  d i  f fé ren-  

c i a t i o n  c e l l u l a i r e  e s t  c a r a c t é r i s é e  p a r  l ' a p p a r i t i o n  de qlyco- 
l 

conjügués de type nouveau dans l e  cytoplasme, e t  p a r  l a  

, modulation de l e u r  t a u  a u  cours  du  temps. Presque t c u s  l e s  

m o n o s a c c h a r i ~ e s  s o n t  p r é s e n t s  à chaque s t a d e  o v o c y t a i r e .  Ce 
l 

q u i  change a u  cours  de 1 'ovogénèse, ce s o n t  les q u a n t i t é s  

r e l a t i v e s  de ces d i f f é r e n t s  monosaccharides. Pour des ovocytes 

d o n t  l a  t a i l l e  dépasse 130 )un, le  t aux  de méthyl pen toses  
1 

( fucose )  va augmenter dans de f o r t e s  p ropor t ions .  A lo r s  que 

lo r sque  l a  t a i l l e  a t t e i n t  1 7 0  ~lm, les taux  de tous  les mono- 

1 
I saccha r ides  e t  de groupements s u l f a t e s  augmentent considérablement .  
i 

A i n s i  duran t  l a  submatu r i t é ,  il e s t  observe l e  doublenent  du 

t a u x  de monosaccharides n e u t r e s  conjugués , 3' ac ide  glucuronique 

e t  de  groupements s u l f a t e s .  Dans l e  m ê m e  temps, l e  t aux  d'hexo- 

samines diminue de m o i t i é .  La présence  de 1 'hormone c g r é b r a l e  



semble être n é c e s s a i r e  à l a  synthèse  du mannose e t  ?es 

hexosamines . L ' i n c o r p o r a t i o n  des a u t r e s  monosaccharides 

n e u t r e s ,  de 1 'ac ide  glucuronique , a i n s i  que des  groupements 

s u l f a t e s ,  se f a i t  e n  absence d'hormone. Donc, l e  diamètre 

des ovocytes exprime pa r f a i t emen t  le degré  de d i f f é r e n c i a t i o n  

de l ' ovocy te  e t  p a r  l à  m ê m e ,  il permet de c o n n a î t r e  rapidement 

à q u e l  t aux  d'hormone c i r c u l a n t e  e s t  soumis l ' a n i m a l .  



M I S E  EN EVIDENCE DE LA TRANSFORMATION DU 

GDP-MANNOSE EN GDP-FUCOSE PAR LES OVOCYTES 

DE PERINERETS CULTRTFERA 

L ' e x i s t e n c e  d '  une a c t i v i t é  mannosyl t r a n s f é r a s i q u e  

dans l e s  ovocytes de Petrinetreid cu4;ttridetra a é t é  montrée dans 

les cond i t i ons  s u i v a n t e s  : une osmola r i t é  de 300 mi i l iosmoles  

en  tampon cacodyla te  de sodium 0 , l  M pH7,4 NaCl 0,154 M a des 

c o n c e n t r a t i o n s  en i o n s  b i v a l e n t s  MnC12 2mM e t  MgC12 5mM. 

Dans ce  cha-p i t re ,  nous présen tons  l e s  expér iences  

q u i  nous o n t  permis de d é f i n i r  l e s  c o n d i t i o n s  op t imales  de 

fonctionnement de l a  mannosyl t r a n s f é r a s e  dans c e s  cond i t i ons  

s t anda rds  d ' i ncuba t ion  à 30°C. C ' e s t  à p a r t i r  de ces  expé r i ences ,  

e t  pr inc ipa lement  l o r s  du c o n t r ô l e  de 1 ' i n t é g r i t é  du p r é c u r s e u r  

nuc l éo t id ique ,  que l e  phénomène de t ransformat ion  du GDP-mannose 

a é t é  mis en  évidence.  

A - EFFET DE LA CONCENTRATION E N  GDP-MANNOSE 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-- --=-=-=-=-=i=-=-= 

Le t r a n s f e r t  de [144 mannose à p a r t i r  de 

GDP- [14C] -mannose s u r  l e s  accep teurs  endogènes a é t é  mesuré 

avec  un homogénat ovocy ta i r e  pendant  60 minutes à 30°C, dans 

les cond i t i ons  s t anda rds  e t  à d i f f é r e n t e s  concen t r a t i ons  en  

GDP-mannoçe. L e  t aux  de t r a n s f e r t  e s t  r e p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  

2 0  page 71 . Dans t ous  l e s  systèmes euca ryo te s  é t u d i é s ,  on 



25 5 7,s 1 O 
Concentrat ion e n  GDP- mannose ( PM). 

F i g u n e  2 0  : Eddet  d e  La  c o n c e n t n a t i o n  en GDP-mannose r u a  . . . . . . . . . 
Le t n a n r ( e n t  de  [I~c] mannore pan u n  homogtna t  

o v o c y t a i n e  de Pen inene is  c u t X n i 6 e n a .  Ler 

i n c u b a t i o n s  s e  don t  dan4 Les c o n d i t i o n s  s tandand4  : 

300 miLLiosmoLes en tampon c a c o d y t a t e  de hodium 

100 mM pH?,4,  NacL 154 m M ,  a des c o n c e n t n a t i o n s  

en i o n s  b i v a L e n t s  MncLz Z m M  e t  MgcL2 5 m M  d 30°c 

pendant  60 m i n u t e s .  L ' i n c o n p o n a t i o n  de  L a  n a d i o -  

a c t i v i t e  e s t  mesunte dan4 Les d i 6 6 f h e n t e s  phases 

O b tenues  apn2d e x t a a c t i o n  s  Equen t ieLLe  des 

i n t e n m t d i a i n e s  L i p i d i q u e s  l v o i n  append ice  t e c h n i q u e ] .  

I n c o n p o a a t i o n  mesunle sur. Les p n o t t i n e s  - ; 
dand t a  phase "chLono6onme/m~thanoL" .  13---11; 

dans L a  phase "chLono6onme/methanoLleau" W. 



r e t rouve  dans l a  phase "chloroforme/méthanol", l e s  i n t e r m é d i a i r e s  

l i p i d i q u e s  t e l s  que l e s  Man-P-Dol, les Glc-P-Do1 e t  les N ,  N' 

d i a c é t y c h i  tobiose-P-P-Dol. La phase "chloroforme/méthanol/eau" 

c o n t i e n t  l e s  oligosaccharides-P-P-Dol. Lorsque 1 'on f a i t  un 

marquage 3 p a r t i r  de GDP- [ 1 4 C ]  mannose, on v i s u a l i s e  a i n s i  l a  

format ion de [ 14C] Man-P-Do1 dans l a  phase "chloroforme/méthanol" 

e t  des  oligosaccharides-P-P-Do1 marqués au  [ 14C] Man dans l a  

phase "chloroforme/méthanol/eau". 

Dans n o t r e  cas  à p a r t i r  d 'une  concen t r a t i on  de 2 . 5  uM 
- ' /  

en GDP- [ 14Ç]  mannose, l ' i n c o r p o r a t i o n  de [ 1 4 C ]  mannose dans  l e s  

p r o d u i t s  e x t r a i t s  dans l a  phase "chloroforme/méthanol" r e s t e  

cons t a n t e .  Alors  que 1 ' i n c o r p o r a t i o n  de [ 1 4 C ]  mannose dans l e s  

p r o t é i n e s  e t  l a   hase "chloroforme/rnéthanol/eau" cont inue  à 

c r o î t r e  q u e l l e  que s o i t  l a  concen t r a t i on  en GDP-mannose. En s e  

fondant  s u r  une a n a l o g i e  avec le  système euca ryo te ,  c e t t e  s t a b i -  

l i s a t i o n  de 1 ' i n c o r p o r a t i o n  dans l a  phase "chloroforme~'méthanol" 

à p a r t i r  de 2 , 5  p e u t  ê t r e  expl iquée  de l a  façon s u i v a n t e .  Les 

p r o d u i t s  e x t r a i t s  s o n t  en  p e r p é t u e l  renouvellement e t  p a r  ce  

mécanisme de "Turn Over", i l s  s o n t  métabol i sés  e t  retrouvGs dans 

l a  phase "chloroforme/méthanol/eau" , p u i s  dans l e s  p r o t é i n e s .  

Ceci p e u t  ê t r e  confirmé p a r  1 ' augmentation d '  i n c o r p o r a t i o n  

mesurée s u r  l e s  p r o t é i n e s  e t  dans l a  phase "chloroforme/méthano1/ 

eau" .  

Dans l e s  expé r i ences  suivantes, nous u t i i i s e r c n s  une 

concen t r a t i on  e n  GDP-mannose de 10 p. 



B - ETUDE CINETIQUE - =- =- =- =- =- =- =- 

L ' étude c i n é t i q u e  de 1' i n c o r p o r a t i o n  de mannose à 

p a r t i r  de GDP-mannose s u r  l e s  accep teu r s  endcgènes a  é t é  mesurée 

s u r  un homogénat d 'ovocytes  à 30°c dans l e s  c o n d i t i o n s  s t a n d a r d s .  

L a  f i g u r e  21 page 75 r e p r é s e n t e  c e t t e  i n c o r p o r a t i o n  de [ 1 4 C ]  

mannose e n  f o n c t i o n  du  temps d ' i n c u b a t i o n .  L e  t aux  de t r a n s f e r t  

mesuré s u r  l e s  p r o t é i n e s  c r o z t  l i n é a i r e m e n t  e n t r e  30 minutes e t  

6 0  minutes d '  i ncuba t ion .  La courbe d '  i n c o r p o r a t i o n  de  [14C] 

mannose dans l e s  p r o t é i n e s  p r é s e n t e  une a l l u r e  b iphas ique .  

Aucune e x p l i c a t i o n  n ' a  pu ê t r e  donnée à ce phénomène. 

L a  s t a b i l i t é  de 1 ' i n c o r p o r a t i o n  dans l a  phase "chloroforme/ 

méthanol/eaul' que l  que s o i t  l e  temps d '  i ncuba t ion  p e u t  s ' e x p l i q u e r  

p a r  l e  f a i t  que l e s  p r o d u i t s  contenus dans c e t t e  phase s o n t  e n  

c o n t i n u e l  renouvellement.  

Dans l e  cas  d e s  ovocytes  de Pehineke ia  cu l i thbdeha,  un 

marquage à p a r t i r  de GDP- [14C]  mannose c o n d u i t  à d e s  p r o d u i t s  

r a d i o a c t i f s  e x t r a i t s  dans  les phases  "chloroforme/méthanol" , 

"ch1oroforme/méthanol/eau" e t  i nco rpo rés  dans l e s  p r o t é i n e s .  

A quoi  correspond c e t t e  r a d i o a c t i v i t é  ? Sommes-nous 

en  pr4sence du même type  d ' i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i q l l e s  que ceux 

que l ' o n  r encon t r e  l o r s  de l a  syn thèse  des  N-glyccsylproté ines  

de l a  p l u p a r t  des  c e l l u l e s  eucaryotes  é t u d i é e s  ? 

Quelque s o i t  l a  na tu re  des  p r o a u i t s  r e t r o u v é s  dans 

les ovocytes de Pehine&c?id cu . t . t h i~eha ,  il s e r a i t  i n t é r e s s a n t  

de les c a r a c t é f i s e r  a f i n  de r e p l a c e r  l a  b iosynthèse  des  

N-glycosylproté ines  des  Néreis  dans un con tex te  é v o l u t i f .  



I I  - TRANSFORMATION DU GDP-MANNOSE EN GDP-FUCOSE ........................................... 
A - CONTROLE DE LA DEGRADATION DU GDP-MANNOSE - =- =- =- =- =- - --=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

L a  nesure  c o r r e c t e  des r é a c t i o n s  des  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  

n é c e s s i t e  de v é r i f i e r  que l ' o n  a tou jou r s  suffisamment de subs t ra t .  

O r  p a r  l e  j eu  des pyrophosphatases e t  des phosphatases  (SPIK 

e t  al. : 1978)  , l e s  g lycosy l -nuc léo t ides  peuvent  ê t r e  dégradés 

au  cours  de 1' incuba t ion .  

I l  convien t  i c i  Se v é r i f i e r  1 ' i n t é g r i t é  du GDP-mannose 

p a r  ana lyse  chromatographique des p r o d u i t s  l i b é r é s  dans l a  

phase aqueuse a u  cours  de 1 ' e x t r a c t i o n  des accep teurs  endogènes. 

L a  dégrada t ion  du  GDP-mannose e s t  s u i v i e  s e l o n  l a  l 

technique d é c r i  t e  dans 1 ' appendice technique.  

L e  p r o f i l  chromatographique des p r o d u i t s  e x t r a i t s  

dans les phases aqueuses obtenues  l o r s  de l ' e x t r a c t i o n  s é a u e n t i e l l e  

des i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i q u e s  e t  aprEs l e s  d i f f é r e n t s  temps 

d ' i n c u b a t i o n  f o u r n i t  des r é s u l t a t s  d i f f i c i l e s  à a n a l y s e r .  

L a  f i g u r e  22 - page 75 r ep re sen te  l e  p r o f i l  chroma- i 

tographique des p r o d u i t s  obtenus a p r è s  e x t r a c t i o n  de l a  phase 

aqueuse d '  une incuba t ion  de 9 0  minutes à 30°C d' un homouénat 

ovocy ta i r e .  Au p r é a l a b l e ,  nous avons v é r i f i é  que dans ce mi l i eu  
l 

d '  i ncuba t ion  l e  GDP-mannose ne s u b i t  aucune dég rada t ion  chimique. 

Après chromatographie,  des  p r o d u i t s  mineurs i d e n t i q u e s  
... - s 

l 
aux témoins GDP- L 14C]  mannrjse, a u  mannose-1-phosphate , au 

mannose, s o n t  r e t r o u v é s .  Mais 1 ' e s s e n t i e l  de l a  r a d i o a c t i v i t é  

se r e t rouve  dans t r o i s  p r o d u i t s  ne migrant  avec  aucun des  témoins 

u t i l i s é s  pour l a  chromatographie.  



Temps d'incubation en minutes. 

Etude c i n t t i q u e  de L ' i n c o z p o r a t r o n  de  ["CI 
mannose ii p u a t u  de  G D ? - [ " C I  mannode dans Les 

p h o t l i n e l  M; dans Les phodui.ts e x t h a i t 4  dans 

La  phase "chLono6ozme/mtthanoe" M; dans Les 

paodu i t s  de l a  phase " c h L o ~ o 6 0 ~ m e l m ~ t h a n o L / e a u "  

m. Les i n c u b a t i o n s  h o n t  ~ C a L i s e e ~  dan4 Les 

c o n d i t i o h d  dtandands d 3 0 ° C  en phesence de 

tampon cacody la te  de sodium 1 0 0  m M  p H 7 , 4  ; 

NaCl 1 5 4  m M ,  en i o n 4  b iuaeentb  MncL2 Z m M  e t  

MgceZ 5 m M  pou4 une c o n c e n t r a t r o n  en G D P -  

mannose de 10  P M .  

Compoa tcmen t  c h a o m a t o g a a p h i q u e  des  p i r o d u i t s  

c o n t e n u s  dans  L a  phase  a q u e u s e ,  s u a  p a p i e a  

Distance de migration (crril. 

k 30 

s t a n d a a d .  

Whatman 3 d a n s  l e  s y s t 8 m c  s o l v a n t  A : p y n i d i n e /  

~ j:;L 
O 

O 12 

a c e t a t e  d ' l t h y l e f a c i d e  a c t t i q u e / e a u  ( 5  : 5 : 1 : 3 1 .  mnnose -1. P 
O L a  p h a s e  a q u e u s e  e s t  o b t e n u e  dans  Les  p a e m i g a e s  

- 2 - 3 t t a p e s  d e  L ' e x t a a c t i o n  s t q u e n t i e L l e  des  i n t e a m l d i a i i r e s  
T3 

l i p i d i q u e s  ( v o i a  a p p e n d c c e  t e c h n i q u e  1 . Le p a t c u a s e u a  
6 

u t i l i s e  e s t  l e  GDP-mannose e t  e s t  iî u n e  c o n c e n -  
1 

I 5 10 15 20 25 30 35 4 t a a t i o n  d e  10 pM dans  l e  m i L i e u  d ' i n c u b a t i o n  



Q u e l l e  e s t  l a  n a t u r e  de ces composés nc t é s  1, 2 e t  3 

s u r  l a  f i c u r e  22 ? 

