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ABREVIATIONS 

Asn  : L-Asparagine 

C e r  -Glc : Glucosyl-céramide 

C M P  -NeuAc : Cytosine monophosphate N -acétylneuraminique 

Do1 : Dolichol 

EDTA : Acide éthyléne d iamine  t é t r a  -acétique 

Fuc  : L-Fucose  

Ga1 : D-Galactose 

GalNAc : N-Acétyl -D -galactosamine 

GDP-Fuc  : Guanosine diphosphate L-fucose 

GDP -Man : Guanosine diphosphate D -mannos e 

Glc : D-Glucose 

GlcNAc : N-Acétyl-D -glucosamine 

GlcNAc -PP -Do1 : Dolichol diphosphate N -acétyl  -D -glucosamine 

GlcNAcZ -PP -Do1 : Dolichol diphosphate di-N-acétylchitobiose 

Glc -P-Do1 : Dolichol phosphate D -glucose 

Man : D-Mannose 

Man-P-Do1 : Dolichol phosphate D -mannose 

NeuAc : Acide N-acétylneuraminique 

Oligosaccharide -PP -Do1 : Dolichol diphosphate ol igosacchar ide 

P-Do1 : Dolichol phosphate 

S e r  : L-Sérine 

T h r  : L-Thréonine 

-- _ UDP -Glc : Uridine diphosphate D -glucose 

UDP -GlcNAc : Uridine diphosphate N-acétyl-D-glucosamine 

Xyl : D -Xylo s e 



I N T R O D U C T I O N  

Les  r e c h e r c h e s  e f f e c t u é e s  d e p u i s  l e s  d i x  d e r n i è r e s  

a n n é e s  s u r  l e s  g l y c o c o n j u g u é s  ( g l y c o l i p i d e s  e t  g l y c o p r o t é i n e s )  

o n t  m o n t r é  l ' i m p o r t a n c e  c o n s i d é r a b l e  d e  c e s  m o l é c u l e s  d a n s  l a  

b i o l o g i e  e t  l a  p h y s i o l o g i e  c e l l u l a i r e .  

Des r ô l e s  v a r i é s  l e u r  s o n t  a t t r i b u é s  : - i n t é g r é s  

d a n s  l a  membrane p l a s m i q u e  e t  e x p o s a n t  l e u r s  g l y c a n n e s  a u  

m i l i e u  e x t r a c e l l u l a i r e ,  c e u x - c i  s o n t  d e s  a n t i g è n e s  m e m b r a n a i r e s  

d o n t  l a  s t r u c t u r e  s u b i t  d e  p r o f o n d e s  m o d i f i c a t i o n s  a u  c o u r s  d e  

l a  t r a n s f o r m a t i o n  m a l i g n e , d e s  s i t e s  r é c e p t e u r s  de  v i r u s  e t  

d ' h o r m o n e s  o u  e n c o r e  d e s  composés  i m p l i q u é s  d a n s  l a  

r e c o n n a i s s a n c e  d e  l ' a d h é s i o n  c e l l u l a i r e  ( v o i r  l a  r e v u e  g é n é r a l e  

d e  HUGHES : 1 1 ,  - m o l é c u l e s  s o l u b l e s  : c e u x - c i  s o n t  d e s  

t r a n s p o r t e u r s  o u  d e s  h o r m o n e s .  

La m i s e  a u  p o i n t  d e  m é t h o d e s  a n a l y t i q u e s  d e  p l u s  

e n  p l u s  f i n e s  a  p e r m i s  d e  d é t e r m i n e r  d e  n o m b r e u s e s  s t r u c t u r e s  

p r i m a i r e s  d e  l a  p a r t i e  g l u c i d i q u e  - o u  g l y c a n n e  - d e s  

g l y c o c o n j u g u é s ,  e t  l e s  l o i s  r e l a t i v e s  aux  s é q u e n c e s  

o l i g o s a c c h a r i d i q u e s  o n t  pu  ë t r e  é t a b l i e s  ( v o i r  l a  r e v u e  d e  

MONTREUIL : 2 )  . 

S ' a p p u y a n t  s u r  c e s  p r é c i e u s e s  d o n n é e s  s t r u c t u r a l e s ,  

l e s  g r a n d e s  l i g n e s  d e s  m é c a n i s m e s  g é n é r a u x  d e  l a  b i o s y n t h è s e  

d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  o n t  é t é  g r a n d e m e n t  f a c i l i t é e s  p a r  

l ' u t i l i s a t i o n  d ' i n h i b i t e u r s  d e  r é a c t i o n s  de  g l y c a s y l a t i o n .  



De p l u s ,  c e s  i n h i b i t e u r s  d e  b i o s y n t h è s e  s o n t  d e s  o u t i l s  

p r é c i e u x  p o u r  e x p l o r e r  l e s  r ô l e s  b i o l o g i q u e s  de l a  p a r t i e  

g l y c a n n i q u e  d e s  g l y c o c o n  j u g u é s  . 

Nos t r a v a u x  o n t  p o r t é  s u r  l ' é t u d e  d ' u n  i n h i b i t e u r  : 

l e  b i s -  (p-nitrophény1)phosphate , 
Où a g i t - i l  ? 

Q u e l l e  r é a c t i o n  i n h i b i t e - t - i l  ? 

Que 1 e s t  s o n  mécan i sme  d ' a c t i o n  ? 

Avant  d e  p r é s e n t e r  n o s  t r a v a u x  p e r s o n n e l s ,  n o u s  

a l l o n s  r é s u m e r  l ' e s s e n t i e l  d e s  c o n n a i s s a n c e s  s u r  l a  s t r u c t u r e ,  

l a  b i o s y n t h è s e  e t  l ' a p p o r t  d e  l ' u t i l i s a t i o n  d e s  i n h i b i t e u r s  

d a n s  l ' é t u d e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s .  



G E N E R A L I T  

1 - STRUCTURES GÉNÉRALES DES GLYCOPROTÉINES 

L e s  g l y c o p r o t é i n e s  f o r m e n t  une t r é s  v a s t e  c l a s s e  

p a r m i  c e s  c o n s t i t u a n t s  a p p e l é s  g l y c o c o n j u g u é s ,  r é s u l t a n t  de  

l ' a s s o c i a t i o n  d ' u n  g l y c a n n e  a v e c  u n e  p r o t é i n e .  

Ce c h a p i t r e  r a p p e l l e  b r i è v e m e n t  l a  c l a s s i f i c a t i o n  

e t  l a  s t r u c t u r e  d e  c e s  g l y c a n n e s  ( v o i r  l e s  r e v u e s  de  SPIRO : 3 ,  

KORNFELD e t  KORNFELD : 4 ,  5 ,  MONTREUIL : 6 ) .  

S e l o n  l e  t y p e  d e  l i a i s o n  e n t r e  l e  g l y c a n n e  e t  l a  

p r o t é i n e ,  on d i s t i n g u e  : 

- l e s  O - g l y c o ~ y l p r o t é i n e s  d o n t  l a  l i a i s o n  e n t r e  l e  

g l y c a n n e  e t  l a  p r o t é i n e  e s t  d e  t y p e  O - g l y c o s i d i q u e .  

- l e s  N - g l y c o s y l p r o t é i n e s  d o n t  l a  l i a i s o n  e n t r e  l e  

g l y c a n n e  e t  l a  p r o t é i n e  e s t  d e  t y p e  N - g l y c o s i d i q u e .  

A - LES O-GLYCOSYLPROTEINES 

P l u s i e u r s  t y p e s  d e  l i a i s o n  g l y c a n n e - a c i d e  a m i n é  

o n t  é t é  c a r a c t é r i s é s  d a n s  l e s  O - g l y c o s y l p r o t é i n e s .  En e f f e t ,  

p l u s i e u r s  m o n o s a c c h a r i d e s  t e l  q u e  : l a  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e ,  

l e  mannose ,  l e  g a l a c t o s e  e t  l e  x y l o s e ,  e t  p l u s i e u r s  a m i n o a c i d e s  

t e l  q u e  : l a  s é r i n e ,  l a  t h r é o n i n e ,  l ' h y d r o x y l y s i n e  e t  

l ' h y d r o x y p r o l i n e  s o n t  i m p l i q u é s  d a n s  l e s  p o i n t s  d ' a t t a c h e .  

Nous n o u s  l i m i t e r o n s  a u x  g l y c o p r o t é i n e s  d e  t y p e  

c o l l a g è n e ,  m u c i n e  e t  a u x  p r o t é o g l y c a n n e s .  



1  - Les  g l y c o p r o t é i n e s  d e  t y p e  c o l l a g è n e  

Dans l e s  c o l l a g è n e s  d e s  m a m m i f è r e s ,  l e  g a l a c t o s e  

e s t  c o n j u g u é  O - g l y c o s i d i q u e m e n t  à l ' h y d r o x y l y s i n e  p a r  l a  

l i a i s o n  : ~ a l - ( d l -  ) -Hyl .  L e s  r é s i d u s  g a l a c t o s y l s  p e u v e n t  

ê t r e  g l y c o s y l é s  e n  p o s i t i o n  C-2 ( v o i r  l e s  r e v u e s  g é n é r a l e s  

de  BALASZ : 7 e t  SHARON : 8). 

- L e s  g l y c o p r o t é i n e s  d e  t y p e  muc ine  

Le m o n o s a c c h a r i d e  l e  p l u s  s o u v e n t  e n g a g é  d a n s  

c e t t e  c o n j u g a i s o n  e s t  l a  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  (GOTTSCHALK 

efi & Z  : 9 ) ,  s u r  l e q u e l  s e  g r e f f e  s o i t  un r é s i d u  d e  $ - g a l a c t o s e  

e n  p o s i t i o n  C-3, s o i t  un r é s i d u  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e n  p o s i t i o n  

C-6. 

Dans l e  p r e m i e r  c a s ,  on o b t i e n t  l e  g l y c o p e p t i d e  : 

q u i  r e p r é s e n t e  l e  n o y a u  commun à de  nombreux g l y c a n n e s  q u i  en  

d é r i v e n t  p a r  s u b s t i t u t i o n .  En e f f e t ,  s u r  l e  r é s i d u  g a l a c t o s y l ,  

p e u v e n t  v e n i r  s e  b r a n c h e r  un r é s i d u  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e n  

p o s i t i o n  C-3 ( e x e m p l e  de  l a  g l y c o p h o r i n e ,  THOMAS e t  WINZLER : 1 0 )  

un r é s i d u  de f u c o s e  e n  p o s i t i o n  C-2, un r é s i d u  d e  N - a c é t y l g a l a c t o -  

s a m i n e  e n  p o s i t i o n  C-3 comme l e  m o n t r e  l a  s t r u c t u r e  du 

g l y c o p e p t i d e  d e  g l a n d e  s o u s  m a x i l l a i r e  d e  P o r c  e n  f i g u r e  1,  

p a g e  5 (CARLSON e t  a l  : 1 1 )  , o u  e n  p o s i t i o n  C-6 : e x e m p l e  du 

g l y c o p e p t i d e  d e  g l a n d e  s o u s  m a x i l l a i r e  d e  Mouton (BERTOLONI e t  

PIGMAN : 1 3 )  ( f i g u r e  2 ,  p a g e  5 ) 



GalNAc(a 1 -3)-Gal(al-3)-~al~~c(al-3)-~er(~hr) 

( (a 1 -2) (a2 -6) 

F u c  
I 
N e u A c  

FIGURE 7 : S.ttu&uhe du gLycopepZide de glunde ~ O U A  maxdX&e 

de pom i C d o n  e-t d: 7 2  1 

GalNAc(a1-3)-~er(~hr) 

t (a2-6) 
N e u A c  

FIGURE 2 : Sakuctuhe du gLqcope&de de gtnnde bouh m a f i a i n e  

de moLctan ( B M o l a L  at Pigman: 74 1 .  

FIGURE 3 : ~ f i u d u h e  du noyau pentanacchdriCgue. 



L e s  p r o t é o g l y c a n n e s  

L e s  p r o t é o g l y c a n n e s ,  a p p e l é s  é g a l e m e n t  m u c o p o l y s a -  

- c c h a r i d e s ,  o n t  p o u r  s é q u e n c e  d ' a t t a c h e  à l a  p r o t é i n e ,  l a  

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

S u r  c e  t r i s a c c h a r i d e  d e  b a s e  s e  f i x e n t  d e s  

p o l y m è r e s  d e  s t r u c t u r e s  r é p é t i t i v e s ,  f o r m é e s  d ' a c i d e  u r o n i q u e ,  

l i é  à l a  N - a c é t y l g a l a c t o s a m i n e  ( v o i r  l a  r e v u e  g é n é r a l e  d e  

RODEN : 1 5 )  . 

B - LES N-GLYCOSYLPROTEINES 

C o n t r a i r e m e n t  a u x  O - g l y c o s y l p r o t é i n e s  o ù  i l  

e x i s t e  p l u s i e u r s  t y p e s  d e  l i a i s o n  g l y c a n n e - a c i d e  a m i n é ,  l e s  

N - g l y c o s y l p r o t é i n e s  p r é s e n t e n t  un s e u l  t y p e  d e  p o i n t  

d ' a t t a c h e .  C e t t e  l i a i s o n  f a i t  i n t e r v e n i r  l a  N - a c é t y l g l u c o s a -  

mine  d ' u n e  p a r t  e t  l ' a s p a r a g i n e  d ' a u t r e  p a r t  ( v o i r  l e s  

r e v u e s  d e  RODEN e t  HOROWITZ : 1 6 ,  RODEN : 1 7 ,  MONTREUIL : 1 8 )  . 
L e s  m o t i f s  g l y c a n n i q u e s  d e  c e s  g l y c o p r o t é i n e s  p o s s è d e n t  e n  

commun l e  même n o y a u  p e n t a s a c c h a r i d i q u e ,  l i é  p a r  u n e  l i a i s o n  

f 3 - g l y c o s y l a m i n i q u e  à u n e  a s p a r a g i n e  t o u j o u r s  i n c l u s e  d a n s  l e  

t r i p e p t i d e  : Asn-X-Thr ( S e r )  a p p e l é  " s é q u o n "  ( R O N I N  et: &Z 1 9 )  . 
La s t r u c t u r e  d e  c e  n o y a u  e s t  r e p r é s e n t é e  d a n s  l a  f i g u r e  3 ,  

p a g e  5 . 

S e l o n  l a  n a t u r e  d e s  r é s i d u s  s a c c h a r i d i q u e s  q u i  s e  

g r e f f e n t  e n  p o s i t i o n  4 e t  4 ' ,  on d i s t i n g u e  : 

- l e s  g l y c a n n e s  d e  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  

- l e s  g l y c a n n e s  d e  t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e  



1 - L e s  g l y c a n n e s  d e  t y p e  o l i g o m a n n o s i d i q u e  

Ces  s t r u c t u r e s  n e  r e n f e r m e n t  q u e  d e s  r é s i d u s  d e  

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

n o m b r e  p e u t  v a r i e r  d e  3  à 9 ,  l e u r  mode d e  b r a n c h e m e n t  p e u t  

s e  f a i r e  e n  p o s i t i o n  C-2,  C-3 ,  C-6 s u r  l e s  r é s i d u s  m a n n o s y l s  

4 e t  4 '  ( v o i r  f i g u r e  4 ,  p a g e  8 1 .  

2  - L e s  g l y c a n n e s  d e  t y p e  N - a c é t y l l a c t o s a m i n i q u e  

Des r é s i d u s  N - a c é t y l l a c t o s a m i n y l s  : Gal(f31-4)-GlcNAc 

v i e n n e n t  se  b r a n c h e r  e n  p o s i t i o n  C-2 s u r  l e s  m a n n o s e s  e x t e r n e s  

c o n s t i t u a n t  a i n s i  l a  s t r u c t u r e  d e  b a s e  q u e  l ' o n  t r o u v e  p a r  

e x e m p l e  d a n s  l e  g l y c o p e p t i d e  i s o l é  d e  l a  l a c t o t r a n s f e r r i n e  

h u m a i n e  ( S P I K  e t  al : 2 2 )  ( v o i r  f i g u r e  5 ) .  

FIGURE 5 : Sttuctuhe du glycapeptide h a l é  de l a  lactottand4emine 

Czm&ne (Spih et d: 2 3  1 .  



Man(a  1 -2)-Man(a  1 -2)-  an 

\a 1-3)  

Man(a  1 -2)-Man Man(6 1 -4 ) -G~CNAC(  6 1 - 4 ) - G l c ~ ~ c ( 6  1 -4)-Asn 

3 / a l  -6)  

Man 

/l -6) 
Man( a 1 -2) -Man 

Man 

\ ( a i  -3) 

Man  Man( 3 1 - 4 ) - G l c ~ A c ( B  1 -4 ) -G~CNAC(B 1 -4)-Asn 

Man 

FIGURE 4 : E x m p l u  de 4 f i uc twru  g lycanni iua  de Xupe o&go- 

A-Glycopepfide 81 de c&uRec, o v d e n n u  de Czamhitet 

c l unoh  ( L i  e,t Koknddd: 2 O ) . - "*'? 

8-GCycopepfide GP-V de l '  ovalbumine i Conchie et , I 

S&achan: 2 7 1 . 



Ce motif peut être à son tour substitué par : 

- un ou plusieurs résidus de fucose branchés soit 
en position C-6 sur le N-acétylglucosamine 1 ,  soit en C-3 sur 

le N-acétylglucosamine 5 et 5'. 

- un ou plusieurs résidus d'acide neuraminique 
liés en position C-3 ou C-6 sur le galactose 6 et 6'. 

Récemment, FINNE e t  al (24) ont montré l'existence 

possible d'un branchement de l'acide sialique en position C-8 

sur l'acide sialique préalablement fixé. 

- une ou plusieurs branches de N-acétyllactosamine 
supplémentaires en position C-4 sur le mannose 4 et en C-6 sur 

le mannose 4', donnant des structures tri- ou tétraantennées 

(voir figure 6 ,  7, page 10 1 .  

Récemment, des structures pentaantennées ont été 

décrites (FRANCOIS-GERARD e t  al : 27, YOSHIMA e t  al : 28) 

3 - Les glycannes de type mixte 

Les structures, dites mixtes, c'est à dire entre 

le type oligomannosidique et N-acétyllactosaminique, ont été 

mises en évidence. Le glycopeptide isolé de l'ovalbumine 

(voir figure 8 ,  page 1 0 )  servira d'exemple (TAI e t  al : 291, 

un résidu N-acétylglucosaminyl est branché en position terminale 

non réductrice sur un mannose du noyau pentasaccharidique. 



FIGURE 6 : SRtudwre d'un glqcanne XantennC de l a  ~EXLne  

de veau ( N A o n  ct d: 2 5 1 . 

GlcNAc 

( 3 1  -4) 
.Glc?lAc - M a n  

/(Bi -6) 
GlcNAc 

F IGURE f : S h u d w r e  ci' un glqcanne pentaan.tennZ de ~'ovomucoide 

de poule I Pairenté ct cd: 26 . 

~ a n y  - 3 / / i a l  - 6 )  

Man 

Man  41 - 6 )  

F I G U R E  ti : S&uc;twre d'un gtycopepZide h o 1 2  de l'ovcdbwnine 
fia 
,< ..ii:c f 
'-- / 



C - CONCLUSION 

I l  e s t  r e m a r q u a b l e  de  n o t e r  q u ' i l  e x i s t e  u n e  

c e r t a i n e  d u a l i t é  d a n s  l a  s t r u c t u r e  p r i m a i r e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s  

e n t r e  une  p a r t i e  i n v a r i a b l e  ( l a  s é q u e n c e  g l y c a n n i q u e  d u  p o i n t  

d ' a t t a c h e  d e  l a  m o l é c u l e l e t  u n e  p a r t i e  v a r i a b l e  ( l e s  r é s i d u s  

g l y c a n n i q u e s ,  d i s p o s é s  à s a  p é r i p h é r i e )  

T o u t e s  c e s  s t r u c t u r e s  s o n t  d e s  é l é m e n t s  p r é c i e u x  

p o u r  é l u c i d e r  e t  c o m p r e n d r e  t o u t e s  l e s  é t a p e s  d e  l e u r  b i o s y n t h è s e  . 



2 - LA BIOSYNTHÈSE DES GLYCOPROTÉINES 

A - INTRODUCTION 

Q u e l l e  q u e  s o i t  l a  r é a c t i o n  d e  g l y c o s y l a t i o n  

e x a m i n é e ,  c e l l e - c i  s e  f a i t  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d ' e n z y m e s  

d e  b i o s y n t h è s e  : l e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  

1 - La r é a c t i o n  e n z y m a t i q u e  

L e s  r é s i d u s  m o n o s a c c h a r i d e s  s o n t  t r a n s f é r é s  a u x  

e x t r é m i t é s  non r é d u c t r i c e s  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s  ou  d e  

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

enzymes  s p é c i f i q u e s  (ROSEMAN : 3 1 ,  SCHACHTER e t  RODEN : 3 2 1 ,  

s e l o n  l a  r é a c t i o n  s u i v a n t e  : 

= r a s e  Glycosy l t r ans f  ' 

glycosyl -nucléot ide  + a c c e p t e u r  --.lp a c c e p t e u r  glycosylé + nilcléotide 

a - L e s  d o n n e u r s  e t  a c c e p t e u r s  

Le s u c r e  d o n n e u r  e s t  t o u j o u r s  un d é r i v é  p h o s p h o r y l é .  



Ce p e u t  ê t r e  un g l y c o s y l - n u c l é o t i d e  t e l  q u e  l e  GDP-Man, 

UDP-Gal, CMP-NeuAc, GDP-Fuc, UDP-Glc O U  UDP-GlcNAc ( v o i r  l a  

r e v u e  d e  STURGES et a2  : 3 3 )  o u  un g l y c o l i p i d e  ( v o i r  l a  r e v u e  

d e  PARODI e t  LELOIR : 3 4 )  . 

Le t a u x  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  c e s  d o n n e u r s  e s t  

modulé  p a r  l a  p r é s e n c e  d ' e n z y m e s  : l e s  p y r o p h o s p h a t a s e s  e t  

l e s  p h o s p h a t a s e s  ( v o i r  l a  r e v u e  d e  MONTREUIL : 3 5 ,  SPIK et al : 

3 6 ) ,  c a p a b l e s  d t h y d r o l Y s e r  l e s  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  s e l o n  l a  

r é a c t i o n  s u i v a n t e  : 

p y r o p h o s p h a t a s e  p h o s p h a t a s e  

XDP-sucre ---+c XMP+sucre- 1-P s u c r e  + P i  

L '  a c c e p t e u r  p e u t  ê t r e  u n e  p r o t é i n e ,  une  g l y c o p r o t é i n e  

o u  un g l y c o l i p i d e .  La p l u p a r t  d e s  r é a c t i o n s  d e  t r a n s f e r t  o n t  é t é  

é t u d i é e s  g r â c e  à l ' e m p l o i  d e  g l y c o p r o t é i n e s  o u  d e  g l y c o p e p t i d e s  

e x o g è n e s  t e l s  q u e ,  p a r  e x e m p l e ,  l ' o v o m u c o ~ d e  e t  l ' a s i a l o f é t u i n e  

o u  a s i a l o a g o l a c t o f é t u i n e  ( v o i r  l e s  s t r u c t u r e s  f i g u r e s  6 e t  7 ,  

p a g e  1 0 ) .  

les gZycosy ltransférases 

L e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  ( v o '  r l e s  r e v u e s  d e  

MONTREUIL : 3 7 ,  SCHACHTER e t  ROSEMAN : 38)  s o n t  s p é c i f i q u e s  

d u  s u c r e  q u ' e l l e s  r e c o n n a i s s e n t  e t  d e  l a  l i a i s o n  q u ' e l l e s  

f o r m e n t .  L e u r  bon f o n c t i o n n e m e n t  n é c e s s i t e  e n  g é n é r a l  l a  

p r é s e n c e  d e  c a t i o n s  d i v a l e n t s  comme l e  magnésium e t  l e  

n a n g a n è s e .  



L e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  s o n t  d e s  

p r c t é i n e s  e n  g é n é r a l  l i é e s  a u x  membranes  e t  l e u r  s o l u b i l i s a t i o n  

n é c e s s i t e  l ' e m p l o i  d e  d é t e r g e n t s .  C e t t e  é t r o i t e  a s s o c i a t i o n  

glycosyltransférase-membrane e s t  un l o u r d  h a n d i c a p  p o u r  

p u r i f i e r  c e s  e n z y m e s .  

c - Le mécanisme 

La b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  d i f f è r e  s e l o n  

l e  t y p e  d e  l i a i s o n  e n t r e  l e  g l y c a n n e  e t  l a  p r o t é i n e .  A i n s i ,  

l a  s y n t h è s e  d e  O-glycosylprotéiness'effectue s i m p l e m e n t  p a r  

a d d i t i o n  s é q u e n t i e l l e  d e  m o n o s a c c h a r i d e s  s u r  l a  p r o t é i n e ,  à 

P a r t i r  d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  c o r r e s p o n d a n t e s .  

Au c o n t r a i r e ,  l a  s y n t h è s e  d e s  N - g l y c o s y l p r c t é i n e s  

e s t  b e a u c o u p  p l u s  c o m p l e x e ,  e l l e  f a i t  i n t e r v e n i r  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  i n d i s p e n s a b l e s  à l ' a s s e m b l a g e  d u  

g l y c a n n e  q u i ,  a p r è s  t r a n s f e r t  s u r  l a  p r o t é i n e  e t  m a t u r a t i o n ,  

d o n n e r a  l a  N - g l y c o p r o t é i n e  f i n a l e .  . 

B - LA BIOSYNTHESE DES O-GLYCOSYLPROTEINES 

Le s c h é m a  d e  b i o s y n t h è s e  d e s  ~ - g l y c o s y l p r o t é i n e s  

q u e  n o u s  p o u v o n s  a c t u e l l e m e n t  t r a c e r  s e  d é g a g e  d e s  é t u d e s  

f a i t e s  s u r  l e s  O - g l y c o s y l p r o t é i n e s  d e  t y p e  m u c i n e  ( v o i r  

f i g u r e  9 ,  p a g e  1 5  1 .  



Polypeptide 

N-acr'tylj ialnctosnn~i~~yl-  
t r a n s f i r a s c  

G,1(131-3)-GalN.Ac(ii 1 -3 ) -Scr(T1ir)  r ( l c ( a 1  - z ) - G i l l ( t l  - ~ ) - G ~ I ~ N I \ c ( o I  - 3 ) - S e r ( ' r l > r )  

s i n l y l t r a i i s f < r 3 s e  NcuAc 

~ - . i c i t y l y ; i I i i ~ t u ~ i r m i ~ ~ ~ l -  
trni i s idrnse  

rucosy  l ;ransfSrïae  
N e u A c ( u t - 3 ) - G a I ( ~ l  -3) -GalNAc( i i l  -3)-Sor('l 'hr) 

1 ( 0 2 - 6 )  

N e i ~ k c  Fiic(uI-2)-G~il(dl-3)-GalNAc(ml-3)-Ser(l'lir) 
~.~l(gl-3)-G.ilNAc(al-3)-S~r(Tlir) 1 ("2-6) 

NeuAc 

N-~c i5 ly lg ; i I . i c to san1 in~ l -  
tr , i i i s i t :r i i s~  

GiilNAc 

<;, l(fil-3)-G.~INA~(~il-3)-St.r(Tlir) 

P u c  NcuAc 

FIGURE 9 : Schéma de b i o n  yn théoe  d u  O-gCyconqCphaXeinu 

+, h é a d o n  U n p o n s i b l e  

h é a c t i o n  P e n t e  



L e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

Etape 1 : T r a n s f e r t  d ' u n  r é s i d u  B - N - a c é t y l -  

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

s o u s  l ' a c t i o n  d ' u n e  f i - g a l a c t o s a m i n y l t r a n s f é r a s e  (HILL e t  a l  : 

3 9 ) .  

Etape 2 : A l l o n g e m e n t  d e  c e t t e  c h a i n e  p a r  é t a p e  : 

- b r a n c h e m e n t  d ' a c i d e  s i a l i q u e  (CARLSON e t  a l  : 4 0 ,  

BEYER e t  a l  : 4 1 ,  SADLER e t  a l  : 4 2 )  a v a n t  o u  a p r è s  f i x a t i o n  

d ' u n  r é s i d u  g a l a c t o s y l  e n  p o s i t i o n  C-3 (SCHACHTER e t  a l  : 4 3 )  

- b r s n c h e m e n t  d e  f u c o S e  (BEYER e t  a l  : 4 4 )  o u  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  (REARICK e t  a l  : 4 5 )  . 
- t r a n s f e r t  d ' u n  r é s i d u  a-N-aciéylgalactosaminyl 

t e r m i n a l  e n  C-3 s u r  l e  g a l a c t o s e  (BEYER e t  a l  : 4 6 )  . 

La  b i o s y n t h è s e  d ' o l i g o s a c c h a r i d e s d e  t y p e  m u c i n e  

s e  d i s t i n g u e  d e  c e l l e  d e s  N - g l y c o s y l p r o t é i n e s  p a r  l e  f a i t  

q u ' e l l e  n e  s e m b l e  p a s  f a i r e  i n t e r v e n i r  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  e t  q u ' i l  n ' e x i s t e  p a s  d e  p r o c e s s u s  d e  m a t u r a t i o n  

d e s  g l y c a n n e s  p r é a l a b l e m e n t  s y n t h é t i s é s .  

C - LA B I O S Y N T H E S E  DES N-GLYCOSYLPROTEINES 

La b i o s y n t h è s e  d e s  N - g l y c o s y l p r o t é i n e s  s ' e f f e c t u e  

e n  p l u s i e u r s  é t a p e s  : 



1 - S y n t h ë s e  d ' u n  o l i g o s a c c h a r i d e  p r é c u r s e u r ,  

a t t a c h é  à un i n t e r m é d i a i r e  l i p i d i q u e  a u  n i v e a u  du  r é t i c u l u m  

e n d o p l a s m i q u e  r u g u e u x ,  s u i v i  p a r  l e  t r a n s f e r t  e n  b l o c  d e  c e t  

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 .  C e t t e  s y n t h è s e  e s t  p l u s  connue  

s o u s  l e  nom d e  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s .  

2 - M a t u r a t i o n  d u  g l y c a n n e  p r é c u r s e u r  d a n s  l e  G o l g i .  

1 - Les  d o l i c h o l s  e t  l e  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  

L o c a l i s é s  d a n s  l e  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  r u g u e u x ,  

i l s  j o u e n t  un r o l e  i m p o r t a n t  l o r s  de  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  

g l y c o p r o t é i n e s .  

a - Les doZichols 

Ce t e r m e  q u a l i f i e  une f a m i l l e  de d é r i v é s  

p o l y p r é n i q u e s  c o n s t i t u é s  p a r  1 6  à 2 0  u n i t é s  d e  r é p é t i t i o n  

i s o p r è n e  d o n t  l a  d e r n i è r e  e n  p o s i t i o n  a e s t  t o u j o u r s  s a t u r é e  

( v o i r  l e  r e v u e  de HEMMING : 4 7 ) .  La c a r a c t é r i s t i q u e  de  c e t t e  
O 

c h a i n e  e s t  s a  t a i l l e  ( 1 0 0  A )  l u i  p e r m e t t a n t  d e  t r a v e r s e r  

l a  b i c o u c h e  l i p i d i q u e  d e s  membranes ( v o i r  f i g u r e  1 0 ,  p a g e  18 ) . 

S u r  c e  d o l i c h o l ,  p e u t  s e  f i x e r ,  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d ' u n  g r o u p e m e n t  p h o s p h a t e  d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  t e l  q u e  l e  

mannose ,  l e  g l u c o s e  o u  l e  x y l o s e  ( v o i r  l a  r e v u e  de  FALTYNEKz48) 

a b o u t i s s a n t  à d e s  dolichol-phosphate-glycosylés. 

La N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  q u a n t  à e l l e  s e  f i x e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  

d ' u n  g r o u p e m e n t  p y r o p h o s p h l t e  a b o u t i s s a n t  à un d o l i c h o l -  

pyrophosphate-N-acétylglucosamine q u i  p e r m e t  l a  c o n s t i t u t i o n  

d e  composés  d e  p l u s  e n  p l u s  c o m p l e x e s ,  p a r  a l l o n g e m e n t  de  l a  

c h a i n e  g l u c i d i q u e  ( v o i r  f i g u r e  1 1 ,  p a g e  18 1 .  



(51 - ) 
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FIGURE 1 0  : SubnZi,tu;tian du dofichal-~hoaphate p m  Ce mannode, 

l e  glucobe , l e .  xyCode eZ Ca N-acéXqlgluco4anÛne- 

1 - phoh phde .  



Le d o l i c h o l - p h o s p h a t e  j o u e  l e  r 6 l e  d e  t r a n s p o r t e u r  

l o r s  de l ' é l a b o r a t i o n  de  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  ; c ' e s t  a u s s i  un 

a c c e p t e u r  d a n s  l a  s y n t h è s e  d e  s u c r e  d o n n e u r  : d o l i c h o l -  

p h o s p h a t e - m a n n o s e  e t  dolichol-phosphate-glucose s y n t h é t i s é s  

r e s p e c t i v e m e n t  à p a r t i r  de  GDP-Man e t  d  'UDP-Glc ( v o i r  l e s  

r e v u e s  d e  P A R O D I  e t  LELOIR : 4 9 ,  BEHRENS e t  TABORA : 5 0 ) .  

D ' a u t r 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  o n t  é t é  m i s  

e n  é v i d e n c e  t e l  q u e  : l e s  f i c a p r é n o l s  c h e z  l e s  p l a n t e s  e t  l e s  

r é t i n o l s  o u  v i t a m i n e  A c h e z  l e s  mammifères  (SASAK e t  DE LUCA : 

5 1 ) .  Le r ô l e  j o u é  p a r  c e s  l i p i d e s  r e s t e  à d é t e r m i n e r .  

b - Le c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  

Le schéma  1 2 ,  e n  p a g e  20 , r é s u m e  l e s  c o n n a i s s a n c e s  

a c t u e l l e s c o n c e r n a n t  l e  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  ( v o i r  l e s  r e v u e s  

g é n é r a l e s  de WAECHTER e t  L E N N A R Z  : 5 3 ,  H E M M I N G  : 5 4 ,  5 5 )  q u i  

a b o u t i t  à l a  f o r m a t i o n  d ' u n  o l i g o s a c c h a r i d e  composé de  14 

r é s i d u s  d e  s u c r e  ( f i g u r e  1 1 ,  p a g e  18 ) . ( L I  e t  a?, : 5 6 ,  H U B B A R D  

e t  ROBBINS : 5 7 ,  SPIRO e t  : 5 8 ) .  

Les  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  s o n t  l e s  s u i v a n t e s  : 

Etape  1 : F o r m a t i o n  de GlcNAc-PP-Do1 à p a r t i r  de 
I 

P h o s p h o - d o l i c h o l  e t  d  UDP-GlcNAc p u i s  a l l o n g e m e n t  e n  

GlcNAc2-PP-Do1 ( v o i r  l a  r e v u e  de  ELSEIN : 5 9 ) .  



FIGURE 1 2  : Cycle den dofichyl-plionphde,$ (Hemming:52] 

Récap*fdat*6 deo d i v e ~ e h  inkib"tioizn de l a  

glycooqlation au niveau du c q d e  den do f i cho l~  

1 -  dGlc 2-  FGlc et F!4an 

3- amplionty&ne 4-  ba&aoine 5- 

6 -  hhoiudosq&ne 7- *u"cmywne 



Etape  2 : A d d i t i o n  d e  r é s i d u s  m a n n o s y l s  

a b o u t i s s a n t  à l a  f o r m a t i o n  d e  Man -GlcNAc -PP-Dol .  
9 2  

L e s  t r a v a u x  d e  CHAPMAN e t  a l  ( 6 0 )  on; p e r m i s  d ' é l u c i d e r  

l ' o r d r e  d a n s  l e q u e l  s o n t  a j o u t é s  l e s  m o n o s a c c h a r i d e s  a u  c o u r s  

d e  c e t t e  s y n t h è s e .  A i n s i ,  i l  e s t  d é m o n t r é  q u e  l e s  c i n q  p r e m i e r s  

r é s i d u s  m a n n o s y l s  o n t  p o u r  d o n n e u r  l e  GDP-Man ( K A N G  e t  a l  : 01, 

GERSHMAN e t  ROBBINS : 6 2 ,  KORNFELD e t  a l  : 6 3 )  a l o r s  q u e  l e s  

q u a t r e  s u i v a n t s  p r o v i e n n e n t  d u  Man-P-Dol.  

Etape 3 : A d d i t i o n  d e  r é s i d u s  g l u c o s y l s  s u r  

l'oligosaccharide-PP-Do1 f a i s a n t  i n t e r v e n i r  d e s  g l u c o s y l -  

t r a n s f é r a s e s  d i s t i n c t e s  (MURPHY e t  SPIRO : 6 4 ) .  Le d o n n e u r  

e s t  i c i  l e  Glc-P-Do1 (STANELONI e t  a l  : 6 5 )  e t  l ' a c c e p t e u r  

p e u t  ê t r e  l e  Man -GlcNAc -PP-Do1 o u  l e  Man -GlcNAc -PP-Do1 
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(CHAPMAN e t  a l  : 6 6 ) .  La n a t u r e  d e s  l i a i s o n s  r e l i a n t  l e s  

r é s i d u s  g l u c o s y l s  à l a  m o l é c u l e  ( L I  e t  a2 : 6 7 ,  L I U  e t  a l  : 6 8 )  

e t  l ' é t u d e  e f f e c t u é e  p a r  l e s  i n h i b i t e u r s  ( v o i r  p a g e  39 ) s o n t  

e n  f a v e u r  d e  l ' e x i s t e n c e  d e  d e u x  e n z y m e s .  

Etape 4 : T r a n s f e r t  e n  b l o c  d e  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

a i n s i  s y n t h é t i s é  s u r  un r é s i d u  d ' a s p a r a g i n e  (KIELY e t  a l :  6 9 ,  

JAMIESON : 7 0 )  g é n é r a l e m e n t  s i t u é  d a n s  un c o u d e  6 d e  l a  

p r o t é i n e  a c c e p t r i c e  (AUBERT e t  a l :  7 1 ,  BEELEY : 72)  . Ce 

t r a n s f e r t  s ' e f f e c t u e  p a r  1' i n t e r m é d i a i r e  d e  l a  " d o l i c h y l -  

diphosphoryl-oligosaccharide-protéine oligosaccharidyltransfërase". 

La p r é s e n c e  d e  r é s i d u s  g l u c o s y l s  s u r  l'oligosaccharide-PP-Do1 

b l o q u e  l ' a c t i o n  d ' u n e  p y r o p h o s p h a t a s e  c a p a b l e  d e  c o u p e r  l a  

l i a i s o n  p y r o p h o s p h a t e ,  m a i n t e n a n t  un t a u x  i n t r a c e l l u l a i r e  e n  

o l i g o s a c c h a r i d e - P P - D o 1  é l e v é  e t  f a v o r i s a n t  a i n s i  l e  

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  (HOFLACK e t  a l  : 

7 3 ) .  



2 - M a t u r a t i o n  du  g l y c a n n e  

La d i v e r s i t é  d e  s t r u c t u r e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

m a t u r e s  s u g g è r e  q u e ,  a p r è s  s o n  t r a n s f e r t  s u r  l a  p r o t é i n e ,  l e  

g l y c a n n e  s u b i t  un c e r t a i n  nombre d e  t r a n s f o r m a t i o n s . L a  

f i g u r e  13, p a g e  2 3  r é s u m e  l e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  d e  c e t t e  

m a t u r a t i o n .  

Etape  1 : E l a g a g e  d e s  t r o i s  r é s i d u s  g l u c o s y l s  e t  

d e  q u a t r e  r é s i d u s  m a n n o s y l s  e x c é d e n t a i r e s  p a r  d e s  enzymes 

s p é c i f i q u e s .  L ' é l i m i n a t i o n  d e s  r é s i d u s  g l u c o s y l s  s e  s i t u e  

a p r è s  l e  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  

(KORNFELD e t  a l  : 7 4 ,  PARODI : 75). P l u s i e u r s  g l u c o s i d a s e s  

o n t  é t é  m i s e s  en  é v i d e n c e  (SPIRO e t  a l  : 7 6 )  : l a  g l u c o s i d a s e  1 

ô t a n t  l e  r é s i d u  g l u c o s y l  l e  p l u s  e x t e r n e  ( G R I N N A  e t  ROBBINS : 7 7 )  

e t  l a  g l u c o s i d a s e  I I  - I I I  é l i m i n a n t  s u c c e s s i v e m e n t  l e s  d e u x  

r é s i d u s  g l u c o s y l s  r e s t a n t s .  3 e  même, d e u x  a c t i v i t é s  

m a n n o s i d a s i q u e s  h y d r o l y s a n t  l e s  l i a i s o n s  al-2 o n t  é t é  

r e n c o n t r é e s  d a n s  l e  G o l g i  ( O P H E I M  e t  TOUSSER : 78, TABAS e t  

KORNFELD : 79, TULSIANI e t  a l  : 8 0 )  . 

Etape  2 : A c t i o n -  de  l a  0-2-N-acétylglucosaminyl 

t r a n s f é r a s e  1 (STANLEY e t  a l  : 81) b r a n c h a n t  un r é s i d u  d e  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e n  al-2. C e t t e  enzyme i s o l é e  à p a r t i r  

d e  c o l o s t r u m  de  v a c h e  (HARPAZ e t  SCHACHTER : 82) e t  d e  f o i e  

d e  l a p i n  (HOPPENHEIMER e t  HILL : 83) a une  t r è s  h a u t e  a f f i n i t é  

p o u r  l e  composé s u i v a n t  : Man -GlcNAc -Asn m a i s  p e u t  a u s s i  
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u t i l i s e r  l e  Man3-GlcNAc~Asn comme s u b s t r a t .  



C ; c ~ A c ( ? l  -2)-Man 

\ l-3)  t 
.~lan(~1-4)-ClcNAc(31-4)-Clc'l.~c(31-4)-Asn 

CICNAC(:~ -2)-Man Rdaction d'élongation ca ta lysées  p a r  les  
gaiactosyl- .  fucosyl-, sia1yl:ransférases 

Glc(n1 -2)-Glr(ril -3)-Glc(ri1-3)-M.ilr(nl -2)-hlati(ir1 -2)-hfsti 

- 3 )  

h.laii(fil -2)-hlan hlnti(lll - 4 ) - ~ l c ~ ~ c ( l ' I  -4)-<;lcNAc(l' I -J)-AsII 

\, l - 3 ) / n l  - 6 )  

S t r u c t u r e  type  
N-acétyl lacrosaminyque 

/"Y:;) 

h4n11((t l -2)-hf411 

hlnn 

glucosidas e s  
mannos idases  

\al  - 3 )  f 
Man Man((ll --1)-Glcl\1Ac(PI -4) -GICNAC(CI  - , I ) - A s ~  

\ml  - 3 ) F l - 6 )  

Man /ia 1-61 

N-acétylglucosarnmvItransiérase 1 

ClcNN4clil -2)-Man 

St ruc tures  tvpe  
oligomannosidique 

\ l -3 )  

Man Man(S1 -i)-GlcNAc(S 1 -4)-ClcZI-.c(?l-4)-Asn 

\al - 3 ) P a 1  -6) 

/2::6n) 

N-acé'.jlglucosaminvItransférase III CicN.4~ -dépenden1 -mannos ldases  

GlcNAcjil -?)-Alan An 
Structures  type  mix te  

\al -3) 

Man( ll-4)-GlcXXc(E 1-4'-GlcS-4c(;l - i ) s n  



Etape  3 : E l i m i n a t i o n  de  d e u x  r é s i d u s  m a n n o s y l s  

e n  a l - 6  e t  a l - 3  p a r  d e s  m a n n o s i d a s e s  g o l g i e n n e s  (HARPAZ e t  

SCHACHTER : 84) t r è s  a f f i n e s  p o u r  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  d e  

s t r u c t u r e  : GlcNAc-Man -GlcNAc2. 
5 

Etape  4 : A c t i o n  de  l a  B-2-N-acétylglucosaminyl- 

t r a n s f é r a s e  I I  (NARASIMHAM e t  a2 : 8 5 )  a v a n t  ou  a p r è s  

b r a n c h e m e n t  d e  r é s i d u s  f u c o s y l s  e n  p o s i t i o n  C-6 s u r  l a  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n y l  d u  p o i n t  d ' a t t a c h e  (JABBAL e t  SCHACHTER : 

86, WILSON e t  a l  : 8 7 )  . 