L e s  r é s u l t a t s  exprimés s u r  l a  f i g u r e  2 3  page 77 
nous pe rme t t en t  de répondre p a r t i e l l e m e n t  à l a  q u e s t i o n  posée. 

Lors du c o n t r ô l e  de l a  dég rada t ion  du GDP-mannose aux 

d i f f é r e n t s  temps d '  i ncuba t ion  en  présence 2 ' un homogénat ovo- 

c y t a i r e ,  nous nous apercevons que p l u s  l e  temps d ' i n c u b a t i o n  e s t  

long p l u s  on r e t rouve  Ze l a  r a d i o a c t i v i t é  l i é e  a u  p r o d u i t  1 

( v o i r  f i g u r e  22 e t  f i g u r e  23 page75-77). Après 10 minutes d ' incu-  

b a t i o n ,  on ne d é t e c t e  p l u s  que 8 % de GDP-mannose dans l a  phase 

aqueuse. Comment peut-on e x p l i q u e r  une t e l l e  d i s p a r i t i o n  du 

p récu r seu r  q u i  e s t  p a r  a i l l e u r s  concomitante à 1 ' a p p a r i t i o n  du 

p r o d u i t  1 ? 

- l e  p r o d u i t  1 n ' e s t  pas un p r o d u i t  de dég rada t i cn  d u  

GDP-mannose c a r  il migre moins v i t e  que l e  mannose-l- 

phosphate e t  l e  mannose. 

- ce  n ' e s t  pas  non p lus  une macromolécule c a r  dans ce  

système s o l v a n t ,  l e s  macromolécules r e  migren t  pas .  

L a  s u i t e  de nos t ravaux a u r a  pour b u t  : 1 ' ana lyse  de ce 

nouveau p r o d u i t  formé au  dé t r imen t  d u  GDF-mannose. 

B - PREMIERE APPROCHE DANS LA DETERMINATION DE LA 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-pi=-=- =- =-=-=-=-=-=-=-=- 

NATURE DU PRODCIT FORME 
-=-=-=-=- =- =-=-=-=-=-=- 

Après 9 0  minutes d ' i n c u b a t i o n ,  l e  GDP-mannose e s t  

légèrement dégrad6 en  mannose-1-phosphate e t  en  mannose 

(F igu re  2 2 ) .  Dans un premier  temps, nous a l l o n s  e s s a y e r  de 

b loquer  l a  dég rada t ion  du p recu r seu r  nuc l éo t id ique  e n  sucre- l -  



1 48 , GDP mannose 

30 minut es. 

GDP Man. manno s e-1-P. mannose - - L3 

2 - 3 

Dis tance de miqrar ion (cm). Distance d e  miqration (cm) a 

90 minutes. 

1 1 mnnose -1 - P mannose 

Distance d e  miqration (cm). Distance de miqration (cm). 

F i g u n  
S.... 

. e  2 3  : Cornpontement  c h a o m a t o g i z a p h i q u e  d e s  p n o d u i t s  .... 
2. 

h e t n o u u t s  d a n s  -Ca p h a s e  a q u e u s e  a p h t s  1 0 ,  3 0 ,  i ; 
60 e t  90 m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  d a n s  t e s  c o n d i t i o n s  - 
s t a n d a h d s  d 3 0 ' C  en p i z t s e n c e  d ' u n  h o m o g t n a t  

o u o c y t a i h e .  L a  c o n c r n t i z a t i o n  e n  GDP-mannode  

p l l e s e n t e  d a n s  l e s  i n c u b a t i o n s  e s t  d e  10 P M .  Lu 

c h & o r n a t o g h a p h i e  a  l i e u  6 u h  p a p i e h  W h a t m a n  3 

dand L e  s y d t e m e  s o L v a n t  A : p y n i d i n e l a c t t a t e  



phosphate e t  en  s u c r e  l i b r e ,  au  moyen de l ' adénos ine  monophosphate 

ou AMP. 

1 - E f f e t  de 1'AMP s u r  l a  dég rada t ion  du GDP-mannose ................................................ ................................................ 
La f i g u r e  2 4  page 79 r e p r é s e n t e  l ' e f f e t  de 1 'AMP 

10 mM s u r  l a  dég rada t ion  du  GDP-mannose. Les i ncuba t ions  s o n t  

r é a l i s é e s  dans les  c o n d i t i o n s  s t a n d a r d s  90 minutes à 3c°C. A une 

concen t r a t i on  en  AMP de 10 mM (F içu re  24 B) , p a r  r a p p o r t  à un 

témoin sans  AMP (F igu re  24 A ) ,  il ne se ferme prat iquement  p l u s  

n i  mannose-1-phosphate, n i  mannose. Ce la  s i g n i f i e  que 1 ' a c t i o n  

des  phosphatases e t  des pyrophosphatases e s t  bloquée en  présence  

de 10 EM dlAMP. 

I l  f a u t  s i g n a l e r  également que 1'AMP à 10 mM e s t  s ans  

e f f e t  s u r  l e s  mannosyl t ransfé rases  e t  q u ' i l  y a t ou jou r s  d i spa-  
l 

r i t i o n  du GDP-mannose e t  a p p a r i t i o n  du  p r o d u i t  1. Par  c o n t r e  e n  
1 

presence d'AMP 10 mM, l e s  p r o d u i t s  2 e t  3 o n t  d i spa ru .  C e c i  

suggère q u ' i l  s ' a g i t  de p r o d u i t s  de dég rada t ion  du p r o d u i t  1, 
I 

dégrada t ion  provoquée p a r  les phosphatases  e t  les pyrophosphatases.  

Dans l e s  expé r i ences  s u i v a n t e s ,  l e s  c o n d i t i o n s  d ' i n c u b a t i o n  s e r o n t  

l e s  cond i t i ons  s t a n d a r d s  auxque l les  on a j o u t e r a  de  1'AMP 10 ml4 

a f i n  de bloquer  l a  dég rada t ion  du g lycosy l -nuc léo t ide .  

A p a r t i r  de  l ' é t u d e  de l a  dég rada t ion  du GDP-mannose e n  

fonc t ion  du  tenips d ' i n c u b a t i o n ,  nous avons m i s  e n  évidence Ln 

p r o d u i t  nouveau provenant  ce r ta inement  d 'une t r ans fo rma t ion  du 

GDP-mannose . 
C e  p r o d u i t  migrant  dans l a  "zone" des  g lycosy l -  

nuc l éo t ides ,  il é t a i t  donc envisageable  de c o n s i d é r e r  que c e  



mannose 
18 C, - 

Distance de  rniqration(~ml, 

F i g u n e  2 4 : Compontement  c h h o m a t o g n a p h i q u e  des p n o d u i t s  . . . . . . . . . 
e x t h a i t s  dan6 t a  phase a q u e u s e  a p t t r  u n  

r ., 
maaquage 1 p a a t i h  d e  GDP- [ l4c] mannore ,  dans 

des m i t i e u x  d ' i n c u b a t i o n  s t a n d a a d d  c o n t e n a n t  

ou non 10 mM d lAMP.  La c h n o m a t o g n a p h i e  a  l i e u  

s u h  p a p i e h  Whatman 3 dans  l e  s y d t t m e  s o l v a n t  A : 

p y h i d i n e l a c t t a t e  d l  t t h y l + c i d e  a c f t i q u e l  eau 

A  - Les i n c u b a t i o n s  d o n t  n f a t i s t e d  dans 

t e s  c o n d i t i o n s  stand and^ p e n d a n t  90 m i n u t e d  

8 - Les i n c u b a t i o n 6  d e  4 0 n t  en p h e s e n c e  

d e  10 mM d lAMP p e n d a n t  9 0  m i n u t e s .  



p r o d u i t  p u i s s e  ê t r e  également un g lycosÿ l -nuc léo t ide  . L ' é tude  

b ib l iographique  concernant  l e s  r é a c t i o n s  de convers ion des  

g lycosy l -nuc léo t ides  ( v o i r  g é n é r a l i t é s  s u r  l a  convers ion  des  

g lycosy l -nuc léo t i2es  page 4-8 ) permet de  poser  e n  hypothèse : 

qu '  il s ' a g i r a i t  de  GDP-fucose (GINSBURG : 1961) . 

Pour a f f i r m e r  ou i n f i r m e r  c e t t e  hypothèse ,  il f a l l a i t  

o b t e n i r  une m e i l l e u r e  s é p a r a t i o n  de  c e s  deux p r o d u i t s  (GDP-mannsse 

e t  p r o d u i t  1).  

2 - Analyse du comportement chromatographique du -------------------------------------------- ............................................ 
p r o d u i t  1 --------- --------- 

Deux systèmes chromatographiques o n t  é t é  essayés  : 

a )  - Chromatographie s u r  p a p i e r  Whatman 3 dans l e  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+= 

système s o l v a n t  A pendant 20 heures  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

L e  p r o f i l  d e  chromatographie obtenu est  r e p r é s e n t é  s u r  

l a  f i c u r e  25 page 81 b i e n  que l a  s é p a r a t i o n  du GDP-mannose e t  

du p r o d u i t  1 ne s o i t  guère  amél iorée  en pro longeant  l e  temps de  

chromatographie j u squ ' à  20 heures .  L e  p r o d u i t  1 semble n i ç r e r  

comme un témoin G D P - [ ~ ~ c ]  fucose .  

b )  - Chromatographie s u r  p a p i e r  Whatman 3 dans l e  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+= 
système s o l v a n t  B pendant 30 heures  
................................... 

L a  f i g u r e  26 page 81 r e p r é s e n t e  l a  s é p a r a t i o n  chroma- 

tographique du GDP-manncse e t  du p r c d a i t  1. 9acs  ce s y s t è a e  

s o l v a n t ,  l e  p r o d u i t  1 migre net tement  comme l e  GDP- [ l4C] f ucose  

témoin. 



1 GDP- M a n  Han-1-P 
O .- 

Distance de rniqration(cm). 

Figune 2 5  : Compontement chnomatognaphique sun  p a p i e n  Whatman 3 . . . . . . . . . 
dans L e  s y s t t m e  s o L v a n t  A  : p y n i d i n e l a c t t a t e  d 1 Z t h y L e /  

a c i d e  a c t t i q u e l e a u  1 5  : 5 : 1 : 31 a p n t s  20 heunes 

de  m i g n a t i o n  des p n o d u i t s  e x t n a i t s  dans L a  phabe 

aqueuse ob tenue  a p n t s  e x t n a c t i o n  b t q u e n t i z t t e  des 

i n t e n m t d i a d e s  L i p i d i q u e s  . Les i n c u b a t i o n s  4 e  

d o n t  d 30'C pendan t  6 0 '  m i n u t a b ,  e l l e 4  s o n t  

nEaLLEeb en tampon c a c o d y t a t e  de bod ium 100 mM 

AMP 10 m M ,  GDP-mannose 10 P M .  

GDFrMan GDP- Fuc 
O O 

Distance de rniqmtion(cm). 

Figune 2 6  : Compontement chnomatognaphique deb p n o d u i t s  . . . . . . . . . 
du mtfaboLisme du GDP-mannobe n e t n o u u t s  dans 

Les phabeb aquruses  obtenues apnes e x t n a c t i o n  

s t q u e n t i e l l e  des i n t e n m t d i a i n e b  L i p i d i q u e b .  

La chnomatognaphie e b t  e 6 6 e c t u t e  b u n  pap ien  

WhaXman 3 dans L e  bys.ttme s o l v a n t  8 : a c i d e  

i s o b u t y n i q u e / a m m o n i a q u e  1 N ( 5  : 3 1 .  Le m i l i e u  

d ' i n c u b a t i o n  e b t  c e t u i  d t c n i t  dans L a  L tgende  

de l a  d i g u n e  2 5 .  



Dans c e s  condi t ions  de chromatographie, l e  p r o d u i t  1 

migre une f o i s  e t  demie p lus  rapidement que l e  GDP-mannose. Ce 

système so lvan t  s e r a  désormais u t i l i s é  pour l e u r  sépa ra t ion .  

C - DETERMINATION DE LA NATURE DU PRODUIT  DE LA 
........................................... 

TRANSFORMATION DU GDP-MANNOSE 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

Dans 'l ' appendice technique, nous avons résumé l e s  

d i f f é r e n t e s  é tapes  q u i  permettent  de préparer  en q u a n t i t é  s u f f i -  

san te  l e  p rodu i t  1 pour en é t u d i e r  s a  s t r u c t u r e .  

En b r e f ,  après  incubat ion,  l e  p rodu i t  e s t  p u r i f i é  psr 

chromatographie s u r  papier  dans l e  système so lvan t  B d é c r i t  

précéderment e t  par  chromatographie d ' adsorp t ion  s u r  charbon 

ac t ivé .  

1 - Détermination du s p e c t r e  d ' absorp t ion  en Lumière ................................................ ................................................ 
u l t r a v i o l e t t e  ------------- ------------- 

L a  f i g u r e  27 page 83 représente  l e  s p e c t r e  d 'absorpt ion  

du composé provenant de l a  t ransformation du GDP-mannose. On 

remarque q u ' i l  e s t  semblable au s p e c t r e  d ' absorp t ion  du temoin 

GDP-rnannose e t  qu '  il possEde l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d 'un composé 

contenant un r é s i d u  guanidyl (maximum égal  3 256 nrn e t  épaulement 

à 276 nm) . Le t ab leau  III page 83 représente  l e s  va leurs  théo- 
I 

r iques  e t  expérimentales des d i f f é r e n t s  rappor ts  de longueurs 

d'ondes c a r a c t é r i s t i q u e s  du GDP. Ainsi  au cours de l a  t r a n s f o r -  

mation du GDP-rnannose par  un homogénat ovocyta i re ,  l a  p a r t i e  

nucléot idique ne semble pas s u b i r  de modif icat ion e t  r e s t e  donc 

GDP. Seule l a  p a r t i e  monosaccharidique semble a v o i r  é t é  modifiée.  

Il r e s t e  à déterminer l a  na tu re  de c e t t e  nouvelle p a r t i e  g luc id ique ,  



Lonqueur d'onde (nm 1. 

m e t a b o L i d m e  d u  GDP-mannose o b t e n u  a p n t b  i n c u -  

b a t i o n  d a n s  u n  m i l i e u  d e a c t i o n n e 1   tand da ad 

e n  pneb e n c e  d  ' u n e  b o l u t i o n  e n z y m a t i q u e  p a h t i e l l e m c n t  
. . 

p u a i 6 i ~ e ( - ) .  Le p h o d u i t  à a n a l y b e n  a  e t e  

p u h i 6 i e  b u i v a n t  Z a  t e c h n i q u e  d e c n i t e  dans  

l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e .  

Tableau I I I  : Cornpanaibond d td  napponts de6 d e n s i t t d  op t i ques  
'S......... 

b d idd tnen teb  Longueund d ' onde  : du GVP te rno in  

[ T h t o )  e t  du cornpod~ pnovenant de t a  convend ion  

du GDP-rnaflflode. Convendion q u i  a  L i e u  en pn tbence 

d ' u n e  dounce enzymat ique pant ieLLernent  p u n i 6 i t e  

e t  dan4 des i n c u b a t i o n d  dtandandd [ E x p l .  

CI- 

5 t j 5  
" - ;J 



2 - Déterminat ion de  l a  s t r u c t u r e  du monosaccharide 
=============================================== 

l i é  a u  GDP e t  provenant de  l a  t r a n s f o r m a t i o c  du ............................................... ............................................... 

a) - Analyse du comportement chromatographique du  
............................................ 
monosaccharide l i b é r é  p a r  hydro lyse  ac ide  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

La première méthode que nous avons u t i l i s é  pour d é t e r -  

miner l a  n a t u r e  du monosaccharide l i b é r é  ap rè s  hydrolyse  a c i d e  du 

p r o d u i t  1, a c o n s i s t é  à a n a l y s e r  son comportement chromatoqraphiaue. 

L e s  systèmes de chromatographie u t i l i s é s  s o n t  les 

s u i v a n t s  : 

- chromatographie descendante  s u r  p a p i e r  Whatman 3 

dans l e  système s o l v a n t  A .  

- chromatographie ascendante  s u r  couche mince dans  

l e  système s o l v a n t  D ( l e s  c o n d i t i o n s  de chromato- 

g raph ie  s o n t  exp l iquées  dans  l ' a p p e n d i c e  t e c h n i q u e ) .  