En f i n  d e  m a t u r a t i o n ,  l e  b r a n c h e m e n t  de  r é s i d u s  

t e r m i n a u x  c o n f è r e  a u  g l y c a n n e  s o n  o r i g i n a l i t é  : 

- A d d i t i o n  d e  r é s i d u s  g a l a c t o s y l s  p a r  une  

B-4-galactosyltransférase ( K H A T A  e t  a l  : 8 8 ,  SCHACHTER e t  

ROSEMAN : 8 9 ) .  

- A d d i t i o n  d e  r é s i d u s  f u c o s y l s  e n  C-3 s u r  l a  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e x t e r n e  (PAULSON e t  a l  : 9 0 )  o u  e n  C-2 

s u r  l e  g a l a c t o s e  (BEYER e t  a l  : 9 1 )  

- A d d i t i o n  d e  r é s i d u s  d ' a c i d e  s i a l i q u e  e n  C - 3  : 

o u  C-6 d e s  r é s i d u s  g a l a c t o s y l s  ( V A N  DEN EIJDEN e t  SCHIPHORST : 

92 : P A U L S O N  e t  a2 : 9 3 ) .  

L ' o r d r e  d e  c e s  d e u x  d e r n i è r e s  r é a c t i o n s  d e  

g l y c o s y l a t i o n  n ' a  p u  e n c o r e  ê t r e  é t a b l i  m a i s  o b é i t  

n é a n m o i n s  à d e s  l o i s  s t r i c t e s  de  s u b s t i t u t i o n  : l a  c o e x i s t e n c e  

d ' a c i d e  s i a l i q u e  e t  d e  f u c o s e  s u r  une  même b r a n c h e  n ' a  j a m a i s  

é t é  d é c r i t e .  



En c o n c l u s i o n ,  t o u t e s  l e s  N - g l y c o s y l p r o t é i n e s  

commencen t  p a r  ê t r e  d e s  s t r u c t u r e s  o l i g a m a n n o s i d i q u e s ,  c ' e s t  

s e u l e m e n t  a p r è s  m a t u r a t i o n  q u e  l a  s p é c i f i c i t é  e s t  d o n n é e  p a r  

l a  m o l é c u l e  e n  d e s  g l y c a n n e s  p l u s  c o m p l e x e s  d e  t y p e  

N - a c e t y l l a c t o s a m i n i q u e  o u  o l i g o m a n n o s i d i q u e  o u  e n c o r e  d e  t y p e  

h y b r i d e s .  

B i e n  q u e  l e s  g r a n d s  t r a i t s  d e  l a  b i o s y n t h è s e  d e  

g l y c o p r o t é i n e s  s o i e n t  é l u c i d é s ,  d e  n o m b r e u x  p o i n t s  r e s t e n t  

e n c o r e  o b s c u r s .  L e s  i n h i b i t e u r s  d e s  r é a c t i o n s  d e  g l y c o s y l a t i o n  

s o n t  d e  p r é c i e u x  o u t i l s  a u s s i  b i e n  p o u r  e x p l o r e r  l e  r ô l e  

b i o l o g i q u e  d e  l a  p a r t i e  g l y c a n n i q u e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  q u e  

p o u r  d i s s é q u e r  c e r t a i n s  m é c a n i s m e s  d e  r é a c t i o n s  d e  g l y c o s y l a t i o n .  



3 - LES INHIBITEURS DES GLYCOSYLTRANSFÉRASES 

D ' a b o r d  r e m a r q u é e s  p o u r  l e u r s  p r o p r i é t é s  a n t i v i r a l e s  

(SCHACHTER e t  : 9 4 1 ,  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  s e  s o n t  r é v é l é e s  

ê t r e  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  r é a c t i o n s  d e  g l y c o s y l a t i o n .  

Nous d é c r i r o n s ,  d a n s  c e  c h a p i t r e ,  l e  mode d ' a c t i o n  

d e  q u e l q u e s  u n e s  d ' e n t r e  e l l e s  ( v o i r  l e s  r e v u e s  d e  STRUCK e t  

LENNARZ : 9 5 ,  SCHWARZ e t  DATEMA : 9 6 ,  SCHWARZ e t  : 9 7 )  . 

E l l e s  p e u v e n t  ê t r e  r é p a r t i e s  e n  p l u s i e u r s  c l a s s e s  : 

- Les a n a l o g u e s  d e  s u c r e s  s i m p l e s .  

- Les  a n t i b i o t i q u e s .  

- Les i n h i b i t e u r s  d e  s t r u c t u r e s  d i v e r s e s .  

A - L E S  ANALOGUES DE SUCRES S I M P L E S  

Le 2 - d e s o x y - D - g l u c o s e  ( d é s o x y g l u c o s e  ou d G l c ) ,  l e  

2-desoxy-2-fluoro-D-glucose ( f l u o r o g l u c o s e  o u  F G l c ) ,  l e  

2 -desoxy-2- f  luoro -D-mannose  ( f  l u o r o m a n n o s e  o u  FMan) , e t  l e  

2 -desoxy-2-D-g lucose  ( g l u c o s a m i n e )  s o n t  d e p u i s  p l u s i e u r s  

a n n é e s  c o n n u s  comme é t a n t  d e s  i n h i b i t e u r s  du  d é v e l o p p e m e n t  

v i r a l  (SCHWAIZ e t  DATEMA : 9 8 ,  SCHOLTISSEK : 9 9 ,  SCHWARZ 

e t  a2 : 1 0 0 )  p a r  i n h i b i t i o n  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  d e s  

g l y c o p r o t é i n e s  v i r a l e s  (SCHWARZ ET K L E N K  : 1 0 1 ) .  Ce s o n t  d e s  

a n a l o g u e s  d e  s u c r e s  s p é c i f i q u e s  ( l e u r s  a c t i o n s  s o n t  r é s u m é e s  

d a n s  l e  t a b l e a u  1, p a g e  3 1 ,  a i n s i  q u e  d a n s  l a  f i g u r e  1 2 ,  p a g e  2 0 ) .  



1  - Le d e s o x y g l u c o s e  

L e s  é t u d e s  e f f e c t u é e s  i n  v i v o  s u r  d e s  f i b r o b l a s t e s  

i n f e c t é s  p a r  S e m l i k i  f o r e s t  V i r u s  e t  i n f l u e n z a  A V i r u s  

( S C H W A R Z  e t  al : 1 0 2 )  m o n t r e n t  l a  f o r m a t i o n  de  GDP-dGlc e t  

d e  UDP-dGlc i n h i b i t e u r  de  l a  s y n t h è s e  d'oligosaccharide-PP-Do1 

(SCHWARZ e t  DATEMA : 1 0 3 )  à d i f f é r e n t s  n i v e a u x  : 

- Le dGlc-P-Do1 fo rmé  à p a r t i r  de  GDP-dGlc e t  d e  

p h o s p h o - d o l i c h o l  (SCHWARZ e t  U Z  : 1 0 4 )  d i m i n u e  l a  q u a n t i t é  ,de 

p h o s p h o - d o l i c h o l  u t i l i s a b l e  p o u r  l a  f o r m a t i o n  de  Man-P-Do1 

(SCHWARZ e t  : 1 0 5 ) ,  G ~ c - P - D o 1  e t  GlcNAc-PP-Do1 (DATEMA 

e t  a2 : 1 0 6 ) .  L ' u t i l i s a t i o n  d e  p h o s p h o - d o l i c h o l  e x o g é n e  

r é d u i t  c e t t e  i n h i b i t i o n  i n  v i v o  i n d i q u a n t  q u e  l e s  s u c r e s  

e n t r e n t  e n  c o m p é t i t i o n  p o u r  l i m i t e r  l e  t a u x  de  p h o s p h o - d o l i c h o l .  

P a r  c e  m é c a n i s m e ,  l a  f o r m a t i o n  d e s  i n t e r m é d i a i r e s  e s s e n t i e l s  

à l a  s y n t h è s e  d'oligosaccharide-PP-Do1 e s t  d i m i n u é e  o u  i n h i b é e  

s i  l a  q u a n t i t é  de d o l i c h o l  e s t  f a i b l e .  

- L ' é l o n g a t i o n  du  GlcNAc -PP-Do1 e s t  i n h i b é e  2 
p a r  l e  GDP-dGlc s i  c e l u i - c i  e s t  e n  q u a n t i t é  s u f f i s a n t e  p a r  

r a p p o r t  a u  GDP-Man (DATEMA e t  SCHWARZ : 1 0 7 ) .  La f i x a t i o n  de  
/ 

d e s o x y g l u c o s e à  p a r t i r  d  UDP-dGlc s u r  l e  Glc?!Ac -PP-Do1 
2 

a b o u t i t  à l a  f o r m a t i o n  de  dGlc-GlcNAc -PP-Do1 q u i  n e  p e u t  
2 

ê t r e  a l l o n g é  p a r  l e  GDP-Man o u  l e  Man-P-Dol. Une s i t u a t i o n  

s i m i l a i r e  s ' a p p l i q u e  p o u r  l e  dGlc-Man-GlcNAc -PP-Dol.  
2 

Les  o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  d e  s t r u c t u r e s  a b é r r a n t e s  e t  non 

f o n c t i o n n e l l e s  s ' a c c u m u l e n t .  Ce mécan i sme  é t a n t  i r r é v e r s i b l e ,  

c o n d u i t  à l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  s y n t h è s e .  



- Le d e s o x y g l u c o s e  i n t e r f é r e  é g a l e m e n t  a v e c  d ' a u t r e s  

é t a p e s  du  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s .  C e t  a n a l o g u e  d e  s u c r e  e s t  

i n c o r p o r é  à l a  p l a c e  d e  r é s i d u  m a n n o s y l  (DATEMA e t  SCHWARZ : 1 0 8 )  

o u  g l u c o s y l  (DATEMA e t  SCHWARZ : 1 0 9 )  d a n s  l ' o l i g o s a c c h a r i d e -  

PP-Dol. Des t r a v a u x ,  e f f e c t u é s  s u r  d e s  s y s t è m e s  a c e l l u l a i r e s ,  

m o n t r e n t  q u e  l ' i n c o r p o r a t i o n  de  r é s i d u  d e s o x y g l u c o s a m i n y l  à l a  

p l a c e  de  r é s i d u  m a n n o s y l  d a n s  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  à 

l o n g u e  c h a i n e ,  empêche l e  t r a n s f e r t  e n  b l o c  d e  c e t  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  (DATEMA e t  SCHWARZ : 1 1 0 )  . Néanmoins ,  

on p e u t  r e n c o n t r e r  l e  d e ~ x y g l u c o s e  d a n s  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  

(KALUZA e t  al : 1 1 1 ,  STEINER et al : 1 1 2 ) ,  d e s  mannanes  e t  
I I  

g l y c a n n e s  de  l e v u r e  (BIELY e t  al : 1 1 3 ,  KRATKY e t  al : 1 1 4 )  

s i  c e l u i - c i  e s t  e n  q u a n t i t é  i n s u f f i s a n t e  p o u r  p r o v o q u e r  une  

i n h i b i t i o n  t o t a l e .  

2 - Le f l u o r o g l u c o s e  e t  l e  f l u o r o m a n n o s e  
. ... - 

Dans l e s  l e v u r e s  e t  l e s  c e l l u l e s  e m b r y o n n a i r e s  de 

p o u l e t ,  à l a  f o i s  l e  f l u o r o g l u c o s e  e t  l e  f l u o r o m a n n o s e  s o n t  

m é t a b o l i s é s  p a r  l i a i s o n  a v e c  1'UDP e t  l e  GDP (SCHMIDT e t  al : 

1 1 5 ) .  Apparemment ,  l a  c e l l u l e  ne f a i t  p a s  d e  d i f f é r e n c e  e n t r e  

c e s  deux  s u c r e s  f l u o r é s .  

Le f l u o r o g l u c o s e  i n t e r f è r e  a v e c  l e s  r é a c t i o n s  de  

m a n n o s y l a t i o n  : il i n h i b e  l a  f o r m a t i o n  de  Man-P-Do1 e t  de  c e  

f a i t ,  b l o q u e  l ' a s s e m b l a g e  d e  G l c  -Man -GlcNAc2-PP-Do1 
3  9 

(DATEMA e t  al : 1 1 6 ) ,  l ' é l o n g a t i o n  du  Man -GlcNAc2-PP-Do1 ne  5  
p e r m e t t a n t  p a s  l a  s y n t h è s e  de  G l c  -Man -GlcNAc -PP-Do1 

3  9 2  
(DATEMA e t  U Z  : 1 1 7 ) .  



L ' i n h i b i t i o n  d e  c e t t e  s y n t h è s e  p e u t  S t r e  i n v e r s é e  o u  

b l o q u é e  (DATEMA e t  SCHWARZ : 1 1 8 )  e n  a d d i t i o n n a n t  a u  

m i l i e u  d e  c u l t u r e  u n e  q u a n t i t é  a d é q u a t e  d e  mannose  

(SCHMIDT e t  al : 1 1 9 )  : i l  s e m b l e r a i t  q u e  l e  GDP-FGlc 

s o i t  un i n h i b i t e u r  c o m p é t i t i f  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  Man-P-Do1 

m a i s  j u s q u ' à  c e  j o u r ,  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  f l u o r o g l u c o s e  

d a n s  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  d u  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  

n ' a  p u  ê t r e  m o n t r é e  (DATEMA e t  al : 1 2 0 ) .  

Le Man -GlcNAc -PP-Do1 p e u t  s e  f o r m e r  d a n s  l e s  
5 2  

c e l l u l e s  t r a i t é e s  a u  f l u o r o g l u c o s e  (DATEMA e t  al : 1 2 1 1 ,  

l ' h e p t a s a c c h a r i d e  s y n t h é t i s é  p e u t  ê t r e  t r a n s f é r é  s u r  l a  

p r o t é i n e  i n  v i v o  , p r o b a b l e m e n t  d e  l a  même f a ç o n  q u ' u n  

d é r i v é  g l u c o s y l é .  L ' o r i g i n e  d e  c e  manque  d e  r é s i d u s  

g l u c o s y l s  n ' e s t  p a s  e n c o r e  c o n n u e .  Mais l e  f a i t  q u e  l e  

t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  g l u c o s y l  d u  Glc-P-Do1 à l ' h e p t a s a c c h a r i d e -  

PP-Do1 n ' e s t  p a s  t o u c h é  p a r  l ' i n h i b i t e u r  ( d e  même q u e  l e  

t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  m a n n o s y l  à p a r t i r  d e  Mdn-P-Dol) d ' u n e  

p a r t ,  e t  q u e  l e s  m e m b r a n e s  d e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  m o n t r e n t  

u n e  d i m i n u t i o n  d u  t a u x  d e  Man-P-Do1 e t  Glc-P-Do1 (DATEMA 

e t  al : 1 2 2 )  d 1 a , u t r e  p a r t ,  i n c i t e n t  à p e n s e r  q u e  l e  

f l u o r o g l u c o s e  i n t e r v i e n t  a u  n i v e a u  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  

Glc-P-Do1 comme i l  l e  f a i t  p o u r  l e  Man-P-Dol.  

Une à i f f é r e n c e  n o t a b l e  e n t r e  l e  d e v e n i r  

m é t a b o l i q u e  d u  f l u o r o m a n n o s e ,  f l u o r o g l u c o s e  e t  d e s o x y g l u c o s e  

e s t  q u e  l e s  s u c r e s  f l u o r é s  n e  s o n t  p a s  i n c o r p o r é s  d a n s  l e s  

g l y c o l i p i d e s  o u  g l y c o p r o t é i n e s .  S e u l s ,  q u e l q u e s  g l y c a n n e s  

d e s  p a r o i s  c e l l u l a i r e s  d e  l e v u r e  r e n f e r m e n t  d e s  r é s i d u s  d e  

f l u o r o g l u c o s e  e t  f i u o r o m a n n o s e  ( S C H M I D T  e t  al : 1 2 3 ) .  



3 - La g l u c o s a m i n e  

Un examen d u  m é t a b o l i s m e  d e  l a  g l u c o s a m i n e  s o u s  

d e s  c o n d i t i o n s  i n h i b a n t  l a  g l y c o s y l a t i o n  p r o t é i q u e  , n e  

r é v è l e  a u c u n  m é t a b o l i s m e  p a r t i c u l i e r  m a i s  o n  c o n s t a t e  q u e  

l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  g l u c o s a m i n e  e s t  f o r t e m e n t  

a u g m e n t é e  (K3CK e t  al : 1 2 4 )  . Le l a v a g e  d e  c e s  c e l l u l e s  a v e c  

un m i l i e u  s a n s  g l u c o s a m i n e ,  r é t a b l i t  l a  g l y c o s y l a t i o n  e n  1 5  

m i n u t e s .  D u r a n t  c e  l a v a g e ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  m é t a b o l i t e s  

d e  l a  g l u c o s a m i n e  e t  c e l l e  d e s  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  n e  

v a r i e  p a s  ; s e u l e  l a  c o n c e n t r a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  d e  

g l u c o s a m i n e  d i m i n u e .  La g l u c o s a m i n e  a g i t  d o n c  e n  t a n t  q u e  

t e l l e  comme i n h i b i t e u r .  

Des t r a v a u x  o n t  m o n t r é  q u e  l a  g l u c o s a m i n e  i n h i b e  

l e s  p r e m i è r e s  é t a p e s  d u  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  (DATEMA e t  SCHWARZ : 

1 2 5 )  m a i s  c e c i  n ' e s t  p a s  v a l a b l e  p o u r  l e s  s y s t è m e s  a c e l l u l a i r e s .  

Une h y p o t h è s e  s e  d é g a g e  s e l o n  l a q u e l l e  l a  

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

d e s  d o l i e h o l s ,  e n  a f f e c t a n t  l a  s t r u c t u r e  e t  l e s  p r o p r i é t é s  d e s  

s y s t è m e s  m e m b r a n a i r e s  (MOLNAR e t  BEKESI : 1 2 6 ,  FRIEDMAN e t  

SKEHAN : 1 2 7 ) .  En o u t r e ,  l a  g l u c o s a m i n e  p e u t  c a u s e r  d e s  

m o d i f i c a t i o n s  d u  t a u x  d 'UTP e t  d'ATP l o r s q u e  l e  p y r u v a t e  o u  l e  

g l u c o s e  s e r v e n t  comme s o u r c e  d ' é n e r g i e  e t  d e  c a r b o n e  

(SCHOLTISSEK : 1 2 8 )  a g i s s a n t  i n d i r e c t e m e n t  s u r  l a  b i o s y n t h è s e  

d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  



METABOLITES DETECTES SOUS DE 
CONDITIONS INHIBITRICES 

AGESTS INHIBITEURS 

F : u o r o ~ l u c o s e  

F l u o r o n a n n o s e  

dGlc-1-P 

dGlc-6-P 

a c i d e  6 - P - d e s o r y q l u c o n i q u e  

UDP-dGlc 

REACTIONS D U  CYCLE DES 
DOLICHOLS ISHIBRES 

f o r m a t i o n  d e  Glc-P-Do1 

f o r m a t i o n  d e  ~ o n o s a c c h a r i d e s - P - D o 1  

5orrnat:on d e  uan-P-DO: 

f o r n a t i a n  d e  G:c-P-Joi 

TABLEAU 1 : Inhib*on du c u d e  dea dolicholh p m  lu anatuquea de bulitrcin. 

1S:iISITEURS 1 CATEGORIE ET ORIGINE 
I 

REACTIONS INHIBEES DANS 
LE CYCLE DES DOLICIIOLS 

Xmphomycine 1 a n t i b i o t i q u e  p o l y p e p t i d i q u e  1 f o r m a t i o n  d e  / i n a c t i v e  l a  f o r m a t i o n  d e  

MECANISEE D '  INRIB1T?O!4 

T u n i c a n y c i n e  1 a n t i b i o t i q u e  n u c l d o s l d i q u e  

d e  S t r e p t o i y o e s  l y ~ o s n p e r i f i c n s  

f o r m a t i o n  d e  GlcNAc-PP-Do1 

à h a u t e  c o n c e n t r a t i o n  

f o r m a t i o n  d e  Glc-P-Do1 

E a c i t r a c l n e  ' a n e l b i o t i q u e  p o l y p e p t i d i q u e  

i d e  3 n c i L u s  b < c h e n i f o r m i s  

i n a c t i v e  La Dol-PP-G:C:IAC-!-P- 

t r a n s f e r a s e  

Showdonyc ine  

f o r m a t i o n  d e  001-P à 

p a r t i r  Ce 001-PP o u  

d'oligosaccharide-PP-Do1 

DLuayc ine  n n t i S i o c i q u c  p ? ~ o s p h o q l y c o -  

i l i p i d c  Oc St ro? to f7 : r cco  

w.rb:*inus  

forme un c o m p l e x e  a v e c  l e  

p o l y p r d n o l - d i p h o s p h a t e  e t  un 

i o n  n d t a l l l q u e  

a n c i S i o t i q u e  n u c l ~ o s l d i q u e  

f o r m a t i o n  d c  

A p a r t i r  d e  UDP-GlcNAc e:  

de GlcsXc-PP-301 

l 
d e  S: i , op tomycas  8 : i o v d o e , : a i s  l a  f o r m a t i o n  d e  G~C-P- DO^ 

I 

f o r m a t i o n  d e  Clc-P-Do1 i n h i b e  non c o r n p e t i t i v e m e n t  



B  - L E S  A N T I B I O T I Q U E S  

Certains composés connus comme étant des inhibiteurs 

de la formation de peptidoglycannes des bactéries sont 

également des inhibiteurs de la glycosylation au niveau du 

cycle des dolichols. 

L'étude de certains d'entre eux : tunicamycine, 

amphomycine, showdomycine,- diumycine et bacitracine est 

développée ci-après (le tableau II, page 31 , et la figure 12, 
page 2 0  résument leurs actions). 

1 - La tunicamycine 

La tunicamycine a été isolée de St t rep tomyces  

l y ~ 0 S ~ p é ~ i f i U S  (TAKATSUKI e t  a l  : 129). C'est un antibiotique 

nucléosidique dont la structure est donnée dans la figure 14, 

page 36 (TAKATSUKI e t  a l  : 130). La nature de l'acide gras 

est variable et conduit à des homologues tels que : la 

streptovirudine, la mycospocidine et l'antibiotique 240 10. 

Ces composés inhibent la formation de GlcNAc-PP-Do1 dans 

les cellules animales et végétales (STRUCK et LENNARZ : 131, 

ELBEIN : 132, SCHWARZ et DATEMA : 133) . En considérant la 
structure de la tunicamycine et en tenant compte du fait qu'elle 

soit un inhibiteur de la dolichyl-phosphate-N-acétylglucosa- 

minyl-1-phosphate-transférase par compétition avec 1'UDP-GlcNAc 

soluble (KELLER e t  a l  : 134) , une hypothèse se dégage selon 
laquelle la tunicamycine est un analogue des deux substrats 

(KELLER e t  a7, : 135). Cette suoposition expliquerait ainsi 

la grande spécificité de l'inhibitioc de la tunicamycine. 



Des a n t i b i o t i q u e s ,  é t u d i é s  d a n s  c e  c h a p i t r e ,  s e u l e  

l a  t u n i c a m y c i n e  e s t  un i n h i b i t e u r  d e  l a  g l y c o s y l a t i o n  d e  

p r o t é i n e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s  i n t a c t e s ,  p a r  a c t i o n  

s u r  l a  f o r m a t i o n  d e  GlcNAc-PP-Dol. En e f f e t ,  l e  f a i t  q u e  l a  

O - g l y c o s y l a t i o n  s e  p r o d u i t  d a n s  l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  à l a  

t u n i c a m y c i n e  (GAHMERB e t  a l  : 1 3 6 ,  BUTTERS e t  HUGHES : 1 3 7 ,  

SPEAKE e t  WHITE : 1 3 8 )  i n d i q u e .  q u e  l e  " p o o l "  i n t r a c e l l u l a i r e  

d e  s u c r e s  n ' e s t  p a s  a f f e c t é  d e  f a ç o n  s i g n i f i c a t i v e .  

2  - L'amphomycine  

L ' amphomycine  a p p a r t i e n t  à un g r o u p e  d ' a n t i b i o t i q u e s  

composé d ' a c i d e  g r a s  e t  d ' u n e  c h a i n e  p e p t i d i q u e  ( v o i r  f i g u r e  1 4 ,  

p a g e  36 ) .  I l  e x i s t e  d ' a u t r e s  composés  dc  c e  g r o u p e ,  t e l s  q u e  : 

l a  t s u s h i m y c i n e ,  l ' a s p a r t i c i n e  e t  l ' a s p a r t o m y c i n e  (TAMAKA 

e t  a2 : 1 3 9 ,  TANAKA e t  a l  : 1 4 0 ) .  L ' amphomycine  i n h i b e  de  l a  

même f a ç o n  q u e  l a  t u n i c a m y c i n e  l a  s y n t h è s e  d e  p e p t i d o g l y c a n n e s  

d a n s  B a c i Z l u s  megaterium (TANAKA e t  a l  : 1 4 1 ) .  

Dans l e  c a s  d e s  c e l l u l e s  e u c a r y o t e s ,  l ' a m p h o m y c i n e  

i n h i b e  l a  f o r m a t i o n  d e  GlcNAc-PP-Dol, Man-P-Do1 e t  Glc-P-Do1 

(KANG e t  ELBEIN : 1 4 2 ,  K E A N  : 1 4 3 ,  KAYG e t  a l  : 1 4 4 ,  ERICSON 

e t  a l  : 1 4 5 ) .  Ces r é a c t i o n s  o n t  un p o i n t  commun ; e l l e s  

r e q u i è r e n t  l ' i o n  m a n g a n è s e  e t  l e  p h o s p h o - d o l i c h o l ,  m a i s  une 

c o n c e n t r a t i o n  en  i o n s  e t / o u  e n  p h o s p h o - d o l i c h o l  ne  p e u t  ô t e r  

c e  b l o c a g e  (KANG e t  a 2  : 1 4 6 1 ,  i n d i q u a n t  q u e  l ' i n h i b i t i o n  e s t  

i r r é v e r s i b l e  e t  non c o m p é t i t i v e .  



L ' a m p h o m y c i n e  i n h i b e  i n  v i t r o  l a  f o r m a t i o n  d e  

Man-P-Dol,  Glc-P-Do1 e t  GlcNAc-PP-Do1 m a i s  p a s  l e  t r a n s f e r t  

d e  r é s i d u s  m a n n o s y l s  à p a r t i r  d e  GDP-Man o u  d e  Man-P-Do1 

s u r  l'oligosaccharide-PP-Dol, e n  e f f e t  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  

d ' a n t i b i o t i q u e  i n h i b a n t  c o m p l è t e m e n t  l a  f o r m a t i o n  d e  

Man-P-Dol,  l a  m a n n o s y l a t i o n  p a r  l e  GDP-Man d e  l ' a c c e p t e u r  

e n d o g è n e  d o n n a n t  l ' h e p t a s a c c h a r i d e  Man -GlcNA2-PP-Do1 e s t  e n c o r e  
5 

p o s s i b l e  (KANG e t  a l  : 1 4 7 ) .  

On n o t e r a  q u e ,  q u a n d  l a  f o r m a t i o n  d e  13H]-P-Do1 

à p a r t i r  d e  1 ' U D P - [ 3 ~ ! G l c  e s t  c o m p l è t e m e n t  i n h i b é e ,  

1 ' i n c o r p o r a t i o n  d e  C 3 ~ ] ~ l c  d a n s  l'oligosaccharide-PP-Do1 a 

e n c o r e  l i e u  (KANG e t  a l  : 1 4 8 ) .  M a l h e u r e u s e m e n t ,  a u c u n e  

d o n n é e  s t r u c t u r a l e  n ' e s t  a p p l i c a b l e  q u a n t  à l ' o l i g o s a c c h a r i d e  

f o r m é .  T o u t e f o i s ,  c e s  r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  l ' e x i s t e n c e  d e  d o n n e u r s  

d e  r é s i d u s  g l u c o s y l s  a u t r e  q u e  G l c - P - D o l .  

3 - La showdomvc ine  

La s h o w d o m y c i n e ,  a n t i b i o t i q u e  n u c l é o t i d i q u e  ( v o i r  

f i g u r e  1 4 ,  p a g e  36 ) (NISHIMURA e t  a l  : 1 4 9 )  e s t  un i n h i b i t e u r  

s p é c i f i q u e  d e  l a  f o r m a t i o n  d e  Glc-P-Do1 d a n s  d e s  p r é p a r a t i o n s  

d ' e n z y m e s  s o l u b l e s  d e  l ' a o r t e  d e  p o r c  (KANG e t  a l  : 1 5 0 )  . A 

c o n c e n t r a t i o n s  é l e v é e s ,  e l l e  i n h i b e  é g a l e m e n t  l a  f o r m a t i o n  

d e  GlcNAc-PP-Do1 e t  Man-P-Dol.  

La s h o w d o m y c i n e  s e m b l e  ê t r e  un i n h i b i t e u r  n o n -  

c o m p é t i t i f  d e  l a  dolichyl-glucosyltransférase b i e n  q u e  s o n  

m é c a n i s m e  d ' i n h i b i t i o n  s o i t  e n c o r e  i n c o n n a .  



4 - La d i u m y c i n e  

La d i u m y c i n e ,  a g i s s a n t  s u r  l a  f o r m a t i o n  d e  

GlcNAc-PP-Dol ,  Man-P-Do1 e t  GlcNAc2-PP-Do1 (VILLEMEZ e t  

CARLO : 1 5 1 ,  BABCZINSKI : 1 5 2 )  n ' e s t  p a s  un i n h i b i t e u r  t r è s  

s p é c i f i q u e  d e  l a  s y n t h è s e  d e s  g l y c o p r o t é i n e s .  N é a n m o i n s ,  

l ' a c t i v i t é  g l u c o s y l t r a n s f é r a s e  é t a n t  f o r t e m e n t  a f f e c t é e  

(VILLEMEZ e t  CARLO : 1 5 3 1 ,  c e t t e  d r o g u e  p e u t  t o u t e f o i s  ê t r e  

u t i l i s é e  p o u r  é t u d i e r  l e  r ô l e  d e  Glc-P-Do1 d a n s  l a  f o r m a t i o n  

d e  g l y c a n n e s .  

5  - La b a c i t r a c i n e  

La b a c i t r a c i n e  ( v o i r  f i g u r e  1 4 ,  p a g e  3 6 ) ,  p a r  

f o r m a t i o n  d ' u n  c o m p l e x e  a v e c  l e  p o l y r é n o l - d i p h o s p h a t e  e t  un 

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

d i p h o s p h a t e  (WEDGWOOD e t  STROMINGER : 1 5 4 )  , d e  l ' u n d é c a p r é n o l  

d i p h o s p h a t e  (SIEWERT e t  STROMINGER : 1 5 5 ,  STONE e t  STROMINGER : 

1 5 6 )  e t  d o n c  l a  s y n t h è s e  d e  g l y c o c o n j u g u é s  à d o l i c h o l  

d é p e n d a n t .  Dans  l a  m a j o r i t é  d e s  s y s t è m e s  c e l l u l a i r e s  é t u d i é s ,  

l a  b a c i t r a c i n e  n ' e n t r e  p a s  d a n s  l e  c y t o p l a s m e .  Dans l e s  

s y s t è m e s  e u c a r y o t e s ,  l e  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  e s t  l o c a l i s é  d a n s  

l e  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  e t  p o u r  c e l a  i n a c c e s s i b l e  à l a  

b a c i t r a c i n e .  C ' e s t  p o u r q u o i ,  u n i q u e m e n t  l a  g l y c o s y l a t i o n ,  

d é p e n d a n t  d e s  d o l i c h o l s  e t  s i t u é  s u r  l a  membrane p l a s m i q u e ,  

p e u t  ê t r e  s e n s i b l e  à l a  b a c i t r a c i n e  (HOFLACK e t  Q Z  : 1 5 7 ) .  
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Le r e c y c l a g e  d u  p h o s p h o - d o l i c h o l  à p a r t i r  d e  

d o l i c h o l - p y r o p h o s p h a t e s  p e u t  apparemment  s e  p r o d u i r e  d a n s  

d e s  m i c r o s o m e s  de  f o i e  de  r a t  e t  c e s  d o l i c l i o l - p h o s p h a t e s  

p e u v e n t  ê t r e  u t i l i s é s  p o u r  f o r m e r  du  Man-P-Do1 à p a r t i r  

de  GDP-Man. Comme on  p o u v a i t  l ' e s p é r e r ,  l a  f o r m a t i o n  d e  c e s  

Man-P-Dol, e t  non p a s  c e u x  f o r m é s  a v e c  l e  d o l i c h o l - p h o s p h a t e  

e n d o g è n e ,  e s t  i n h i b é e  p a r  l a  b a c i t r a c ï n e  (KATO e t  a2  : 1 5 8 ) .  

C - LES INHIBITEURS DE STRUCTURES DIVERSES 

Les  n u c l é o t i d e s  e t  s e s  d e r i v é s  : a n a l o g u e s  de  

n u c l é o t i d e s ,  d i a l d é h y d e s  n u c l é o s i d e s ,  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  

a i n s i  q u e  l e s  composés  p h o s p h o r y l é s  : p y r o p h o s p h a t e s ,  

a r y l p h o s p h a t e s  s o n t  é g a l e m e n t  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  l a  

g l y c o s y l a t i o n  d e s  p r o t é i n e s .  

1 - Les  n u c l é o t i d e s  e t  d é r i v é s  

N u c Z é o t i d e s  e t  anaZogues  nucZéo t i d i q u e s  

Les  e f f e t s  d e s  n u c l é o t i d e s  o n t  é t é  é t u d i é s  s u r  l a  

s i a l y l t r a n s f é r a s e  d e  s é r u m  humain  (KLOHS e t  aZ : 1 5 9 )  : l e s  

n u c l é o t i d e s  à c y t i d i n e  a g i s s e n t  comme d e s  i n h i b i t e u r s  

c o m p é t i t i f s  de  l ' e n z y m e ,  c o n t r a i r e m e n t  a u x  n u c l é o t i d e s  à 

a d é n o s i n e  e t  à u r i d i n e  q u i  s o n t  non c o m p é t i t i f s .  



L ' i m p o r t a n c e  d e  l ' i n h i b i t i o n  e s t  e n  r a p p o r t  a v e c  l e  nombre  

d e  p h o s p h a t e s a i n s i  : l e  XMP e s t  m o i n s  i n h i b i t e u r  q u e  l e  XDP 

e t  q u e  l e  XTP. Dans l e s  c e l l u l e s  d e  lymphome d e  B u r k i t t ,  

i l  s e m b l e  q u e  c e  s o i t  l ' i n v e r s e  (KILTON e t  a l  : 1 6 0 )  : 

XMP > XDP > XTP . 

L e s  a n a l o g u e s  n u c l é o t i d i q u e s  t e l  q u e  : l e  

5'-fluorocytidine-triphosphate, l a  cytidine-3'-5'-cyclique- 

m o n o p h o s p h a t e  e t  l a  cytosine-6-D-arabinofuranoside-5'- 

t r i p h o s p h a t e  s o n t  é g a l e m e n t  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  D ' a u t r e s ,  t e l s q u e  1'AMPc e t  l e  GDPc 

o n t  un e f f e t  a c t i v a t e u r  e n  p r o t é g e a n t  l e  p r é c u r s e u r  p a r  

i n h i b i t i o n  d e  l a  p y r o p h o s p h a t a s e  (MOOKEIJEA e t  Y U N G  : 161  , 
DEBEIRE e t  a l  : 1 6 2 ,  SPIK e t  a l :  1 6 3 ) .  

b - L e s  2 i a Z d é h y d e s  n u c Z é o s i d e s  

L e s  a n a l o g u e s  d i a l d é h y d i q u e s  d e  l ' a d é n o s i n e ,  

i n o s i n e ,  c y t i d i n e  e t  6-méthylthiopurine-ribonucléoside s o n t  

d e s  a g e n t s  a n t i t u m o r a u x .  L ' é t u d e  d e s  m é c a n i s m e s  d ' a c t i o n  d e  

c e s  a g e n t s  a  m o n t r é  q u ' i l s  i n h i b e n t  un c e r t a i n  nombre  

d ' e n z y m e s  (KIMBALL e t  a l  : 1 6 4 ,  CORY e t  MANSELL : 1 6 5 ,  C O R Y  

e t  a l  : 1 6 6 )  d o n t  c e r t a i n e s  i n t e r v e n a n t  d a n s  Za s y n t h è s e  d e  

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

g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  d e  mé lanome  B 16 (LEE e t  a l  : 1 6 7 ) .  
++ 

Le m é c a n i s m e  d ' i n h i b i t i o n  d é p e n d  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  Mn 

(POWEL e t  BREW : 1 6 8 )  , c e  q u i  amène à p e n s e r  q u e  l a  l i a i s o n  
++ 

Mn a v e c  l ' e n z y m e  e s t  u n e  c o n d i t i o n  p r é a l a b l e  p o u r  q u e  l a  

l i a i s o n  d u  d é r i v é  XDP s ' é t a b l i s s e .  



L ' i n h i b i t i o n  p e u t  ê t r e  p r o g r e s s i v e m e n t  i n v e r s é e  p a r  d e s  

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

d e  p o t a s s i u m ,  c e  q u i  s ' a c c o r d e  a v e c  l ' h y p o t h è s e  q u ' u n e  b a s e  

d e  S c h i f f  se f o r m e  a v e c  un r é s i d u  d e  l y s i n e  comme i l  a  é t é  

m o n t r é  e n  i s o l a n t  un  p e p t i d e  f o r t e m e n t  m a r q u é ,  l i é  à 
3 ~ ' U D P C  ~ i ,  c a r a c t é r i s é  comme : Ser-Gly-Lys-UDP (POWEL e t  

BREW : 1 6 9 ) .  

On n o t e r a  q u e  l e  d i a l d é h y d e - U D P  i n a c t i v e  

s p é c i f i q u e m e n t  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  d e  membrane p l a s m i q u e  

d e  c e l l u l e  3T 1 2 ,  m a i s  p a s  l e  d i a l d é h y d e - A D P  (CUMMINGS e t  a l  : 

1 7 0 )  . 

c  - Les g l y c o s y Z - n u c l é o t i d e s  : UDP-Man e t  GDP-Man 

L'UDP-Man e t  GDP-Man s o n t  d e s  i n h i b i t e u r s  d e  l a  

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

1 'UDP-Glc  s u r  l e  p h o s p h o - d o l i c h o l  d a n s  d e s  m i c r o s o m e s  d e  

f o i e  ( K E R R  e t  HEMMING : 1 7 1 ) .  

L ' o b t e n t i o n  d ' u n e  r é p o n s e  b i p h a s i q u e  s u g g è r e  l a  

p r é s e n c e  d e  d e u x  g l u c o s y l t r a n s f é r a s e s  d o n t  u n e  s e u l e  e s t  

i n h i b é e .  L ' i n h i b i t i o n  a p p a r a i t  ê t r e  u n e  p r o p r i é t é  p r o p r e  d e s  

g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  e t  non  p a s  d u e  à u n e  c o m p é t i t i o n  p o u r  

un  t a u x  l i m i t é  d e  p h o s p h o - d o l i c h o l .  P a r  c o n t r e ,  1 'UDP-Ga1 

e t  1 'UDP-Xyl c a u s e n t  u n e  i n h i b i t i o n  p e u  m a r q u é e  d e  l a  

g l u c o s y l t r a n s f é r a s e .  



d - Le p y r o p h o s p h a t e  e t  Zes a r y l p h o s p h a t e s  

Le p y r o p h o s p h a t e  e t  l e s  a r y l p h o s p h a t e s  s o n t  d e s  

i n h i b i t e u r s  d e  l a  s y n t h è s e  d e  g l y c o c o n j u g u é s  a u  n i v e a u  d u  c y c l e  

d e s  d o l i c h o l s  (KAT0 e t  al : 1 7 2 ,  1 7 3 ) .  

Le p h é n y l p h o s p h a t e  i n h i b e  l e  t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  

m a n n o s y l  d u  GDP-Man a u  p h o s p h o - d o l i c h o l  e n d o g è n e  d a n s  l e s  

m i c r o s o m e s  d e  f o i e  d e  r a t ,  e n  a g i s s a n t  comme un a c c e p t e u r  

a r t i f i c i e l  d e  GDP-Man. Le p h é n y l - p h o s p h a t e -  f3-D-mannose f o r m é  

( n ' é t a n t  p a s  un d o n n e u r  d e  r é s i d u  m a n n o s y l )  e s t  r e t r o u v é  d a n s  

l e  m i l i e u  e x t r a m i c r o s o m a l .  Ce c o m p o s é  e s t  é g a l e m e n t  un a c c e p t e u r  

d e  r é s i d u  g l u c o s y l .  

L e s  t r a v a u x  é t e n d u s  a u x  a r y l p h o s p h a t e s  m o n t r e n t  

q u e  l ' a c i d e  b e n z o p h o s p h o r i q u e  e s t  a c t i f  s e u l e m e n t  comme 

a c c e p t e u r  d e  mannose  a l o r s  q u e  l e  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  

e s t  p l u s  a c t i f  comme a c c e p t e u r  d e  g l u c o s e .  

En c o n c l u s i o n ,  l e s  i n h i b i t e u r s  s o n t  d e s  o u t i l s  

p r é c i e u x  p o u r  é t u d i e r  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s .  

L e u r  mode e t  p o i n t  d ' a c t i o n  v a r i e  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  

s t r u c t u r e .  A i n s i  i l s  p e u v e n t  a g i r  s o i t  e n  e n t r a n t  e n  

c o m p é t i t i o n  a v e c  l e  s u b s t r a t ,  s o i t  e n  s e  c o m p o r t a n t  comme 

un a c c e p t e u r  o u  e n c o r e  e n  f o r m a n t  d e s  c o m p l e x e s  a v e c  l e s  

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  



A v a n t  d ' é t u d i e r  l e s  e f f e t s  d u  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  s u r  l a  b i o s y n t h è s e  d e s  g l y c o c o n j u g u é s ,  n o u s  r a p p e l o n s  

b r i è v e m e n t  l e s  p r o p r i é t é s  b i o c h i m i q u e s  e t  t o x i c o l o g i q u e s  d e  

c e  composé .  

ASPECTS BIOCHIMIQUES 

Le b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  : 

e s t  b i e n  c o n n u  comme é t a n t  un s u b s t r a t  d e  p h o s p h o d i e s t é r a s e s  

( H E Y M A N N  e t  KIRSH : 1 7 4 )  e t  un i n h i b i t e u r  s p é c i f i q u e  d e s  

c a r b o x y e s t é r a s e s .  Le m é c a n i s m e  d e  c e t t e  i n h i b i t i o n  e s t  l e  

s u i v a n t  : a p r è s  c o u p u r e  d u  p - n i t r o p h é n o l ,  l e  r é s i d u  

(p-nitrophény1)phosphate s e  l i e  d e  f a ç o n  c o v a l e n t e  à 

l ' h y d r o x y l  d e  l a  s é r i n e  s u r  l e  s i t e  a c t i f  d e s  c a r b o x y l e s t é r a s e s  

( H E Y M A N N  e t  KIRSCH : 1 7 5 ) .  

E t a n t  f a i b l e m e n t  t o x i q u e ,  i l  a  p u  ê t r e  u t i l i s é  

i n  v i v o  . A i n s i ,  o n  a  é t a b l i  q u e  l ' i n h i b i t i o n  d e s  e s t é r a s e s  

a une  i n f l u e n c e  s u r  l ' i n d u c t i o n  p a r  l e s  n a r c o t i q u e s  d e  l a  

s y n t h è s e  d e s  p o r p h y r i n e s  ( T A U B  e t  MARKS : 1 7 6 ,  MURPHY e t  al : 

1 7 7 )  o u  r é d u i t  l a  f o r m a t i o n  d e  l a  m é t h é m o g l o b i n e  d é p e n d a n t e  

d e  l a  p h é n a c é t i n e  (HEYMANN e t  aÏ? : 1 7 8 ) .  



Le b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  a  é t é  u t i l i s é  

é g a l e m e n t  p o u r  l a  d i s c r i m i n a t i o n  d e s  e s t é r a s e s  (HANSERT 

e t  aL : 1 7 9 )  p o u r  l a  t i t r a t i o n  d e s  s i t e s  a c t i f s  (KUNERT e t  

HEYMANN : 1 8 0 ,  ARNDT e t  : 1 8 1 )  e t  p o u r  d e s  i n v e s t i g a t i o n s  

d a n s  l e  t u r n o v e r  d e s  p r o t é i n e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  c h e z  l e  r a t .  