Après 6 0  minutes d '  i ncuba t ion  à 30°C dans l e s  c o n d i t i o n s  

s t anda rds ,  l a  r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  e t  l a  phase aqueuse e x t r a i t e  

e s t  chromatographiée ap rè s  hydrolyse  a c i d e .  

Les deux p r o f i l s  chromatographiques s o n t  r e p r é s e n t é s  

s u r  l a  f i g u r e  28 A page 85 pour l a  chromatographie s u r  p a p i e r  

Whatman 3 e t  s u r  la f i g u r e  28 B page85 pour l a  chromatographie 

s u r  couche mince. 

T r o i s  p r o d u i t s  s o n t  s épa ré s  e t  miaren t  r ~ s p e c t i v e m e n t  

comme les témoins mannose, fucose  e t  rnamnose. L a  présence du 



Distance de miqration (cm).  
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F i g u n e  2 8  : . . . . . . . . . 
Compon temen t  c h n o m a f o g n a p h i q u e  d e s  m o n o s a c c h a n i d e s  

l i b t n t s  a p n t s  h y d h o l y s e  a c i d e  d e s  p n o d u i t s  

p n o v e n a n t  d u  m e t a b o l i s m e  du GDP-mannobe en 

p n t s e n c e  d ' u n  h o m o g t n a t  o v o c y t a i h e .  Leb i n c u b a t i o n s  

s o n t  n t a l h  t e s  dans  l e s  c o n d i t i o n s  s t a n d a n d s ,  

c ' e s t  a d i n e  e n  t a m p o n  c a c o d y l a f e  d e  s o d i u m  

IO0 mM pH7 ,4 ,  N a C l  154 mh4, &Ince2 Zmhl, ,UgCL2 

5mM, AMP 10 mM, GDP-manjiobe IO ph4 à 30°C pendan- t  

6 0  m i n u t e s .  Compon temen t  ~ h n o m a t o g f i a p h i ~ u e  : d u  

[ ' * c ]  m a n n o i e  l i b t h t  a p h h  h y d n o l y n e  a c i d e  d e  

G D P - [ I ~ C ]  m e  t o i  ; d u  [ l ~ c  d u c o s e  

L i b e n t  a p n t s  h y d h o l y s e  a c i d e  d u  GD?- [  " C  b u c o s e  1 
t t m o i n  ; des m o n o s a c c h a n i d e s  L i b t n t s  a p n t s  

h y d n o l y b e  a c i d e  des  p n o d u i t s  n t s u L t a n t  d e  l a  

c o n u e r s i o n  d u  G D P - [ ' ~ C ]  mannose e n  phEsence d ' u n  

h o m o g t n a t  o u o c y t a i n e  M. 

A - Compon temen t  c h n o m a t o g n a p h i q u e  s u t  

p u p i e n  Whatman 3 dans  l e  d y s t t m e  s o l v a n t  A  : 

p y n i d i n e l a c t t a t e  d ' t t h y l e l a c i d e  a c t t i q u e l e a u  

( 5  : 5  : 1 : 3) p e n d a n t  8 . h e u n e s .  

8 - Compan temen t  c h n o m a f o g n a p h i q u e  s u h  

c o u c h e  m i n c e  d a n s  l e  s y s t t m e  s o l v a n t  D  : b u t a n a l /  

a c g t o n e l e a u  ( 4  : 5 : I l  p e n d a n t  3 h e u n e s .  



mannose s ' e x p l i q u e  p a r  l e  f a i t  q u ' i l  s u b s i s t e  une f a i b l e  q u a n t i t é  

de GDP-mannose non métabol i sé  e t  l ' h y d r o l y s e  a c i d e  l i b è r e  a l o r s  

un peu de mannose. Le p r o d u i t  majeur formé, migre comme l e  fucose 
l 

témoin. Enf in ,  un p r o d u i t  mineur micre comme l e  rhamnose. L ' a n a l y s e  

chromatoaraphique ind ique  donc que c ' e s t  en  grande na j o r i  t é  l e  

GDP-fucose qui e s t  formé p a r  t rans format ion  du  GDP-mannose. 
1 

Pour d é t e m i n e r  s a n s  ambigui té  l a  n a t u r e  de c e  mono- 

s accha r ide  majeur r e t r o u v é  ap rè s  hydro lyse  a c i d e  du p r o d u i t  1, nous 

avons u t i l i s é  l a  spec t romé t r i e  de masse couplée  à l a  chromate- 

g raphie  e n  phase gazeuse.  

b )  - Analyse du monosaccharide en s p e c t r o m é t r i e  de masse* 
................................................... 

La s p e c t r o m é t r i e  de  masse couplée  à l a  chromatocraphie 

en  phase gazeuse e s t  l a  technique q u i  a é t é  u t i l i s é e  pour r6soudre  
1 

l e  problème de l a  n a t u r e  e x a c t e  du monosaccharide l i b é r é  ap rè s  

hydrolyse  acide  du  p r o d u i t  1. 

La f i g u r e  29 page 87 r e p r é s e n t e  les s p e c t r e s  de  masse 

du témoin fucose r é d u i t  e t  a c é t y l é  ( A )  e t  du monosaccharide 

inconnu (B) . Ces deux diagrammes s o n t  p a r f a i t e m e n t  superposab les .  

Les fragments ob tenus  ap rè s  r éduc t ion  e t  a c é t y l a t i o n  du p r o d u i t  

à a n a l y s e r  s o n t  i d e n t i q u e s  aux fragments obtenus  à p a r t i r  d ' un  

témoin fucose r é d u i t  e t  a c é t y l é  de l a  même façon.  

La spec t romé t r i e  de masse couplée  à l a  chromatographie 

en phase gazeuse prouve que l e  ~ o n o s a c c h a r i à e  l i b é r é  a p r è s  

hydrolyse  acide  d u  p r o d u i t  1, e s t  b i e n  l e  fucose .  L 'é tude  du 

s p e c t r e  d ' a b s o r p t i o n  en u l t r a v i o l e t ,  l a  dé te rmina t ion  de l a  n a t u r e  

du suc re  l i b e r s  p a r  hydrolyse  ac ide ,  l e  comportement chromatogra- 

phique dans d i v e r s  systèmes so lvan t s ,  nous pe rme t t en t  donc 



Figuae 2 9  : Analyse en s p e c t n o r n i t a i e  d e  masde : 
W . .  . . m . . .  

A - du d i h i v é  p e a a c t t y l t  du 6 u c i t o L  ternoin.  

l B - du d i i ~ i v t  obtenu apags n t d u c t i o n  chimique 

au âD4K e t  h y d a o l y s e  a c i d e  du pkodui t  d e  l a  ,i lus 
conveadion du GDP-mannose load  d  ' i n c u b a t i o n s  LI LLf: 

dtandaadd en pats  ence d 'une  s o l u t i o n  enzymatique 
O 

* ;\loua hemehciand pahXicutièhemenX I(onaieuh Géhahd S T R E C K E R  
e t  Monaieuh Jean-CRaude M I C H A L S K I  q u i  noua on2 a i d é  à héaRiaeh  c e t X e  

A 

éxude e x  o n t  inXehphéXé l e s  apec.thea o b t e n u a .  



d ' a f f i r m e r  que l e  p r o d u i t  1 provenant  de l a  t r ans fo rma t ion  du 

GDP-mannose e s t  b i e n  l e  GDP-f ucose . 

III - ETUDE DU MECANISME ENZYMATIQUE RESPONSABLE DE LA ................................................ 
TRANSFORMATION DU GDP-MANNOSE EN GDP-FUCOSE ........................................... 

Nous avons montré qu 'un homoqénat ovocy ta i r e  de  

Pekineheis cuLRkibeka renferme tous  les enzymes capables  de 

s y n t h é t i s e r  l e  GDP-fucose à p a r t i r  de GDP-mannose. I l  e s t  

n é c e s s a i r e  de c o n n a î t r e  e n  à é t a i l  l e s  d i f f g r e n t e s  é t apes  de c e t t e  

syn thèse  a f i n  de déterminer  l e s  systèmes r é g u l a t e u r s  p o s s i b l e s  de 

c e t t e  t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose e n  GDP-fucose. Y a t-il une ' 

modulation de c e s  a c t i v i t g s  enzymatiques au  cou r s  de l a  matura t ion  

des ovocytes  ? Nous avons e s sayé  de répondre à c e s  d i v e r s e s  

q u e s t i o n s  . 

A - ZFFET DE LA CONCENTRATION EN GDP-MANNOSE SUR LA 
-=-=-=-=-=-=-- -- =-=-=i=-=-- --=-=-=-=-=-=-- --=-=-=- 

Des mi l i eux  r f a c t i o n n e l s  s t anda rds  contenant  d i f f é r e n t e s  

concen t r a t i ons  de GDP-mannose de 5 à 200 J1M s o n t  incubés  30 n i n u t e s  

à 30°C e n  présence dl un homogénat cvocy ta i r e  . Après a r r ê t  de l a  

r é a c t i o n ,  les phases  aqueuses e x t r a i t e s  o n t  é t é  chromatoqraphiées 

dans l e  système s o l v a n t  B .  

Les p r o f i l s  chromatographiques obtenus  s o n t  r e p r é s e n t é s  

s u r  l a  f i g u r e  30 page 89 . Pour une c o n c e n t r a t i o n  en  GCF-mannose 

de 5 yM, l a  t o t a l i t é  du p récu r seu r  a f t é  métabol i sée  e n  GDP-fucose. 



Distance de  miqration ( c m  ). 

F i g u n e  30 : Compon temen t  c h n o m a t o g n a p h i q u e  6Uh  p a p i e k  . . . . . . . . . 
Whatman 3  dans  l e  s y s t g m e  s o l v a n t  B : a c i d e  

A s o b u t y n i q u e / a m m o n i a q u e  1 N (5 : 3 1  p e n d a n t  

30 heunes  . Les p a o d u i t d  o b t e n u s  a p a 2 s  t a a n s -  

6onmaZ ion  du  GDP-mannos e  l o a s  d  ' i n c u b a t i o n s  

s t a n d a n d 6  en  pn& e n c e  d ' u n  h o m o g t n a t  o v o c y t a i n e  

a p k t s  30 m i n u t e s  d 30'C e t  d d i i d t a e n t e s  

c o n c e n t n a t i o n d  en GDP-mannos e .  
Les i n c u b a t i o n s  o n t  l i e u  en p h e s e n c e  d e  : 

- 5 p M d e G D P - m a n n o s e H  

- 50 pM d e  GDP-mannose 

- 100 ) tM d e  GDP-mannose 

- 200  pM d e  GDP-mannose.- 



Lorsque l a  c o n c e n t r a t i o n  en  GDF-mannose augmente de 50  à 200 y, 
il f a u t  noter ,  q u ' i l  r e s t e  du GDP-mannose non t r a n s f o r r é  d'une 

p a r t  mais p l u s  impor tan t ,  qu '  il a p p a r a î t  un " i n t e r m é d i a i r e  " migran t  

e n t r e  l e  GDP-mannose e t  l e  CDP-fucose. C ' e s t  à l a  concen t r a t i on  

de 50 e n  GDP-mannose que c e  p r o d u i t  e s t  formé en  m a j o r i t é .  

A c e t t e  concen t r a t i on ,  l e  t aux  de GDP-mannose r e s t a n t  e s t  n é g l i -  

geab le .  Ce nouveau composé se comporte dans l e  système u t i l i s é ,  

comme un g lycosy l -nuc léo t ide  (il migre e n t r e  l e  GDP-mannose e t  l e  

GDP-fucose) . Comment peut-on e x p l i q u e r  m t e l  phénomène ? La 

t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose en  GDP-fucose semble, d '  ap rè s  les 

t r avaux  de GINSBURG ( GINSBURG : 1961), se f a i r e  en  p l u s i e u r s  

é t a p e s  e t  f a i t  donc i n t e r v e n i r  un ou  deux p r o d u i t s  i n t e r m é d i a i r e s .  

L e  schéna s u i v a n t  r a p p e l l e  l e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  hypothé t iques  

que GINSBURG d é c r i t  chez Aenobaclten aenogeneb. 

cti OH 
GDP-D-mannose GDP-4-cé to-6 désoxpannose  GDP-4-céto-6 d6soxy-L-galactose GDP-L-~UCOS~ 

S i  un t e l  chemin r é a c t i o n n e l  e x i s t e  a u s s i  dans  l e  c a s  

de l a  convers ion du GDP-mannose en  GDP-fucose dans l e s  ovocytes 

de PetrinekeXh cul;thid erra, il s ' avère  néces sa i r e  de c a r a c t é r i s e r  

l e s  i n t e r m é d i a i r e s  i n t e r v e n a n t  dans l a  syn thèse  du GDP- f ucose à 

p a r t i r  du GDP-mannose. Ce q u i  nous pe rme t t r a  de mieux comprendre 



1 l e  mécanisme enzymatique qui r é g i t  c e t t e  convers icn .  Connaissant  

1 l e s  mécanismes r é a c t i o n n e l s  q u i  s o n t  mis en  jeu  l o r s  de l a  t r ans -  

format ion du GDP-mannose , il faudra  é t u d i e r  l e s  c o f a c t e u r s  i n t e r -  

venant dans les a c t i v i t é s  enzymatiques impl iquées  dans c e t t e  

convers ion.  

B - ESSAI DE DETERMINATION DE LA NATURE DU 
-=-=-=-=-=-=- =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= . 
PRODUIT INTERMEDIAIRE 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

Ce composé i n t e r m é d i a i r e  s ' e s t  r é v é l é  t r è s  i n s t a b l e  

e t  nous n 'avons pas  pu dé te rminer  l a  n a t u r e  de ce g lycosy l -  

nuc l éo t ide  p a r  les méthodes u t i l i s é e s  pour l ' a n a l y s e  s t r u c t u r a l e  

du GDP-fucose . 

I l  e s t  t o u t  à f a i t  v ra i semblab le  que s e u l e  l a  p a r t i e  

g lycosy l  e s t  modif iée  p a r  r a p p o r t  au CCP-mannose. Dans l e  chemin 

r é a c t i o n n e l  hypothét ique d é c r i t  p a r  GINSBURG, le ou l e s  i n t e r -  

média i res  possèdent  une f o n c t i o n  cé t cn ique .  P a r t a n t  d '  une t e l l e  

hypothèse,  nous avons r é a l i s é  une ana lyse  ch roma toq ra~h ique  des  

p r o d u i t s  obtenus  ap rè s  r éduc t ion  chimique s u i v i e  d '  une hydrolyse  

ac ide  de ce  p r o d u i t  i n t e r m é d i a i r e .  

Le r é s u l t a t  de c e t t e  chromatographie r é a l i s é e  dans l e  

système s o l v a n t  C e s t  r e p r é s e n t é  s u r  l a  f i g u r e  31 page 92 . Tro i s  

p r o d u i t s  s o n t  obtenus .  Deux migrent  respec t ivement  comme l e  mannose, 

l e  fucose  e t  l e  t ro i s i ème  migre corne l e  rhamnose. Le mannose 

p r o v i e n t  vraisemblablement d '  une f a i b l e  contaminat ion p a r  du 

GDP-mannose. L e  t aux  de fucose é l e v é  s ' exp l ique  p a r  l e  f a i t  q u ' i l  

p r o v i e n t  d 'une p a r t  de l a  t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose en  GDP- 

fucose e t  d ' a u t r e  p a r t  de l a  r éduc t ion  e t  de l ' h y d r o l y s e  ac ide  

du p r o d u i t  i n t e r m é d i a i r e  (GDP-X) comme il e s t  résumé c i - ap rè s .  



5 10 15 20 25 30 35 CO 
Oistance de miqration ( c m ) ,  

F i g u n e  31 : Compontement  c h n o r n a t o g n a p h i q u e  des  m o n o s a c c h a n i d e b  . . . . . . . . . 
o b t e n u d  aphi?d n l d u c t i o n  c h i m i q u e  e t  h y d n o l y ~ e  

a c i d e  d u  g l y c o b y l - n u c l l o t i d e  i n t e a r n t d i a i n e  6onmf 

eohb  d e  l a  c o n v e a b i o n  d u  GDP-mannode dans  u n  

h o r n o g t n a t  o v o c y t a i a e .  Le m i l i e u  n f a c t i o n n e t  c o n t i c n i  50 PM 

~DP-mannodeAphi !b  30 m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  à 30°C ; l a  

phade  a q u e u s e  e x t h a i t e  e 4 t  d o u m i d e  d u n e  n f d u c t i o n  

c h i m i q u e  e t  à u n e  h y d n o l y s e  a c i d e .  Les p a o d u i t d  

o b t e n u 6  d o n t  c h a o m a t o g a a p h i l s   dan^ l e  s y d t t m e  

~ o l v a n t  C : b u t a n o l l a c i d e  a c t t i q u e l e a u  ( 4  : J : 5 1  

p e n d a n t  36 h e u n e s .  