B - A S P E C T S  TOXICOLOGIQUES 

1 4  - 
L ' i n j e c t i o n  d e  i C J  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  

a  p e r m i s  d e  l o c a l i s e r  l e s  p o i n t s  d ' i m p a c t  in v i v o .  La 

d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e n  f o n c t i o n  d u  t e m p s  ( d e  5 

m i n u t e s  à 3 j o u r s )  a  é t é  é t u d i é e  ( B L O C K  e t  WASSERMANN : 1 8 2 ) .  

Deux p h a s e s  s o n t  m i s e s  e n  é v i d e n c e  : 

- Une p r e m i è r e ,  non s p é c i f i q u e ,  d é t e r m i n é e  p a r  l e s  

p r o p r i é t é s  physicochimiques d u  b i s -  ( ~ - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  , p a r  l e  

d e g r é  d e  v a s c u l a r i s a t i o n  d e s  t i s s u s ,  e t  p a r  l e  m é t a b o l i s m e  

i n t r a c e l l u l a i r e  d u  b i s -  (p-nitrophény1)phosphate e t  s o n  

é l i m i n a t i o n .  

- Une d e u x i è m e ,  a p r è s  u n e  h e u r e ,  r e f l è t e  s a  h a u t e  

s p é c i f i c i t é  e t  l e s  i n t e r a c t i o n s  e n t r e  l ' i n h i b i t i o n  e t  l e  t a u x  

d e  c a r b o x y e s t é r a s e s  e x i s t a n t  d a n s  l e  t i s s u .  Le s c h é m a  ( v o i r  

l a  f i g u r e  1 5 ,  p a g e 4 3  ) r e p r é s e n t e  l e  p r o c e s s u s  d ' é l i m i n a t i o n  

, a p r è s  i n j e c t i o n  i n t r a - v e i n e u s e  d u  b i s -  ( p - n i  - r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  

c h e z  l e  r a t .  



En conclusion, utilisé comme substrat pour des 

phosphodiestérases et bloquant certaines enzymes de façon 

irréversible en agissant sur des liaisons phosphodiestérs 

il nous a donc semblé intéressant d'étudier si le 

bis-(p-nitrophényl)phosphate n'affecterait pas les activités 

glycosyltransférasiques car ces enzymes ont comme substrat 

des composés comprenant des ~ o n t s  "phosphates" ou "diphosphates" 

(glycosyl-nucléotide-mono ou di-phosphates et qlycosyl-mono ou 

di-phospho-dolichol) . 
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FIGURE 1 9  : RephénentaLLon ncCiématiffue. d a  

phocennu de d in*h ibdon  et d '  é L X n a t i o n  apéo  
bile 

i n j e d o n  u L t h a - v h e l ~ s e  de b h -  ip-nüilophén!dl t + /- intestin 

phosphate chez l e  R a t .  
(La t&e d e n  fi46éhentn compdmentn e h X  

nhopohtionneUe au taux de c a > i b o x i i ~ . t é h a ~  
feces 



M A T E R 1  E L S  E  T M E T H O D E S  

Ce c h a p i t r e  r a p p e l l e  b r i è v e m e n t  l e s  t e c h n i q u e s  e t  

m a t é r i e l s  q u e  n o u s  a v o n s  u t i l i s é s  l o r s  d e  n o s  t r a v a u x .  

1 - LES LYMPHOCYTES SPLÉNIQUES DE RAT 

A - P R E P A R A T I O N  

L e s  l y m p h o c y t e s  s o n t  p r é p a r é s  à p a r t i r  d e  r a t e  

d e  r a t s  W i s t a r ,  a g é s  de  6 s e m a i n e s  e n v i r o n .  

T o u t e s  l e s  o p é r a t i o n s  s e  f o n t  à 4OC. 

- p r é l è v e m e n t  d e  l a  r a t e  e t  d i l a c é r a t i o n  d a n s  un 

tampon COX e t  PETERS ( 1 8 4 )  pH : 7 , 4  d o n t  l a  c o m p o s i t i o n  p o u r  

1 l i t r e  e s t  d e  : 



CaCl ( a n h y d r e )  
2 OI11 g  

~ g . 5 0 ~  ( 7 ~ ~ 0 )  2 t 4 6  g  

G l u c o s e  1 , s  g  

H e p e s  3 , 7 8  g  

L ' o s m o l a r i t é  e s t  d e  : 288 m O s m .  

- A p r è s  f i l t r a t i o n  s u r  g a z e ,  l a  s u s p e n s i o n  e s t  

c e n t r i f u g é e  à 500 g p e n d a n t  10 m i n u t e s ,  l e  c u l o t  c e l l u l a i r e  

e s t  r e p r i s  d a n s  un t a m p o n  d ' h é m o l y s e  d e  c o m p o s i t i o n  : 

K H C 0 3  

EDTA 

- A p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  à 500  g  d u r a n t  10 m i n u t e s ,  

l e s  l y m p h o c y t e s  s o n t  l a v é s  d a n s  l e  tampon.  

Une d e r n i è r e  c e n t r i f u g a t i o n  d e  500  g  p e n d a n t  10 

m i n u t e s  p e r m e t  d ' o b t e n i r  un c u l o t  d e  l y m p h o c y t e s  q u i ,  r e p r i s  

p a r  un vo lume  d e  t a m p o n  a d é q u a t ,  d o n n e r a  l a  c o n c e n t r a t i o n  

c e l l u l a i r e  d é s i r é e .  



B - V I A B I L I T E  E T  C O M P T A G E  

La v i a b i l i t é  d e  l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  e s t  

r é a l i s é e  p a r  l e  t e s t  a u  b l e u  t r y p a n  : l e s  c e l l u l e s  s o n t  

m i s e s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  un tampon C O X  e t  PETERS ( 1 8 5 1 ,  

c o n t e n a n t  d u  b l e u  t r y p a n  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  0,2 % .  

Le p o u r c e n t a g e  d e  c e l l u l e s  c o l o r é e s  i n d i q u e  l e  p o u r c e n t a g e  

d e  l y m p h o c y t e s  non  v i a b l e s .  En g é n é r a l ,  c e l u i - c i  a v o i s i n e  

l e s  1 0  % .  O n  r e m a r q u e  q u e  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  n e  

c h a n g e n t  e n  r i e n  l a  v i a b i l i t é  c e l l u l a i r e .  

Le c o m p t a g e  d e  l y m p h o c y t e s  s e  f a i t  g r â c e  à l a  

c e l l u l e  d e  M a l a s s e z .  

2 - PRÉPARATION DES ACCEPTEURS 

A - L ' O V O M U C O I D E  

L ' o v o m u c o ï d e  e s t  p r é p a r é e  a u  l a b o r a t o i r e  s e l o n  l a  

m é t h o d e  d e  FREDERICQ e t  DEUTSCH ( 1 8 6 ) .  La s t r u c t u r e  d e  c e  

composé  e s t  d o n n é e  d a n s  l a  f i g u r e  7 , p a g e  10 



B - L  ' A S I A L O F E T U I N E  

La f é t u i n e  ( v o i r  f i g u r e  6 , p a g e  IO ) e s t  d ' o r i g i n e  

c o m m e r c i a l e  ( S i g m a ,  S t  L o u i s ,  U S A )  . 

La d é s i a l y l a t i o n  d e s  g l y c o p r o t é i n e s  ( 1 0  mg/ml)  

s ' e f f e c t u e  p a r  h y d r o l y s e  ménagée p a r  1 ' a c i d e  t r i £  l u o r o a c é t i q u e  

( 0 , l  M à 80°C) d u r a n t  3 5  m i n u t e s .  La s o l u t i o n  e s t  e n s u i t e  

d i a l y s é e  c o n t r e  d e  l ' e a u  p u i s  l y o p h i l i s é e .  Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  

l a  d é s i a l y l a t i o n  c o m p l è t e  e s t  v é r i f i é e  a p r è s  m é t h a n o l y s e  p a r  

c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e .  

C  - L  'AS IALOAGALACTOFETUTNE 

1 - P r i n c i p e  

La d é s i a l y l a t i o n  de  l ' a s i a l o f e t u i n e  e s t  r é a l i s é e  

p a r  a c t i o n  d e  l a  B - g a l a c t o s i d a s e  s u r  l ' a s i a l o f é t u i n e .  

2 - Réactifs 

L e s  r é a c t i f s  u t i l i s é s  s o n t  l e s  s u i v a n t s  : 

- Le tampon d e  M a c - I l v a i n e  c o n p o s é  de : 

P O 4  HNas 0 , 0 2  M 

a c i d e  c i t r i q u e  0 , 0 1  M 

p H  : 7 , 4  



- La 6-galactosidase (purifiée du haricot Jacquier 

a été préparée par Stéphane BOUQUELET, que nous remercions) 

dont l'activité a été déterminée par la libération de 

paranitrophénol à partir de paranitrophénol-B-D-galactoside. 

- Protocole 

50 mg d'asialofétuine sont solubilisés dans 2 ml 

de tampon de Mac-Ilvaine auquel est ajouté lO0,Pl de 

p-galactosidase. Après 15 heures d'incubation à 37OC, 1 0 0 p l  

d'enzyme sont ajoutés afin d'obtenir le maximum de 

dégalactosylation. 

L'asialoagalactofétuine est purifiée par passage 

sur colonne d'ultrogel ACA 44 (Pharmindustrie) , éluée en 
présence de formiate d'ammonium 0,l M à pH : 6,4. 

Le profil d'élution représenté en figure 16, page 

49 montre la séparation de l'asialoagalactofétuine, repérée 

grâce à son absorbance à 280 nm et de l'enzyme, repéré grâce 

à son activité sur le (p-nitrophény1)galactose. 



FIGURE 16 : P f ~ a @ l  dl  é l d o n  de l lan idoczgda&o~éXu, in~  bu& 

ULtftogel ACA 44 : 

-Vhuaeination de t 'acLivLt& 6-g&&obidahe 

à 4 0 0  m ( - - -  - )  

-Abbohbance de l'a~sidoagda~Xo6EtLLCne à PtlOm ( e o  ) 



3 - MESURE DES ACTIVITÉS GLYCOSYLTRANSFÉRASIQUES 

L a  m e s u r e  d e s  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  

s ' e f f e c t u e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  d e  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  

d o n t  l e  t r a n s f e r t  e s t  s u i v i  s u r  l e s  a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  e t  

e x o g è n e s .  

A - CONDITIONS  O P T I M A L E S  D ' A C T I V I T E S  G L Y C O S Y L T R A N S F E R A S I Q U E S  

C e s  c o n d i t i o n s  s o n t  r é s u m é e s  d a n s  l e  t a b l e a u  111 

p o u r  d e s  i n c u b a t i o n s  d e  1 0 0  p l  f i n a l e s .  

Enzymes PrCcurieur. radioactifs Accepteur. exogénem 

Nucléotide 
monophosphate 
protéannt Le subatrat 

A h l P  5n1M 

UhfP 5mM 

AMP 5ni.51 

A h l P  5mhl  

TABLEAU 17 1 : CandiLionn o p f i m a l a  d' a a X v L t é d  d u  glgcon y h a n d  d é h u  u . 



C e s  p r o d u i t s  r a d i o a c t i f s  u t i l i s é s  p r o v i e n n e n t  

d ' o r i g i n e  c o m m e r c i a l e  (Amersham,  UK à 1 ' e x c e p t i o n  d e  

1 ' U D P - ~ 3 ~ ~ ~ 1 ~ ~ ~ ~ ,  NEN, B o s t o n .  USA). 

B - DETERMINATION DE L A  R A D I O A C T I V I T E  L I E E  AUX ACCEPTEURS 

La r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  s u i v a n t  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  

p a r  C A C A N  et a2 ( 1 8 7 )  , p a r  a d d i t i o n  d e  1  m l  d ' a c i d e  

p h o s p h o t u n g s t i q u e  : 5 % e n  H C 1  2N. Le m a t é r i e l  a c i d o - p r é c i p i t a b l e  

e s t  r e c u e i l l i  s u r  f i l t r e  e n  f i b r e s d e  v e r r e  (WHATMAN GFC) ,  e t  

l a v é  abondamment  p a r  d e  l ' a c i d e  t r i c h l o r o a c é t i q u e  à 5 % ,  p a r  

d e  l ' e a u  e t  e n f i n  p a r  l ' é t h a n o l  a b s o l u .  La r a d i o a c t i v i t é  

r e t e n u e  s u r  l e  f i l t r e  e s t  d é t e r m i n é e  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  

2  - E x t r a c t i o n  s é q u e n t i e l l e  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  

A p r è s  i n c u b a t i o n ,  l a  r é a c t i o n  e s t  a r r ê t é e  p a r  

a d d i t i o n  d e  m é l a n g e  d ' a r r ê t  ( c a c o d y l a t e  d e  s o d i u m  : 1  M I  I g G ,  

u t i l i s é  comme d i s p e r s a n t  : 10  % ,  MgC12 : 1 0 0  m M ,  pH : 7 , 4 ) .  

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  s o n t  e n s u i t e  e x t r a i t s  p a r  l a  

m é t h o d e  d é c r i t e  p a r  HOFLACK e t  a2 ( 1 8 8 ) .  L e s  d i f f é r e n t e s  

é t a p e s  d e  c e t t e  e x t r a c t i o n  s o n t  r é s u m é e s  d a n s  l a  f i g u r e  17  

p a g e  52 , e l l e s  p e r m e t t e n t  d ' o b t e n i r  : 
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1  - Une p h a s e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l ,  c o n t e n a n t  

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  de t y p e  d o l i c h o l  c o n t e n a n t  un 

o u  d e u x  r é s i d u s  g l y c o s y l s  : Man-P-Dol, Glc-P-Dol ,  GlcNAc -PP-Dol. 
2 

Dans c e t t e  p h a s e ,  s o n t  é g a l e m e n t  e x t r a i t s  l e s  s p h i n g o g l y c o l i p i d e s  

C e r - G l c ,  

2 - Une p h a s e  a q u e u s e ,  r e n f e r m a n t  l e s  g l y c o s y l -  

n u c l é o t i d e s  m a r q u é s ,  l e u r s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  ( s u c r e - l P ,  

s u c r e )  e t  l e s  p r o d u i t s  de  d é g r a d a t i o n  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  (phospho-oligosaccharides) . Le p a s s a g e  s u r  c o l o n n e  

d e  S é p h a d e x  .G 2 5  p e r m e t  d e  s é p a r e r  c e s  d i f f é r e n t s  c o m p o s é s .  

3 - Une p h a s e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  / e a u  q u i  

p e r m e t  l ' e x t r a c t i o n  de  dolichyl-pyrophosphate-oligosaccharides. 

4 - Un r é s i d u  p r o t é i q u e ,  r e n f e r m a n t  l e s  p r o t é i n e s  

n o u v e l l e m e n t  g l y c o s y l é e s .  

3 - H y d r o l y s e  e t  s é p a r a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  l i é s  a u x  

d o l i c h y l -  p y r o p h o s p h a t e s  

a  - H y d r o l y s e  de  l ' o l i g o s a c c h a r i d e  du  d o l i c h y l - p y r o p h o s p h a t e  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  s é c h é  s o u s  a z o t e ,  r e p r i s  d a n s  

0 , 5  m l  de  m é t h a n o l .  A p r è s  a d d i t i o n  d e  0 , 5  m l  d ' u n e  s o l u t i o n  

de  H C 1  : 0 , 0 2  M d a n s  l ' e a u ,  l e  m é l a n g e  e s t  p o r t é  S O U S  r e f l u x  

à 100°C p e n d a n t  10 m i n u t e s .  



P u i s ,  une  n e u t r a l i s a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  p a r  a d d i t i o n  d e  0 , 5  m l  

d e  NaOH : 0 , 0 2  M d a n s  l e  m é t h a n o l .  Un d é p h a s a g e  e s t  r é a l i s é  p a r  

a d d i t i o n  d e  1 , s  m l  d e  c h l o r o f o r m e  a p r è s  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 .  Les  o l i g o s a c c h a r i d e s  e t  m o n o s a c c h a r i d e s  s e  

r e t r o u v e n t  d a n s  l a  p h a s e  s u p é r i e u r e .  

b - S é p a r a t i o n  de GLcNAc e t  GZcNAc-GZcNAc 

Le N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  l e  N - N t - d i a c é t y l c h i t o b i o s e  

s o n t  s é p a r é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  p a p i e r  Whatman 3 d a n s  l e  

s y s t è m e  s o l v a n t  : b u t a n o l  / p y r i d i n e  / e a u  ( 6  : 4 : 3 e n  v o l u m e ) .  

c - S é p a r a t i o n  du GZc-P-Do2 e t  Cer-Glc  

Le dolichyl-phosphate-glucose e s t  s é p a r é  d u  

g l u c o s y l - c é r a m i d e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d e s c e n d a n t e  s u r  D E A E C ~ ~ ~ U ~ O S ~  

(WHATMAN DE 81)  e n  p r é s e n c e  d e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  

( 2  : 1  e n  v o l u m e ) .  A l o r s  q u e  l e  dolichyl-phosphate-glucose 

r e s t e  à l ' o r i g i n e ,  l e  g l u c o s y l - c é r a m i d e  m i g r e  a v e c  l e  f r o n t .  

'1 4  
4  - P r é p a r a t i o n  du 1 ~ l ~ a n - P - ~ o i  

A p r è s  i n c u b a t i o n  de  l y m p h o c y t e s ,  e n  p r é s e n c e  de 
1 4  14 

G D P -  ClMan, l e  c c l ~ a n - p - ~ o l  c o n t e n u  d a n s  l a  p h a s e  



c h l o f o r m e  / m é t h a n o l  e s t  p u r i f i é  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  

c o l o n n e  d e  DEAE c e l l u l o s e  (WHATNAN DE 5 2 )  f o r m e  a c é t a t e ,  

c o n t e n a n t  10  mM d ' a c é t a t e  d'ammonium. A p r è s  l a v a g e s  

s u c c e s s i f s  a u  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  e t  m é t h a n o l ,  l ' é l u t i o n  

p a r  d u  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  ( 2  : 1  e n  v o l u m e )  l i b è r e  l e  

C  - I N T E G R I T E  D U  P R E C U R S E U R  R A D I O A C T I F  

L ' i n t é g r i t é  d e s  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  e s t  

v é r i f i é e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d e s c e n d a n t e  s u r  p a p i e r  WHATMAN 3 

s u r  l e  s y s t è m e  s o l v a n t  s e l o n  l a  mé thode  d é c r i t e  p a r  SPIK 

e t  a l  ( 1 8 9 ) .  

- P y r i d i n e  / a c é t a t e  d ' é t h y l e /  a c i d e  a c é t i q u e  / e a u  

( 5  : 5 : 1  : 3 en v o l u m e )  d u r a n t  12 h e u r e s ,  c e c i  p o u r  
14  1 4  

~ ' U D P -  c ~ ~ Ç I G ~ ~ ,  l e  GDP-I C ~ P U C ,  l e  G D P -  [  an an, l l u D p -  [ 1 4 ~ ] ~ l c  
3 

e t  ~ ' U D P - C  H ~ G ~ C N A C .  

- E t h a n o l  / ammonium a c é t a t e  ( 7  / 3 en  vo lume)  

d u r a n t  2 4  h e u r e s ,  p o u r  l e  C M P - [ 1 4 ~ I N e ~ ~ ~ .  



4 - HOMOGÉNÉISATION DES LYMPHOCYTES 

L ' h o m o g é n é i s a t i o n  d e s  c e l l u l e s  r e q u i e r t  l ' u t i l i s a t i o n  

d ' u n  d é t e r g e n t  : l e  T r i t o n  X100. S a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  

e s t  é t u d i é e  p c u r  c h a q u e  e-nzyme. ( f i g u r e  1 8 ,  p a g e  57 1 .  

Une c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  e n  T r i t o n  d e  2 % s e r a  

c h o i s i e  p o u r  l a  g a l a c t o s y l -  e t  f u c o s y l t r a n s f é r a s e  e t  d e  0 , 0 5  % 

p o u r  l a  s i a l y l t r a n s f é r a s e ,  p e r m e t t a n t  a i n s i  d ' o b t e n i r  l e  

maximum d ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .  

A - P R I N C I P E  

A p r è s  s o l u b i l i s a t i o n  d e  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  

d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  q u i  n ' a l t è r e n t  p a s  s o n  a c t i v i t é ,  l ' e n z y m e  

e s t  s é p a r é  d e s  p r o t é i n e s  c o n t a m i n a n t e s  p a r  p a s s a g e  s u r  c o l o n n e  

d I U D P - h e x a n o l a m i n e  S é p h a r o s e  4 B .  



FIGURE 1 8  : E d @ t  de la concentha;tion 
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B  - S O L U B I L I S A T I O N  

D ' u n e  f a ç o n  g é n é r a l e ,  l e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  

s o n t  f o r t e m e n t  l i é e s  a u x  m e m b r a n e s .  L o r s  d e  l a  p r é p a r a t i o n  

d e  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e ,  l a  p r e m i è r e  é t a p e  n é c e s s i t e  

d o n c  une  s o l u b i l i s a t i o n  d e s  e n z y m e s .  

C e t t e  s o l u b i l i s a t i o n  s ' e f f e c t u e  p a r  d u  T r i t o n  X l O O  

u t i l i s é  à c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  d e  2 % f i n a l e  e t  e n  p r é s e n c e  

d e  GlcNAc : 5 m M ,  d e  m a n i è r e  à p r o t é g e r  l ' e n z y m e .  

On s e  d é b a r r a s s e  d u  m a t é r i e l  i n s o l u b l e  p a r  u n e  

c e n t r i f u g a t i o n  d e  30  0 0 0  g  p e n d a n t  u n e  h e u r e .  Comme t o u t e s  

l e s  s u i v a n t e s ,  c e t t e  o p é r a t i o n  s ' e f f e c t u e  à 4OC a f i n  d ' é v i t e r  

t o u t e  a l t é r a t i o n  d e  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e .  

C - P A S S A G E  S U R  U D P - H E X A N O L A M I N E  S E P H A R O S E  4 B .  

Le s u r n a g e a n t c o n t e n a n t  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  

e s t  d é p o s é  s u r  une  c o l o n n e  de UDP-hexano lamine  S é p h a r o s e  4 B 

(BREW e t  SMITH : 190') . 