GDP-mannose -GD??-X -GDP- f  ucose 
1 

l 
7 

GDP-mannose GDP-Y GDP- fucose GDP-f ucose 
'c 

\ 
Le p r o d u i t  migran t  comme l e  rhamnose également d é c r i t  

1 

p a r  GINSBURG n ' a  pas  pu  ê t r e  i d e n t i f i é ,  il s ' a g i t  e n  f a i t  d ' un  

1 I 

deuxième isomère dans  l a  r éduc t ion  de l a  cé tone ,  nous av ions  dé j C t  

I + 4 + 
mannose Y fucose  . f  ucose 

I I 

~ ~ h r o l ~ s e  a c i d e  

s i g n a l é  ce p r o d u i t  l o r s  de l ' é t u d e  des p r o d u i t s  obtenus a ~ r è s  

hydrolyse  acide  d u  m i l i e u  r é a c t i o n n e l  ( p .  84 ) . 

En conc lus ion ,  nous pouvons d i r e  que les monosaccharides 

l i b é r é s  a p r è s  r é d u c t i o n  chimique e t  hydrolyse  a c i d e  du g lycosy l -  

nuc l éo t ide  i n t e r m é d i a i r e  s o n t  a u  nombre de deux e n  p ropor t ions  

éga les  : l ' u n  e s t  l e  fucose e t  l ' a u t r e  e s t  un monosaccharide que 

nous n ' avons  pas p u  i d e n t i f i e r  mais migran t  comre l e  rhamnose. 

Le nuc l éo t ide  c o n s t i t u a n t  le  p r o d u i t  i n t e r m é d i a i r e  formé 

l o r s  de l a  syn thèse  de GDP-fucose à p a r t i r  de GDP-mannose e s t  

vraisemblablement du  GDP. L a  p a r t i e  q lycos id ique  e s t  un 6 

desoxysucre c a r  a p r è s  r éduc t ion  chimique e t  hydrolyse  a c i d e ,  il 

y a  format ion de fucose .  D e  p l u s  ce monosaccharide d o i t  poss66er  

une f o n c t i o n  cétonique c a r  l a  r éduc t ion  chimique condu i t  à l a  

format ion de deux monosaccharides dans des  p ropor t ions  i d e n t i a u e s .  

L a  na tu re  exac te  de  ce monosaccharide r e s t e  indéterminGe e t  

n é c e s s i t e r a i t  d ' ê t r e  d é f i n i e .  

S i  l ' o n  cons idère  que l a  t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose 

en  GDP-fucose s e  f a i t  p a r  l a  format ion d'un i n t e r m é d i a i r e  à 



fonc t ion  cé ton ique ,  l e s  r é a c t i o n s  mises en  j e u  s o n t  des  oxydc 

r éduc t ion  e t  nous avons examiné l e  r ô l e  de deux c o f a c t e u r s  ( l e  

+ 
NAD e t  l e  NADPH,H+) q u i  i n t e r v i e n n e n t  l e  p l u s  souvent  dans ce 

type de  r éac t ions .  GINSBURG en  1 9 6 1  a montré que dans l e  cas  de l a  

convers ion du GDP-mannose e n  GDP-fucose p a r  1 ' ~ e h o b a c t e h  aekogeneh, 

il y a v a i t  i n t e r v e n t i o n  s u r  l a  première  r é a c t i o n  du NAD+ e t  s u r  l a  

d e r n i è r e  r é a c t i o n  pour former l e  GDP-fucose , du NADPH , H +  ( v o i r  

g é n é r a l i t é s  page 64 ) . 

ENZYMATIQUE RESPONSABLE DE LA TRANSFOREIATION DU 
-=-=-=-=-=-=-=-- --=-=-=-=-=-=- =-=-=- =-=-- --=-=-=- 

1 - E f f e t  du NAD+ 
============ 

L a  mesure de l ' e f f e t  d u N 2 4 ~ ' s u r  l a  synthèse  de GDP- 

fucose à p a r t i r  de GDF-mannose a  é t é  r é a l i s é e  s u r  des i n c u b a t i o n s  

s t anda rds  ap rè s  30 minutes à 30°C, avec des c o n c e n t r a t i o n s  en 

GDP-mannose de 100 e t  de 200 p. L a  f i g u r e  32 AB r e p r é s e n t e  

respec t ivement  l e  taux  ci lobal  de t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose e n  

g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e  e t  en  GDP-f ucose , en  fonc t ion  de 

l a  concen t r a t i on  e n  NAD+. ( f ig. 32 , paqe 95 ) .  

Q u e l l e  que s o i t  l a  concen t r a t i on  e n  NAD' i n t r o d u i t  dans  

l e  m i l i e u  d '  i ncuba t ion ,  le  taux  de t r ans fo rma t ion  de GDF-mannose 

r e s t e  c o n s t a n t  pour des concen t r a t i ons  en GDP-mannose de  100 rP.I e t  

200 JiM. Contrai rement  à ce qu i  a  é t é  d é c r i t  p a r  GIBSBURG, nous 

n 'avons pas observé  d ' e f  f e t  du NAD+ s u r  l a  première  rEac t ion  de 

t r ans fo rma t ion  du  GDP-mannose, n i  d '  a i l l e u r s  s u r  l a  Seuxième 

r é a c t i o n .  Ceci  e s t  p e u t - ê t r e  dû au  f a i t  q u ' i l  y a suffisamment de 

NAD+ endogène pour a s s u r e r  l e  bon fonctionnement de l a  première 



Concentration en NAD+L~MI. 

F i g u n e  3 2  : TndLuence du N A D *  dun L e  t a u x  g l o b a l  d e  
..***.*.. 

t n a n s  donmat ion du  GDP-mannose en gLycob yL -  

NOUA avons tgaeement  n e p n E b e n t t  l e  

t a u x  d e  GDP-mannode n e d t a n t  apntd 30 

minu ted  d ' i n c u b a t i o n  Li 3 0 ° C  dans eeb c o n d i b i o n b  

standahdr pou& u n e  c o n c e n t a a t i o n  en G Q P - i n a ~ o . , e  

d e  100 pM 4 A ),de 200 ) i h i ( 8  1. 



r é a c t i o n .  

2 - Action du N A D P H , H ~  s u r  l a  syn thèse  du GCP-fucose 
................................................ 

à p a r t i r  du  GDP-mannose 
....................... 

a) - E f f e t  de l a  concen t r a t i on  e n  ~ A D P H , H +  s u r  l a  
............................................ 

format ion de GDP- fucose 
....................... 

Comme pour l e  paragraphe précédent ,  l a  première é t ape  

pour  v i s u a l i s e r  l ' e f f e t  du NADPH,H+ a  @ t é  de mesurer l e  taux de 

t r ans fo rma t ion  de GDP-mannose , e n  y lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e  

e t  e n  GDP-fucose à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s  en c o f a c t e u r s .  I 

L e s  i ncuba t ions  s o n t  r é a l i s é e s  dans l e s  cond i t i ons  
1 

s t anda rds  à 30°C pendant  ?O minutes pour une concen t r a t i on  en 

GDP-mannose de 50 p.Pl. 

L a  f i g u r e  33 page 99 r e p r e s e n t e  l ' i n f l u e n c e  de l a  

c o n c e n t r a t i o n  en  NADPH,H+ s u r  les r é a c t i o n s  de t r ans fo rma t ion  d u  1 

GDP-mannose e n  GDP-f ucose . 
- D'une p a r t ,  le  taux  de t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose 

+ 
es t  considérablement  diminué lo rsque  du NADPH, H e s t  

p r é s e n t  dans l e  m i l i e u .  

- D'au t r e  p a r t ,  l e  p r o d u i t  i n t e r m é d i a i r e  d i s p a r a î t  d è s  

que l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  NADPH,H+ a t t e i n t  10 pl m a i s  

l a  q u a n t i t é  de GDP-fucose fo rnée  n'augmente pas e n  

conséquence . 

Pourquoi s a n s  NADPH,H+ env i ron  50 % du GDP-mannose e s t  

t ransformé e t  d a ~ s  l ' a u t r e  cas  (avec  NADPH,H+) s e u l  1 6  % du 



GDP-mannose e s t  c o n v e r t i  e n  GDP-fucose ? Ceci e s t  peu t - ê t r e  dû 

à un phénomène de r é t r o i n h i b i t i o n  p a r  un excès  de CDP-fucose, 

r e t r o i n h i b i t i o n  d o n t  l a  c i b l e  s e r a i t  l a  première r é a c t i o n  c a r  e n  

présence de NADPH,H+ seulement  10 à 20 % du GDP-mannose e s t  

métabol i sé  en  GDP-fucose s a n s  g lycosy l -nuc léo t ide  in te rmédia i re .  

KORNFELD e t  GINSBURG en  1966  en é t u d i a n t  l e  c o n t r ô l e  de l a  

syn thèse  du GDP-fucose a p a r t i r  du GDP-mannose dans d i v e r s e s  

c l a s s e s  de b a c t é r i e s ,  o n t  montré que l e  GDP-fucose a v a i t  un 

pouvoir  de r e t r o i n h i b i t i o n  s u r  l a  première r é a c t i o n  g u i  a l i e u  

l o r s  de l a  ccnvers ion  du GDP-mannose. Dans l e  ca s  des ovocytes  

de PehLneheh cuL thL~eha ,  nous ne pouvons pas  encore  a f f i r m e r  

avec e x a c t i t u d e  c e t  e f fe t  d u  GDP-fucose, c e c i  s e r a  d ' a i l l e u r s  

confirmé u l t é r i eu remen t .  

I l  semble après  c e t t e  première  ana lyse  de 1 ' e f f e t  du 

+ NADPH , H  , s u r  l a  convers ion du GDP-mannose, que ce c o f a c t e u r  a g i t  

p r inc ipa lement  s u r  l a  r é a c t i o n  qui condu i t  à l a  format ion du 

p r o d u i t  f i n a l ,  le  GDP-fucose , s e u l  p r o d u i t  d o n t  le taux  augmente. 

b )  - E f f e t  du NADPH,H+ s u r  l a  format ion de GDP-fucose 
................................................ 

à p a r t i r  de g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

préa lab lement  s y n t h é t i s é  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+= 

La première  ë t a p e  de c e t t e  expér ience  cons i s  te à former 

l e  glycc.sy1-nucléotide i n t e r m é d i a i r e  de façon opt imale .  Pour c e l a ,  

nous avons r é a l i s é  1 ' i ncuba t ion  s u i v a n t e .  D e s  mi l ieux  r é a c t i o n n e l s  

s t anda rds  s o n t  incubés  à 30°C pendant  30 minutes avec un homogénat 

ovocy ta i r e  e t  une concen t r a t i on  en  GDP-mannose de 50 yM. Après 

30 minutes dans c e s  cond i t i ons  l e  GDP-mannose e s t  t ransformé e n  



glycosy l -nuc lgo t ide  i n t e r m é d i a i r e .  

Le NADPH,H+ e s t  a l o r s  add i t i onné  à une concen t r a t i on  

f i n a l e  de 100 p. Les r é a c t i o n s  s o n t  a l o r s  a r r ê t é e s  a p r è s  d i f f é -  

r e n t s  tenps  d ' i ~ ~ c u b a t i o n .  Les r é s u l t a t s  s o n t  exprimés s u r  l a  

f i g u r e  3 4  page99 . 

Dès que l e  NADPH,H+ e s t  a j o u t é  l e  g lyccsy l -nuc léo t ide  

i n t e r m é d i a i r e  e s t  t ransformé en  GDP-fucose. En deux minutes,  

50 % du g lycos~r l -nuc l éo t ide  accumulé dans 1 ' i ncuba t ion  e s t  r é d u i t  

enzymatiquement e n  GDP-f ucose g râce  a u  NADPH ,H+  exogène. Après 

30 minutes d ' i n c u b a t i o n  e n  présence de NADPH,H+, t o u t  l e  

g lycosy l -nuc léo t ide  e s t  t rans formé e n  GDP-fucose. F a r  c e t t e  

expér ience ,  nous cons t a tons  que l a  r é a c t i o n  q u i  a b o u t i t  à l a  

format ion du GDF-fucose à p a r t i r  du g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r -  

média i re  e s t  fo r tement  s t imu lée  p a r  1 ' appor t  de NADPH .H+ exogène. 

I l  semble donc que l a  t e n e u r  en  NADPH,H+ endogène ne permet pas  l a  

t rans format ion  complète du  GDP-mannose s i  l a  concen t r a t i on  cepas se  

50 p. P a r  c o n t r e ,  l ' a p p o r t  de 100 de N A D P H , H ~  exogène permet 

c e t t e  t rans format ion .  L e  NADPH,H+ e s t  donc con t r a i r emen t  à ce  que 

nous avons observé  pour l e  NAD', un f a c t e u r  l i m i t a n t  pour l a  

r é a c t i o n  q u i  c o n d u i t  a l a  synthèse  de GDP-fucose à p a r t i r  du 

g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e .  Autre p o i n t  impor tan t  r6vé lé  

p a r  c e t t e  expér ience ,  c ' e s t  l a  q u a n t i t é  de GDP-fucose formg. En 

e f f e t ,  à l a  f i n  des  30 minutes d ' i n c u b a t i o n  e n  présence de 

IJADPH,H+ 100 p, l e s  50 y- de g lycosy l -nuc léo t ide  o n t  é t é  

t ransformés e n  GDP-fucose . 

Nous pouvons donc d i r e  Que s i  l e  GDP-fucose à un e f f e t  
1 

r é t r o i n h i b i  t e u r ,  l a  r é a c t i o n  c i b l e  e s t  l a  première  r é a c t i o n  q u i  
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Concentration en NADPH,H'(JJ M I .  

Figuae 33 .  : . . . . . . . . . 
E v o l u t i o n  du  t a u x  d e  f a a n ~ ~ o a m a t i o n  du GDP-mannobe 

e n  glycod y l -  n u c l t o t i d e  i n t e a m t d i a i h e  I-1 

e t  e n  G D P -  Oucode ID---a 1 e n  6 o n c t i o n  d e  l a  

c o n c e n t a a t i o n  e n  N A D P H ,  H +  patd e n t e  dans l e  m i l i e u  

a t a c t i o n n e t  d t a n d a a d .  Led i n c u b a t i o n d  d o n t  m e n t e s  

a 30°C pendant  30 minuXe4 poua u n e  c o n c e n t a a t i o n  

e n  GDP-mannode d e  50 ph(. Le t a u x  de  GDP-mannode 

a e d t a n t  à La 6 i n  d e  chaque  i n c u b a t i o n  e ~ t  

t g a l e m e n t  a e p a t d e n t t  I-I . 

Figune 34 . ... ..... . . 
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"7 
E 6 6 e t  du N A D P H ,  H' s u a  La 6oamat ion  d e  G D P -  ducode  

0) 
n 

à p a a t i n  du g l y c o d y ç - n u c l t o t i d e  i n t e a m t d i a i a e .  

Led i n c u b a t i o n d  d o n f  heae id  t ed  dan4 l e s  c o n d i t i o n d  

dtandandd pendant  30 minutcd à 30°C a v e c  50 pM 

d e  GDP-mannode. A p a è ~  30 m i n u t e b ,  100 pM d e  

N A D P H ,  H' ~ o n t  i n f n o d u i t ~  dand l e  m i l i e u  a l a c t i o n n e l .  

La taand  doamat ion  du g l  y c o s  yL- n u c l t o t i d e  i n t e k -  

m t d i a i h e  en GRP-ducode e b t  b u i v i e  pendant  3 0 ' .  

Taux d e  tnand 6 0 a m a t i o n  du g l y c o s  y l - n u c l t o t i d e  
x 
7 
O i n t e a m t d i a i a e  ; t a u x  d e  G D P -  duc06 edoamt 
l- 

[)--il ; t a u x  d e  g l y c o b y l - n u c l t o t i d e  6oaml a p a h  
2 5 10 2 0 3 O 

30'  d ' i n c u b a t i o n  dan6 N A D P H ,  H I  - 
Temps d'incubation (minutes). 



a b o u t i t  à l a  syn thèse  du g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e .  

Nous connaissons  l e s  c o f a c t e u r s  q u i  c o n t r ô l e n t  l a  

conversion du GDP-mannose e n  GDP-fucose, il nous a  semblé 

i n t é r e s s a n t  de l o c a l i s e r  1 ' a c t i v i t é  enzymatique responsable  de 

c e t t e  b iosynthèse  de GDP-fucose e t  de  procéder  à une p u r i f i c a t i o n  

p a r t i e l l e  de ce  système enzymatique. 

RESPONSABLE DE LA TRANSFORMATION DU GDP-MANNOSE EN CDP-FUCOSE ............................................................. 
A - LOCALISATION SUBCELLULAIRE DE CETTE ACTIVITE 

............................................ 

ENZYMATIQUE 
-=-=-=-=-=- 

Nous avons vu,dans l e s  ç g n é r a l i t é s  s u r  l e s  ~ l y c o s y l -  

t r a n s f é r a s e s ,  que ces  enzymes s o n t  pour  l a  p l u p a r t  l i é s  aux 

membranes c e l l u l a i r e s  e t  n é c e s s i t e n t  pour l e u r  ~ u r i f i c a t i o n  

l ' a d j o n c t i o n  d 'un d é t e r g e n t .  Pour l a  l o c a l i s a t i o n  de 1 ' a c t i v i t é  

enzymatique responsable  de l a  convers ion du GDP-mannose e n  

GDP-fucose p a r  l e s  ovocytes de Pehineheid c u l t h i d e h a ,  nous 

avons ap rè s  homogénéisation des  ovocytes ,  s é p a r é  p a r  u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n ,  l a  f r a c t i o n  cy toso l ique  de l a  f r a c t i o n  membranaire . 
Les cond i t i ons  techniques  s o n t  d g c r i  tes dans 1 ' appendice technique 

page 127 . Nous avons a l o r s  mesuré l e  taux  de t r ans fo rma t ion  de 

GDP-mannose en  GDP-fucose dans chaque f r a c t i o n .  Le m i l i e u  d ' incu-  

b a t i o n  s t a n d a r d  e s t  incubé 10 ou 6 0  minutes à 30°C avec du 

NADPH,H+ 2 0 0  y M  pour une concen t r a t i on  en GDP-mannose de 100 pM. 

Le t a b l e a u  I V  page 102 r ep ré sen te  ce  taux  de t r ans fo rma t ion .  

Seu le  l a  f r a c t i o n  c y t o s c l i q u e  c o n t i e n t  l e s  a c t i v i t é s  

enzymatiques capables  de s y n t h é t i s e r  du  GDP-fucose à p a r t i r  de 



GDP-mannose. Ceci  e s t  e n  p a r f a i t  accord  avec l a  no t ion  a s s e z  

généraled 'une syn thèse  des  g lycosy l -nuc léo t ides  dans l a  f r a c t i o n  

so lub le  du cytoplasme des c e l l u l e s  (COATES e t  al. : 1980 )  . Comme 

except ion  nous pouvons c i t e r  l e  CMP-NeuAc pour  l e q u e l  l a  syn thèse  

semble ê t r e  r é a l i s é e  a u  n iveau  du noyau des c e l l u l e s .  

B - PURIFICATION PARTIELLE PAR LE SULFATE D ' m O N I U M  
-=-=- =-=-=-=-=-=-- --=-=-- --=-=-=-=-=-=-=-=i =- =-=- = 

Dans ce c h a p i t r e ,  nous avons t e n t é  de r e a l i s e r  une 

première é tape de p u r i f i c a t i c n  des enzymes e n  u t i l i s a n t  l a  méthode 

de relargage p a r  le  s u l f a t e  d '  ammonium pour une concen t r a t i on  en  

s u l f a t e  d'ammonium de 65 % de s a t u r a t i o n  s o i t  4309 p a r  l i t r e .  

En e f f e t ,  après  i ncuba t ion  de l a  f r a c t i o n  non p r é c i -  

p i t a b l e  dans l e s  c o n d i t i o n s  n é c e s s a i r e s  à l a  convers ion du 

GDP-nannose en  GDP-fucose , aucune a c t i v i t é  enzymatique n ' a été 

re t rouvée .  Par  cette methode, nous avons obtenu une s o l u t i o n  

enzymatique p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é e  ( l a  méthode de p u r i  f i c a t i o n  

est  d é c r i t e  dans 1 'appendice technique)  . Le t a b l e a u  V page 102 

r e p r é s e n t e  1 ' é v o l u t i o n  de 1 ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  du complexe enzy- 

matique qui t ransforme le  GDP-mannose e n  GDP-fucose au  cou r s  des 

d i v e r s e s  é tapes  n é c e s s a i r e s  à. l a  p u r i f i c a t i o n  p a r t i e l l e  de c e s  

a c t i v i t é s .  La sou rce  enzymatique obtenu après  p r é c i p i t a t i o n  a u  

s u l f a t e  d'ammonium à 65 % de s a t u r a t i o n  possède une a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  augmentée d ' env i ron  8 f o i s .  Le b u t  de ce s  e x ~ é r i e n c e s  

é t a n t  d ' o b t e n i r  une a c t i v i t é  enzymatique capable  de t r ans fo rmer  

une grande q u a n t i t é  de GDP-mannose en  GDP-fucose, il ne nous a pas 

semblé n é c e s s a i r e  d '  o b t e n i r  une p u r i f i c a t i o n  p l u s  poussée des  

enzymes impl iqués  dans l a  b iosynthèse  du GDP-fucose à p a r t i r  du 
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GDP-mannose. De p l u s ,  il f a u t  n o t e r  l a  bonne s t a b i l i t é  du complexe 

au  cours  des  d i v e r s e s  é t apes  que  r e q u i è r t  l a  p u r i f i c a t i o n  p a r t i e l l e .  

C - UTILISATION DE LA PREPARATION PURIFIEE POUR L'ETUDE 
-=-=-=-=-=-=-=-=- =-=-=-=-=-=- =-=-=- =-=-=- =-=-=-=-=- 

GDP -MANNOSE - =- =- =- =- =- 

Le t aux  de t ransformat ion  du  GDP-mannose en  C-Dl?-fucose 

+ avec ou sanç  NADPH,H a  é t é  mesuré à d i f f é r e n t e s  concen t r a t i ons  

e n  GDP-mannose ap rè s  9 0  minutes d ' i n c u b a t i o n  à 30°C dans l e s  

cond i t i ons  s t anda rds  en présence d 'une  source  enzymatique p a r t i e l -  

lement p u r i f i é e .  L e s  f i g u r e s  35 A e t  35 B page 104- r e p r P s e n t e n t  

respect ivement  le  t aux  de t r a n s  format ion de GDP-mannoçe s a n s  
1 

NADPH,H+ e t  avec NADPH,H+ e n  fonc t ion  de l a  q u a n t i t é  de GDF-mannose 

i n t r o d u i t  dans l e  m i l i e u  r é a c t i o n n e l .  Lorsque nous conparons l e s  

deux types  de p r o f i l s  ob tenus ,  Seux p o i n t s  impor tan ts  s o n t  à no te s .  

Le premier  e s t  r e l a t i f  a u  t aux  de t ransformat ion  des  GDP-mannose 

avec e t  s a n s  NADPH,H+. Lorsque l e s  i ncuba t ions  s o n t  r é a l i s é e s  sanç 

NADPH , H + ,  l a  q u a n t i t é  de GDP-mannose t ransforméees  t ne t tement  

s u p é r i e u r e  a u  taux  de CDP-mannose métabol i sé  e n  présence de 

NADPH ,H+.  NOUS re t rouvons i c i  les r é s u l t a t s  observés  

Le GDP-fucose forme en  présence de NADPH,H+ semble a i n s i , à  une 

c e r t a i n e  concen t r a t i on ,  b loquer  l a  t rans format ion  du GDP-mannose . 
I l  y a  vraisemblablement r e t r o i n h i b i t i o n  s u r  l a  première r é a c t i o n .  

L e  second p o i n t  i n t é r e s s a n t  concerne les d i f f é r e n c e s  

observées  e n t r e  le t aux  de t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose mesuré 

e t  l a  q u a n t i t é  des  p r o d u i t s  formés. 



F i g u h e  3 5  : I n 6 l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t h a t i o n  e n  GUP-rnannobc . . . I . . . . . 
b u h  l e  t a u x  d e  t h a n b 6 o h m a t i o n  d e  c e  g l y c o b y l -  

n u c l t o i i d e .  Apheb 90  m i n u t e 6  d ' i n c u b a t i o n  

d a n 4  l e 6  c o n d i t i o n 4  b t a n d a a d b  a 30°C. 

A - band NAUPH, H' : v a h i a t i o n  d u  t a u x  

d e  t n a n ~ d o n m a t i o n  d u  GDP-rnannobe , t a u x  

(;: : ;;) 
8 - a v e c  d u  NADPH,H* a deb c o n c e n t h a t i o n b  

t a u x  d e  t h a n d  d o h m a t i o n  d u  -GDP-mannode -, 

t a u x  d e  6 o h m a t i o n  d u  G U P - 6 u c o s e  M. 



Dans l e  c a s  d ' i n c u b a t i o n  sans  NADPH,H+ env i r cn  4 5  nmoles 

de GDP-mannose s o n t  métaboli s é e s e n  j l ycosy l -nuc l éo t ide  in termé-  

d i a i r e  mais nous n ' obtenons à l a  f i n  de l a  r é a c t i o n  que 

15 nmoles de ce p r o d u i t .  

C e c i  semble conf i rmer  l e s  obse rva t ions  précédentes  : l e  

g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m e d i a i r e  e s t  t r Z s  i n s t a b l e  dans l e s  

cond i t i ons  d '  i ncuba t ion  e t  de chromatographie u t i l i s é e s .  

D U  COMPLEXE ENZYFATIQUE RESPONSABLE GE LA CONVERSION DU ....................................................... 
GDP-MANNOSE EN GDP-FUCOSE 
----------------a-------- 

PORCHET e t  SPIK o n t  montré q u a  au  cours  de l a  maturat ion 

ovocy ta i r e ,  l e  t aux  de mannose p r é s e n t  dans l e s  ovocytes  va 

r e s t e r q u a s i  c o n s t a n t  a l o r s  que l a  q u a n t i t é  de fucose va auqmenter 

for tement .  Il é t a i t  de  ce  f a i t  i n t é r e s s a n t  d ' é t u d i e r  l e  compor- 

tement des a c t i v i t é s  enzymatiques responsables  de l a  convers ion 

du GDP-mannose en  CDP-fucose e n  fonc t ion  du s t a d e  de ma tu r i t g  des 

ovocytes donc en fonc t ion  de l a  t a i l l e  ovocy ta i r e  . 

Nos études  a n t é r i e u r e s  a v a i e n t  rcontré que l e  GDP-fucose 

p e u t  provoquer une r e t r o i n h i b i t i o n  de l a  r é a c t i o n ,  il e s t  Zonc 

p lus  s imple  pour Évaluer  l e  t a u x  d ' a c t i v i t é s  du système de 

t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose e n  GDP- f ucose , de mesurer uniauercent 

l a  première r é a c t i o n  q u i  c o n d u i t  à l a  formation d u  g l y c o s ~ i -  

nuc l éo t ide  i n t e r m e d i a i r e .  L a  f i g u r e  36 page 106 r e p r é s e n t e  l a  

q u a n t i  t é  de glycosyl-nuc l é o t i d e  i n t e rméd ia i r e  formé ap rè s  9 0  

minutes d ' i ncuba t ion  à 3G°C d '  un m i l i e u  r é a c t i o n n e l  s t a n d a r d  sans  

N ~ D P H  ,H+ à 4 0 0  p e n  GDP-mannose . 
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F iguhe  3 6  : E v o t u t i o n  du t a u x  de . t&anb60hmation du GDP-mannose 
...m. 0 0 0 .  

en g t y c o s  y t -  n u c L l o t i d e  i n t e h m l d i a i h e  au couas de 

t a  m a t w r a t i o n  des O v o c y t e b  de Pea inene is  c u L t n i 6 e h a .  

Les i n c u b a t i o n s  s o n t  h e a t i b  l e s  en tampon c a c o d y t a t e  

de  sodium 100 m M  pH7,4, NaCl t 54 m M ,  MncLp 2 m M ,  

MgCL2 5 m M ,  AMP 10 m M ,  GDP-mannose 400 PM, avec 

u n  homogtnat  o v o c u t a i a e  pendan t  90 m inu tes  

& 30°C. Les mebuaes o n t  e t e  d a i t e s  bUh Les 

ovocy tes  Q--O e t  sua  t e s  cos tomocy teb  e-• 
phovenant  du méme a n i m a [ .  



1 L ' a l l u r e  sigmo'idale de l a  courbe i n d i a u e  c l a i r emen t  

que l e  système de syn thèse  du GDP-fucose à p a r t i r  de GDP-mannose 

n ' e s t  "mis e n  p l a c e "  que dans des ovocytes de p l u s  de 80 m En P 
e f f e t ,  l a  convers ion du GDP-mannose en  g lycosy l -nuc l éo t ide  i n t e r -  , 

1 médiaire  n ' e s t  pas observée lo r sque  l ' o n  u t i l i s e  une sou rce  

enzymatique provenant  d'  un homogénat d 'ovocvtes  de t a i l l e  in fé -  

r i e u r e  à 77,5 pm. I l  e s t  t o u t  à f a i t  remarquable de n o t e r  sue  : 

- d'une p a r t ,  c ' es t  dans les ovocytes dont  l a  t a i l l e  

e s t  s u p é r i e u r e  à 60-80 p m  que l e  t aux  de fucose e s t  

fo r tement  augmenté (PORCHET e t  al. : 1977) . Dans l e s  

ovocytes dont  l a  t a i l l e  e s t  i n f é r i e u r e  à 6 0  y, il y 

a peu de fucose .  

- d ' a u t r e  p a r t ,  c ' e s t  à p a r t i r  d 'une  t a i l l e  ovocy ta i r e  

de 70 à 9 0  p m  que l ' i n h i b i t i o n  hormonale d e v i e n t  

f a i b l e .  L e s  ovocytes commencent a l o r s  à é v o l u e r  sous  

un t aux  hormonal r é d u i t .  

En f in ,  il conv ien t  de n o t e r  que l e  système enzymatique 

qui s y n t h é t i s e  l e  GDP-fucose à p a r t i r  du GDP-mannose dans l e s  

ovocytes ,  a une t r è s  f a i b l e  a c t i v i t é  dans les coelomocytes, e t  

que c e t t e  a c t i v i t é  n ' évo lue  pas en  fonc t ion  du s t a d e  de ma tu r i t é .  

C e t t e  a c t i v i t é  enzymatique e s t  un e x c e l l e n t  marqueur 

du s t a d e  de m a t u r i t é  de l ' ovocy te .  S i  l ' o v o c y t e  p e u t  ê t r e  q u a l i f i é  

de c e l l u l e '  c i b l e  pour l 'hormone c é r é b r a l e ,  on p e u t  d i r e  s u e  l e  

complexe enzymatique responsable  de l a  convers ion du GDP-mannose 
s 

en GDP-fucose e s t  une c i b l e  de c e t t e  a c t i v i t é  hormonale. 

De nombreuses q u e s t i o n s  r e s t e n t  s ans  réponses : 



Comment ce système enzymatique e s t  " m i s  e n  p l a c e "  a u  

cours  de l ' é v o l u t i o n  ? A t-on une a c t i o n  d i r e c t e  de l 'hormone à 

ce niveau ? S i  o u i  comment se f a i t  l a  r é g u l a t i o n  compte t e n u  de 

ce que l ' o n  s a i t  dans l e  système des v e r t é b r é s .  

L' impact  hormonal p e u t  se f a i r e  s e lon  p l u s i e u r s  modes 

d ' a c t i o n s  : 

- par  a c t i v a t i o n  génique ( c a s  des  s t é r o i d e s ) ,  

- par  a c t i v a t i o n  du système enzymatique lui-même avec 

ou non l ' i n t e r v e n t i o n  d 'un deuxième messager 

(Mc, GMPc, Calc ium),  

- par  l a  r é g u l a t i o n  d ' a u t r e s  e f f e c t e u r s  des  r é a c t i o n s  

enzymatiques (NAD+, NADPH,H+. . . ) . 

Aucune réponse ne p e u t  ê t r e  donnée à c e  s t a d e  de  nos 

recherches .  