Le c o u p l a g e  d e  1 ' U D P - h e x a n o l a m i n e  a u  S é p h a r o s e  4  B 

s ' e f f e c t u e  d e  l a  m a n i è r e  s u i v a n t e  : 



La S é p h a r o s e  4  B ( 2 0  m l )  ( P h a r m a c i a ,  U p p s a l a ,  S u è d e )  

a c t i v é e  p a r  l e  b r o m u r e  d e  c y a n o g è n e  s e l o n  l a  m é t h o d e  d é c r i t e  

p a r  MARSH d t  a2 (191 ) e s t  c o u p l é e  à 1 ' U D P - h e x a n o l a m i n e  ( 1 0 0  mg) 

( S i g m a ) .  A f i n  d ' é v i t e r  l e s  p h é n o m è n e s  d ' é c h a n g e s  d ' i o n s ,  l e s  

g r o u p e m e n t s  f o n c t i o n n e l s  a c t i v é s  e t  e n c o r e  l i b r e s  s o n t  b l o q u é s  

p a r  l e  g l y c o c o l l e  1M. La S é p h a r o s e  s u b s t i t u é e  e s t  l a v é e  p a r  un 

t ampon  c a c o d y l a t e  : 25 m M ,  pH : 7 , 4 ,  c o n t e n a n t  d u  MnCl - 25 m M ,  
2 - 

GlcNAc : 5 mM e t  6 - m e r c a p t o é t h a n o l  : 3 m M ,  p u i s  m o n t é e  d a n s  l a  

c o l o n n e  e n  p o l y é t h y l è n e .  Le s u p p o r t  e s t  l a v é  p a r  l e  même t a m p o n  

a f i n  d ' é l i m i n e r  l a  f i x a t i o n  a s p é c i f i q u e  ( c ' e s t  à d i r e  j u s q u ' à  

c e  q u e  l'absorbante à 280 nm s o i t  n u l l e )  ( f i g u r e  1 9  , p a g e  6 0  1 . 

L ' é l u t i o n  p a r  l e  même t a m p o n ,  e n  a b s e n c e  d e  MnCl 2  

e t  C o n t e n a n t  d e  l fEDTA à c o n c e n t r a t i o n  d e  25  m i l  l i b è r e  l a  f r a c t i o n  

a c t i v e .  Ce p a s s a g e  s u r  c o l o n n e  d ' a f k i n i t é  e s t  u n e  é t a p e  i m p o r t a n t e  

c a r  e l l e  p e r m e t  d ' o b t e n i r  u n e  f r a c t i o n  a c t i v e  d e  g a l a c t o s y l t r a n s  

- f é r a s e  n o n  c o n t a m i n é e  p a r  1 'UDP-Ga1 i n t r a c e l l u l a i r e  e t  p a r  

c e r t a i n e s  p r o t é i n e s  c o n t a m i n a n t e s .  

D - S T A B I L I S A T I O N  D E  L ' E N Z Y M E  

A f i n  d ' a u g m e n t e r  l ' a c t i v i t é  d e  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  

c e l l e - c i  e s t  c o n c e n t r é e  5  f o i s  e n  vo lume  p a r  l e  p o l y é t h y l è n e  

g l y c o l ,  s a n s  p e r t e  d ' a c t i v i t é .  La  c o n s e r v a t i o n ,  e n  p r é s e n c e  d e  

s é r u m  a l b u m i n e  b o v i n e  à 10  % ,  p r é s e r v e  l ' a c t i v i t é  

g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  l o r s  d e  l a  c o n g é l a t i o n  à -20°C.  

La p r é p a r a t i o n  p e u t  a i n s i  ê t r e  c o n s e r v é e  p l u s i e u r s  m o i s  à -20°C  

s a n s  p e r t e  d ' a c t i v i t é .  



FIGURE 19 : Pxodit d t  Etultion de &a gdac;to~yl%anh~Exae c \ ~ r  

e t  UVP- Hexmotamine 4éphahobe 48 

A- Injection 
8- E t d o n  avec t e  Xmpon: cacodqtate 25mA4,pk 7 , 4  

EVTA 2 5mh(, GtcNAc 5mM, 8 -mehca~oE~hanot  3mh4 

Abbohbance à 2 8 0  nm ( o-a ) 

Incocpocation de P4cI G& hwz 1'  ovornucoide i 0-0 1 



C H O I X  M O D E L E  M O L E C  U L A  

Pour l'étude des effets du bis-(p-nitrophényl) 

phosphate sur les activités glycosyltransférasiques, le 

lymphocyte splénique de rat nous a paru être le matériel 

biologique le plus adapté. 

En effet, son isolement ne requiert aucun 

traitement chimique ou enzymatique ; de plus, il peut être 

obtenu avec un rendement élevé. 

L'utilisation de cellules entières permet 

l'expression des activités glycosyltransférasiques en 

utilisant des précurseurs sans dilution isotopique : les 

variations d'incorporation reflètent donc les variations 

d'activités de l'enzyme. 

MISE EN EVIDENCE DES ACTIVITLS GLYCOSYLTRANCFERASIQUES 
- 

L'utilisation de précurseurs radioactifs : 

nucléotide-sucres permet de mesurer l'activité glycosyl- 

transférasique sur des cellules entières d'une part ou 

homogénéisées d'autre part, en suivant le transfert du sucre 

sur des accepteurs endogènes ou exogènes (voir figure 2 0 ,  

page 62 ) . 



accep teur  endogéne accep teur  exogéne 



A p r è s  a v o i r  r a p p e l é  l e s  e f f e t s  d u  

bis-(p-nitrophény1)phosphate s u r  l e s  enzymes  d u  c y c l e  d e s  

d o l i c h o l s  ( C A C A N  e t  a l  : 192 ) ,  t r a v a i l  a u q u e l  n o u s  a v o n s  

p a r t i c i p é ,  n o u s  e x p o s e r o n s  n o s  t r a v a u x  p l u s  p e r s o n n e l s  s u r  

l ' e f f e t  d u  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  s u r  l e s  a c t i v i t é s  

g a l a c t o s y l - ,  s i a l y l -  e t  f u c o s y l t r a n s f é r a s i q u e s .  

1 - EFFET DU BIS-(P-NITROPHÉNYL)PHOSPHATE SUR LES ENZYMES DU 

CYCLE DES DOLICHOLS 

A - EFFET GENERAL 

Nous a v o n s  p r e m i è r e m e n t  é t u d i é  l e s  e f f e t s  d u  

bis-(p-nitrophény1)phosphate s u r  l e s  l y m p h o c y t e s  e n t i e r s ,  e n  
1 4  

p r é s e n c e  d  ' U D P - G ~ C N A C ,  GDP-[  an e t  UDP-Glc menan t  à l a  

s y n t h è s e  d e  [ 1 4 C ] M a n - P - ~ o l ,  o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  c o n t e n a n t  
14 

d u . [  c l m a n n o s e  q u i  s o n t  s o i t  t r a n s f é r é s  s u r  l e s  p r o t é i n e s ,  

s o i t  d é g r a d é s  e n  p h o s p h o o l i g o s a c c h a r i d e s  (HOFLACK e t  a l  : 193 ) 



La f i g u r e  21 r p a g e  65 m o n t r e  q u e  l o r s q u e  

l ' i n c u b a t i o n  e s t  e f f e c t u é e  e n  p r é s e n c e  d e  c o n c e n t r a t i o n s  

c r o i s s a n t e s  ( d e  O à 20 m M )  d e  bis-(p-nitrophényl)phosphate, 

l a  r a d i o a c t i v i t é  i n c o r p o r é e  d a n s  l e s  oligosaccharides-PP-Dol, 

p r o t é i n e s  e t  p h o s p h o o l i g o s a c c h a r i d e s  e s t  g r a n d e m e n t  d i m i n u é e  

( 8 0  % d ' i n h i b i t i o n  à 1 0  mM) a l o r s  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  

i n c o r p o r é e  d a n s  l e  [14C]Man-~-Dbl  n ' e s t  p a s  t o u c h é e .  

B e a u c o u p  d '  é t a p e s  i n t e r v i e n n e n t  d a n s  l a  f o r m a t i o n  

d e  l'oligosaccharide-PP-Dol. A u s s i ,  d e u x  q u e s t i o n s  s e  p o s e n t  : 

- Q u e l l e s  s o n t  l e s  r é a c t i o n s  d e  s y n t h è s e  d e  

l'oligosaccharide-PP-Do1 i n h i b é e s  p a r  l e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  ? 

- Le t r a n s f e r t  " e n  b l o c "  s u r  l e s  p r o t é i n e s  e s t - i l  

i n h i b é  e n  lu i -même o u  e s t - c e  l a  c o n s é q u e n c e  d ' u n e  i n h i b i t i o n  

a n t é r i e u r e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  ? 

L 'examen  d e s  e f f e t s  d u  bis-(p-nitrophény1)phosphate 

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

r é p o n d r e  à c e s  q u e s t i o n s .  

B  - EFFET DU B I S -  ( P - N I T R O P H E N Y L )  PHOSPHATE S U R  L  ' A D D I T I O N  DE 

R E S I D U S  GlcNAc- , -PP-Do2 

La s y n t h è s e  d e  [ 3 H 3 Ç l - n  ciJAc-PP-Dol e t  d e  

C ~ H I G ~ C N A C ~ - P P - D O ~  s ' e f f e c t u e  p a r  i n c u b a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  
3 

e n  p r é s e n c e  d  ' U D P - [  H ~ G L C N A C  u n i q u e m e n t .  



FIGURE 2 1 : E J d e t  du b h -  (p-n&toph&~yL) phu/~phaA:e 4 u h  

l ' incoyoira t ion  de f 4 ~ l i l a n  à paht ih de 

GUP- ['4~]h4an ciarts l ea  dofichyl-monophoophate 

-mannoAu ( e e  ) ,  lu dok?Lch!4l-dLphoaph&e- 

ofisohacclz&de~ [ 0-0 1 ,  l e a  p t o - t ~ n u  

( &-A ] ct d a a  le4 pho~:,hoo~Lgo~acch&du 

holubled ( m.* 1 .  

FIGURE 2 2  : E 6 6 c t  du b h -  ( p-"Dloph2nyl) phosphate n u h  

l ' i n c o h p o t ~ o i o n  de [ 3 ~ 1 ~ l c ~ ~ c  à p h h  d ' 
UUP- L 3 ~ 1  G ~ C N A C  dan6 l e n  doeichyl-diphonphate 



Comme le montre la figure 22 , page 65 r l'addition 

de bis-(p-nitrophény1)phosphate dans le milieu d'incubation 

cause une diminution de l'incorporation de la radioactivité 

dans le GlcNAc -PP-Do1 alors que la formation de GlcNAc-PP-Do1 
2 

n'est pas inhibée. 

Le résultat indique que le transfert de résidu 

GlcNAc-1-P à partir d UDP-GlcNAc sur les dolichyl-phosphates 

n'est pas affecté par le bis-(p-nitrophényl)phosphate, tandis 

que l'addition de résidu N-acétylglucosaminyl sur le G~CNAC-PP-Doli 

préalablement synthétisé, est nettement inhibée.Donc, la 

formation des oligosaccharides-PP-Do1 est déjà inhibée à cette 

étape. 

Qu'en est-il de l'élongation par les résidus 

mannosyls du Glc?JAc -PP-Do1 ? 
2 

C - EFFET DU B I S ( P - N I T R O P H E N Y L )  PHOSPHATE S U R  L ' A D D I T I O N  DE 

R E S I D U S  MANNOSYLS 

Il est maintenant établi que, dans des systèmes 

variés, la mannosylation requiert la présence de deux donneurs : 

- Le GDP-Man menant à la formation de 

Man -GlcNAc -PP-Dol. 
5 2 

- Le Man-P-Do1 donnant le Man -GlcNAc,-PP-Do1 
9 & 

par allongement du Man -GlcNAc -PP- DO^. 
5 2 



L e s  e f f e t s  d u  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  s u r  

c e s  d e u x  t y p e s  d e  m a n n o s y l t r a n s f é r a s e s  s o n t  s u c c e s s i v e m e n t  

é t u d i é s .  

1 - E f f e t  s u r  l ' a d d i t i o n  d e  r é s i d u s  m a n n o s y l s  à p a r t i r  d e  

GDP-Man 

L ' é t u d e  d e  c e t t e  m a n n o s y l a t i o n  s ' e f f e c t u e  t o u t  

d ' a b o r d  p a r  s y n t h è s e  d u  [3H~GlcNAc2-PP-Dol  p a r  i n c u b a t i o n  
3  

d e s  l y m p h o c y t e s ,  e n  p r é s e n c e  d  ' UDP- 1 H ~ G ~ C N A C  p u i s  p a r  

a d d i t i o n  a p r è s  1 5  m i n u t e s  d ' i n c u b a t i o n  d e  GDP-Man e t  d e  

t u n i c a m y c i n e  ( 0 , s  )Ag/ml)  q u i  b l o q u e  l a  f o r m a t i o n  d e  

n o u v e a u x  [ 3 H ~ G l c ~ A c 2 - ~ ~ - D o 1 .  

La m a n n o s y l a t i o n  d u  [ 3 H ] G l c ~ ~ c 2 - ~ ~ - ~ o l ,  

p r é a l a b l e m e n t  s y n t h é t i s é e , e s t  o b s e r v é e  p a r  e x t r a c t i o n  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l a  p h a s e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  / e a u  

( 1 0  : 10  : 3  e n  v o l u m e ) .  

La f i g u r e  2 3 ,  p a g e  6 8  m o n t r e  q u e  l a  p r é s e n c e  d e  

bis-(p-nitrophény1)phosphate d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  

empêche  l a  m a n n o s y l a t i o n .  En e f f e t ,  a u c u n  o l i g o s a c c h a r i d e - P P - D o 1  

n ' e s t  r e t r o u v é  d a n s  l a  p h a s e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  / e a u  

l o r s q u e  1' a l l o n g e m e n t  d e s  L3ttl G l c N A c - P P - ~ o l  e s t  e f f e c t u é  e n  

p r é s e n c e  d e  bis-(p-nitrophény1)phosphate. 

C e s  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  q u e  l a  m a n n o s y l a t i o n  à 

p a r t i r  d e  GDP-Man e s t  i n h i b é e  p a r  l e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  o u ,  t o u t  a u  m o i n s ,  l a  f i x a t i o n  d u  p r e m i e r  r é s i d u  

m a n n o s y l  e n  6 . 
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FIGURE 23 : Etude de La ~otondion  de 
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FIGURE 24 : E((e t  de L'amplzomrr~ne butr 
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2 - Effet sur l'addition de résidus mannosyls à partir de 

Après avoir formé le précurseur Man -GlcNAc -PP-Dol, 
5 2 

l'utilisation de [14C]Man-P-Dol exogène permettra de mesurer 

l'élongation de ce précurseur en Man -GlcNAc -PP-Dol. 
9 2 

La synthèse de Man -GlcNAc -PP-Do1 s'effectue en 
5 2 

deux étapes : 

1 - Synthèse de chitobiose-PP-Do1 par incubation 
des lymphocytes en présence d 'UDP-G~CNAC durant 15 minutes. 

2 - Elongation avec du GDP-Man en présence 
d'amphomycine qui est un inhibiteur de la synthèse de 

Man-P-Do1 et de Glc-P-Do1 (voir page 33 1 .  

Les paramètres d'utilisation de l'amphomycine ont 

été déterminés comme suit : 

1 - Etude . - de la concentration optimale en amphomycine 

L'étude de ce paramètre s'effectue par incubation 

des lymphocytes en présence d 'UDP-~lcNAc puis par addition 
1 4  

après 15 minutes de GDP-[ c j ~ a n  et d'amphomycine à différentes 

concentrations. 



En p r é s e n c e  d e  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  

d ' a m p h o m y c i n e ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  i n c o r p o r é e  d a n s  l e s  Man-P-Dol ,  

o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  e t  p r o t é i n e s  v a r i e  f o r t e m e n t  p o u r  

a t t e i n d r e  un minimiim à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  1 0 0  ) rg /ml  

( f i g u r e  2 4 ,  p a g e  68 1 . 

2 - T a i l l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  s y n t h é t i s é s  

P o u r  v é r i f i e r  l a  t a i l l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  

s y n t h é t i s é s ,  e n  p r é s e n c e  d ' a m p h o m y c i n e ,  l e s  o l i g o s a c c h a r i d e s -  

PP-Do1 s y n t h é t i s é s  p r é a l a b l e m e n t  s o n t  e x t r a i t s ,  h y d r o l y s é s  e t  

l a  t a i l l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  e s t  v é r i f i é e  e n  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  c o u c h e  m i n c e .  

A c FIGURE 2 6 :  V h u a L h d o n  au Nwnelec de la 
a ka&oacfAvité dann l c ~  of igaaacchm.id~ 

A ynthéL& é.5 : 

c A- En abbence d l  ampharnycine 

A 8- En pné~ence de 2OO)cg/mL dlampharnycLne 
t t t 
O  an,-G~CNAC, - Man5 -GICXAC 2 cm 

C -  En ,pnéAence de IOOpg/rnL dlamphumy&ne 



Nous c o n s t a t o n s ,  f i g u r e  2 6 ,  p a g e  70 r q u e  l a  

t a i l l e  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s  s y n t h é t i s é s ,  e n  p r é s e n c e  

d ' a m p h o m y c i n e ,  d i m i n u e  d ' a u t a n t  p l u s  q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  

e n  i n h i b i t e u r  e s t  é l e v é e .  A i n s i  à 200 p / m l  d ' a m p h o m y c i n e ,  

n o u s  n e  s y n t h é t i s o n s  q u e  d u  Man -GlcNAc -PP-Dol .  
5  2  

C ' e s t  d o n c  c e t t e  c o n c e n t r a t i o n  q u i  e s t  c h o i s i e .  

Ces  d i v e r s  p a r a m è t r e s  é t a n t  d é f i n i s ,  n o u s  p o u v o n s  

m a i n t e n a n t  é t u d i e r  l ' é f f e t  d u  bis-(p-nitrophény1)phosphate s u r  

l a  m a n n o s y l a t i o n  à p a r t i r  d e  [14Cj M a n - P - ~ o l .  

C e c i  s ' e f f e c t u e  p a r  i n c u b a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  e n  

p r é s e n c e  d  ' U D P - G ~ C N A C  d u r a n t  1 5  m i n u t e s ,  p u i s  p a r  a d d i t i o n  

d e  GDP-Man e t  d ' a m p h o m y c i n e  ( à  200 ,ug /ml )  b l o q u a n t  l ' é l o n g a t i o n  

d u  Man -GlcNAc -PP-Dol ,  p r é a l a b l e m e n t  s y n t h é t i s é .  La 
5 2 

m a n n o s y l a t i o n  s ' e f f e c t u e  d a n s  a n  t r o i s i è m e  t e m p s  g r â c e  à 5 0 0 0  cpm 
1 4  

d e  [ c ] M ~ ~ - P . - D o ~  s o l u b i l i s é s  p a r  d u  T r i t o n  X l O O  à 0 , 2 5  % e t  

p r é p a r é s c o m m e  i l  e s t  i n d i q u é  p a g e  56 . La m e s u r e  s ' e f f e c t u e  p a r  

m e s u r e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l a  p h a s e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  / 

e a u  ( 1 0  : 10 : 3 e n  v o l u m e ) .  

Dans c e s  c o n d i t i o n s ,  l e  r é s i d u  [14ClMan e s t  

e f f e c t i v e m e n t  i n c o r p o r e  à p a r t i r  d u  I ~ ~ C I M ~ ~ - P - D O ~ .  d a n s  

l'oligosaccharide-PP-Do1 ( v o i r  f i g u r e  2 5 ,  p a g e  68 1 .  

C e t t e  m a n n o s y l a t i o n  e s t  f a i b l e m e n t  t o u c h é e  ( 2 0  % )  e n  p r é s e n c e  

d e  bis-(p-nitrophény1)phosphate à c o n c e n t r a t i o n  d e  20 m M .  

11 a p p a r a i t  d o n c  q u e  l e  bis-(p-nitrophényllphosphate 

i n h i b e  l e  t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  m a n n o s y l  à p a r t i r  d u  GDP-Man 

e t  n o n  p a s  à p a r t i r  d u  Man-P-Dol.  



D - EFFET DU BIS-(P-NITR0PHENYL)PHOSPHATE SUR L'ADDITION DE 
RESIDUS GLUCOSYLS 

Des t r a v a u x  a n t é r i e u r s  (HOFLACK et al :194 ) o n t  

m o n t r é  q u e  l e  G l c  -Man -GlcNAc -PP-Do1 p e u t  ê t r e  o b t e n u  p a r .  
3 9 2  

i n c u b a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  a v e c  d e  1 ' U D P - G l c ,  GDP-Man e t  

UDP-GlcNAc. Nous e x a m i n e r o n s  d o n c  l ' e f f e t  d u  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  s u r  l a  s y n t h è s 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  g l u c o l y s é s  : 

Glc-P-Do1 a i n s i  q u e  l a  g l u c o s y l a t i o n  d e  Man -GlcNAc2-PP-Dol .  
9 L ' i n c u b a t i o n  d e  l y m p h o c y t e s  a v e c  d e  1'UDP- 4 ~ 1 ~ l c  d o n n e  d e u x  

p r o d u i t s  e x t r a c t i b l e s  d a n s  l a  p h a s e  c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  

( 2  : 1 e n  v o l u m e ) ,  i d e n t i f i é s  comme é t a n t  l e  Glc-P-Do1 e t  l a  

g l u c o s y l - c é r a m i d e ,  s é p a r é s  s u i v a n t  l e u r  c h a r g e  s u r  c o l o n n e  

d e  DEAE c e l l u l o s e .  

La s y n t h è s e  d e  g l u c o s y l - c é r a m i d e  e s t  c o m p l è t e m e n t  

i n h i b é e  e n  p r é s e n c e  d e  20 mM d e  bis-(p-nitrophény1)phosphate 

a l o r s  q u e  l a  f o r m a t i o n  d e  Glc-P-Do1 n ' e s t  p a s  t o u c h é e  ( f i g u r e  27 

p a g e  7 3  d e  même q u e  l e  Man-P-Dol. 

La g l u c o s y l a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a ~ i d e s - P P - D o 1  a  

é t é  o b s e r v é e  comme s u i t  : - l e M a n g - G l c N A ~ ' - P P - D o l e ~ t  s y n t h é t i s é  p a r  2  
i n c u b a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  a v e c  1'UDP-GlcNAc e t  d u  GDP-Man 

p e n d a n t  1 5  m i n u t e s ,  - l a  t u n i c a m y c i n e  ( 0 , 5  p g / m l )  b l o q u a n t  l a  

s y n t h è s e  d e  GlcNAc -PP-Do1 e t  1 'UDP- P 4 C ] G l c  s o n t  a j o u t é s ,  
2 

p e r m e t t a n t  l ' é t u d e  d e  l a  g l u c o s y l a t i o n  d e s  oligosaccharides-pp- DO^ 

Comme n o u s  p o u v o n s  l e  c o n s t a t e r  d a n s  l a  f i g u r e 2 8  

p a g e 7 3  , l a  g l u c o s y l a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  e s t  

p e u  t o u c h é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e  bis-(p-nitrophényllphosphate 

a l o r s  q u e  l e  t a u x  d e  Glc-P-Do1 n ' e s t  p a s  a f f e c t é .  



FIGURE 2 7: E6de.t du b& - (p-~~L&ophénr4!) 

phonphate n u n  X'incotpotation de [ I 4 c  1 
Glc a p a h t i i r  de C f  LiDP- P 4 ~ ] ~ l c  dann l e  
doliclzrtl-phon phde-glucon e ( a-e ) e t  

dam l e  plucos ql-  c&cutude ( o-o ) . 
U 
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T e m p s  d'incubation aprés addition 
'14 - 

de UDP-1 C ~ G I C .  rnn 

FIGURE 2 8  : EXude de t'incottpoxcttian de 

[ ' 4 ~ ] ~ t c  Ù p a h t V i  d * U D P - [ " C ] G ~ ~  dam 

l e n  dafichgl-phoh phde- ofigonacchaLda 

en pkésence (0-0) ex en absence( c-.) 

de b h -  (p-~Ltaophénql] phohphde ( ZOrni i )  



E - E F F E T  DU BIS-(P-NITROPHENYL)PHOSPHATE SUR LE DEVENIR D E S  

OLIGOSACCHARIDES-PP-DOL 

L e s  e x p é r i e n c e s  p r é c é d e n t e s  m o n t r e n t  q u e  l e  

bis-(p-nitrophény1)phosphate a g i t  p r i n c i p a l e m e n t  s u r  l e s  

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

l a  s y n t h è s e  d e  l'oligosaccharide-PP-Dol. En s e  r é f é r a n t  à l a  

f i g u r e  21 , p a g e  65  , l a  d i m i n u t i o n  d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  s u r  l e s  

p r o t é i n e s  e t  d a n s  l e s  p h o s p h o o l i g o s a c c h a r i d e s  p e u t  ê t r e  d û e  

à un manque  d'oligosaccharide-PP-Do1 m a i s  a u s s i  à un e f f e t  

d i r e c t  s u r  l e  t r a n s f e r t  e n  b l o c  e t  s u r  l a  d é g r a d a t i o n .  

P o u r  é t u d i e r  c e s  p o i n t s ,  l'oligosaccharide-PP-Do1 

e s t  s y n t h é t i s é  d u r a n t  15  m i n u t e s  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l y m p h o c y t e s  

e n  p r é s e n c e  d  ' UDP-GlcNAc e t  d e  GDP- ~ ~ ~ ~ l ~ a n ,  p u i s  oii a j o u t e  

d u  bis-(p-nitrophény1)phosphate ( à  20 m M )  e t  l ' o n  s u i t  l e  

d e v e n i r  d e  l'oligosaccharide-PP-Do1 s y n t h é t i s é  p a r  l a  m e s u r e  

d e  l ' i n c o r p o r a t i o n  d a n s  l e s  p r o t é i n e s  e t  c e l l e  d u  t a u x  d e  

p h o s p h o o l i g o s a c c h a r i d e s  r e j e t é s  d a n s  l a  p h a s e  a q u e u s e .  

Les  r é s u l t a t s  d e '  c e s  e x p é r i e n c e s ,  m o n t r é s  e n  
1 4  

f i g u r e  2 9  , p a g e  7 5  , i n d i q u e n t  q u e  l a  s y n t h è s e  d e  [ c ] M ~ ~ - P - D o ~  

n e  v a r i e  p a s  ( A )  e t  q u e ,  p a r  c o n t r e ,  l a  s y n t h è s e  

d ' o l i g o s a c c h a r i d e  ~ ~ ~ c ~ b l a n - ~ ~ - D o l  e s t  b l o q u é e  LB) : c e s  

r é p o n s e s  é t a i e n t  a t t e n d u e s  p a r  l e s  r é s u l t a t s  p r é c é d e n t s .  

Le t a u x  d'oligosaccharide-PP-Do1 f o r m é  a v a n t  l ' a d d i t i o n  d e  

bis-(p-nitrophény1)phosphate n ' e s t  p a s  u t i l i s é  p o u r  g l y c o s y l e r  

l e s  a c c e p t e u r s  p r o t é i q u e s  comme l e  m o n t r e  l e  p l a t e a u  o b s e r v é  

d a n s  l a  f i g u r e  (Cl. 



0 : 5 10 15 20 2 5  30 3 5  

Temps d'incubation, m n  

A- La dofichql-phon phde-mannvi a 
8- LU d o f i ~ h ~ l - d i ~ h o o  phate- v a A . g o n a c c I ~ ~ i d ~  

C - L a  p n v Z b a  
"\ 

fl- LU phon phvofigonacclzahida n v l u b l a  

- 
En pnénence ( 0-0) vu en abnence ( W )  de 

b h -  (p-n&tvphénql) phvnphn;te apnén 7 5mn 

d' incubation. 



La d é g r a d a t i o n  d e  l'oligosaccharide-PP-Do1 e s t  a u s s i  

f o r t e m e n t ,  m a i s  p a s  t o t a l e m e n t ,  i n h i b é e  p a r  l a  p r é s e n c e  

d e  bis-(p-nitrophény1)phosphate ( D )  . La f a i b l e  a u g m e n t a t i o n  

du  t a u x  d e  phophooligosaccharidesobservée e n  (Dl c o r r e s p o n d  

à l a  p e t i t e  d i m i n u t i o n  d u  t a u x  d'oligosaccharide-PP-Do1 d e  l a  

f i g u r e  (B) , c e  q u i  s i g n i f i e  q u e  l a  p y r o p h o s p h a t a s e  c o n d u i s a n t  

à l a  f o r m a t i o n  d e  p h o s p h o o l i g o s a c c h a r i d e s  n ' e s t  p a s  

c o m p l è t e m e n t  b l o q u é e .  

F - C O N C L U S I O N  

Le bis-(p-nitrophény1)phosphate e s t  un i n h i b i t e u r  

d e  c e r t a i n e s  r é a c t i o n s  du c y c l e  d e s  d o l i c h o l s  ( f i g u r e  30 , p a g e 7 8 ) :  

- I l  i n h i b e  l e  t r a n s f e r t  de  r é s i d u  N - a c é t y l g l u c o s a m i n y l  
, 

à p a r t i r  d  UDP-GlcNAc s u r  l e  GlcNAc-PP-Do1 i n h i b a n t  l a  f o r m a t i o n  

- I l  a f f e c t e  a u s s i  l a  m a n n o s y l a t i o n  à p a r t i r  d u  

GDP-Man, s a n s  i n h i b e r  c e l l e  à p a r t i r  d u  Man-P-Del. 

- I l  i n h i b e  l a  g l u c o s y l a t i o n  de  l a  c é r a m i d e ,  

a f f e c t a n t  l a  f o r m a t i o n  d e  C e r - G l c .  

- I l  a f f e c t e  p a r t i e l l e m e n t  l a  p y r o p h o s p h a t a s e ,  

r e s p o n s a b l e  d e  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  oligosaccharides-PP-Dof. 

T o u t e s  c e s  r é a c t i o n s  o n t  un p o i n t  commun ; e l l e s  

e m p l o i e n t  un g l y c o s y l - n u c l é o t i d e  comme p r é c u r s e u r .  



Le t r a n s f e r t  d e  phospho-N-acétylglucosamine à 
, 

p a r t i r  d UDP-GlcNAc, d e  mannose  à p a r t i r  d e  Man-P-Do1 e t  

d e  g l u c o s e  à p a r t i r  d e  Glc-P-Do1 n ' é t a n t  p a s  t o u c h é ,  i n c i t e  

à p e n s e r  q u e  l e  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e ,  i n t e r f é r e  

u n i q u e m e n t  a v e c  des  r é a c t i o n s  d e  t r a n s f e r t  d e  s u c r e  a y a n t  

un XDP-sucre comme d o n n e u r ,  

Mais  d a n s  c e  c a s ,  p o u r q u o i  l a  s y n t h è s e  d e  

Man-P-Do1 e t  d e  Glc -P -Do1  n ' e s t - e l l e  p a s  t o u c h é e  ? 

A f i n  d ' é l a r g i r  n o s  c o n n a i s s a n c e s  s u r  l ' i n h i b i t i o n  

d u  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  s o n  a c t i o n  

s u r  d ' a u t r e s  e n z y m e s  i n t e r v e n a n t  d a n s  l a  s y n t h è s e  d e  

g l y c o p r o t é i n e s  e t  u t i l i s a n t  un g l y c o s y l - n u c l é o t i d e  comme 

p r é c u r s e n r .  
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2 - E F F E T  D U  BIS-(P-NITROPHÉNYL)PHOSPHATE SUR L A  GALACTOSYL-,  

S I A L Y L -  E T  FUCOSYLTRANSFÉRASE 

Nous a v o n s  c h o i s i  d ' é t u d i e r  s u c c e s s i v e m e n t  l ' e f f e t  

d u  bis-(p-nitrophény1)phosphate s u r  l e s  a c t i v i t é s  g a l a c t o s y l - ,  

s i a l y l -  e t  f u c o s y l t r a n s f é r a s e s ,  e n  p r é s e n c e  d e  T r i t o n  X100,  

c e  q u i  p e r m e t  d ' a u g m e n t e r  s u b s t a n t i e l l e m e n t  l e  t a u x  

d '  i n c o r p o r a t i o n .  

A - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYLIPHOSPHATE SUR LA 

GALACTOSYLTRANSFERASE 

L ' é t u d e  d e  c e t t e  g a l a c t o s y l a t i o n  s ' e f f e c t u e  p a r  

i n c u b a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  e n  p r é s e n c e  d e  T r i t o n  X l O O  à 

c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  d e  2 % e t  d  * UDP- [l4C]Ga1 s u r  l e s  

a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  e t  s u r  l ' o v o m u c o ï d e  ( à  50 m g / m l ) .  

L o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  e s t  r é a l i s é e ,  e n  p r é s e n c e  d e  

c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  d e  bis-(p-nitrophényl)phosphate, 

l e  t r a n s f e r t  d e  [14C]Gal s u r  l e s  a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  e t  

e x o g è n e s  e s t  l a r g e m e n t  a f f e c t é  ( 8 5  % p o u r  l e s  a c c e p t e u r s  

e n d o g è n e s  e t  8 2  % p o u r  l e s  a c c e p t e u r s  e x o g è n e s )  à 15 mM 

( f i g u r e  31 , p a g e  80  1 . 
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B -- EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYL) PHOSPHATE SUR LA 
SIALYLTRANSFERASE 

L e s  l y m p h o c y t e s  s o n t  i n c u b é s  e n  p r é s e n c e  d e  
1 4  

CMP- ~ l ~ e u ~ c  e t  d e  T r i t o n  Xi00  à l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  

d e  0 . 0 5  % .  l e  t r a n s f e r t  d e  [ 1 4 d ~ e u A c  e s t  v i s u a l i s é  s u r  l e s  

a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  e t  s u r  l ' a s i a l o f é t u i n e  ( à  50 m g / m l ) .  

Nous o b s e r v o n s ,  d ' a p r è s  l a  f i g u r e  31 , p a g e  80 . 
q u e  d e s  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  e n  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  i n h i b e n t  l e  t r a n s f e r t  d e  NeuAc. C e t t e  i n h i b i t i o n  

é t a n t  d e  85 % p o u r  l e s  a c c e p t e u r s  e x o g è n e s  e t  d e  2 2  % p o u r  

l e s  a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s .  

C - EFFET DU BIS-(P-NITROPHENYLIPHOSPHATE SUR LA 
FUCOSYLTRANSFERASE 

L ' é t u d e  d e s  d e u x  a c t i v i t é s  f u c o s y l t r a n s f é r a s e s  : 

l a  galactoside-fucosyltransférase e t  l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n i d e -  

f u c o s y l t r a n s f é r a s e  s ' e f f e c t u e  p a r  i n c u b a t i o n  d e s  l y m p h o c y t e s  

e n  p r é s e n c e  d e  T r i t o n  X l O O  à c o n c e n t r a t i o n  d e  2 % e t  d e  
1 4  

GDP- L c l ~ u c  s u r  l e s  a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  e t  e x o g è n e s .  
- 

4 - 
L ' u t i l i s a t i o n  d e  l ' a s i a l o f é t u i n e  ( à  50  mg/ml)  e t  d e  

l ' a s i a l o a g a l a c t o f é t u i n e  ( à  50 mg/ml) comme a c c e p t e u r s  e x o g è n e s  

p e r m e t  d e  d i s t i n g u e r  L e s  d e u x  a c t i v i t é s  f u c o s y l t r a n s f é r a s i q u e s  : 

l'a-6-fucosyltransférase b r a n c h a n t  un r é s i d u  f u c o s y l  s u r  l e  

g a l a c t o s e  t e r m i n a l  d e  l ' a s i a l o f é t u i n e  e t  1 '  c i - 3 - f u c o s y l t r a n s f é r a s e  

b r a n c h a n t  u n  r é s i d u  f u c o s y l  s u r  l e  N - a c é t y l g l u c o s a m i n e  t e r m i n a l  

d e  l ' a ~ i a l o a ~ a l a c t o f é t u i n e  (SCHACHTER e t  : 195  ) .  



Le t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  f u c o s y l  e s t  a f f e c t é  e n  

f o n c t i o n  d e  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  d e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  ( f i g u r e  31 , p a g e  80  ) : l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  

N-acétylglucosamine-£ucosy1trans£érase e s t  d e  5 7  % ,  c e l l e  d e  

l a  galactoside-fucosyltransférase e s t  d e  6 0  % ,  l ' i n h i b i t i o n  

s u r  l e s  a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  é t a n t  p l u s  f a i b l e  : 4 0  % .  

D - C O N C L U S I O N  

L ' i n c u b a t i o n  d e  l y m p h o c y t e s ,  r é a l i s é e  e n  p r é s e n c e  

d e  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  d e  bis-(p-nitrophény1)phosphate 

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

s i a l i q u e  s u r  l e s  a c c e p t e u r s  e n d o g è n e s  e t  e x o g è n e s .  Une f o r t e  

i n h i b i t i o n  e s t  o b s e r v é e  s u r  l a  g a l a c t o s y l -  e t  l a  s i a l y l -  

t r a n s f é r a s e  ( 1 / 2  i n h i b i t i o n  o b t e n u e  à 2 , s  mM e t  à 2 m M ) ,  l e s  

a c t i v i t é s  f u c o s y l t r a n s f é r a s i q u e s  s o n t  m o i n s  a f f e c t é e s  ( 1 / 2  

i n h i b i t i o n  à 9 e t  8 m M ) ,  

On n o t e r a  q u e  d e s  r é s u l t a t s  s i m i l a i r e s  s o n t  

o b t e n u s  e n  p r é s e n c e ,  comme e n  a b s e n c e ,  d e  d é t e r g e n t .  

P o u r  c h a q u e  c a s ,  n o u s  a v o n s  v é r i f i é  q u e  l ' i n h i b i t i o n  

o b s e r v é e  n ' e s t  p a s  d û e  à l a  d é g r a d a t i o n  d u  p r é c u r s e u r .  Au 

c o n t r a i r e ,  l ' i n t é g r i t é  d e s  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  e s t  m a i n t e n u e  

p a r  l a  p r é s e n c e  d e  n u c l é o t i d e  - m o n o p h o s p h a t e s  ( ~ ~ P l e - f  UMP) e t  

d e  bis-(p-nitrophény1)phosphate q u i ,  comme n o u s  l ' a v o n s  v u  

p r é c é d e m m e n t ,  a  un  e f f e t  p r o t e c t e u r  s u r  l a  d é g r a d a t i o n  d e s  

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

Ces  r é s u l t a t s  c o n f i r m e n t  n o s  o b s e r v a t i o n s  p r é c é d e n t e s . :  

l e s  r é a c t i o n s  i n h i b é e s  c o m p o r t e n t  t o u t e s  un g l y c o s y l - n u c l é o t i d e  

comme d o n n e u r .  



3 - ÉTUDE DU KM ET DU TYPE D ~ I N H I B I T I O N  

A f i n  d e  d é t e r m i n e r  l e  t y p e  d ' i n h i b i t i o n  d u  

b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e ,  n o u s  d e v o n s  t o u t  d ' a b o r d  p r o c é d e r  

à d i f f é r e n t e s  é t u d e s  p r é l i m i n a i r e s ,  t e l l e s  q u e  : 

- P r é p a r a t i o n  d e  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  e x e m p t e  

d  UDP-Ga1 e n d o g è n e .  

- C h o i x  d e  l ' a c c e p t e u r  e x o g é n e .  

- E t u d e  d u  K M .  

A - PREPARATION DE LA GALACTOSYLTRANSFERASE 

1 

L ' é t u d e  d u  K s e  f a i s a n t  p a r  v a r i a t i o n  d u  t a u x  d  
M 

UDP-Gal, i l  e s t  i n d i s p e n s a b l e  d ' é l i m i n e r  t o u t  UDP-Ga1 e n d o g è n e  

q u i  p o u r r a i t  i n t e r a g i r  l o r s  d e  l ' é t u d e  c i n é t i q u e  a v e c  

1 'UDP- t1*C1Gal.  

A i n s i ,  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  e s t  s o l u b i l i s é e  

p a r  d u  T r i t o n  X l O O  à c o n c e n t r a t i o n  d e  2 % f i n a l e e t  p u r i f i é e  

p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d ' a f f i n i t é  s u r  UDP-hexano lamine  S é p h a r o s e  4 B  

( v o i r  p a g e  56 1 .  - - - 



B - CHOIX DE L ' A C C E P T E U R  EXOGL'NE 

L ' a c c e p t e u r  e x o g è n e  d o i t  p r é s e n t e r  un r é s i d u  

N - a c é t y l g l u c o s a m i n y l  t e r m i n a l ,  p o u v a n t  ê t r e  g a l a c t o s y l é  e t  l e  

p r o d u i t  d o i t  p o u v o i r  ê t r e  i d e n t i f i é  e t  i s o l é  a p r è s  

g a l a c t o s y l a t i o n .  

Le (p-nitrophény1)galactose é t a n t  un bon a c c e p t e u r  

e x o g è n e  p o u r  l a  s i a l y l t r a n s f é r a s e ,  g r â c e  à un r é s i d u  g a l a c t o s y l  

t e r m i n a i  (BAuVOIS e t  a l :  196 ) , n o u s  a v o n s  p e n s é  q u e  l e  

(p-nitrophény1)N-acétylglucosamine p o u v a i t  e n  ê t r e  un p o u r  l a  

g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e .  

1 - E t u d e  d u  (p-nitrophény1)N-acétylglucosamine 

Nous a v o n s  é t u d i é  c e t t e  é v e n t u a l i t é  p a r  i n c u b a t i o n  

d e  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e ,  e n  p r é s e n c e  d e  ( p - n i t r o p h é n y l )  N-  
1 4  

a c é t y l g l u c o s a m i n e  e t  d  ' U D P -  C ~ 1 ~ a l .  

Le p r o f i l  c h r o m a t o g r a p h i q u e  d e  l a  f i g u r e  32 , p a g e  85 , 
m o n t r e  q u e  l e  (p-nitrophény1)N-acétylglucosamine e s t  a c c e p t e u r  

d e  r é s i d u  g a l a c t o s e  e t  f a c i l e m e n t ; - s e a r a b l e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  p a p i e r .  I l  p e u t  d o n c  ê t r e  u t i l i s é  comme a c c e p t e u r  e x o g è n e  

l o r s  de l ' é t u d e  du  K 
M. 



FIGURE 32 : Anwbe p a h  choma;toghap&e 

' AWL pupieh d a  déhivén galadon qléa du 
( p- nitmphïinljL) N-acetylgluconamine en 

- p t é ~  erzce de galactose 

l/Concentration en (p-nitropnény1)N-.icéty1glucosamine. mg 'ml 



P o u r  c e l a ,  n o u s  a v o n s  é t u d i é  l a  c o n c e n t r a t i o n  de  

(p-nitrophény1)N-acétylglucosamine p e r m e t t a n t  l e  maximum d e  

f i x a t i o n  d e  r é s i d u  g a l a c t o s y l .  C e t t e  é t u d e  e s t  r é a l i s é e  p a r  

i n c u b a t i o n  d e  l a  p r é p a r a t i o n  d e  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  e n  
1 4  

p r é s e n c e  d  'UDP-1 ~ l ~ a l  e t  d e  (p-nitrophény1)N-acétylglucosamine 

à d i £  f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s .  

La f i g u r e  3 3  , p a g e  85 , m o n t r e  q u e  p o u r  l e s  f a i b l e s  

c o n c e n t r a t i o n s  ( d e  0 , 0 2 5  à 0 , 2 5  m g / m l ) ,  l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  

e s t  p r o p o r t i o n n e l l e  à l a  q u a n t i t é  d e  s u b s t r a t ,  l e  

(p-nitrophény1)N-acétylglucosamine se  c o m p o r t e  comme un bon  

a c c e p t e u r  d e  g a l a c t o s e  m a i s  l o r s q u e  l ' o n  a t t e i n t  d e s  

c o n c e n t r a t i o n s  p l u s  é l e v é e s  ( d e  0.5 à 1 mg/ml ) 

il y a  i n h i b i t i o n  p a r  e x c è s  d e  s u b s t r a t ,  c e  q u i  r e n d  

l ' u t i l i s a t i o n  d e  c e t t e  m o l é c u l e  d i f f i c i l e  p o u r  l ' é t u d e  d ' u n e  

i n h i b i t i o n .  

Nous sommes d o n c  r e v e n u s  à un a c c e p t e u r  e x o g è n e  

p l u s  c l a s s i q u e  : l ' o v o m u c o ~ d e .  

2  - E t u d e  d e  l ' o v o m u c o ~ d e  

a  - Etude de  l a  c o n c e n t r a t i o n  o p t i m a l e  e n  ovomucoîde  

L ' é t u d e  e n  f o n c t i o n  d e  c o n c e n t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  

e n  a c c e p t e u r ,  p a r  i n c u b a t i o n  d e  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a ç e ,  e n  

p r é s e n c e  d  . UDP- 114C1Gal m o n t r e  ( f i g u r e  34 , p a g e  87 1 un 

maximum d '  i n c o r p o r a t i o n  à o,Smg/ml, c o n c e n t r a t i o n  à l a q u e l l e  

n o u s  n o u s  p l a c e r o n s  p o u r  é t u d i e r  l e  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  o p t i m a l .  