RESUME ET CONCLUS 1 ONS GENEFALES 



L e s  é tudes  que nous avons menées s u r  les mannosyl- 

t r a n s f é r a s e s ,  e n  u t i l i s a n t  comme modèle expér imenta l  l e s  ovocytes 

de Petrinetreia cuRRhkdetra, nous o n t  permis de démontrer les p o i n t s  

s u i v a n t s  : 

1 - Un homogénat ovocy ta i r e  e s t  capable  d 'expr imer  

des a c t i v i t é s  mannosyltransférasiques. Lorsque 1 'on f a i t  un 

marquage à p a r t i r  de GDP- [14C] mannose, des p r o d u i t s  marqués 

s o n t  r e t rouvés  dans les d i f f é r e n t e s  phases  obtenueqaprès e x t r a c t i o n  

s é q u e n t i e l l e  d ' i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i q u e s .  C e t t e  technique e s t  

c e l l e  q u i  e s t  u t i l i s é e  l o r s  de l ' é t u d e  de l a  b iosynthèse  des  

N-glycosylproté ines  chez les c e l l u l e s  euca ryo te s .  

2 - En présence  d ' un  homogénat ovocy ta i r e ,  l e  GDP-mannase 

e s t  t ransformé en  un g lycosy l -nuc léo t ide  dont  l a  p a r t i e  q lycosy 1 

a s e u l e  é t é  modif iée .  La technique de s p e c t r o m é t r i e  de 

masse couplée à une chromatographie e n  phase gazeuse a permis 

d ' i d e n t i f i e r  ce  nouveau monosaccharide comme é t a n t  l e  fucose .  

Les ovocytes  de Petrinetreia cul-thi6 eha renferment  donc 

l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques capables  de t ransformer  l e  GDP-mannose 

en GDP- fucose . 
3 - Nous avons montré que c e t t e  a c t i v i t é  enzymatique 

responsable  de l a  convers ion du GDP-mannose e n  GDP-f ucose é t a i t  

un e x c e l l e n t  marqueur de 1 ' évo lu t ion  ovocy ta i r e  chez PetrAneneia 

culthL6eha. En e f f e t ,  ce  n ' e s t  que dans l e s  ovocytes  dont  l a  

t a i l l e  e s t  s u p é r i e u r e  à 7 7 , 5  )im que 1 'on r e t rouve  une t e l l e  

a c t i v i t é  enzymatique. D e s  t r avaux  a n t é r i e u r s  (PORCHET e t  SPIK : 

1978) o n t  montré que c ' e s t  à p a r t i r  de ce s t a d e  de m a t u r i t é  que 

l e s  ovocytes s ' e n r i c h i s s e n t  en  fucose.  



4 - Une é tude  p l u s  complète de ce  phénomène de convers ion 

du GDF-mannose en GDP-fucose a  permis de d é f i n i r  avec p lus  de 

p r é c i s i c n  le  mécanisme r é a c t i o n n e l  m i s  e n  j eu  : 

- l a  t r ans fo rma t ion  du GDP-mannose e n  GDP-fucose se 

f a i t  p a r  p l u s i e u r s  r é a c t i o n s  e t  n é c e s s i t e  l a  format ion 

d '  un g lycosy l -nuc l éo t ide  i n t e r m é d i a i r e  d o n t  l e  

monosaccharide s e r a i t  un méthyl pentose  p o r t a n t  une 

fonc t ion  cétonique.  

- l a  format ion du GDP-fucose à p a r t i r  des  glvcosvl-  

nuc l éo t ides  i n t e m é d i a i r e s  r e q u i e r t  l a  présence du  

c o f a c t e u r  NADPH,H+. 

- l e  GDP-fucose formé c o n t r ô l e  l e  taux de sa propre  

formation en  i n h i b a n t  l a  première r é a c t i o n  qu i  a b o u t i t  

à l a  format ion du g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e .  

- 1 ' a c t i v i t é  enzymatique responsable  de l a  b iosyn thèse  

du GDP-fucose à p a r t i r  du GDP-mannose a  é t é  r e t rouvée  

dans l a  f r a c t i o n  cy toso l ique  des ovocytes .  Ce t t e  

f r a c t i o n  enzymatique a  é t é  e n r i c h i e  h u i t  f o i s  p a r  l a  

méthode de r e l a rgage  au s u l f a t e  d'ammonium. 

D e  nombreux p o i n t s  r e s t e n t  encore  à é l u c i d e r  t e l s  que : 

1 - La n a t u r e  exac t e  d u  p r o d u i t  i n t e r m é d i a i r e  formé a u  

cours  de l a  première é t ape  de l a  t ransformat ion  du GDP-mannose en 

GDP-fucose . 
2 - Comment l e  GDP-fucose p e u t  i n h i b e r  sa propre  

formation ? A q u e l  t aux  e x a c t  de GDP-fucose c e t t e  i n h i b i t i o n  a 

l i e u  ? 

3 - Q u e l l e  e s t  l a  n a t u r e  des  p r o d u i t s  r a d i o a c t i f s  

r e t r cuvés  dans les d i f f é r e n t e s  phases  obtenus ap rè s  e x t r a c t i o n  



s é q u e n t i e l l e  des  i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i q u e s ,  s a c h a n t  que l e  - 

marquage a é t é  f a i t  à p a r t i r  de GDP- [14C] mannose e t  que ce  

GDP-mannose e s t  rapidement métabol i sé  e n  GDP-fucose. 

4 - C e t t e  a c t i v i t é  enzymatique r e p r é s e n t a n t  un bon 

marqueur de 1 ' évo lu t ion  ovocy ta i r e  , il e s t  p r imord ia l  de  c o n n a î t r e  

l e  mécanisme q u i  c o n t r ô l e  c e t t e  m i s e  e n  a c t i v i t é  des enzymes 

responsables  de l a  convers ion du GDP-mannose. Y a  t-il i n t e r -  

ven t ion  d i r e c t e  de l 'hormone c é r g b r a l e  ou ce  c o n t r ô l e  se f a i t - i l  

p a r  l e  b i a i s  de messagers s econda i r e s  ? 

5 - Au cours  de l a  ma tu ra t ion  ovocy ta i r e ,  l e s  ovocytes 

se m e t t e n t  à s y n t h é t i s e r  une q u a n t i t é  t r è s  impor tan te  de  glyco- 

ccnjugués . Il s e r a i t  également i n t é r e s s a n t  de c o n n a î t r e  l e s  

mécanismes de l a  b iosynthèse  de ce s  glycoconjugués e t  t o u t  

p a r t i c u l i è r e m e n t  des g lycopro té ines  de type N s achan t  aue  dans 

les c e l l u l e s  eucaryotes  c e t t e  syn thèse  se f a i t  g râce  à d e s  

i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i q u e s  p r inc ipa l emen t  de t ype  d o l i c h o l .  
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L E  M A T E R I E L  B I O L O G I Q U E  

1 - P R E P A R A T I O N  DES C E L L U L E S  COELOMIQUES DE P E R I N E R E I S  C U L T R I F E R A  ............................................................. 
A - LES hXREIS 

- =-=- =-=-= 1 

Les P e h i n e h e i ~  cul . thiaeha o n t  é t é  r é c o l t é e s  à l a  s t a t i o n  

bio1oc;ique de LUC-SUR-MER dans l e  CALVADOS (FRANCE). . Au l a b o r a t o i r e ,  

les animaux s o n t  i s o l é s ,  à une température  moyenne de 1o0c, dans  

des  f l acons  d ' é l evage  contenant  un morceau de p a p i e r  f i l t r e  e t  

de l ' e a u  de m e r  f i l t r é e .  Tous les 3 à 4 j ou r s ,  l ' e a u  de mer e s t  

renouvelée .  

Deux jou r s  ap rè s  l a  r é c o l t e ,  l ' é t a t  g é n i t a l  des animaux 

e s t  déterminé p a r  o b s e r v a t i o n ,  au  microsccpe photonique,  dl une 

gou t t e  de contenu coelomique. Pour l e s  femel les  1 ' é t a t  g é n i t a l  

e s t  déterminé pa r  c a l c u l  du diamètre  moyen des ovocytes  observés  

à t r a v e r s  un o c u l a i r e  micrométrique. Pour l e s  mâles, le  s t a d e  de 

spermatogénèse e s t  d é f i n i  p a r  s imple  obse rva t ion  de l a  morphologie 

des c e l l u l e s  germinales .  

B - ISOLEMENT ET PURIFICATION DES OVOCYTES ET DES 
............................................. 

COELOMOCYTES DE P E R I N E R E I S  C U L T R I F E R A  
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

1 - Prélèvement du m i l i e u  i n t é r i e u r  6e ]. 'animal 
........................................... 

Le contenu coelomique e s t  p r é l e v é  à l ' a i d e  d 'une p i p e t t e  

p a s t e u r  e f f i l é e  p u i s  il e s t   lacé dans un r é c i p i e n t  maintenu à 

4OC. Le contenu coelomique e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  à 2000q pendant  

5', a f i n  de  s é p a r e r  les éléments c e l l u l a i r e s  (ovocytes  e t  coe lo-  

mocytes) d u  l i q u i d e  coelomique. Le  l i q u i d e  coelcmique e s t  p r é l e v é  

p u i s  congelé  2 -20°C. La conserva t ion  se f a i t  dans l ' a z o t e  l i q u i d e .  



2 - Sépara t ion  des  d i v e r s  types  c e l l u l a i r e s  
....................................... 

Le c u l o t  de c e l l u l e s  e s t  m i s  en  suspension dans 5 m l  

d ' e a u  de r e r  f i l t r é e  e t  s t é r i l e .  C e t t e  suspension c e l l u l a i r e  e s t  

a g i t e e  légèrement dans l e  b u t  de s é p a r e r  l e s  amas de c e l l u l e s  

formés l o r s  de l a  ponct ion e t  de l a  c e n t r i f u g a t i o n .  L a  suspension 

c e l l u l a i r e  c o n t i e n t  deux grandes c l a s s e s  de c e l l u l e s  : 

- l e s  ovocytes don t  l a  t a i l l e  peu t  v a r i e r  de 4 0  p à 

280 pn s u i v a n t  l e  s t a d e  de m a t u r i t é  des animaux. 

- les coelomocytes qui s o n t  des c e l l u l e s  de ~ e t i t e  

t a i l l e  10 à 15 p. D e  p l u s ,  l a  t a i l l e  de c e s  c e l l u l e s  

reste r e l a t i vemen t  cons t an t e  t o u t  a u  lonu de l a  

c ro i s sance  ovocy ta i r e .  

Pour sSparer  c e s  deux types  c e l l u l a i r e s  e t  o b t e n i r  des  

p r é p a r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  p u r e s ,  nous avons m i s  a u  p o i n t  une 

technique simple e t  rap ide  (BULET ex a l .  : 1982) . Deux c o n d i t i ~ n s  

s o n t  absolument n é c e s s a i r e s  pour mener à b i e n  d e s  é t u d e s  

biochimiques :L 

- les c e l l u l e s  do iven t  ê t r e  v i a b l e s  e t  ne pas  a v o i r  subi 

d ' a l t é r a t i o n s  l o r s  de l a  p r é p a r a t i o n  ; l 

- chaque type c e l l u l a i r e  ne d o i t  pa s  être contaminé p a r  
I 
l 

1 ' a u t r e .  

1 Pour o b t e n i r  de t e l l e s  p r é p a r a t i o n s ,  deux é t a p e s  

s ' imposent : 

a )  - P u r i f i c a t i o n  des coelomocytes 
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

Le mélange ovocytes  coelomocytes e s t  f i l t r é  à t r a v e r s  

un tamis e n  nylon ( l e  d iamètre  des  pores  e s t  de 2 0  y) .  L e s  



, 

coelomocytes p a s s e n t  à t r a v e r s  l e  tamis ,  a l o r s  que les ovocytes ,  

dont  l e  d iamètre  e s t  s u p é r i e u r  à 20 p, ne p a s s e n t  pas .  La 

suspension de coelomocytes a i n s i  obtenue e s t  l avée  deux f o i s  p a r  

de l ' e a u  de mer f i l t r é e  e t  s t é r i l e  p u i s  lav6e deux f o i s  p a r  l e  

tampon q u i  s e r a  u t i l i s é  l o r s  de nos é t u d e s  u l t é r i e u r e s .  Un c o n t r ô l e  

en  microscopie  photonique permet de s ' a s s u r e r  de l a  p a r f a i t e  

p u r e t é  des coelomocytes. 

b) - P u r i f i c a t i o n  des ovocytes  
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

Deux cas  d i f f é r e n t s  s o n t  à c o n s i d é r e r  : 

- les ovocytes  o n t  une t a i l l e  i n f é r i e u r e  à 130 p ; 
- l e s  ovocytes  o n t  un diamètre  s u p é r i e u r  à 130 p. 

- L e s  ovocytes o n t  un diamètre  i n f é r i e u r  à 130 p 

Ces ovocytes  ap rè s  tamisage,  s c n t  r e p r i s  dans un 

tampon phosphate 0 , l  M pH7,4 con tenan t  du NaCl 0 , 3 5  M ( o s m o l a r i t é  

env i ron  800 mi l l iosmoles )  . Ce tampon permet l a  d i s s o c i a t i o n  d e s  

d e r n i e r s  ag réga t s  de coelomocytes r e s t é s  avec les ovocytes .  Après 

a v o i r  b i en  r e p r i s  les ovocytes p l u s i e u r s  f o i s  avec le  tampon, l a  

suspension es t  déposée s u r  un couss in  de f i c o l l  2,5 % ( P  : V) 

p r épa ré  dans  l e  même  tampon phosphate 0 , l  M pH7,4 N a C l  0,35 M. Cinu 

à d i x  minutes p lus  t a r d  les ovocytes  o n t  sédimenté,  a l o r s  que l e s  

coelomocytes son t  r e s t é s  en s u r f a c e .  

- L e s  ovocytes o n t  un d iamèt re  s u p é r i e u r  à 130 

Dans ce  c a s ,  les ovocytes s o n t  remis e n  suspension 

dans de l ' e a u  de m e r  f i l t r é e  e t  s t é r i l e .  Ains i  remis e n  suspension,  

l e s  ovocytes  s c n t  déposés  s u r  un couss in  de f i c o l l  5 % (P : V )  

p réparé  dans de l ' e a u  de m e r  f i l t r é e  e t  s t é r i l e .  Après c i n a  à 

d i x  minutes,  l e s  ovocytes  o n t  sédimenté a l o r s  que les coelomocytes 

s o n t  r e s t é s  dans l a  p a r t i e  supé r i eu re  du  couss in  de f i c o l l  5  %. 



Dans l e s  deux c a s ,  l e s  ovocytes  s o n t  r e p r i s  à l ' a i d e  

d 'une  p i p e t t e  p a s t e u r .  E n s u i t e ,  i l s  s o n t  l a v é s  deux f o i s  dans l e  

tampon q u i  a  s e r v i  à p r é p a r e r  l a  s o l u t i o n  de f i c o l l .  En d e r n i e r  

l i e u ,  l e s  ovocytes s o n t  l a v é s  dans l e  tampon cacodyla te  de sod iun  

0 , l  M pH7,4 N a C l  0,154 M q u i  e s t  l e  tampon u t i l i s é  dans l e s  é tudes  

u l t é r i e u r e s .  

Remarque : L e s  s o l u t i o n s  de f i c o l l  5  % e t  2 , s  % s o n t  -------- 
conservées à 4OC sans  jamais excéder  une semaine. Sur  l a  f i g u r e  

37 page 116 , on a résumé l e s  d i v e r s e s  é t apes  n é c e s s a i r e s  pcur 

l ' o b t e n t i o n  : . 
- d 'ovocytes  t o t a l emen t  exempts de coelomocvtes ; 

- de coelomocytes exempts d  ' ovocytes .  

3  - Homogénéisation des c e l l u l e s  e t  d é t e r r i n a t i o n  de l a  
=================================================== 

t eneu r  en  p r o t é i n e s  ------------------- ------------------- 
L e s  c e l l u l e s  a i n s i  p r épa rées  s o n t  homogénéisées dans l e  

tampon cacodyla te  de sodium 0 , l  M pH7,4 NaCl 0,154 M dans l e s  

p r c p o r t i o n s ,  un volume de c e l l u l e s  pour un volume de tampon. 

L'homogénéisat ion se f a i t  à 4OC g r a c e  à un homogénéiseur de P o t t e r  

(1200 tours/minute ; 10 a l l e r  -et- r e t o u r s )  . 