FIGURE 3 4  : E d 6 d  de l a  concenthaLion ctrohhante en 
1 4  ovornucoide nuh l e  ahana6mA de [ C]G& à 

p a h t u i  d ,UVP- [ ' 4 ~ ~ ~ d  avec une phépanation 

de gcdacton @th~VIh dehail Q. 

~ e m p s  d'incubation, rnn 

FIGURE 35 : Eiude dnétitique de L'incohpoirdon du 
-. 

[ 1 4 ~ 1  G& à p& d .UV?- [ I 4 c 1 ~ d  o u h  L'ovo- 

mucoide à 0.5 mg/mL avec une phépandon de 



b - Etude du t emps  o p t i m a 2  d ' i n c u b a t i o n  

C e l u i - c i  e s t  é t u d i é  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l a  

p r d p a r a t i o n  d e  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e ,  e n  p r é s e n c e  d  'UDP- C4C]Gal  

e t  d 'ovomucoZde à c o n c e n t r a t i o n  d e  0,5mg/ml, l a  m e s u r e  e s t  

e f f e c t u é e  à d i f f é r e n t s  t e m p s .  

La v i t e s s e  i n i t i a l e  e s t  m a i n t e n u e  d u r a n t  6 0  m i n u t e s  

( f i g u r e 3 5 ,  p a g e  87 ) p e r m e t t a n t  u n e  i n c o r p o r a t i o n  i m p o r t a n t e  

de  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

Ces  d i v e r s  p a r a m è t r e s  é t a n t  d é t e r m i n é s ,  n o u s  

p o u v o n s  é t u d i e r  l e  K d e  l a  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e .  . M 

C - E T U D E  DU K M  

C e t t e  é t u d e  s e  r é a l i s e  p a r  i n c u b a t i o n  d e  l a  

p r é p a r a t i o n  d e  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e  e n  p r é s e n c e  d e  d i f f é r e n t e s  
14 

c o n c e n t r a t i o n s  d  ' U D P -  C c l G a 1  ( d e  40 pM à 1 m M )  e t  d ' o v o m u c o ~ d e  

à O,Smg/ml. L ' a r r ê t  d e  l a  r é a c t i o n  s ' e f f e c t u e  p a r  p r é c i t a t i o n  

a u  b o u t  d e  60  m i n u t e s .  

C o n t r a i r e m e n t  a u  (p-nitrophény1)N-a~étylglucosamine, 

on n ' o b s e r v e  p l u s  d ' i n h i b i t i o n  p a r  e x c è s  d e  s u b s t r a t .  La v a l e u r  

du K M  que n o u s  o b t e n o n s  d a n s  l a  f i g u r e  3 6 ,  p a g e  89 , e s t  d e  

250  PM.  C e t t e  v a l e u r  o b t e n u e  e s t  e n  a c c o r d  a v e c  l e s  K d é j à  
M 

r e l e v é s  p o u r  l e s  g a l a c t o s y l ~ ~ r a n s f é r a s e s  d ' o r i g i n e  d i v e r s e s ,  



FIGURE 36 : Etude du Km de t a  gdaotooql 

&am d é m e  poutr l '  UDP- G d  pm mesutre 

de v d n t i o n  du taux de Rttam3o.t de 
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FIGURE 37 : Etude du .type d ' inh ib i t ion  
X 
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ainsi il est de 100 ,pM pour la galactosyltransférase de lait 

de vache (SCHWARZ et DATEMA : 199  ) , 112 frM pour la 
galactosyltransféra~e de glande mammaire (SMITH et BREW : 200 

et 1 2 0 p M  pour la galactosyltransférase d'érythrocyte humain 

(SPIK et a l  : 201 1 .  

Ces divers paramètres étant définis, l'étude du 

type d'inhibition peut être effectuée. 

TYPE D ' I N H I B I T I O N  D U  B I S -  ( P - N I T R O P H E N Y L )  PHOSPHATE 

Afin d'étudier le type d'inhibition dû au 

bis-(p-nitrophényl)phosphate, les variations de la vitesse 

initiale sont mesurées avec différentes concentrations d 
, 

14 
UDP- C ~ l ~ a l ,  en absence et en présence de l'inhibiteur à 

concentration de 5 et 10 mM. 

La figure 3 7 ,  page 89  , montre que le 
bis-(p-nitrophény1)phosphate exerce une inhibition compétitive 

vis à vis de l'activité galactosyltransférasique. En effet, 

la vitesse maximale ne varie pas en absence ou en présence du 

bis- (p-nitrophény1)phosphate tandis que la valeur du K pour M 
1'UDP-Ga1 est augmentée de 250 ,uM (sans inhibiteur) à 5 0 0 p M  

(avec inhibiteur à concentration de 10 m M ) .  



E - CONCLUSION 

C e t t e  i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  s u g g è r e  d o n c  q u e  l a  

p r é s e n c e  d e  l i a i s o n  p h o s p h o d i e s t è r  e s t  n é c e s s a i r e  p o u r  q u e  

c e t t e  m o l é c u l e  e n t r e  e n  c o m p é t r t i o n  a u  n i v e a u  d e  l ' e n z y m e  

a v e c  l e  s u b s t r a t  c ' e s t  à d i r e  : l e  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e .  

11 e s t  à n o t e r  q u e  l e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  

d u  b i s -  (p-nitrophény1)phosphate t e l s  q u e  : l e  ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e ,  l e  p a r a n i t r o p h é n o l  e t  l e  p h o s p h a t e  n ' o n t  p a s  un  

e f f e t  a u s s i  p u i s s a n t  q u e  l e  bis-(p-nitrophény1)phosphate. 

TABLEAU T V  : EXude compatrative d u  eQbe& decr diddé&en;tn 

déttivéa du b h  - ( p- ~ a p C z é n y L 1  phocr phate 

LE Xableau indique l a  concevtfiration néc&5baiJ@ 

peuh abteni t  une inh ib i t i on  à 50% d a  a d v a é a  

gtycoh y.&2ar14 iétraiqueh 

' ( ~ 0 ~ 6  n ' a v o ~  pu déXeminen L1e56et du plionphate  ou^ l ' a d -  

u a f  g d a c t o ~  y.&2ana6&tah e:  l e  phocr phate p&écipa& avec l e  

MnCtl indhpenhable au Qonctionnement de 1' e n z e e ) .  

Sialyltransférase 

Galactosyltransférase 

FucosyltransfCrase 

Bis(p-nitrophényl) 

phosphate 

2 . 5  m M  

2 m M  

8 mM . - - - - - - - - - - - - - - -  
9 mAf 

p-ni trophénû 1 

pas d'inhibition 

pas d'inhibition 

pas d'intiibitiori 

(p-nitrophényl) 

phosphate 

10 mM 

pas d'inhibition 

1 5  n M  

15  m M  

Phosphate 

pas d'inhibition 

Z 

pas d'inhibition 



Le t a b l e a u  IV m o n t r e  b i e n  q u e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

n é c e s s a i r e s  p o u r  o b t e n i r  une  1 / 2  i n h i b i t i o n  d e s  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  s o n t  f a i b l e s  p o u r  l e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  a l o r s  q u ' e l l e s  s o n t  p l u s  é l e v é e s  p o u r  l e s  a u t r e s  

c o m p o s é s  e t  q u e  s o u v e n t  c e u x - c i  n e  s o n t  p a s  i n h i b i t e u r s .  

ce la  i n d i q u e  d o n c  q u e  s e u l  l e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e  e t  n o n  p a s  un d e  c e s  p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n ,  e s t  

r e s p o n s a b l e  d e  l ' i n h i b i t i o n  d e s  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  

u t i l i s a n t  un  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e  comme p r é c u r s e u r .  

P o u r t a n t ,  un p r o b l è m e  r e s t e  e n t i e r ,  s i  n o s  é t u d e s  s u r  

l e s  a c t i v i t é s  g a l a c t o s y l - ,  s i a l y l -  e t  f u c o s y l t r a n s f é r a s i q u e s  

c o n f i r m e n t  n o s  c o n c l u s i o n s  o b t e n u e s  a v e c  l e s  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  d u  c y c l e  d e s  d o l i c h o l s .  P o u r q u o i  l a  

s y n t h è s e  d e  Man-P-Do1 e t  d e  Glc-P-Do1 n ' e s t - e l l e  p a s  t o u c h é e  

p a r  l e  bis(p-nitrophényllphosphate a l o r s  q u e  l e  p r é c u r s e u r  

u t i l i s é  e s t  u n  n u c l é o t i d e - s u c r e  ? 

A f i n  d e  r é p o n d r e  à c e t t e  q u e s t i o n ,  n o u s  a v o n s  

é t u d i é  l ' a c t i o n  d u  bis-(p-nitrophény1)phosphate s u r  d e s  

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

s t r u c t u r e  m e m b r a n a i r e  p a r  l e  T r i t o n  X100. 



4 - MODULATION DE L'EFFET DU BIS-(P-NITROPHÉNYL)PHOSPHATE PAR 

L'INTEGRITE DES ENZYMES DANS LA MEMBRANE 

C e t t e  é t u d e  s ' e f f e c t u e  p a r  c o m p a r a i s o n  e n t r e  

l ' a c t i v i t é  e n z y m a t i q u e  r e l e v é e  e n  p r é s e n c e  d e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

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

d e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  e n c o r e  i n t é g r é e s  d a n s  d e s  membranes  

f o r m a n t  d e s  v é s i c u l e s ,  e t  d e s  h o m o g é n a t s  s o u m i s  à l ' a c t i o n  d u  

T r i t o n  X100,  c ' e s t  à d i r e  p o s s é d a n t  d e s  a c t i v i t é s  e n z y m a t i q u e s  

q u i  n e  s o n t  p l u s  i n c l u s e s  d a n s  l e s  m e m b r a n e s .  

L e s  l y m p h o c y t e s  s p l é n i q u e s  d e  r a t  h o m o g é n é i s é s  

s o n t  i n c u b é s  e n  p r é s e n c e  o u  non  d e  T r i t o n  X l O O  à 0 , 2 5  % a v e c  
14  s o i t  d u  GDP- [14C?Mant s o i t  d e  l ' " o p -  [ c ] ~ l c .  La f o r m a t i o n  

d e  Man-P-Dol,  G lc -P -301  e t  c e r - S l c  e s t  m e s u r é e  d a n s  l a  p h a s e  

c h l o r o f o r m e  / m é t h a n o l  a p r è s  e x t r a c t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é .  

Comme l e  m o n t r e  l a  f i g u r e  38 ( A I ,  p a g e  93 , l e  

t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  m a n n o s y l  p a r  l a  phosphodolichyl-mannosyl 

t r a n s f é r a s e  e t  du  r é s i d u  g l u c o s y l  p a r  l a  p h o s p h o d o l i c h y l -  

g l u c o s y l t r a n s f é r a s e  n ' e s t  p a s  ( o u  f a i b l e m e n t )  i n h i b é e  p a r  l e  

b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  p h o s p h a t e  b i e n  q u e ,  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  

l e  t r a n s f e r t  du g l u c o s e  p a r  l a  céramide-glucosyltransférase e s t  

l a r g e m e n t  i n h i b é e .  C e p e n d a n t ,  ( f i g u r e  38 ( B I  , p a g e  9 3  1 q u a n d  

l ' e x p é r i e n c e  e s t  r é a l i s é e  e n  p r é s e n c e  d e  T r i t o n  ~ 1 0 0  à 

c o n c e n t r a t i o n  d e  0 , 2 5  % ,  l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  s e  r e t r o u v e  à l a  

f o i s  s u r  l a  m a n n o s y l -  e t  l a  g l u c o s y l t r a n s f é r a s e .  

Ce r é s u l t a t  i n d i q u e  q u e  l ' e f f e t  c h a o t r o p i q u e  d u  

d é t e r g e n t  s u r  l e s  m e m b r a n e s  a  p e r m i s  l ' i n h i b i t i o n ,  c ' e s t  à 

d i r e  l ' i n t e r a c t i o n  d u  s i t e  a c t i f  d e  l ' e n z y m e  a v e c  l ' i n h i b i t e u r .  



FIGURE. 35 : E 4 4 e . t  du b d -  (p-ni&ophénql) phobphnte d m  l e  

ItrraaSurA de: 
14 

- [ ' 4 ~ ~ l l a n  à p n h t i n  de G D P - c  Cllan dana l e s  

dofichut-monophocsphde-mannocsa ( a-. 1 
- [ ' 4 ~ ] ~ l c .  3 ,pahtin de UVP- C ' ~ C I G ~ C  dann l e *  
do Gchul-monophonphate-qlrtcocsecs ( 0-0 1 e2 
la plucocsul-cé/rumLdu ( u ) 

Dancs lu lrdmphocqtecs homog énéd  écs en méa ence 

( B )  & en abcsence [ A )  & T u o n  X I 0 0  (0,25%) 



Ces enzymes : phosphodolichyl-mannosyltransférase et 

phosphodolichyl-glucosyltransférase, liés à la membrane, ont 

leur site actif intégré dans celle-ci donc inaccessible à 

l'action d u  bis-(p-nitrophény1)phosphate en absence de 

détergent. 

c{~>!c ~ ~ r n ! :  ? IiDP 2 ItDP-GlctlAr 5 GDF-Man 4 GDP-Mn 3 UDP 

KRK G l c - P - m i  Au J-8 p-Dai M. i31 a 
~ l ~ p ~ l l ~ ~ - p - p - ~ ~ l  GIC 3 M . I ~ ~ C ~ ~ N A C ~ - P - P - D O L  

FIGURE 3 9  : SqntliB~e d e s  intetm2dh&ted de gZycodqXation dam t e s  m e m h a i i e ~  

Ces observations peuvent être reliées au schéma de 

HEMMING (figure 39 1 montrant l'intégration des enzymes 

intervenant dans la synthèse des intermédiaires de glycosylation 

dans les membranes. 



S e l o n  c e  s c h é m a ,  c e r t a i n e s e n z y m e s  t r a n s m e m b r a n a i r e s  

s o n t  e n  c o n t a c t  à l a  f o i s  a v e c  l e  c y t o p l a s m e  e t  l a  l u m i è r e  d u  

r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  t e l s  q u e  : l a  N - a c é t y l g l u c o s a m i n y l -  

t r a n s f é r a s e  ( E l )  e t  l a  m a n n o s y l t r a n s f é r a s e  ( E 2 )  ( b r a n c h a n t  un 

r é s i d u  m a n n o s y l  à p a r t i r  d u  GDP-Man) a l o r s  q u e  d ' a u t r e s  

enzymes s o n t  e n  c o n t a c t  u n i q u e m e n t  a v e c  l e  m i l i e u  c y t o p x a s m i q u e  

t e l s  q u e  l a  m a n n o s y l t r a n s f é r a s e  ( E 3 )  ( b r a n c h a n t  un r é s i d u  

m a n n o s y l  à p a r t i r  du GDP-Man s u r  l e  p h o s p h o d o l i c h o l )  e t  l a  

g l u c o s y l t r a n s f é r a s e  (ES) ( b r a n c h a n t  un r é s i d u  g l u c o s y l  à p a r t i r  

d e  ~ ' u D P - G ~ c  s u r  l e  p h o s p h o d o l i c h o l )  e t  d ' a u t r e s  a v e c  l a  

l u m i è r e  du  r é t i c u l u m  e n d o p l a s m i q u e  t e l l e s  q u e  : l a  

r n a n n o s y l t r a n s f é r a s e  (E4) ( b r a n c h a n t  un r é s i d u  m a n n o s y l  à p a r t i r  

d u  Man-P-Do1 s u r  l e  Man -GlcNAc -PP-Dol)  e t  l a  g l u c o s y l t r a n s f é r a s e  
5 2 

( E 6 )  ( b r a n c h a n t  un r é s i d u  g l u c o s y l  du Glc-P-Do1 a u  

Man -GlcNAc -PP-Dol)  . 
9 2 

S i  n o u s  r e l i o n s  c e s  o b s e r v a t i o n s  à n o s  r é s u l t a t s ,  

n o u s  c o n s t a t o n s  q u e  l e s  enzymes  i n h i b é e s p a r  l e  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e ,  e n  a b s e n c e  d e  d é t e r g e n t ,  p r é s e n t e n t  un c o n t a c t  

u n i q u e m e n t  a v e c  l a  f a c e  c y t o p l a s m i q u e .  T a n d i s  q u e  p o u r  l a  

phosphodolichyl-mannosyltransférase e t  l a  p h o s p h o d o l i c h y l -  

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

p o u r  o b t e n i r  u n e  i n h i b i t i o n  p a r  l e  bis-(p-nitrophényl)phosphate, 

c e s  d e u x  enzymes  s e  s i t u a n t  d u  c ô t é  l u m i n a l .  Une d é s a g r é g a t i o n  

s t r u c t u r a l e  d e  l a  membrane p a r  l e  T r i t o n  XlOO p e r m e t  

l ' a c c e s s i b i l i t é  au  s i t e  a c t i f .  



C O N C L U S  I O N S  G E N E R A L E S  

L e s  é t u d e s  q u e  n o u s  a v o n s  m e n é e s  s u r  l e s  e f f e t s  d u  

bis-(p-nitrophény1)phosphate s u r  l e s  e n z y m e s  d u  c y c l e  d e s  

d o l i c h o l s ,  l a  g a l a c t o s y l - ,  s i a l y l -  e t  f u c o s y l t r a n s f é r a s e ,  e n  

u t i l i s a n t  comme m o d è l e  l e  l y m p h o c y t e  s p l é n i q u e  d e  r a t ,  n o u s  

o n t  p e r m i s  d e  d é g a g e r  l e s  p o i n t s  s u i v a n t s  : 

- Le bis-(p-nitrophény1)phosphate e s t  un i n h i b i t e u r  

d e s  r é a c t i o n s  d e  t r a n s f e r t  d e  m o n o s a c c h a r i d e  p a r  d e s  

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s ,  à c o n d i t i a n  q u e  c e s  r é a c t i o n s  f a s s e n t  

i n t e r v e n i r  d e s  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  comme d o n n e u r  e t  n o n  p a s  

d e s  dolichyl-phosphate-nomosaccharides t e l s  q u e  l e  Man-P-Do1 

o u  Glc -P -Dol .  

C e t t e  s p é c i f i c i t é  d ' i n h i b i t i o n  d e s  e f f e t s  d u  

bis-(p-nitrophény1)phosphate e n v e r s  l e s  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  e s t  

c o n f i r m é e  p a r  l ' i n h i b i t i o n  c o m p é t i t i v e  o b s e r v é e  e n v e r s  1 'UDP-Ga1 

a v e c  une  p r é p a r a t i o n  d e  g a l a c t o s y l t r a n s f é r a s e .  

- C e t  e f f e t  i n h i b i t e u r  a p p a r a i t  ê t r e  d é p e n d a n t  d e  

l a  t o p o l o g i e  m e m b r a n a i r e  d e s  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 ,  l e  

t r a n s f e r t  d e  r é s i d u s  g l u c o s y l s  à p a r t i r  d  ' U D P - ~ l c  p a r  l a  

phosphodolichyl-glucosyltransférase e t  p a r  l a  c é r a m i d e -  

g l u c o s y l t r a n s f é r a s e  e s t  i n h i b é  d i f f é r e m m e n t  : l e  p r e m i e r  n ' e s t  

p a s  a f f e c t é  t a n t  q u e  s o n  e n v i r o n n e m e n t  m e m b r a n a i r e  e s t  

p r é s e r v é ,  b i e n  q u e  l e  s e c o n d  s o i t  f o r t e m e n t  t o u c h é .  



De même p o u r  l e  t r a n s f e r t  d e  r é s i d u  m a n n o s y l  p a r  

l a  phosphodolichyl-mannosyltransférase, l a  p r é s e n c e  d e  T r i t o n  

X l O O  e s t  n é c e s s a i r e  à l ' i n h i b i t i o n  p a r  l e  b i s - ( p - n i t r o p h é n y l )  

p h o s p h a t e .  

C e c i  i n d i q u e  q u e  c e s  d e u x  enzymes  s o n t  p r o f o n d é m e n t  

i n t é g r é s  d a n s  l a  membrane .  

- Le bis-(p-nitrophény1)phosphate b l o q u e  é g a l e m e n t  

l e  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  à p a r t i r  d e  

l'oligosaccharide-PP-Dol. 

- E n f i n ,  l e  bis-(p-nitrophény1)phosphate i n h i b e  

p a r t i e l l e m e n t  l e s  p y r o p h o s p h a t a s e s ,  r e s p o n s a b l e s  d e  l a  

d é g r a d a t i o n  d e s  o l i g o s a c c h a r i d e s - P P - D o 1  e n  phosphooligosaccharides. 

Le bis-(p-nitrophényl)phosphate, i n h i b i t e u r  g é n é r a l  

d e s  g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s  u t i l i s a n t  d e s  g l u c o s y l - n u c l é o t i d e s  

comme p r é c u r s e u r ,  p e u t  d o n c  ê t r e  un o u t i l  p r é c i e u x  p o u r  : 

- l ' é t u d e  d e  l a  t o p o l o g i e  m e m b r a n a i r e  d e s  

g l y c o s y l t r a n s f é r a s e s .  

- l ' é t u d e  d e s  r é a c t i o n s  m é t a b o l i q u e s  p a r  i n h i b i t i o n  

d e  c e r t a i n e s  r é a c t i o n s  d e  t r a n s f e r t  de  s u c r e .  

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

à t r a v e r s  l a  membrane .  De r é c e n t s  t r a v a u x  m o n t r e n t  q u e  c e r t a i n s  

g l u c o s y l - n u c l é o t i d e s  t e l s  q u e  l e  CMP-NeuAc (SOMMERS e t  

HIRSCHBERG : 2 0 2  ) u t i l i s e n t  d e s  t r a n s p o r t e u r s  p o u r  t r a v e r s e r  

l a  membrane g o l g i e n n e ,  l e  b i s -  ( p - n i t r o p h é n y l )  ~ h o s p h a t e  a n a l o g c g  

d e  g l y c o s y l - n u c l é o t i d e s  p o u r r a  p e u t - ê t r e  i n t e r a g i r  a v e c  c e s  

t r a n s p o r t e u r s  e t  p e r m e t t r e  l e u r  é t u d e .  
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