Le dosage de p r o t é i n e s  e s t  r é a l i s é  à p a r t i r  de 1 p l  de  cet  

homogénat. 

L e s  méthodes u t i l i s é e s  s o n t  c e l l e s  de LOWRY n o d i f i é e  

MARKWELL (MARRWELL : 1973) e t  c e l l e  de GEIGER ît BEESMAI< modif iée  

quan t  à l a  concen t r a t i on  e n  Fo l in -c ioca l t eus  (GEIGER e t  BEESMAN : 

1972) .  



1-1 contenu coelornique H- l iquide coelornique conserve 

ce l lu l e s  coelorniques 

dans l ' a zo t e  

de f i c o l 1  

coelomocytes 

sédimentation 3 l g  10'  

- .  

vocytes 

lavage 2 f o i s  Soi t  par de l'eau de mer 

s o i t  Par du tampon phosphate 0 , l  M pH7,4 

contenant du NaCl 0,35 M 

2 lavages par du  L c a m ~ c a c o d y l a t e  de 
-- 

sodium0,l M pH7,4 NaCl 0,154 M 

Homogenéi sat ion 

cuLtni6eha à p a n t i n  du contenu coeLomique. 
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Simple procedure to isolate coelomocyte - free oocytes from coelomic fluid of Perinereis cultrifera Grübe 
(Annelida; Polychaeta) 

P. Bulet. B. Hoflack. A. Verbert and M. Porchet' 

Laboratoire de Biologie Animale. Laboraroire Associé au CNRS No. 148. and Laboratoire de Chimie Biologique. Laboratoire 
Associé au CNRS No.217, Université des Sciences et Techniques de Lille I. F-59655 Villeneuve d'Ascq Cedex (France). 
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Summaty. Based on a 1-g sedimentation through a Ficoll cushion. a simple and rapid method is descnbed to obtain the 
complete separation of oocytes and coelomocytes from the coelomic fluid of Perinereu cultrflera. Light and electron 
microscope observations have shown that the 2 ce11 populations are obtained without any cross-contamination and are 
perfectly suitable for further biologlcal and biochemical investigations. 

In the study of oogenesis in Nereids. the functional rela- ~ tionships between coelomocytes and oocytes contained in 
the coelomic fluid have become an important issue. 
Biochemical approaches to this problem require the separa- 
tion of well-defined, pure populations of cells. Up to now, 
the common method to separate coelomocytes from oo- 
cytes was based on differential low-speed centrifugation. 
This approach never leads to a complete separation of the 
2 ce11 types and the oocyte pellet always contains a small 
percentage of coelomocytes. Although this contamination 
does not bring large error in determining chemical compo- 
sition of cellular materia12.', it may become critical in 
screening the enzymatic properties of each ce11 population. 
This is particulary important to determine enzymatic mark- 
ers related to the various ce11 types. 
In the present work. we describe a simple and rapid method 
to isolate large quantities of oocytes completely devoid of 
coelomocytes from the coelornic fluid of Perinereis cul- 
trifera. 

I Materials and metttods. Perinereis cultrifera was collected 
from the beaches of 'Luc-sur-Mer' (Calvados, France) and 
the animals were kept in the laboratory in sea-water at 

, 12'C. The diameter of oocytes from each animals was 
I determined by measuring several oocytes obtained by coe- 
j lomic puncture4. Ficoll solution ( Ficoll-400 Pharmacia Fine 

Chemicals. Sweden) was freshly prepared or kept at 4°C 
for no longer than 2 weeks. Electron-microscopie observa- 
tions were carried out as previously described5. 
Results. The method is based on a 1-g sedimentation of the 
coelomic contents through a cushion of Ficoll solution (see 
fig. 1)  at 20°C. The oocytes sediment while coelomocytes 
do not. 
For oocytes larger than 130 pm in diameter. the procedure 
is as foilows: the coelomic fluid from 1 animal is collected 
by puncture. diluted to 2 ml with filtered sea water and 
then layered above 5 ml of a 5% (w/v) Ficoll solution in sea 

water. in a conical tube (2 cm by 8 cm). The oocytes are 
allowed to settle for 5-10 min: the coelomocytes stay at the 
top. 
In the case of smaller oocytes ( l e s  than 130 pm in diame- 
ter). the same orocedure is aoolied but 0.1 M sodium 

pH 7:4 buffer containing 0.35 M NaCl is used 
instead of sea water. This ohosohate buffer allows dissocia- 
tion of the coelomocytes w'hichLaggregate when the coelom- 
ic fluid is taken out of the animal. The concentration of the 
Ficoll solution is 2.5% (wiv) in phosphate buffer. 
.4fter separation. the coelomocyte-containing supernatant 
(2 ml) is removed with a pasteur-pipette and the remaining 
medium is discarded. leaving the coelomocyte-free oocyte 
pellet. Ficoll is removed from the ce11 suspensions by low- 
speed centrifugation washings in sea water or phosphate 
buffer for large and small oocytes. respectively. Figure 2.a 
shows the content of the coelomic fluid after puncture. As 
revealed on figure 2.b and c. the 2 ce11 populations ob- 
tained after separation are devoid of contaminants. 
Discussion and conclusion. The above described procedure 
provides a simple and rapid preparation of coelomocytes 
and oocytes from the coelomic fluid of Perinereis cultrifera. 

Figure 1. Schematic description of  the procedure. 
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Figure 2. Light microscope observations of the coeiomic contents 
(a), of the oocyte pellet after purification (b), and of the coelomo- 
cytes remaining in the upper supernatant (c). 

Based on light microscope observation. the oocyte prepara- 
tion is completeiy devoid of other coelomic cells. In addi- 
tion, a pure preparation of coelomocytes is recovered in the 
supernatant although the smallesr oocytes (<40 pm) 
sediment too slowly and a few contaminate the coelomo- 
cyte preparation. 
Electron microscopie observations reveal that this proce- 
dure does not alter the ultrastructural appearance of these 
celis. In addition. the viability of the oocytes is not different 
from that recovered for oocytes. prepared by differential 
centrifugation: they may be kept alive over 48 h in se3 
water at 12 OC. 
The described method leads to the recovery of pure oocyte 
and coelomocyte preparations. This is the first absolute 
requirement to investigate the proper enzymatic equipment 
of each ce11 types and to undertake a clear approach to 
uncover the biological relationships between each ce11 of 
the coelomic contents. 

2 Porchet. M. andSpik. G.. Comp. Biochem. Physiol.j96(1978) 175. 
3 Porchet M., Splk. G., and Dhainaut. A.. Biol. CeU 28 (1977) 

225. 
4 Durchon, LM.. Annls Sci. nat. 14 (1952) 1 19. 
5 Dhainauf A., and Porchet. M.. Biol. Ce1128 (1977) 233. 
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ET DE LA TRANSFORMATION DU GDP-MANNOSE EN 

1 - INCUBATION ---------- 
A - REACTION GENERALE DE GLYCOSYLATION 

-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

L a  r é a c t i o n  de g l y c o s y l a t i o n  p e u t  ê t r e  schémat isée  de l a  

façon s u i v a n t e  : 

Glycosyl-nucléot ide  + accepteur  -accepteur-glycosy l é  + nuc léo t ide  

L '  a c t i v i t é  enzymatique s e  mesure p a r  t r a n s f e r t  d '  un 

s u c r e  r a d i o a c t i f  s u r  les accep teu r s  endogènes ou exogènes. Comme 

t o u t e  r é a c t i o n  enzymatique, e l l e  e s t  sous l a  dépendance d ' un  

c e r t a i n  nombre d ' e f f e c t e u r s  (pH, température ,  fo rce  i on ique ,  

présence d' i c n s ,  e t c .  . . ) . On se p l a c e r a  t ou jou r s  dans l e s  cond i t i ons  

adéquates  pour  mesurer une v i t e s s e  i n i t i a l e .  

B - CONDITIONS D' INCUBATION POUR LA WNNOSYLTRANSFERASE 
--=-=-=-=-=-=-=-=-=--- -=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- =-=-- 

La r é a c t i o n  de mannosylation e s t  l a  s u i v a n t e  : 

Mannoa yLXnana 6 Enaa e 
l 

O P -  [ l4Ç3 Llan + accep teu r s  endogPnes -accepteurs- [14C]  Man + GDP 

L ' i ncuba t ion  s t anda rd  e s t  r é a l i s é e  en tampon cacodyla te  

de sodium 0,l M pH7,4, N a C l  0,154 M t  Mnc12 2mP, MgC12 5 mM, AFP 

10 mM e t  GDP- [ 1 4 C ]  ~ a n ( ( ~ m e r s h a m  UK) 203 3 307 mCi/mmo 3 . 



Pour un volume d ' i n c u b a t i o n  f i n a l  de 100 1, un homo- f' 
g é n a t  c e l l u l a i r e  ( 3  mg de p r o t é i n e s )  e s t  a j o u t é .  L ' i ncuba t ion  se 

f a i t  à 30°C. 

II - DETERMINATIGN DE LA RADIOACTIVITE L I E E  AUX ACCEPTEURS ENDOGENE4 ............................................................... 
A - ARmT DES REACTIONS - =- =- =- =- =- =- =- =- =- 

L e s  100 pi d ' i n c u b a t i o n  s o n t  d i l u é s  p a r  0 , 4  m l  de 

"mélange d ' a r r ê t "  composé de tanpon cacodyla te  de sodium 100 rnM 

pH7,4, de N a C l  154 mM, de MgCl* 4m.F e t  d ' l  mg d ' immuno~lobul ines  G 

(comme agent  d i s p e r s a n t )  . La s o l ü t i o n  e s t  xrélanqée avec 0 , 8  m l  de 

méthanol r e d i s t i l l é  e t  1,2 m l  de chloroforme ( R O N I N  e t  BOUCHILLOUX : 

1976) .  Après c e n t r i f u g a t i c n ,  l ' e x t r a c t i o n  s é q u e n t i e l l e  des  d i f -  

f é r e n t s  accep teu r s  manncsylés e s t  e f f e c t u é e  s u i v a n t  l a  méthode 

d'OLIVER e t  HEMMING (OLIVER e t  HEMMING : 1975) modifiée s e lon  

c e l l e  de BEHRENS (BEHRENS C R  al. : 1973) . 

B - EXTRACTION SEQUENTIELLE DES DIFFERENTS 
.......................................... 

INTERMEDIAIRES LIPIDIQUES MANNOSYLES ET DES 
............................................ 

PROTEINES NANNOSYLES 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= 

L e s  d i f f é r e n t e s  é t apes  de l a  méthode s o n t  r e p r é s e n t é e s  

s u r  l a  f i g u r e  38 page 120 . 

P a r  cette méthode, q u a t r e  phases peuvent  ê t r e  obtenues .  

1 - Une phase "chloroforme/méthano1" : ................................ ................................ 
contenant  l e s  i n t e r m é d i a i r e s  l i p i d i a u e s  de type d o l i c h a l  

avec un ou deux r é s i d u s  g lycosy l .  En u t i l i s a n t  des c e l l u l e s  de 
P -7 

rnarxnifères e t  un marquage a u  GDP- 1 14C] Man, on o b t i e n t  dans c e t t e  - c. 

phase Ees  Dol-P- 1 14C] Man. L a  mesure de l a  r a d i o a c t i v i t e  se f a i t  



e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  (Aqua l i t e )  . 

2 - Une phase "chloroforme/méthanol/eau" : [ 
.................................... 1 

C e t t e  phase  c o n t i e n t  c lass iquement  l e s  d o l i c h o l s  Dyro- 1 
1 

phosphates c l i g o s a c c h a r i d e s  narqués  a u  ['!Cl Man. La mesure de 

l a  r a d i o a c t i v i t é  se f a i t  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  (Aqua l i t e )  . 

3 - Un r é s i d u  p r o t é i q u e  : ------------------- ------------------- 
q u i  c o n t i e n t  l e s  p r o t é i n e s  nouvellement mannosylées. 

Le taux  de mannosylat ion e s t  mesuré e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  

(Aqua l i t e )  après  hydro lyse  a c i d e  10' à 100°C. 

4 - Une phase aqueuse : l 

C e t t e  phase  c o n t i e n t  l e  GDP- 1 14c J Man non u t i l i s é  p a r  

les mannosyltransf é r a s e s  a i n s i  qEe ses p r o d u i t s  de dégrada t ion  - - - 

([14C] Man e t  [ 1 4 C ]  Man-l-phosphate). D e  p l u s ,  on y t rouve l e s  

phosphool igosacchar ides  provenant  de l a  dégrada t ion  des Dc1-P-P- 

o l igosaccha r ides  (CACAN e t  al. : 1980 ; HOFLACK e x  al. : 1981) .  

Dans n o t r e  c a s ,  les p r o d u i t s  venant  de l a  t r ans fo rma t ion  dir 
1 

GDP-D-mannose s e  r e t r o u v e n t  également dans c e t t e  phase.  
1 

1 

I I I  - CONTROLE DE LA DEGRADATION DU PRECURSEUR NUCLEOTIDIQUE : ...................................................... 
LE GDP-MANNOSE -------------- 

A - I N H I B I T I O N  DES Rl2ACTIONS DE DEGRADATION DU 
-=-=-=- =- =-=-=i=-=-=-=-=-=- =-=-=-=-=-=-=-= 

BDP - MANNOSE - =- =- =- =- =- 

L a  premiere  p r é c a u t i o n  à prendre  lo rsque  l ' o n  t r a v a i l l e  ' 
s u r  des a c t i v i t é s  enzymatiques,  e s t  de v é r i f i e r  s i  du p r é c u r s e u r ,  



MilieÜ d ' i ncuba t ion  100 p l  
+ 300 p l  de  mélange d ' a r r ê t  

+ 800 p l  de  méthanol phase aqueuse ) 2 X 2  m l  de  phase i n f e r i e u r e  t héo r ique  

+ 1200 p l  de chloroforme - k ~ ~ 4  (CIPl3,  CH OH, B 0 ,  86  : 4  : 1 ,  v  : v  : v )  
3 2  

I 
a g i t a t i o n  e t  c e n t r i f u g a t i o n  

a g i t a t i o n  

c e n t r i f u g a t i o n  
c e n t r i f u g a t i o n  Phase organique 1 

Phase organique 2  

I\ Phase organique 3  

1 1 lavages  par 2 m l  d e  phase supé r i eu re  t héo r ique  I 

10 lavages  par 2 m l  de phase 
a g i t a t i o n  

s u p é r i e u r e  t heo r ique  

c e n t r i f u g a t i o n  (CHCI3/CH <)H/H20, 3 : 43 : 4 7 ,  V : v : V )  
3 

phase 10 : 10 : 3  avec l e s  Dol-P-P- o l igosaccha r ides  
mannosylés a g i t a t i o n ,  c e n t r i f u g a t i o n  

3  x 2 m l  de phase CHCl3/CHJOB/H 2 O, 

c u l o t  de  p r o t é i n e s  mannosylées 1 0 : 1 0 : 3 , v : v : v  

Figuhe 3 8  : E x t a a c t i o n  A E q u e n t i e l l e  de4 i n t e a m t d i a i a e ~  . . . . . . . . . 
l i p i d i q u e 4  . 



e n  1' occurence l e  GDP-mannose , e s t  encore  p r é s e n t  en f i n  de 

r é a c t i c n ,  ce  qui s i g n i f i e  que l a  r é a c t i o n  n ' a  pas  é t é  r a l e n t i e  

p a r  d é f a u t  de s u b s t r a t .  Dans l a  c e l l u l e  e t  à l a  s u r f a c e  c e l l u l a i r e ,  

il e x i s t e  des  pyrophosphatases e t  des  phosphatases  capables  de 

dégrader  les g lycosy l -nuc léo t ides  . 
, 

Le schéma s u i v a n t  r e p r é s e n t e  l e s  dég raza t ions  crue 

p e u t  s u b i r  l e  GDP-mannose : 

i 
GDP-D-mannose 1 rcmannose- 1-phosphate + GMP 

i n h i b i t i o n  
AMP 

t 
mannose + F i  

Il f a u t  b loque r  c e t t e  voie  de dégrada t ion .  L a  méthode 

l a  p l u s  s imple  c o n s i s t e  à r e t r o i n h i b e r  les pyrophosphatases p a r  

un des p r o d u i t s  de l a  r é a c t i o n ,  l e  GMP. Cependant, nous u t i l i s e r o n s  

l ' A l @  qui i n h i b e  également les enzymes sans  i n t e r f é r e r  s u r  les 

r é a c t i o n s  de g lycosy la t ion .  Dans n o t r e  c a s ,  10 rnM d ' ~ m  dans l e  

m i l i e u  d '  i ncuba t ion  s o n t  n é c e s s a i r e s  pour  b loquer  1 ' a c t i o n  des 

pyrophosphatases e t  des  phosphatases .  

B - CONTROLE CHROMATOGRAPHIQUE DES P R O D U I T S  DE 
-=-=-=- =-=-=-=-=-=-=i=-=- =i=-=-=-=- =-=-=-=-=-=-=-= 

DEGRADATION DU GDP-MANNOSE 
-=- =-=-=-=-=-=- =-p-=-=-=-= 

L a  dégrada t ion  e s t  s u i v i e  e n  chromatographie descendante 

s u r  p a p i e r  Whatman 3 ,  h u i t  heu re s  dans l e  s o l v a n t  A : a c é t a t e  

d ' 6 t hy l eby r id ine / ac ide  acé  t i que / eau  dans l e s  p r o p o r t i o n s ,  volume 

pour volume de 5 : 5 : 1 : 3 (SPIK e A  a l .  : 1979) .  L e s  s u c r e s  e t  



les sucres-  1-phosphate témoins,  s o n t  r é v é l é s  p a r  p u l v é r i s a t i o n  

d ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  e t  chauffage 5 '  à 1 2 0 ° C .  

Après chromatographie e t  r é v é l a t i o n  des témoins,  des 

bandes de 5 cm x 1 cm s o n t  découpees l e  long  du chemin chroma- 

tographique e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  déterminée en  s c i n t i l l a t i o n  

l i q u i d e  (L ipo f luo r )  . -. 

I V  - CARACTERI SATION DES PRODUITS DU METABOLI SPE DU GDD-MANNOSE .......................................................... 
D i f f é r e n t s  tests pe rme t t en t  de c a r a c t é r i s e r  l e s  p r o d u i t s  

formés à p a r t i r  du GDP-mannose : 

- comportement chromatographique des g lycosy l -nuc léo t ides .  

- comportement chromatographique des  s u c r e s  l i b é r é s  

a p r é s  r éduc t ion  e t  hydro lyse .  

- ana lyse  en  spec t romé t r i e  de masse couplée à l a  

chromatographie en phase gazeuse du fucose . 

A - COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES GLYCOSYL- 
............................................ 

NUCLEOTIDES 
- =- =- =- =- =- 

L a  s é p a r a t i o n  des d i f f é r e n t s  g lycosy l -nuc léo t ides  a  é t é  

r é a l i s é e  p a r  chromatographie descendante s u r  p a p i e r  Whatman 3 

dans les systèmes s o l v a n t s  s u i v a n t s  : 

- s o l v a n t  A : 

Acéta te  d '  é thy le /pyr id ine /ac ide  acé t i que / eau  dont  

les p ropor t ions  r e s p e c t i v e s  s o n t  de 5 : 5 : 1 : 3 

( v  : v : v : v ) .  Le temps de migra t ion  e s t  i c i  de 

v i n g t  heu re s .  Les témci?is de migra t ion  s o n t  l e  

GDP- [14C] Man e t  le  GDP- [ l4 A Fut. 

Les Rf s o n t  déterminés  p a r  r a p p o r t  au mannose-1- 

phosphate témoin : 



- S o l v a n t  B : 

Acide isobutyrique/amrr.oniaque 1 N  dans l e s  p r o p o r t i o n s  l 

de 5 : 3 ( V  : v ) .  Le temps de migra t ion  e s t  de t r e n t e  

heu res .  Les témoins u t i l i s é s  s o n t  le  GDP- [ 1 4 C ]  Mar., 
l 

le  GDP- [ 1 4 C ]  Fuc e t  l e  mannose l i b r e  ( r e v é l é  à 

1 ' o x a l a t e  d '  a n i l i n e  ap rè s  v a p o r i s a t i o n  du p a p i e r  l 

chromatographique e t  chauffage 5 ' à 1 2 0 ' ~ )  . 
L e s  R f  approximat i f s  s o n t  c a l c u l é s  p a r  r a p p o r t  au 

mannose : 

R f  g lycosy l -nuc léo t ide  i n t e r m é d i a i r e  = 0,45 

B - COMPORTEMENT CHROMATOGRAPHIQUE DES SUCRES LIEEFES 
................................................. 

APRES REDUCTION ET HYDROLYSE DES DIVERS GLYCOSYL- 
................................................. 

NUCLEOTIDES 
- =- =-=-=- =- 

1 - L e s  cond i t i ons  de l a  r éduc t ion  
.............................. 

La phase aqueuse ap rè s  évapora t ion  sous azo te  e s t  

r e p r i s e  p a r  500 pl  d 'une s o l u t i o n  d'ammoniaque 1 N ,  con tenant  

du BH4K 1rnM. Le mélange q u i  e s t  à p H  a l c a l i n ,  e s t  l a i s s é  à tempe- 

r a t u r e  ambiante pendant v i n g t  heu re s .  

L 'excès  de borohydrure de potassium e s t  d é t r u i t  p a r  

a d d i t i o n  de quelques  g o u t t e s  d ' ac ide  acé t ique .  

Les b o r a t e s  s o n t  é l iminés  sous  forme de méthyl-borates 

p a r  une s é r i e  d ' évapora t ions  en  présence  de méthanol. 



Après séchage,  l e  r é s i d u  e s t  hydro lysé .  

2 - Les c o n d i t i o n s  de l ' h y d r o l y s e  a c i d e  ................................... ................................... 
L ' é c h a n t i l l o n  r é d u i t  ou non, e s t  séché  sous a z o t e  pu i s  

r e p r i s  dans l m 1  d' une s o l u t i o n  d '  a c ide  t r i f l u o r o a c é t i q u e  1 N. 

L e  mélange e s t  e n s u i t e  p l a c é  pendant  deux heures  à 100°C. 

L ' é c h a n t i l l o n  a i n s i  hydrolysé  e s t  séché  sous évapora t ion  r o t a t i v e  

e t  r e p r i s  dans 100 p l  d ' eau .  L ' é c h a n t i l l o n  e s t  d e s s a l é  s u r  une 

colonne de Dowex 50 x 8 (forme H+) e t  de Dowex 1 x 8 (forme 

fo rmia t e )  . 

3 - Comportement chromatographique des  suc re s  l i b r e s  ................................................ ------------------------------------------------ 
a) - Chromatographie descendante  s u r  p a p i e r  Whatman 3 

+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+= 

L e  système s o l v a n t  C u t i l i s é  es t  ccmposé de n b u t a n o l ,  

d ' a c ide  acé t ique  e t  d ' e a u  dans l e s  p ropor t ions  r e s p e c t i v e s  de 

4 : 1 : 5 (v : v : v ) .  Ce système s o l v a n t  e s t  b iphas ique .  La phase 

s u p é r i e u r e ,  organique,  va  s e r v i r  de phase mobile a l o r s  que l a  phase 

i n f é r i e u r e ,  aqueuse,  va ê t r e  u t i l i s é e  pour s a t u r e r  l a  cuve. Les 

témoins de mig ra t ion  s o n t  l e  mannose, l e  fucose ,  l e  rhamnose, l e  

g lucose e t  l e  g a l a c t o s e .  L e  temps de migra t ion  e s t  de t r e n t e  s i x  

heures ,  ap rè s  chromatographie,  l e s  témoins s o n t  r é v é l é s  p a r  pulvé- 

r i s a t i o n  d ' o x a l a t e  d ' a n i l i n e  e t  chauffage 5 ' à 120°C. 

Le s y s t è x e  s o l v a n t  A e s t  également u t i l i s é ,  l e  temps 

de migra t ion  e s t  i c i  de h u i t  heures .  

Après chromatographie dans t ous  ces  systèmes s o l v a n t s  

des bandes de 5 cm x 1 cm s o n t  découp0es l e  long  du chemin 



chromatographique e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  déterminée e n  s c i n t i l -  

l a t i o n  l i q u i d e  (L ipo f luo r )  . 

b) - Chromatographie ascendante  s u r  couche mince 
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

La s o l u t i o n  à a n a l y s e r  e s t  déposée s u r  une plaque de i 
I 

1 

g e l  de s i l i c e  ( k i e s e l  g e l  60F254-Merck) prétrempée dans  une 

s o l u t i o n  de phosphate monosodique 0 ,15  M .  La migra t ion  s e  f a i t  

pendant  t r o i s  heures  dans l e  système s o l v a n t  D n-butanol/acétone/eau 

d o n t  l e s  p ropor t ions  s o n t  respec t ivement  4 : 5 : 1 (v : v : v )  . 
L e s  témoins mannose, fucose ,  rhamnose, xy lose  e t  g lucose  s o n t  

r é v é l é s  a p r è s  v a p o r i s a t i o n ,  de l a  couche mince à l ' o r c i n o l  s u l f u -  

r i q u e  e t  chauffage 2 '  à llO°C. Après chromatographie e t  r é v é l a t i o n  

des  témoins, l a  r a d i o a c t i v i t 6  e s t  déterminée en s c i n t i l l a t i o n  

l i q u i d e  ( L i p o f l u o r )  s u r  des  bandes de 0 , s  cm x 3 cm. 

C - ANALYSE EN SPECTROMETRIE DE MASSE COUPLEE A LA 
.............................................. 

CHROPATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DU PRODUIT 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=i=-=-=i=i=i=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

HYDROLYSE OBTENU APRES TRANSFORMATION DU 
-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-- - 
GDP-MANNOSE 
-=-=-=-=-=- 

1 - P r é p a r a t i o n  e t  p u r i f i c a t i o n  du GDP-fucose 
......................................... 

a )  - Incuba t ion  e t  chromatographie 
+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+=+ 

Après une incuba t ion  de  90 '  à 30°C dans les c o n d i t i o n s  

cacodyla te  d e  sod iun  0 , l  M pH7,4, NaCl 0,154 M t  MnCIZ 2mM, MgC12 

5mM, AMP lOrnM, NADPH,H+ 4 0 0  GDP-Man 200 M ,  l a  r é a c t i o n  e s t  Y 
a r r ê t é e  par  p r é c i p i t a t i o r .  des p r o t é i n e s  à l00 'C pendant  10'.  L e  

surnageant  obtenu a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  à 2000g 10' e s t  chromato- 

g r a p h i é  t r e n t e  heures  dans l e  système s o l v a n t  B .  L e  chemin 



chromatographique cor respondant  au  GDF-f ucose e s t  découpé e t  l e  

GDP-fucose es t  e l u é  une n u i t  p a r  de l ' e a u .  L ' é l u a t  e s t  f i l t r é  e t  

évaporé sous  v ide .  

b)  - P u r i f i c a t i o n  d u  GDP-fucose 
.......................... 

L e  GDP-fucose a i n s i  p r épa ré  e s t  p u r i f i é  p a r  a d s o r p t i o n  

s u r  du charbon a c t i v é  ( 2  f o i s  60 ma) . Après deux lavaqes  F a r  de 

l ' e a u ,  l e  GCP-fucose e s t  é l u é  p a r  q u a t r e  f o i s  4 m l  de mélange 

é thanol  30 %/amnoniaque 0 , 3  % . L e  rendement de c e t t e  p u r i f i c a t i o n  

e s t  d ' e n v i r o n  90 % . 

2 - P r é p a r a t i o n  de 1' Échan t i l l on  pour 1' ana lyse  e n  
.............................................. 

spec t romé t r i e  de  masse ...................... ...................... 
L a  p r é p a r a t i o n  de 1' é c h a n t i l l o n  n é c e s s i t e  deux é t a p e s  : 

a )  - La r éduc t ion  
+=+=+=+=+=+= 

Après l y o p h i l i s a t i o n ,  l e  p r o d u i t  à a n a l y s e r  e s t  r e p r i s  

pa r  1 m l  de  soude 0 ,05  M. On a j o u t e  du  BD4Na e n  excès  {envi ron  3M). 

Le mélange q u i  e s t  à pH a l c a l i n  e s t  l a i s s é  une n u i t  à température  

ambiante. La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  e n  a c i d i f i a n t  l e  m i l i e u  r é a c t i o n -  

n e l  à l ' a i d e  de Dowex 50 x  8 ( 2 5  - 50 mesh, forme H+) . Après 

d é c a n t a t i o n  e t  f i l t r a t i o n ,  les b o r a t e s  r e s t a n t  s o n t  é l iminés  sous 

l a  forme de méthylborates  p a r  une s é r i e  d ' évapora t ions  sous  v ide  

en présence  de méthanol. L e  b u t  de l a  r éduc t ion  e s t  double : 

- s t a b i l i s e r  l e  p r o e u i t  en  l e  d é c y c l f s a n t  ; 

- marquer a u  deutérium l a  f o n c t i o n  aldéhydique l o r s  

de l a  f ragmenta t ion  e t  pe rme t t r e  de d i s t i n g u e r  l e  

carbone q u i  c o n s t i t u e  l a  l i a i s o n  o s i d i q u e .  



b )  - L ' a c é t y l a t i o n  
+=+=+=+=+=+=+ 

Après r éduc t ion ,  l ' é c h a n t i l l o n  est  séché e t  r e p r i s  p a r  

100 1 de p y r i d i n e  e t  p a r  100 p l  d ' anhydr ide  a c é t i q u e .  L 'acé ty-  P 
l a t i o n  se f a i t  comme l a  r éduc t ion  à température  ambiante pendant  

1 .  
une n u i t .  L e s  r é a c t i f s  s o n t  retirés p a r  séchage sous  a z o t e .  Les 

p rodu i t s  s échés  s o n t  r e p r i s  p a r  du méthanol e t  i n j e c t é s  en spec- 

t romé t r i e  de  masse couplée  à l a  chromatographie e n  phase gazeuse .  

1 

3 - Les c o n d i t i o n s  de  chromatographie e t  de Céterminat ion ..................................................... ..................................................... 
du s p e c t r e  de masse ------------------- ------------------- 

Environ 1 pg de  p r o d u i t  e s t  i n j e c t e  dans une colonne 

c a p i l l a i r e  d e  type CP Sc1 5 CB (0 ,32 cm x 25 m ) ,  l a  s é p a r a t i o n  

s ' e f f e c t u e  avec  un g r a d i e n t  de température  de 130°C à 230°C à 

r a i s o n  de 10°C par  minute .  Après passage e n  chromatographie phase 

gazeuse,  l ' a n a l y s e  se f a i t  Fa r  s p e c t r o m é t r i e  de masse sous une 

éne rg i e  de  70eV e t  un cou ran t  i o n i s a n t  de  0 , 2  rnA ( l e  type d e  

1' a p p a r e i l  e s t  Riber  - Mag 10-b, Rueil-Malmaison, FRANCE) . 

V - LOCAL1 S A T I  ON SUBCELLULAI  RE E T  PURI  F I  CATION P A R T I  E L L E  DE ....................................................... 

Après homogénéisation d e s  ovocytes  de Pehbnekeia 

culXhideta dans l e s  c o n d i t i o n s  d é c r i t e s  précédemment, l 'homoqénat 

e s t  c e n t r i f u g é  C 150 000 g pendant  une heure  à 4 O C .  Le su rnagean t  

e s t  r e p r i s  e t  1' a c t i v i t é  e n z y m a t i q ~ e  contenue dans ce  surnageant  

e s t  concentree  par  p r é c i p i t a t i o n  au  s u l f a t e  d '  ammonium 65  % pendant  

une heure à 4 ° C  ( c e t t e  p r é c i p i t a t i o n  se f a i t  sous a g i t a t i o n  l e n t e )  . 
Après c e n t r i f u g a t i o n  à 15 000 g pendant 30'  à 4OC,  l e  c a l o t  



renfermant  1' a c t i v i t é  enzymatique, e s t  s o l u b i l i s 6  dans un volume 

minimum p a r  d u  tampon cacodyla te  de sodium 0 , l  M pH7,4, NaCl 

0,154 M. C e t t e  s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  d y a l i s é e  deux heu res  à 4OC 

con t r e  2 x 1 l i t r e  de  c e  même  tampon. La sou rce  enzymatique a i n s i  

p u r i f i é e  e s t  conservée dans l ' a z o t e  l i q u i d e  d u r a n t  une pér iode  

n ' excédant  pas quinze j o u r s .  
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